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Resumen

Introduccion: la enfermedad diarreica aguda (EDA) es responsable de 12.000 muertes por dia
en niiios de Asia, Africa y Latinoamérica. Escherichia coli enteropatégeno cldsico (EPEC) es
un virotipo diarreogénico importante y se asocia a episodios de EDA en nifios menores de 5
anos que viven en estas regiones.
Objetivos: conocer las manifestaciones clinicas de los casos de diarrea por EPEC en nifios
usuarios de un servicio de Salud Publica y establecer las caracteristicas de las cepas
involucradas.
Material y método: se estudiaron 95 niiios con EDA. A cada uno se le realizo historia clinica y
estudio copromicrobiologico. Las cepas EPEC se detectaron por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para eae y se caracterizaron completamente incluyendo la determinacion
de las variantes genéticas del gen eae y bfp.
Resultados: se aislaron 26 cepas EPEC, 15 correspondieron a cepas “tipicas” y 11 a cultivos
“atipicos”. La variante mds frecuente de bfp fue By se demostraron 9 variantes de eae. La
mayoria de los nifios infectados con EPEC presento diarrea acuosa asociada a vomitos, y
fiebre en 50% de los casos. En 20% se demostro la presencia de sangre y leucocitos fecales.
Conclusiones: como ocurre en otras zonas, las cepas EPEC “tipicas” aparecen como
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enteropatogenos frecuentes en este grupo de nifios. Los cultivos “atipicos” también jugarian
un papel destacado como agentes de diarrea. Las caracteristicas clinicas no difieren de las
comunicadas en nifios de paises desarrollados con diarrea por EPEC y no hubo diferencias

con los otros agentes.

Palabras clave:

DIARREA INFANTIL - etiologia.

DIARREA INFANTIL - epidemiologia.
DIARREA INFANTIL - microbiologia.

ENFERMEDAD AGUDA.
HECES - microbiologia.

INFECCIONES POR ESCHERICHIA COLI - microbiologia.
ESCHERICHIA COLI - aislamiento y purificacion.
ESCHERICHIA COLI - patogenicidad.

Introduccion

La enfermedad diarreica aguda (EDA) infantil se define
como una entidad que ocurre habitualmente en lactantes
menores de 1 aflo, de causa infecciosa, que se presenta de
forma endémica con brotes epidémicos en los meses mas
calidos y se manifiesta con sintomas y signos de la esfera
digestiva, especialmente diarrea y vomitos'". Se trata de
una enfermedad frecuente en los paises subdesarrollados
y causa millones de defunciones por afio en nifios de es-
tas regiones. Esta enfermedad es responsable de mas de
12.000 muertes por dia en nifios menores de 5 afios en
Asia, Africa y Latinoamérica®. En nuestro pais, la morta-
lidad infantil por diarrea en el afio 2005 fue de 0,2 por 1.000
nacidos vivos y para nifios menores de 5 afios represento
1,5% de todas las causas de muerte, segun datos del Mi-
nisterio de Salud Publica. En el periodo 1999-2001, la EDA
fue responsable de 5% del total de los ingresos anuales al
Hospital Pediatrico.

Las caracteristicas clinicas de la EDA son, en general,
variables y dependen de los mecanismos patogénicos de
los agentes involucrados y del estado general de salud
del hospedero. Las manifestaciones mds importantes y
definidas ocurren a nivel del tubo digestivo e incluyen
diarrea, vomitos y dolor de tipo célico. También pueden
acompanarse de signos y sintomas extraintestinales y com-
plicaciones mas o menos graves, como sindrome de
Guillain-Barré o sindrome urémico hemolitico (SUH) aso-
ciadas a infecciones por Campylobacter o cepas de E.
coli productoras de toxinas tipo Shiga (STEC), respecti-
vamente®?. En general, la situacion se resuelve en poco
tiempo y no requiere de tratamiento con antimicrobianos,
sino el uso de sales de rehidratacion oral (SRO) para repo-
ner agua y electrolitos, con o sin el agregado de
probidticos®?. Dentro del conjunto de bacterias asocia-
das a EDA se destaca Escherichia coli patdgeno entéri-
co. Estas cepas se dividen en cinco virotipos de acuerdo
con sus principales atributos de virulencia: £. coli entero-
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toxigénico (ETEC), E. coli productor de toxinas tipo Shiga
(STEC), E. coli enteroinvasor (EIEC), E. coli enteroagre-
gativo (EAEC) y E. coli enteropatdgeno clasico (EPEC).
La distribucion relativa de los diferentes virotipos varia
en las diversas regiones del mundo®.

EPEC es un virotipo importante dentro de las cepas
diarreogénicas de E. coli y se asocia a diarrea infantil,
aguda o persistente, fundamentalmente en paises en vias
de desarrollo. Pertenece a la familia de patogenos bacte-
rianos que a nivel intestinal causan lesiones de tipo adhe-
rencia y borramiento (A/E)®?. A partir del Segundo Sim-
posio Internacional sobre EPEC realizado en San Pablo en
1995, la definicion aceptada por consenso es la siguiente:
“EPEC son cepas diarreogénicas de E. coli que producen
en las células intestinales lesiones histopatoldgicas de
tipo A/E y que no producen toxinas tipo Shiga. Los culti-
vos EPEC ‘tipicos’ de origen humano presentan un plas-
mido de virulencia denominado E. coli-adherence-factor
(EAF), mientras que las cepas EPEC ‘“atipicas’ no poseen
dicho plasmido”*!Y. En EPEC todos los determinantes
genéticos para la produccién de las lesiones de tipo A/E
se encuentran en el /ocus of enterocyte effacement (LEE).
LEE esuna isla de patogenicidad (IP) de 35 kb ubicada en
el cromosoma bacteriano que contiene los genes que co-
difican para la proteina de membrana externa denominada
intimina (eae), los genes esp (por E. coli secreted proteins),
el gen que codifica para el receptor translocado de intimina
Tir (translocated intimin receptor) y los genes para la sin-
tesis del sistema de secrecion tipo IT12.

Intimina tiene una masa de 94 kDa y presenta dos re-
giones funcionales: la regiéon amino-terminal, altamente
conservada entre los diferentes tipos antigénicos descrip-
tos en esta proteina y la region carboxilo-terminal alta-
mente variable, responsable de la interaccion con Tir!?.

Otra estructura de la superficie bacteriana presente en
las cepas EPEC “tipicas” y asociada con la virulencia es
bundle-forming pilus (Bfp). Se trata de un pili de adheren-
cia tipo IV, que forma “penachos” sobre la superficie bac-
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teriana"®. El conjunto de genes bfp esta localizado en el
plasmido de alto peso molecular denominado EAF(>19),
En cepas EPEC “tipicas” se han descripto dos variantes
genéticas mayores del genbfpA que codifica para la protei-
na “bundlina”. La region variable de esta proteina se ubica
en la mitad carboxilo-terminal, que esta expuesta al exterior
bacteriano y que act@ia como dominio de unidn a los dis-
tintos receptores ubicados sobre la célula eucariota”.

Cepas de EPEC con LEE pero sin el plasmido EAF y,
por lo tanto, sin Bfp, denominadas EPEC “atipicas”, se
han asociado a brotes y casos esporddicos de diarrea en
seres humanos”'%2%, Las cepas “atipicas” pueden expre-
sar, ademas de los factores de virulencia codificados en
LEE (intimina, Esp, Tir, sistema de secrecion tipo III), otros
factores accesorios como EAST1 (por enteroaggregative
heat-stablel toxin) una toxina estructuralmente relaciona-
da con la enterotoxina termoestable ST1 de ETEC, la
enterohemolisina E-hly (por EHEC-enterohemolysin) y Afa
(por afimbrial adhesin). Estos factores de virulencia habi-
tualmente no estan presentes en cepas EPEC “tipicas™®,

El objetivo de este estudio fue conocer las caracteris-
ticas clinicas y epidemiologicas de los casos de EDA aso-
ciados a infeccioén por EPEC que ocurren en nifios meno-
res de 3 afios usuarios del Centro Hospitalario Pereira
Rossell y determinar las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de las cepas involucradas.

Material y método

Tipo de estudio. Se realiz6 un estudio prospectivo y des-
criptivo. El periodo de analisis fue desde diciembre de
1999 a junio de 2001. Los estudios microbiologicos requi-
rieron examenes mas prolongados.

Poblacion analizada. Se estudiaron 95 ninos,
lactantes mayores de 1 mes y preescolares de hasta 3 afios,
que presentaron diarrea aguda definida segun los crite-
rios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)®". Los
pacientes consultaron en el Servicio de Emergencia del
Centro Hospitalario Pereira Rossell o en las policlinicas
pediatricas de dicho hospital, o en ambos. Sélo se analiza-
ron los nifios en los cuales se logrd obtener la muestra de
materias fecales en el momento de la consulta. No se in-
cluyeron niflos con diarrea persistente y tampoco niflos
que estuvieran recibiendo antibidticos o que hubieran
estado internados en los 30 dias previos al episodio de
diarrea aguda. Tampoco nifios con patologia
gastrointestinal conocida como enfermedad celiaca, aler-
giaalaleche de vaca o enfermedad inflamatoria intestinal.

Caracteristicas clinicas. Los datos clinicos analiza-
dos fueron los siguientes: fecha de nacimiento, sexo, ca-
racteristicas macroscopicas de las deposiciones, sinto-
mas y signos acompaiantes, estado nutricional y dura-
cion en horas de la diarrea. La presencia de fiebre se defi-
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niod por el hallazgo de una temperatura axilar mayor o igual
a 38°C. El estado nutricional se valord6 comparando los
datos antropométricos de talla y peso con tablas
percentilares de referencia de la OMS®@. La deshidrata-
cion se determind clinicamente por la constatacion de plie-
gue hipoelastico, mucosas secas, taquicardia, polipnea y
depresion neuropsiquica.

Estudio microbiologico de las muestras de materias
fecales. Para el estudio microbioldgico se obtuvo una
muestra de materias fecales por defecacion espontanea,
previo al inicio del tratamiento con antimicrobianos en
caso que estuvieran indicados. Las muestras fueron divi-
didas en dos partes: una parte se colocé en medio de
transporte Cary-Blair (C-B) y la otra en un frasco estéril.
Las muestras se enviaron de inmediato y refrigeradas al
laboratorio y se procesaron dentro de las dos horas de
recibidas. La deteccion de los patégenos entéricos se rea-
liz6 como se describi6 previamente®. Sobre las colonias
sospechosas de E. coli se realizd tamizaje inicial con prue-
bas bioquimicas. La identificacion de los atributos de vi-
rulencia que definen los diferentes virotipos diarreogénicos
se realizo por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)®**), Para la extraccion del acido desoxirribonucleico
(ADN) las bacterias se sembraron en agar infusion cere-
bro-corazon y se incubaron a 37°C durante toda la noche.
Una o dos colonias se resuspendieron en 150 pl de buffer
TE 1X-Triton X100 al 1% y el ADN se liber6 por ebullicion
a 100°C durante 5 minutos; 2 ul de este extracto crudo se
utilizaron como molde en las diferentes reacciones de am-
plificacion. La amplificacion se realizé en un volumen final
de 25 ul con las siguientes concentraciones: 0,2 mM de
cada dNTP, 10 mM de Tris-HCL, 2mM de MgCL,y 1,5U
de Taq polimerasa. Las condiciones de amplificacion fue-
ron: un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 5
minutos seguido de 30 ciclos a 94°C por un minuto, 55°C
por un minuto y 72°C un minuto. Se realiz6 una extension
final a 72°C por 10 minutos. Los cebadores se usaron a
una concentracion final de 0,2 pM. Se utiliz6 termociclador
GeneAmp® 2700 (AB,Applied Biosystem, Singapore). Los
productos de amplificacion se separaron por electroforesis
en geles de agarosa al 2% y se revelaron por tincion con
bromuro de etidio. La lista de cebadores utilizados se mues-
traenlatabla 1.

Estudio de las cepas EPEC recuperadas

Serotipificacion. La determinacion de los antigenos O
somaticos se realizo por aglutinacion en lamina y confir-
macion por ensayo en tubo con sueros monovalentes
policlonales de conejo preparados en el Instituto de Hi-
giene®,

Biotipificacion. Se utilizaron seis ensayos: produc-
cion de acido a partir de sorbitol, dulcitol, ramnosa y
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccion de los distintos virotipos diarreogénicos de E. coli
Cebador Gen Temperatura Secuencia 5°- 3° Tamario del
"blanco” de annealing amplicon (pb)
Ltax TCTCTATGTGCATACGGAGC
eltB 55°C 322
LTb* CCATACTGATTGCCGCAAT
STa* GCTAAACCAGTAGAGGTCTTCAAAA
estA 55°C 147
STb* CCCGGTACAGACAGGAATTACAACA
VT1a' GAAGAGTCCGTGGGATTACG
stx 1 55°C 130
VT1b' AGCGATGCAGCTATTAATAA
VT2 at ACCGTTTTCAGATTTACACATA
stx2 55°C 298
VT2 b' TACACAGGAGCAGTTTCAGCACAGT
Eae 1* CACACGAATAAACTGACTAAAATG
eae 55°C 376
Eae 2* AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT
BFP1* TTCTTGGTGCTTGCGTGTTCTTTT
bfpA 55°C 367
BFP2* TTTTGTTTGTTGTATCTTTGTAA
INV a’ CTGGTAGGTATGGTGAGG
ial 55°C 320
INV b% CCAGGCCAACAATTATTTCC
EAa" CTGGCGAAAGACTGTATCAT
pCVD 55°C 630
Ea b" CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
*, 1, %, § 1 cebadores utilizados para la deteccion de los virotipos diarreogénicos ETEC, STEC, EPEC, EIEC y EAEC
respectivamente. Las condiciones de amplificacion se describen en el texto.

Tabla 2. Pares de cebadores utilizados para determinar la variante mayor del gen bfp presente
en las cepas EPEC “tipicas”

Cebadores Secuencia 5°-3° Temperatura Tipo de variante  Tamafio del
de annealing detectada amplicon (pb)

BFP comun ATTAACACCGTAGCCTTTCGCT todas

Alfa TCGATT TAGCAGCCTGATCAGC 55°C ol1,2y3 437

Beta TTACCACTAGTGGCT 55°C B1,3,4,5,6 460
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rafinosa, decarboxilacion de la lisina y movilidad®®.

Estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos. Los
ensayos se realizaron por la técnica de disco difusion en
placas con agar Miiller-Hinton, siguiendo las normas del
Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI)®?. Los
antibidticos probados fueron los siguientes: tetraciclina,
ceftriaxona, ciprofloxacina, cefoxitina, ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol, acido nalidixico,
gentamicina y nitrofurantoina (Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, England, UK). Se utilizaron como cepas con-
trol Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Tipificacion de los genes eae. Se realizo por la técnica
de PCR con las condiciones de extraccion y amplificacion
descriptas anteriormente y utilizando cebadores especifi-
cos para las variantes de eae descriptas®®.

Tipificacion de los genes bfp. Se realiz6 por técnica de
PCR utilizando un cebador forward comun y dos cebado-
res reverse especificos para la region 3" de las variantes o
y B, disefiados segun las secuencias disponibles on-line
(GeneBank, EMBL). La lista de cebadores utilizados se
muestra en la tabla 2.

Cepas control. Las cepas de E. coli utilizadas como
control en las distintas reacciones de amplificacion fue-
ron las siguientes: EPEC-2348 (0127:H6,eae-01), AEEC-
[H2498a (0125:H6,eae-02), REPEC-RDEC-1 (O15:H-, eae-
B1), EPEC-359 (0119:H6,eae-32), STEC-EDL933 (0157:H7,
stx,, stx,, eae-yl,ehxA), STEC-VTB308 (O111:H-,stx, eae-
Y2), STEC-TW07926 (O111:H8, stx , stx, eae-€), EPEC-
BP12665 (086:H34, eae-0), AEEC-6044/95 (O118:H5, eae-
&), STEC-VTB-286 (0103:H2, stx, eae-g), STEC-VTO-50
(O156:H-, stx, eae-C), AEEC-CF11201 (O125:H-, eae-¢),
AEEC-7476/96 (O145:H4, eae-§, AEEC-68-4 (034:H-, eae-
), EPEC-373 (O55:H51, eae-i ),AEEC-IH1229a (010:H-,
eae-i ),ATCC 35401 (ETEC,eltBy estd),ATCC 43893 (EIEC,
ial), EAEC 97R (pCVD 432) y E. coli ATCC 11775 como
control negativo (sin genes de virulencia).

Tests estadisticos. Para establecer el grado de asocia-
cion entre variables cualitativas se utilizo la prueba de chi
cuadrado. Se considero significativo un valor de p menor
de 0,05.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion analizada. De los 95 ni-
flos estudiados, 55% fue del sexo masculino y el promedio
de edad fue de 8 meses. Sesenta y dos nifios (65%) pre-
sentaron un estado nutricional adecuado en el momento
del episodio agudo de diarrea, con percentiles peso/talla,
peso/edad y talla/edad mayores de 10; 35% present6 un
déficit nutricional cronico, con percentiles por debajo de 5
para la talla.

Aspectos microbiologicos y caracteristicas clinicas.
En 72 (74%) de los 95 nifios se recuperaron uno o mas
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las causas mas
frecuentes de EDA en este grupo de nifios

EPEC* Shigella Rotavirus
n=15 n=8 n=22

Tiempo en horas*

entre 12y 48 horas 8 (53)" 4 (50)" 18 (82)"

entre 72 y 96 horas 4 (27) 2 (25) 2 (9)

? a 120 horas 1 (7) 1(12) 2 (9)

sin datos 2 (13) 1(12)

Tipo de diarrea®

acuosa 10 (66) 5 (62) 21 (95)

sanguinolenta 3 (20) 2 (25) 0 (0)

mucosa 1 (7) 1(12) 1 (5)

sin datos 1 (7)

Fiebre 8 (53) 5 (62) 14 (64)

Deshidratacion 6 (40) 5 (62) 6 (27)

Vémitos 8 (53) 4 (50) 18 (82)

Leucocitos fecales' 3 (20) 7 (87) 4(18)

Unicamente se presentan los datos de nifios en los cuales se

recuperd un solo agente.

* Incluye nifios infectados con cepas “tipicas” y “atipicas”,

diez y cinco cultivos, respectivamente.

1 Numero de pacientes, entre paréntesis figura el porcentaje.

1 Desde el inicio de la diarrea hasta el momento de la consulta.

§ Objetivado por el responsable del nifio o el personal de

salud.

9 Por tinciéon de frotis de materias fecales con azul de metileno

y observacién a 400 X.

patdgenos entéricos potenciales. Los agentes identifica-
dos fueron los siguientes: rotavirus en 42 casos;
Escherichia colidiarreogénico, 40 aislamientos; Shigella
18 cepas y siete aislamientos de Campylobacter jejuni.
En varios nifios se demostro la coinfeccion con dos o mas
agentes. Dentro del conjunto de E. coli diarreogénico, el
virotipo mas frecuentemente hallado fue EPEC con 26 ais-
lamientos seguido por ETEC (ocho cepas) y EAEC (seis
cepas). No se recuperaron cepas de los virotipos STEC ni
EIEC. En 15 nifios EPEC se identific6 como unico
enteropatdgeno.

EPEC presento6 una distribucion estable a lo largo del
afio, en cambio los aislamientos de Shigella ocurrieron
sobre todo en los meses calidos. Rotavirus mostré una
distribucion mas o menos homogénea durante todo el afio
con aumento en el numero de casos identificados durante
los meses frios.

Las caracteristicas clinicas de los nifios con diarrea
por EPEC, Shigella y rotavirus se muestran en la tabla 3.
De los nifios con EPEC, 80% fue llevado a la consulta
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dentro de las 96 horas de iniciada la enfermedad y la ma-
yoria present6 diarrea de tipo acuoso. Los nifos infecta-
dos por EPEC presentaron sangre en las heces al inicio de
la diarrea con una frecuencia similar a la encontrada en los
casos de infeccion por Shigella (20%). En el caso de
rotavirus la diarrea se acompailé de vomitos sin repercu-
sion importante sobre el estado de hidratacion, mientras
que 40% de los nifios infectados por EPEC y 62% de los
infectados por Shigella presentaron deshidratacion en el
momento de la consulta. El porcentaje de nifios que pre-
sentaron vomitos fue similar para EPEC y Shigella. La
fiebre se demostro en mas de la mitad de los nifios, inde-
pendientemente del agente recuperado. En 87% de los
nifios infectados por Shigella se demostr6 la presencia
de leucocitos fecales, mientras que en aquellos infecta-
dos por EPEC y rotavirus el porcentaje de deteccion fue
notoriamente menor, 20% y 18% respectivamente. La aso-
ciacion entre infeccidon por Shigella y presencia de
leucocitos fecales fue la inica que mostré un valor
estadisticamente significativo (p<0,05). Ninguno de estos
nifios desarroll6 sindrome urémico hemolitico ni sindrome
de Guillain-Barré. Tampoco hubo fallecimientos.

Caracteristicas de las cepas EPEC recuperadas

Serotipificacion. La distribucion general por serogrupos
de acuerdo a la presencia del antigeno O somatico fue la
siguiente: O55, ocho cepas; O119, cuatro; 0142, dos; O111,
dos; 026, dos y una cepa en cada uno de O33; 034; 049;
051; 0101; O127; O128. Un aislamiento resultdé no

tipificable.

Biotipificacion. Los resultados de los ensayos
bioquimicos se muestran en la tabla 4. Las cepas O119®
mostraron un patron bioquimico idéntico, lo mismo suce-
did con los dos aislamientos del serogrupo O142.

Estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos. Nin-
guno de los aislamientos EPEC estudiados mostro resis-
tencia para los antibidticos ensayados.

Atributos de virulencia. Categorizacion de las cepas
EPEC recuperadas. Quince aislamientos correspondie-
ron a cepas EPEC “tipicas” con resultado positivo por
PCR para los genes eae y bfp. Las 11 restantes fueron
definidas como “atipicas” (eae+y bfp-).

Los serogrupos mas frecuentes en EPEC “tipicas” fue-
ron 055, 0119 y O142. Estos tres serogrupos representa-
ron 80% del total de las cepas “tipicas” recuperadas en
este estudio. Las caracteristicas de estas cepas y las va-
riantes de los genes eae y bfp encontradas se muestran en
latabla 5. La variante pB deeae fue la mas frecuentemente
hallada dentro del serogupo O55, mientras que todas las
cepas del serogrupo O119 mostraron la variante 2. Diez
aislamientos “tipicos” mostraron bfp de tipo B. El Gnico
aislamiento O111 de esta categoria mostro bfp de tipo o.
La variante del gen bfp no se pudo determinar en cuatro
cepas.

La distribucion del antigeno somatico O en las cepas
“atipicas” fue mas amplia, incluyo nueve serogrupos, y la
variante del gen eae mas frecuente dentro de esta catego-
ria fue €. Las caracteristicas de estas cepas y las variantes
de los genes eae encontradas se muestran en la tabla 6.

Tabla 4. Propiedades bioquimicas de algunas de las cepas EPEC recuperadas.
Numero de cepas con resultado positivo. Entre paréntesis figura el porcentaje

Serogrupo N° de Lis* Mov '’ Sac? Dul* Sorb* Ram?*
cepas

055 8 8 (100) 4 (50) 8 (100) 2 (25) 4 (50) 8 (100)
0119 4 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 0 (0)
0142 2 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
0111 2 2 (100) 2(100) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 2 (100)
026 2 2(100) 2(100) 2(100) 1 (50) 2(100) 1 (50)
Total 18 18 (100) 14 (78) 17 (94) 10 (55) 12 (66) 13 (72)

England, UK).

Hampshire, England, UK).

* Lis: prueba de lisina decarboxilasa. Se determiné en medio LIA (Lysine-Iron-Agar. Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
1 Mov: prueba de movilidad positiva. Se determiné en medio semisélido SIM (Sulfidrico-Indol-Movilidad). Oxoid Ltd., Basingstoke,

FSac: sacarosa; Dul., dulcitol; Sorb., sorbitol; Ram., ramnosa. Se utilizé caldo para carbohidratos con rojo fenol (Becton
Dickinson France S.A., Le Pont de Claix, France) y los azlUcares a una concentracion final de 1%.
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Tabla 5. Caracteristicas de las cepas EPEC
“tipicas” (eae+, bfp+)*. Total 15 aislamientos

* Por PCR utilizando cebadores consenso. La secuencia y
las temperaturas de annealing figuran en la tabla 1.

1 Por PCR utilizando cebadores especificos (ver ref. 28).
I Por PCR utilizando cebadores especificos que figuran
en la tabla 2.

§ No determinado.

Numero de Tipo de Tipo de
SerotipdDiscusiéon €€Pas eae’ bfpt

O55:H5biferentes estddios sobre lBtiologia de ¥a EDA realiza-
dos en paises éndustrializadgs comunicR}bporcentaj es de
aislamiento d& enteropatogénos cercanos a 60%°%0. En
055:H- este estudio elpporcentaje derecuperaciomfue de 74%, un
poco mas elevado cuando se compara con esos trabajos.
O111:Hggte resultado1podr1'a atriblitse a que los%gentes virales,
0119:HE1as frecuenteg como causgge EDA en pifios que viven
en zonas desarrolladas, serian mas dificiles de detectar
0O142:Hgtie los patSkenos bacteéfianos, conBiderados mas
revalentes en los nifios con diarrea de zonas mas po-
0127040500 Los rdsultados obténidos en eé\{eD trabajo desta-
ONT:H59an la imposntancia de wggavirus, Esgherichia coli
diarreogénico, Shigella y Campylobacter jejuni como
agentes asociados a diarrea aguda en nifios pequefios
usuarios de los servicios de Salud Publica, y muestran
nuevamente que EPEC representa un enteropatégeno fre-

cuente para este grupo de nifios®.
Aspectos clinicos de los nifios infectados por EPEC.
Los datos obtenidos sugieren que los nifios con
gastroenteritis por EPEC fueron llevados mas tarde a la
consulta que los infectados por rotavirus. Esto puede
deberse a que la mayoria de los casos asociados con
rotavirus presentaron vomitos desde el inicio de la enfer-
medad; este porcentaje fue menor para nifios infectados

0O55:H-

Vol. 23 N° 3 Setiembre 2007

Tabla 6. Caracteristicas de las cepas EPEC

“atipicas” (eae+, bfp-)*. Total 11 aislamientos
Serotipo Numero de cepas Tipo de eae'
O26:HNT 2 R1
033:H6 1 R2
049:H29 1 )
0101:H33 1 A
034:H- 1 6
051:H40 1 )
055:H51 1 uB
055:H40 1 6
0128:H12 1 R1
0111:H21 1 €
* Por PCR utilizando cebadores especificos. La secuencia
y las temperaturas de annealing figuran en la tabla 1.
1 Por PCR utilizando cebadores especificos (ver ref. 28).

por EPEC. La presencia de vomitos podria actuar como
elemento de alarma para los responsables de estos nifios,
llevandolos rapidamente a solicitar atencion médica.

En los casos de infeccion por EPEC la diarrea acuosa
fue frecuente, aunque algunos (20%) presentaron diarrea
sanguinolenta. El mecanismo por el cual EPEC se asocia
con diarrea con sangre no es claro. Sin embargo, la utiliza-
cion de procedimientos sensibles para la deteccion de
lactoferrina leucocitaria permite poner de manifiesto, en
algunos casos de diarrea por EPEC, la existencia de ele-
mentos inflamatorios en las heces de estos nifios®".

Larepercusion hidroelectrolitica seria mayor en nifios
con gastroenteritis por EPEC o Shigella que en aquellos
con diarrea por rotavirus. En los casos por EPEC la deshi-
dratacion podria deberse a la doble accion de estas bacte-
rias a nivel intestinal, por un lado actuarian directamente
sobre el propio enterocito causando borramiento del bor-
de en cepillo (lesiones de tipoA/E) y, por otro, a través de
la accion de distintas moléculas bacterianas sobre las unio-
nes intercelulares”. Estos efectos combinados determi-
narian una disminucion importante de la superficie de ab-
sorcion del intestino con la consiguiente pérdida de agua
y electrolitos. También podria atribuirse a que estos nifios
serian llevados mas tarde a la consulta médica que aque-
llos infectados por rotavirus. En el momento de su obser-
vacion, la EDA tendria una duracién mayor con mas pérdi-
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das de agua y electrolitos. No se hallaron diferencias sig-
nificativas en cuanto a la presencia de fiebre en los nifios
infectados por EPEC y rotavirus. Los resultados de las
caracteristicas clinicas fueron muy similares a los comuni-
cados en estudios realizados en niflos de paises desarro-
llados con diarrea aguda causada por EPEC y rotavi-
ms(29’30’32).

Epidemiologia. En este estudio las cepas EPEC se
recuperaron en cantidad similar a lo largo de todo el afio.
En cambio, en zonas industrializadas estos aislamientos
ocurren fundamentalmente en los meses calidos®”.

Los cultivos de los serogrupos 055, 0119, 0142, 026
y O111 representaron casi 70% del total de los aislamien-
tos EPEC. La distribucion global de serogrupos se ha man-
tenido mas o menos constante a lo largo del tiempo, aun-
que en este estudio las cepas O55 aparecen como las mas
frecuentes, desplazando del primer lugar a los aislamien-
tos del serogrupo O111®. La alternancia en el tiempo de
los serogrupos mas frecuentes podria deberse a fenome-
nos de seleccion por parte del sistema inmune del hospe-
dero. La circulacion de un serogrupo particular durante
un tiempo prolongado podria determinar la aparicion de
una respuesta inmune local o sistémica, o ambas, que pro-
tegeria contra la infeccion por cepas del mismo serogrupo
pero no contra aislamientos con antigenos O heter6logos.

Caracteristicas de las cepas EPEC. El virotipo EPEC
no debe considerarse como un conjunto homogéneo de
cepas responsables de EDA. De acuerdo con la presencia
o ausencia del pili Bfp, las cepas EPEC se dividen en dos
categorias: “tipicas” y “atipicas”, respectivamente!'®'®),
Quince de los 26 aislamientos analizados en este estudio
correspondieron a la primera categoria. Estas cepas se
han asociado histéricamente a casos de diarrea en nifos
menores de 2 afios, y su papel como agentes de EDA,
tanto en zonas desarrolladas como en otras regiones en
vias de desarrollo, no estaria en discusion7:10333%,

Las cepas EPEC “atipicas” que no presentan Bfp po-
drian ser menos virulentas que las “tipicas”. Sin embargo,
no se ha demostrado que sean menos patogénicas. Algu-
nos hallazgos en zonas desarrolladas aportarian eviden-
cia a favor de su participaciéon como agentes responsa-
bles de diarrea en nifios y adultos. En brotes de gastroen-
teritis transmitidos por agua y alimentos que ocurrieron
en Japon se recuperaron cepas EPEC “atipicas™**®. Es-
tudios realizados en Reino Unido mostraron una frecuen-
cia mayor de recuperacion de cepas EPEC “atipicas” que
de cepas “tipicas” a partir de nifios con gastroenteritis©®.
El rol de estos cultivos en regiones menos desarrolladas
no es claro todavia. Sin embargo, trabajos realizados en
zonas de Brasil y Vietnam sugieren un papel importante de
las cepas “atipicas” como enteropatdgenos infantiles®2>,

Once de las 26 cepas EPEC recuperadas en este traba-
jo correspondieron a este grupo y en cinco oportunida-
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des se recuperaron como unico enteropatégeno. La varie-
dad de serogrupos encontrados en esta categoria fue
mayor que para los aislamientos “tipicos”. Cinco de los
cultivos de esta categoria correspondieron a serogrupos
asociados previamente a brotes de diarrea en paises desa-
rrollados (026,055 y O111). Esta es la primera comunica-
cion a nivel nacional que describe la circulacion de cepas
de esta categoria y se requieren estudios mas detallados
para establecer claramente el papel de estos agentes como
patdgenos entéricos locales. Los cultivos EPEC “atipicos”
estarian relacionados con las cepas del virotipo STEC en
cuanto a caracteristicas genéticas, serotipos, produccion
de toxinas y reservorio. En ese sentido, tres de los 11
cultivos “atipicos” recuperados pertenecieron a dos
serogrupos (026 y O111) encontrados en cepas locales
del virotipo STEC aisladas a partir de niflios con diarrea
sanguinolenta o SUH®.

Atributos de virulencia. La proteina de membrana ex-
terna intimina es responsable de la adherencia intima de
EPEC a células eucariotas y seria esencial para la forma-
cion de las lesiones de tipo A/E. Varios estudios han mos-
trado que existe una gran variedad en la secuencia
nucleotidica del gen que codifica para esta proteina. Has-
ta el momento se han descripto por lo menos 20 varian-
tes@. En las 26 cepas EPEC analizadas en este trabajo se
hallaron nueve variantes de este gen. La variacion en la
secuencia nucleotidica ocurre a nivel del extremo 3' del
gen y determinaria cambios antigénicos importantes en la
region carboxilo terminal responsable de la union a Tir
conocida como int 28047, La identificacion de los diferen-
tes tipos de intimina tendria valor para futuros estudios
antigénicos, epidemioldgicos y de relacion clonal entre
diferentes aislamientos de EPEC. Intimina —al igual que
Bfp— se considera como un inmunoégeno potencial que
puede incluirse en una vacuna disenada para el control de
EPEC. Larespuesta inmune a nivel intestinal para diferen-
tes proteinas de la superficie bacteriana podria determinar
en el hospedero proteccion contra la colonizacion por
estas cepas. Esta proteina es inmunogénica para los seres
humanos; se han identificado anticuerpos antiintimina en
la leche, el calostro y el suero de individuos infectados
por EPEC®®. La variacidn antigénica que ocurre en esta
proteina implica que como paso previo para el disefio de
inmunodgenos se determine qué tipos de intimina estan pre-
sentes en las cepas EPEC circulantes. Esto requiere de un
laboratorio que disponga de la infraestructura adecuada.

Hasta el momento se reconocen dos variantes nucleo-
tidicas mayores del gen bfpA denominadas oty B. Las
diferencias ocurren en el extremo 3', responsable de codi-
ficar la parte carboxilo-terminal de la proteina “bundlina”,
componente fundamental del pili Bfp. Este extremo esta
expuesto al exterior bacteriano y participaria en la uniéon
con diferentes receptores celulares. Con respecto a las
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variantes de Bfp encontradas, la mayoria presento el tipo
B. Un cultivo del serogrupo O111 mostro la variante o y
cuatro aislamientos resultaron no tipificables. La variante
menor 2 no es detectada por los cebadores utilizados,
por lo tanto las cepas no tipificables podrian presentar
esta variante o corresponder a una nueva. Se requiere de
otros estudios para descartar o confirmar estas suposi-
ciones. Cepas EPEC con el gen bfp tipo B se han aislado a
partir de materias fecales de aves y perros®. Es frecuente
que los nifos de los sectores mas pobres convivan con
estas mascotas y desde el punto de vista epidemiologico
seria importante estudiar este reservorio animal para de-
terminar la presencia de cepas EPEC y establecer las va-
riantes de Bfp presentes. El conocimiento de las variantes
de Bfp tendria aplicacion para el disefio de vacunas utili-
zadas en el control de EPEC. Se ha sugerido que los anti-
cuerpos dirigidos contra esta proteina podrian proteger
contra la infeccion por estos agentes. Bfp es inmunogéni-
co; se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti
“bundlina” en nifios infectados de forma natural con ce-
pas EPEC “tipicas™“?. Por lo tanto, resulta de interés des-
de el punto de vista inmunolégico determinar las varian-
tes que circulan entre los nifios que se pretende inmuni-
zar. Este estudio informa por primera vez en Uruguay so-
bre las variantes mayores de Bfp presentes en las cepas
de EPEC “tipicas” aisladas en este grupo de nifios.

Conclusiones

EPEC se confirma localmente como un enteropatégeno
importante para niflos pequefios usuarios del Centro
Hospitalario Pereira Rossell que presentan diarrea aguda
adquirida en la comunidad. Ocupa el segundo lugar de
frecuencia luego de rotavirus y se recupera uniformemen-
te a lo largo de todo el afio. La mayoria de los nifios infec-
tados por EPEC son llevados a la consulta médica mas
tarde que aquellos infectados por rotavirus. El 60% pre-
senta diarrea de tipo acuoso acompaiada en la mitad de
los casos de vomitos y fiebre. En 20% se demuestra la
presencia de leucocitos fecales. No se encontraron carac-
teristicas clinicas definidas que permitan determinar con
certeza que EPEC es el agente responsable. El conjunto de
serogrupos circulantes se mantiene mas o menos cons-
tante en el tiempo. Los cultivos de los serogrupos O55,
0119,0142,0111, 0127 y O26 representan 70% del total
de los aislamientos EPEC locales. Como ocurre en paises
desarrollados y en otras zonas menos desarrolladas, en
este grupo de nifos las cepas EPEC “atipicas™ aparecen
como agentes potencialmente asociados a diarrea.
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Summary

Background: acute diarrhea disease (EDA) is responsible
of 12.000 deaths per day inAsia, Africa and Latin America.
Classic Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an
important virotype associated with EDA episodes in
children under five years of those regions.

Objectives: to know clinical manifestations of diarrhea
cases due to EPEC in children users of a Public Health
centre and to establish the characteristics of involved
strains.

Methods: ninety-five children with EDA were studied.
Every child underwent clinical history and copromi-
crobiologic studies. EPEC strains were detected by reaction
chain polymerase (PCR) of eae and were completely
characterized including determination of genetic variations
of eae and bfp gens.

Results: twenty-six EPEC strains were isolated, 15
typical and 11 atypical. The most frequent variant of bfp
was 3 and 9 variants of eae were seen. Most of the infected
children with EPEC presented watery diarrhea associated
with vomiting, and fever in half of the cases. Blood and
fecal leukocytes were found in 20% of the children.

Conclusions: as it happens in other areas, typical EPEC
strains appear as frequent enteropathogens in this group
of children. Atypical cultures also play an important rol as
agents of diarrhea. Clinical characteristics do not differ
from those of children with diarrhea in developed
countries; no differences were seen with other agents.

Résumé

Introduction: la diarrhée aigue (EDA) est responsable de
12.000 déces par jour chez les enfants d’ Asie, d’ Afrique et
d’Amérique Latine. Escherichia coli entéropathogeéne
classique (EPEC) est un virotype diarrhéogénique impor-
tant associé a des épisodes de EDA chez les mineurs de 5
ans de ces régions-la.

Objectifs: connaitre les manifestations cliniques des
cas de diarrhée par EPEC chez des enfants assistés dans
un service de la Santé Publique et établir les caractéris-
tiques des cépes concernées.

Matériel et méthode: 95 enfants avec EDA furent
¢étudiés, dont chacun avait I’histoire clinique et une étude
copromicrobiologique. Les cépes EPEC ont été repérées
et caractérisées par réaction en chaine de la polymérase
(PCR) pour eae, la détermination des variantes génétiques
du geéne eae et bfp.

Résultats: 26 cépes EPEC ont été isolées, dont 15 ap-
partenaient a des cepes typiques et 11 a des cultures
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“atypiques”. La variante la plus fréquente de bfp fut 3 et 9
variantes de eae furent repérées. La plupart des enfants
avec EPEC a subi une diarrhée aqueuse associée a des
vomissements et de la fievre a 50% des cas; 20% a présenté
du sang et des leucocytes fécaux.

Conclusions: tel qu’il arrive dams d’autres régions,
les cépes EPEC “typiques” apparaissent comme des
entéropathogénes fréquents dans ce groupe d’enfants.
Les cultures “atypiques” joueraient aussi un role détaché
en tant qu’agent de diarrhée. Les données cliniques
ressemblent a celles des enfants originaires de pays
développés, présentant diarrhée par EPEC et on n’a pas
repéré de différences avec les autres agents.

Resumo

Introdugdo: a doenga diarréica aguda (DDA) é respon-
savel por 12.000 mortes por dia de criancas na Asia, Africa
e América Latina. A Escherichia coli enteropatogénica
classica (EPEC) é um virotipo diarreogénico importante e
esta associada a episodios de DDA em criangas menores
de 5 anos que vivem nessas regioes.

Objetivos: conhecer as manifesta¢des clinicas dos
casos de diarréia por EPEC em criangas atendidas em um
servi¢o de Satde Publica e definir as caracteristicas das
cepas encontradas.

Material e método: foram estudadas 95 criangas com
DDA. Para cada uma se abriu um protocolo clinico ¢ foi
realizado exame copromicrobiologico. As cepas EPEC
foram detectadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para eae e foram completamente identificados incluindo
as variantes genéticas do gen eae e bfp.

Resultados: foram isoladas 26 cepas EPEC, sendo 15
cepas “tipicas” e 11 em cultivos “atipicos”. A variante
mais freqliente de bfp foi e foram identificadas 9 varian-
tes de eae. A maioria das criangas infectadas com EPEC
apresentava diarréia aquosa associada a vomitos, e febre
em 50% dos casos. Em 20% dos pacientes se observou
sangue e leucdcitos fecais.

Conclusoes: como se observa em outras regides, as
cepas EPEC “tipicas” aparecem como enteropatdégenos
freqiientes neste grupo de criangas. Os cultivos “atipicos”
também tem um papel destacado como agentes causadores
de diarréia. As caracteristicas clinicas ndo sdo diferentes
das comunicadas em criangas de paises desenvolvidos
com diarréia por EPEC e ndo foram observadas diferengas
com os outros agentes.
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