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ARTICULO ORIGINAL

Identificacion de Escherichia coli enteropatégena en
nifios con sindrome diarreico agudo del Estado Sucre, Venezuela

Elvia Michelli*2, Adriana Millan!, Hectorina Rodulfo?!, Mirian Michelli?,
Jesus Luiggit, Numirin Carrefio?!, Marcos de Donato?

1 Laboratorio de Genética Molecular, Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas “Dra.
Susan Tai”, Universidad de Oriente, Cumana, Sucre, Venezuela

2 Laboratorio de Microbiologia Clinica, Departamento de Bioandlisis, Universidad de Oriente, Cumand, Sucre,
Venezuela

Introduccién. Escherichia coli es uno de los principales agentes causales del sindrome diarreico agudo.
Objetivo. Identificar grupos clonales de E. coli enteropatégena en 485 casos de diarrea aguda en
nifios entre 0y 10 afios de edad atendidos en centros de salud de los municipios de Arismendi, Benitez
y Sucre del estado Sucre, Venezuela, entre marzo y diciembre de 2011.

Materiales y métodos. Previo consentimiento informado, se recolectaron muestras fecales y se
identificé E. coli mediante coprocultivo estandar y serologia con antisueros polivalentes y monovalentes.
Se aislo el ADN y se amplificaron los genes eae (intimina) y bfpA (bundlina) mediante dos pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mudltiples.

Resultados. En 39,6 % de los coprocultivos se determind la presencia de infeccion bacteriana.
La prevalencia de E. coli fue de 54,7 %; 82,9 % de estas cepas fue positivo por serologia para los
serogrupos Yy el serotipo evaluados, principalmente en nifios entre los 0 y los 2 afios (37,9 %). El 48,6 %
de las cepas de E. coli amplificaron para el gen eae y, de estas, 58,8 % se clasific6 como cepas de
E. coli enteropatégena tipica (eae+ y bfp+). EI ECEP Il fue el serogrupo més frecuente (38,7 %), con
predominio de bacterias E. coli enteropatégenas tipicas (60 %). El alelo B de la intimina fue el mas
identificado (74,5 %) en las cepas positivas para el gen eae. Solo se identificaron cuatro cepas con
el serotipo O157:H7 utilizando antisueros, las cuales no amplificaron mediante PCR para los genes
eae y bfpA.

Conclusiones. Este estudio demostrd la importancia de aplicar pruebas moleculares en la identificacion
de las cepas de E. coli causantes de diarrea de diversa gravedad.

Palabras clave: Escherichia coli, Escherichia coli enteropatégena, enfermedades gastrointestinales,
diarrea, reaccién en cadena de la polimerasa.
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Identification of enteropathogenic Escherichia coli in children with acute diarrheic syndrome
from Sucre State, Venezuela

Introduction: Diarrheagenic Escherichia coli is an important causative agent of acute diarrheic syndrome.
Objective: To identify clonal groups of enteropathogenic E. coli (EPEC), in 485 children with acute
diarrhea aged 0 to 10 years attending health care centers in Arismendi, Benitez and Sucre municipalities,
Sucre state, Venezuela, from March to December, 2011.

Materials and methods: After obtaining the informed consent, stool samples were collected. Escherichia
coli was identified using standard coproculture methods and serology with polyvalent and monovalent
antisera. DNA was isolated, and eae (intimin) and bfpA (bundlin) genes were amplified through two
multiplex polymerase chain reactions (PCR).

Results: The presence of bacterial infection was determined in 39.6% of coprocultures. The
prevalence of E. coli was 54.7%; 82.9% of these isolates were positive by serology for the evaluated
serogroups and serotypes, which were mostly identified in children between 0 and 2 years (37.9%);
48.6% of E. coli strains amplified the eae gene; of these, 58.8% were classified as typical EPEC
(eae+y bfp+). EPEC Il was the most common serogroup (38.7%), with predominance of typical EPEC

Contribucion de los autores:

Elvia Michelli, Hectorina Rodulfo y Marcos De Donato: concepcion y disefio del estudio

Adriana Millan, Mirian Michelli, Jests Luiggi y Numirin Carrefio: recoleccion y procesamiento de muestras
Elvia Michelli: redaccién del manuscrito

Todos los autores participaron en el andlisis y la interpretacion de los datos.

118



Biomédica 2016;36(Supl.1):118-27

Escherichia coli en nifios con sindrome diarreico agudo

(60%). In positive strains for eae gene, the f intimin allele was the most frequently identified (74.5%).
Only four strains with O157:H7 serotype were identified, which showed no PCR amplification of the

eae and bfpA genes.

Conclusion: This study showed the importance of molecular tests to identify diarrheagenic E. coli

strains causing clinical conditions of varying severity.

Key words: Escherichia coli, enterophatogenic Escherichia coli, gastrointestinal diseases, diarrhea,

polymerase chain reaction.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2928

El sindrome diarreico agudo representa un pro-
blema de salud publica mundial, aunque con
variaciones regionales en su incidencia, y en la
diversidad y frecuencia de los agentes etiol6gicos
involucrados.

Entre los microorganismos causantes de diarrea
aguda se encuentran las cepas de Escherichia
coli, las cuales se clasifican en los siguientes
seis patotipos segun sus caracteristicas clinicas
y epidemiolégicas, y los factores especificos que
determinan su virulencia: E. coli enteropatégena
(ECEP), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva
(ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEAgQQ) y E. coli
de adherencia difusa (ECAD) (1-3).

Las cepas ECEP causan diarreas acuosas; la
adherencia a los enterocitos es un evento clave en
su patogenia, la cual tiene dos fases. La primera
fase involucra la expresion de los genes bfp
(codificados en el plasmido denominado factor de
adherencia a EPEC, pEAF), los cuales codifican
las fimbrias formadoras de penachos (bundle
forming pili, BFP), las que, a su vez, median la
formacion de microcolonias, originando un fenotipo
llamado de adherencia localizada (4,5). Segun se
dé la presencia del plasmido EAF o no, las ECEP
se clasifican como ECEP tipicas, que contienen
dicho plasmido, y ECEP atipicas, las cuales no
lo poseen. Las cepas ECEP atipicas presentan
una adherencia semejante a la localizada, la
difusa o la agregativa (5-7). La segunda fase de la
adherencia esta definida por la expresion del gen
eae codificado en la isla de patogenia denominada
locus de borrado del enterocito (Locus of Enterocyte
Effacement, LEE), que codifica la proteina intimina.
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Esta proteina media la formacién del fenotipo de
adherencia y borrado (attaching and effacing, A/E),
caracterizado por la adherencia intima de la bacteria
al enterocito con la subsiguiente destruccion de las
microvellosidades y el rearreglo del citoesqueleto
celular, lo cual resulta en la formaciéon de una
estructura en forma de pedestal en el sitio de unién
de la bacteria y el enterocito (6,8,9).

En varios estudios a nivel mundial se ha demostrado
gue los patotipos de E. coli causante de diarrea
usualmente estan involucrados en la etiologia de la
diarrea en nifios (3,10), con una elevada frecuencia
de ECEP tipicas y atipicas como agente patégeno
Unico o asociado a otros agentes microbianos (11-
16). Asimismo, diversos estudios en Venezuela
coinciden en sefialar el importante papel de estas
cepas en el sindrome diarreico agudo infantil,
como se demostr6 en una investigacion de 754
nifos de Caracas, en la cual se determind la
significacion epidemiolégica de los aislamientos
de E. coli con fenotipo de adherencia localizada en
cultivos celulares (17). En una investigacion de 200
niflos con sindrome diarreico agudo en Cumana,
estado Sucre, se obtuvieron 169 aislamientos de
E. coli, en los cuales las cepas ECEP fueron las
mas frecuentemente identificadas (10,7 %: 1,2 %,
ECEP tipicas y 9,5 %, ECEP atipicas) (18). En
otro estudio en Cumana, se sugiri6 que habia
circulacion de cepas de E. coli causantes de diarrea
y productoras de Stx (Shiga-like toxins) diferentes
al serotipo O157:H7, y se sefiald su participacion
en la etiologia del sindrome diarreico agudo en
nifios menores de tres afios (19).

La diversidad genética de las cepas de E. coli
causantes de diarrea ha puesto de relieve la utilidad
de las herramientas moleculares en los estudios
epidemiolégicos orientados a la identificacién y
clasificacion de los patotipos mediante la deteccion
de genes cromosémicos o plasmidicos responsa-
bles de su patogenia, los cuales estan ausentes en
las cepas comensales de E. coli (9,20). Dado que el
sindrome diarreico agudo es una causa importante
de morbimortalidad en nifios y que las cepas de
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E. coli causantes de diarrea se encuentran entre
sus principales agentes etiolégicos, en este trabajo
se identificaron los grupos clonales de ECEP
mediante técnicas moleculares en nifios con
sindrome diarreico agudo atendidos en centros
asistenciales del estado Sucre, con el fin de carac-
terizar la epidemiologia de las cepas circulantes vy,
asi, contribuir en la adopcién de las medidas de
control pertinentes.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal.
Criterios de inclusion y de exclusion

Los pacientes incluidos en el estudio presentaban
sindrome diarreico agudo con un tiempo de evo-
lucién no mayor de 72 horas en el momento de
su evaluacion clinica; se excluyeron del estudio
todos los nifios que habian recibido tratamiento
antimicrobiano durante el mes anterior a la toma
de muestras.

Muestras

Entre los meses de marzo y diciembre de 2011
se recolectaron 485 muestras fecales por emision
espontanea de nifios entre los 0y 10 afios de edad,
que luego se guardaron en envases plasticos
estériles; 84 de los nifios fueron atendidos en el
Ambulatorio de Caituco y, 74, en el de Llanada de
Cangua, en los municipios rurales de Benitez y
Arismendi, respectivamente. Los otros 327 nifios
asistieron al Laboratorio Clinico Comunitario y a
los Ambulatorios de La Llanada y Brasil, parroquia
Altagracia, al Ambulatorio “Dr. Ramon Martinez” de
Las Palomas, parroquia Ayacucho, y al Hospital
Ambulatorio “Salvador Allende”, parroquia Valentin
Valiente, todos ubicados en el municipio de Sucre
del estado Sucre, Venezuela.

Diagnéstico microbiologico

En las dos horas siguientes a su recoleccion, una
porcién de las muestras fecales se emulsioné en
infusion de cerebro y corazon, luego se inoculd
por extensidn y agotamiento en placas con los
siguientes medios de cultivo selectivos diferencia-
les McConkey: Salmonella-Shigella, eosina de azul
de metileno y agar de xilosa, lisina y desoxicolato
de sodio. Posteriormente, las placas se incubaron
en aerobiosis a 35 ° C durante 18 a 24 horas (21).

Las colonias con caracteristicas fenotipicas suges-
tivas de E. coli se identificaron mediante técnicas
bioguimicas, siguiendo los protocolos estandar
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(21,22). A todas las cepas confirmadas como E.
coli se les hizo la prueba de sorbitol. En las pruebas
bioguimicas se utilizaron las cepas certificadas de
E. coli (ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) como controles positivo y negativo,
respectivamente, provenientes del Centro Vene-
zolano de Colecciones Microbiologicas (CVCM).

Caracterizacién seroldgica de las cepas de
Escherichia coli

Los serogrupos de las cepas de E. coli se
determinaron mediante la técnica de aglutinacion
en laminas a partir de un cultivo puro en agar
nutritivo y con antisueros polivalentes, con los
siguientes resultados: ECEP: | (026, 055, O111
y 045), Il (086, 0119, 0127 y 088), Il (0125,
0126y 0128) y IV (0114, 0142 y O158); ECET: |
(06, 025, 027, 078 y 0168), Il (026, 063, 0155,
0166y 0148) y Il (08, 015, 0115, 0159y 0169);
y ECELl: | (O112ac, 0152 y 0164), Il (029, 0143
y 0144) y 1l (028, 0124, 0136 y 0167). Con el
antisuero monovalente para ECEH se identifico el
serotipo O157:H7. La identificacién se llevé a cabo
segun el procedimiento sugerido por la Fundacion
Venezolana para el Estudio de la Salud Infantil
(FUVESIN) (23). Se utilizaron como controles posi-
tivos las cepas de E. coli identificadas como CVCM
514 (055:K59), CVCM 511 (086:H34), CVCM 516
(0125:K70:H19), CVCM 1014 (0114:K90:H32) y
CVCM 442 (0157:H7), y la cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 se us6 como control negativo.

Diagndéstico molecular de ECEP y ECEH

El ADN se aisl6 a partir de cepas de E. coli
identificadas bioquimicamente y cultivadas en
caldo Luria Bertani, las cuales se incubaron a 37 °C
durante toda la noche, utilizando el estuche
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit™
(Promega) y siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se hizo una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) multiple con los oligos AE11/
eaek4 (amplicon de 526 pb del gen eae), que
codifica para la proteina intimina, y BFP3/BFP2
(amplicon de 209 pb del gen bfpA), que codifica
para la bundlina de la fimbria BFP, siguiendo los
protocolos descritos previamente (24,25).

En la identificacién de las formas alélicas a, By y
del gen eae, se utilizé otra PCR mudltiple siguiendo
el procedimiento descrito por Reid, et al. (26), en
el cual se utilizaron simultaneamente el par de
oligonuclettidos eae P1/P2, que amplifican un
fragmento de 917 pb comun para las cepas de
ECEP y ECEH, y los pares de oligonucleétidos
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P1/Ecoeaec. (amplicon 1.648 pb), P1l/Ecoeaep
(amplicén 1.926 pb) y P1/Ecoeaey (amplicén 1.770
pb), cuyos amplicones son especificos de las cepas
ECEP 1, ECEP 2 y ECEH 1, respectivamente (26).

En las PCR se utilizaron como controles positivos
las cepas de E. coli ATCC 25922, CVCM 442
(O157:H7), CVCM 511 (086:H34), CVCM 988
(O78:H12) y CVCM 514 (0O55:K59), y la ATCC
27853 de P. aeruginosa como control negativo.

Todas las reacciones de amplificacion se hicieron
en un equipo ABI 2400 (Applied Biosystems) y
los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefidos
con bromuro de etidio (0,05 %) bajo luz ultravioleta.

Andlisis de los resultados

Las cepas ECEP se clasificaron como tipicas cuando
amplificaron los genes eae y bfpA (eae+ y bfp+),
mientras que las ECEP atipicas se definieron como
eae+ y bfp- (8). El andlisis de los datos clinicos y
epidemiolégicos se hizo mediante la prueba de ji
al cuadrado con el programa estadistico SPSS®
(version 18). Todas las pruebas se hicieron con
95 % de confiabilidad.

Escherichia coli en nifios con sindrome diarreico agudo

Consideraciones éticas

A los padres o representantes de los nifios se
les solicité firmar un consentimiento después
de informarles la naturaleza y la importancia de
la investigacion, asi como sobre los posibles
riesgos. Se les aclaré que el estudio se ajustaria
a los principios establecidos en la Declaracion
de Helsinki (27). En el manejo de los pacientes
y de su informacion se siguieron las normas
de bioética y bioseguridad establecidas por la
Comisién de Bioética y Bioseguridad del Instituto
de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias
Aplicadas “Dra. Susan Tai".

Resultados

A partir de los coprocultivos de los 485 pacientes
incluidos en el estudio, se determiné la presencia
de infecciones bacterianas en 39,6 % de ellos
(192/485), sobre todo en los pacientes de 0 a 4 afios
de edad (51 %) y en los provenientes del municipio
de Sucre (92,2 %) (cuadro 1). En 54,69 % (105/192)
de las muestras positivas se identificé E. coli. En
los pacientes portadores de E. coli se reporté mas
de uno de los signos y sintomas clinicos asociados
al sindrome diarreico agudo.

Cuadro 1. Distribucion de los nifios con coprocultivos positivos e identificacion de Escherichia coli segin su procedencia, grupos de
edad (de dos afios cada uno), sexo y caracteristicas clinicas asociadas al sindrome diarreico agudo

Parametros Individuos con SDA Coprocultivos positivos E. coli positiva
n % n % P n % P
Procedencia <0,0001* <0,0001*
Rural¥ 158/485 32,58 15/158 9,49 7115 46,67
Urbana® 327/485 67,43 177/327 54,13 98/177 55,37
Sexo 0,0397 1,9975
Femenino 249/485 51,34 97/249 38,96 47197 48,45
Masculino 236/485 48,66 95/236 40,25 58/95 61,05
Grupos de edad (afios) 0,0070* 0,6013
Oa?2 1771485 36,50 65/177 36,72 41/65 63,08
3a4 82/485 16,90 33/82 40,24 16/33 48,48
5a6 771485 15,90 27177 35,06 13/27 48,15
7a8 57/485 11,80 16/57 28,07 11/16 68,75
9a10 92/485 19,00 51/92 55,43 24/51 47,06
Caracteristicas clinicas
Moco§ 105/485 21,65 47/105 44,76 0,8976 24/47 51,06 0,0045*
Sangres 1/485 0,21 0/1 - - - - -
Moco y sangre$ 14/485 2,89 5/14 35,71 0,1339 2/5 40,00 1,2466
DA 76/485 15,67 30/76 39,47 0,1816 17/30 56,67 1,1050
F 97/485 20,00 28/97 28,87 0,1108 13/28 46,43 0,1611
VIN 47/485 9,69 16/47 34,04 0,0117* 8/16 50,00 0,0117*
DA/F 31/485 6,39 10/31 32,26 0,1595 7/10 70,00 0,0006*
DA/VIN 11/485 2,27 8/11 72,73 0,0735 4/8 50,00 0,0071*
DA/F/VIN 17/485 3,51 8/17 47,06 0,9015 6/8 75,00 0,0032*
FIVIN 13/485 2,68 8/13 61,54 0,3160 6/8 75,00 0,8933

SDA: sindrome diarreico agudo; Rural¥; municipios de Arismendi y Benitez; Urbana £: municipio de Sucre; & caracteristicas macroscépicas de las
muestras fecales; DA: dolor abdominal; F: fiebre; V: vomitos; N: nduseas; *: prueba de ji al cuadrado estadisticamente significativa
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En el cuadro 2 se presenta la identificacion
serolégica de las 105 cepas de E. coli, de las
cuales 82,9 % (87/105) fue positivo para alguno de
los serogrupos y serotipos evaluados, mientras que
17,1 % (18/105) de ellas no aglutind. El serogrupo
ECEP Il fue el mas frecuente, con 38,9 % (38/105),
seguido del ECEP lllI, con 18,9 % (19/105); en
una cepa se identificé el ECEI y en cuatro cepas,
el ECEH. La distribucion de los serogrupos iden-
tificados segun la procedencia de los pacientes,
evidencié su predominio en las muestras fecales
recolectadas en el municipio urbano de Sucre;
los mas frecuentes fueron los serogrupos ECEP
II, con 38,8 % (38/98), y ECEP Ill, con 19,4 %
(19/98); las cuatro cepas de ECEH identificadas
también se encontraron en pacientes del municipio
de Sucre, mientras que la Unica cepa ECEIl se
identificd en un paciente procedente de una zona
rural (Llanada de Cangua). Los serogrupos de E.
coli se distribuyeron de forma similar en nifios. Los
serogrupos de E. coli identificados se presentaron

Biomédica 2016;36(Supl.1):118-27

con mayor frecuencia en los pacientes entre 0 y
2 afios de edad, con 37,9 % (33/87), sobre todo
el ECEP I, con 57,6 % (19/33), y el ECEP lll, con
21,2 % (7/33) (cuadro 2).

En la figura 1A se presentan parcialmente los
resultados obtenidos a partir de la amplificacion
mediante PCR multiple de los genes eae (intimina)
y bfpA (bundlina) en las cepas de E. coli, y se
observa que hubo amplificacion para el gen eae
solo y para ambos genes; sin embargo, el gen
bfp siempre amplificé junto con intimina en las
muestras evaluadas. En la figura 1B se observan
ejemplos de la amplificacion de las formas alélicas
o, Byydel gen eae.

En el cuadro 3 se presentan en detalle los resul-
tados de las pruebas de PCR segun la clasificacion
serologica de las 105 cepas de E. coli (17 cepas
ECEP I, 38 ECEP I, 19 ECEP Ill, 8 ECEP 1V, 4
ECEH, 1 ECEIl y 18 cepas que no aglutinaron); se
resalta el hecho de que en 48,6 % (51/105) de los

Cuadro 2. Distribucion de los serotipos de Escherichia coli identificados en los nifios estudiados segun su procedencia, grupos de
edad (de dos afios cada uno), sexo y caracteristicas clinicas asociadas al sindrome diarreico agudo

Parametros Serotipificacion de Esherichia coli
ECEP 1 ECEP 2 ECEP 3 ECEP 4 ECEH ECEI 1 NA

n % n % n % n % n % n % n %
Procedencia
Rural* 2 11,76 - - - - 2 25,00 - - 1 100,0 2 11,11
Urbana® 15 88,24 38 10000 19 1000 6 75,00 4 100,0 - - 16 88,89
Total 17 100,0 38 100,0 19 100,0 8 100,0 4 100,0 1 100,0 18 100,0
Sexo
Femenino 8 47,06 20 5263 6 3158 4 50,00 1 25,00 1 100,0 7 38,89
Masculino 9 52,94 18 47,37 13 68,42 4 50,00 3 75,00 - 11 61,11
Total 17 100,0 38 100,0 19 100,0 8 100,0 4 100,0 1 100,0 18 100,0
Grupos de edad (afios)
0az2 4 23,53 19 50,00 7 36,84 2 25,00 1 25,00 - - 8 44,44
3a4 4 23,53 3 789 4 21,05 - - 1 25,00 - 4 22,22
5a6 1 588 2 526 3 15,79 5 62,50 1 2500 1 1000 - -
7a8 2 11,76 5 13,16 2 10,53 - - - - - - 2 11,11
9al0 6 3529 9 23,68 3 1579 1 12,50 1 25,00 - 4 22,22
Total 17 100,0 38 1000 19 1000 8 100,0 4 100,0 1 100,0 18 100,0
Caracteristicas clinicas
Solo diarrea 2 11,76 7 18,42 6 31,58 2 25,00 2 50,00 1 100,0 3 16,67
Moco 8 3 1765 9 23,68 3 15,79 3 37,50 - - - - 5 27,28
Moco y sangres 1 588 - - - - - - - - - - 1 5,56
DA 2 11,76 6 15,79 4 21,05 1 1250 1 25,00 - - 3 16,67
F 2 11,76 6 15,79 - - - - - - - - 3 16,67
VIN 4 23,53 1 2,63 4 21,05 - - - - - - - -
DA/F 3 17,65 1 2,63 - - 1 1250 1 25,00 - - - -
DA/VIN - - 1 263 1 526 - - - - - - 1 5,56
DA/F/VIN - - 3 789 1 526 1 12,50 - - - - 1 5,56
F/VIN - - 10,53 - - - - - - - - 1 5,56
Total 17 100,0 38 1000 19 10000 8 100,0 4 100,0 1 100,0 18 100,0

SDA: sindrome diarreico agudo; Rural¥: municipios de Arismendi y Benitez; Urbano £: municipio de Sucre; §: caracteristicas macroscépicas de las
muestras fecales; NA: no aglutinante; DA: dolor abdominal; F: fiebre; V: vomitos; N: nauseas
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Figura 1. A. Amplificacién por PCR multiple de los genes de
intimina (eae) y produccién de fimbrias (bfp) con fragmentos de
526 y 209 pb, respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa
al 2 % tefiido con bromuro de etidio. Cepas utilizadas: 119y 277
(identificadas como ECEP |); 27, 24,51y 63 (ECEP 11); 265y 218
(ECEP lIl); 222 y 233 (ECEP IV); la cepa 219 se identificé como
ECEH. Controles positivos (CP): cepas CVCM511 y CVCM513.
Control negativo (Neg): agua. M: marcador de peso molecular
de 100 pb (Invitrogen). B. Amplificacion por PCR mudltiple de
los genes de intimina (eae) con las variantes alélicas o. (1.648
pb), B (1.926 pb) y y (1.770 pb) y el fragmento comun para la
mayoria de los genes eae de 917 pb. Electroforesis en gel de
agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio. Cepas utilizadas:
219 (identificada como ECEH); 24 y 27 (ECEP Il); 218 y 265
(ECEP 1ll); 119 y 277 (ECEP 1). Control positivo (CP): cepa
CVCM 511. Control negativo (Neg): agua. M: marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen)

casos se obtuvieron amplicones para el gen eae,
que 58,8 % (30/51) se clasific6 como cepas ECEP
tipicas (eae+y bfp+) y que el 41,2 % (21/51) restante
se identific6 como cepas ECEP atipicas (eae+
y bfp-). El 95,1 % (48/51) de las amplificaciones
del gen eae se encontré en cepas ECEP (ECEP
tipicas: 60 %,15/25 y ECEP atipicas: 40 %, 10/25);
las tres cepas restantes (una ECEP tipica y dos
ECEP atipicas) se clasificaron serol6gicamente
como no aglutinantes. Las cuatro cepas ECEH
con el serotipo O157:H7 identificadas mediante
antisueros presentaron fermentacion de sorbitol,
pero no amplificaron en las PCR para la deteccion
de los genes eae y bfpA.

La distribucion de los genes amplificados segun
el serogrupo de E. coli revel6 que los mayores
porcentajes de cepas ECEP tipicas: 50 % (15/30),
y ECEP atipicas: 47,6 % (10/21), se encontraron

Escherichia coli en nifios con sindrome diarreico agudo

en el serogrupo ECEP II. El reporte de los alelos
de intimina mostré6 que el alelo B fue el méas
frecuentemente identificado entre las cepas posi-
tivas para el gen eae (74,5 %, 38/51). En las cepas
ECEP | se detect6 la presencia de los alelos a
(57,1 %, 4/7), B (28,6 %, 2/7) y y (14,3 %, 1/7). En
las cepas ECEP Il y Il solo se detecté la presencia
del alelo B (86,7 %, 13/15 y 71,4 %, 10/14,
respectivamente). En 15,7 % (8/51) de las cepas
positivas para el gen eae no hubo amplificacién de
las formas alélicas evaluadas (cuadro 3).
Discusion

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se
cuentan entre los agentes etiolégicos bacterianos
mas frecuentemente asociados a enfermedades
diarreicas agudas, hecho que confirman los hallaz-
gos de la presente investigacion, en la cual se
identificaron cepas de E. coli en 54,7 % de las
192 muestras de heces de los coprocultivos
con infeccion bacteriana, principalmente en los
participantes provenientes del municipio urbano de
Sucre y en nifios de 0 a 4 afios de edad. Estos
resultados coinciden con reportes previos de
estudios en paises en desarrollo, segun los cuales
las tasas de mortalidad y morbilidad infantil por
sindrome diarreico agudo comdnmente se asocian
a la edad y a la condicién social (3,10,28-30).
Ademas, estas enfermedades son mas frecuentes
durante los primeros dos afios de vida, lo cual
refleja un patrébn que combina el declive de los
niveles de anticuerpos maternos, la pérdida de
inmunidad activa en el infante y la introduccion
de alimentos potencialmente contaminados con
bacterias fecales (1,29).

Por otro lado, el diagnéstico serolégico permitio
identificar un elevado porcentaje de cepas positivas
para los serogrupos de ECEP, principalmente
ECEP 11 (38,9 %) y ECEP 111 (18,9 %), mientras que
las cepas ECEP | y ECEP IV se identificaron con
menor frecuencia (17,3 y 8,2 %, respectivamente);
solo se identificaron una cepa ECEIl y cuatro con
el serotipo ECEH.

Son numerosos los trabajos en los cuales se
reporta un rol determinante de las cepas de E. coli
causantes de diarrea en infecciones entéricas, lo
gue demuestra que su correcta identificacion es de
invaluable ayuda, particularmente en poblaciones
con alto riesgo de contraer enfermedades
infecciosas (1,2,29,30). Por otra parte, estos resul-
tados son esenciales para cualquier estrategia
de control epidemiologico adecuado y para las
correspondientes medidas de prevencion (1).
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Cuadro 3. Resultados de la amplificacion de los genes bfp y eae segln la serotipificacion de las cepas de Escherichia coli

identificadas en las muestras fecales de los nifios estudiados

Serotipo n Deteccion del Deteccion del Formas alélicas del gen eae P1/P2
gen eae gen bfp
a B Y
ECEP? | (N=17) 2 + + - - +
1 * + - - *
1 * + - - +
2 + - - - ar
1 * - - - +
10 - - - - - -
ECEP Il (n=38) 13 + + - - +
2 + + - - - +
10 T - - - - ar
13 - - - - - -
ECEP Il (n=19) 7 + + - - +
2 + aF - - - arF
3 + - - - *
2 TP - - - - ar
5 - - - - - -
ECEP IV (n=8) 1 + + - - - +
1 Tr - - - - ar
6 - - - - - -
ECEH® (n=4) 4 - - - - - -
ECEI{ (n=1) 1 - - - - - -
No aglutinante (n=18) 1 + + - + - +
15 - - - - - -
Totales 105 51 30 4 38 1 51

‘2 ECEP: Escherichia coli enteropatégena; ®: ECEH: Escherichia coli enterohemorragica; < ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva

La distribucidon de los serogrupos de E. coli por
edad evidenci6é que la mayoria se presento en los
nifilos entre los 0 y 2 afos. La caracteristica epi-
demioldgica més sobresaliente de las infecciones
por ECEP es su distribucion casi exclusivamente
en niflos menores de dos afios; este patron se
ha asociado a los factores socioepidemiol6gicos
determinantes en este grupo de edad y a su
inmadurez inmunolégica (10,18,30). Asimismo,
se ha sugerido que en los mayores de dos afios
se pueden aislar cepas ECEP sin que haya una
correlacién estadistica entre dichas cepas y los
casos de enfermedad infecciosa (31).

Al evaluar los signos y sintomas clinicos de los
pacientes, aquellos con resultado positivo para
ECEP, ademas de diarrea acuosa, presentaban
moco visible en heces y dolor abdominal. Cabe
resaltar que la infeccion por ECEP puede tener
diversos grados de gravedad y que, a diferencia
de los resultados de esta investigacion, puede
presentarse acompafada de vomito y fiebre (16).

Segun el serogrupo de E. coli identificado, en los
resultados de la amplificacion de los genes eae y
bfpA predominaron las cepas ECEP tipicas frente a
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las atipicas y en ambos casos el serogrupo ECEP
Il fue el mas frecuente. Este hallazgo es similar
al reportado por Blanco, et al. (32), en Uruguay,
quienes encontraron una mayor frecuencia de
cepas ECEP tipicas (57/71) que de ECEP atipicas
(14/71) al evaluar 71 aislamientos a partir de
muestras fecales de nifios con diarrea. Por otra
parte, el resultado de la presente investigacion
difiere de un estudio llevado a cabo en Perq, en el
cual se evaluaron nifios con diarrea y sin diarrea
(grupo de control) y se reporté que las cepas ECEP
atipicas fueron el patotipo de E. coli mas comudn
en los nifios con diarrea (73 %) y en los del grupo
de control (87 %) (33).

Se ha determinado que la distribucion geografica
de las cepas ECEP tipicas y ECEP atipicas es
variable, y que las atipicas predominan en los
paises industrializados mientras que en los paises
en desarrollo se observa una baja frecuencia de
ECEP tipicas y una frecuencia relativamente alta
de cepas ECEP atipicas (34,35).

Se ha establecido, asimismo, que las cepas
tipicas de ECEP estan asociadas a la diarrea en
nifios. Sin embargo, el subgrupo de cepas ECEP
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atipicas se considera como patégeno bacteriano
emergente involucrado en casos esporadicos y
brotes de diarreas, lo cual exige més estudios epi-
demioldgicos y de virulencia (36).

La falta de correlacién entre el diagnéstico sero-
l6gico y el molecular de estas cepas, es un hecho
conocido. En este sentido, se ha sefialado una
discordancia entre el perfil de patogenia, ya sea
por determinacion de los genes especificos o de los
patrones fenotipicos de adherencia de las cepas,
y la pertenencia a los serogrupos de ECEP (37).
Sanchez, et al. (35), proponen que la diversidad
de cepas circulantes, los eventos de transferencia
horizontal, el estado nutricional del huésped, el uso
de antibidticos y las condiciones sanitarias, podrian
afectar la relacion entre los genes de patogenia y
virulencia y un serogrupo o serotipo determinado.

El reporte de los alelos de intimina mostré que el
B fue el mas frecuentemente identificado. En los
estudios llevados a cabo en este campo se ha
evidenciado la acentuada frecuencia con que se
identifica el alelo B de la intimina en pacientes con
cuadros diarreicos y en individuos aparentemente
sanos, sin que se observe una correlacion entre
los serogrupos de E. coli y el tipo de intimina
identificado (15,33,35).

La expresion de algunos alelos de la intimina se
ha asociado con el tropismo tisular de cepas de
E. coli causantes de diarrea (38-41). Sin embargo,
la frecuencia de los alelos de intimina evaluados
en el presente estudio concordé con otros reportes
previos, en los cuales no se encontraron diferencias
significativas en la distribucion de estos alelos en
las cepas ECEP tipicas y atipicas, o en la condicion
clinica de los pacientes (33,35).

En el presente estudio se identificaron ocho
cepas positivas para el gen eae en las cuales
no hubo amplificacién de los alelos de intimina
o, By v, hecho que podria atribuirse a la gran
variabilidad genética descrita para este gen, cuya
caracterizacion ha revelado la existencia de 29
variantes alélicas (32).

Debido a la especificidad de los iniciadores utilizados
para los alelos especificos de linaje que codifican
Int-a, Int-B e Int-y, este método no solo provee una
via rapida para la identificacién de agentes pato-
genos dentro de los principales grupos clonales de
ECEP, sino que constituye una herramienta para
su diagnostico especifico en casos en los cuales
el tratamiento apropiado es clave en el curso de la
enfermedad (42).

Escherichia coli en nifios con sindrome diarreico agudo

La diversidad genética de las cepas de E. coli
causantes de diarrea aisladas en personas sanas y
en pacientes, se ha comprobado suficientemente,
lo que justifica la necesidad de llevar a cabo mas
estudios epidemioldgicos que utilicen herramientas
moleculares para detectar factores de virulencia.
En el caso particular de las cepas ECEP, esta
consideracion es clave dado el gran riesgo para
la salud publica que representan. Asimismo, este
estudio evidencid la importancia del diagndstico
complementario de las pruebas microbiol6gicas
de rutina para la deteccidon e identificacion de
cepas de E. coli causantes de diarrea, por ser
estas las implicadas en condiciones clinicas de
diversa gravedad.
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