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RESUMEN

INTRODUCCION: las diarreas agudas presentan elevada morbilidad y mortalidad en los paises en vias de desarrollo y Escherichia coli
diarreogénicos aparecen como agentes etiologicos frecuentes en todos ellos. OBiETIVO: estudiar la presencia de los diferentes tipos
de Escherichia coli diarreogénicos en nifios que concurrieron a Centros de Salud de barrios humildes de la ciudad de Corrientes,
Argentina. METtopos: se cultivaron heces de 120 pacientes con diarrea aguda y en aquellas muestras negativas para Salmonella y
Shigella se seleccionaron aislamientos de E. coli, cuyos factores de patogenicidad fueron estudiados mediante reaccion en cadena
de la polimerasa multiple. ResuLtapos: los 112 pacientes estudiados habitaban viviendas urbanas, con suministro de agua potable
y bafio instalado. En 41 muestras (37 %) se detect6é algan tipo patogénico de Escherichia coli diarreogénico sin predominio
marcado de ninguno de ellos. No se hallaron diferencias significativas entre la presencia de estos y el sexo o el grupo etario.
Concrusiones: Escherichia coli diarreogénico aparece como un agente etiologico habitual en nifios y el reconocimiento de cada
tipo implicado permitira implementar medidas preventivas acordes con la epidemiologia de cada uno de ellos.
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INTRODUCCION

La enfermedad diarreica aguda es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en
los paises en desarrollo, principalmente entre ni-
flos menores de 5 afios, y la Escherichia coli es
un importante agente etioldgico de estas enferme-
dades.! Este microorganismo coloniza el intestino
del hombre pocas horas después del nacimiento y
si bien forma parte de su flora habitual, en la

actualidad se describen al menos 5 categorias de
E. coli que poseen capacidad para producir
diarreas: E. coli enterotoxigénico (ECET),
E. coli enteropatogeno (ECEP), E. coli entero-
invasivo (ECEI), E. coli productor de toxina Shiga
(ECTS), dentro de los cuales se incluyen cepas
enterohemorragicas (ECEH) y E. coli entero-
agregativo (ECEA).?

La determinacion del grupo serologico sobre
la base del antigeno somatico O no es suficiente
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para identificar una cepa como diarreogénica,
porque este no siempre se correlaciona con la pre-
sencia de factores de virulencia® y es por ello que
se hace necesario la deteccion de estos factores
en cada aislamiento mediante técnicas de biologia
molecular.*

Si bien existen trabajos previos en relacion con
las gastroenteritis producidas por E. coli diarreo-
génicos en otras poblaciones,>® el presente trabajo
es el primero que pretendid estudiar la presencia
de los diferentes tipos patogénicos de esta bacte-
ria en la poblacion infantil de barrios humildes en
la Provincia de Corrientes, Argentina, a fin de co-
nocer la frecuencia relativa de cada uno de ellos y
con el proposito final de proyectar medidas de con-
trol y tratamiento.

METODOS

Previo consentimiento informado de los padres
o tutores y tras la realizacion de una encuesta
epidemioldgica, se estudiaron 120 muestras de he-
ces diarreicas de niflos que concurrieron a Cen-
tros de Salud de barrios periféricos de la ciudad de
Corrientes, Argentina. Las muestras se procesa-
ron por métodos habituales de coprocultivo para la
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deteccion de bacterias enteropatogenas’ y, en
aquellos casos en que estos cultivos hayan arrojado
resultados negativos para Salmonella o Shigella,
se seleccionaron 5 aislamientos bioquimicamente
compatibles con E. coli. Una colonia de cada ais-
lamiento se suspendio en 100 mL de Triton 1 % en
buffer Tris-EDTA (pH 8,0), luego de 10 min de
incubacién a 100 °C las suspensiones se
centrifugaron a 10 000 rpm/min y el sobrenadante
se us6 como templado de ADN. La amplificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) multiple se realiz6 de acuerdo con el
protocolo estandarizado por Tomas y otros,*
utilizando el juego de cebadores que se presenta
en la tabla 1. Como controles positivos se proce-
saron las cepas correspondientes a las diferentes
categorias patogénicas siguientes: E. coli 933
(stx+/eaet), E. coli 2348/69 (eae+), E. coli 481
(IpaH+), E. coli 17-2 (aggR+), E. coli EBa 35
(elt+); E. coli 125-53 (est+), todas provistas por
el Instituto Nacional de Microbiologia ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran”. Como control negativo
se utilizo la cepa de E. coli ATCC® 25922, que no
posee ninguno de los factores de patogenicidad en
estudio. Los datos fueron analizados mediante el
programa Epi Info, se fijo la significacion en un
valor de p<0,05.

TABLA 1. Caracteristicas de los iniciadores utilizados para la deteccion de los tipos patogénicos de E. coli en niflos con diarrea

Concentracion Categoria Tamaiio
Cebador en la mezcla de E. coli Sequencia (5°-3”) Gen amplicon (pb)
SK1 0,125 pM ECEP, ECEH CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC eae 881
SK2 0,125 pM CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
VT-u 0,25 uM ECTS GAGCGAAATAATTTATATGTG Stx 518
VT-d 0,25 uM TGATGATGGCAATTCAGTAT
ALG65 0,5 uM ECET TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG est 147
AL125 0,5 uM CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC
LTL 0,25 uM ECET TCTCTATGTGCATACGGAGC elt 322
LTR 0,25 uM CCATACTGATTGCCGCAAT
ipalll 0,125 pM ECEI GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC ipaH 619
ipalV 0,125 pM GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
aggR1 0,25 uM ECEA GTATACACAAAAGAAGGAAGC aggR 254
aggR2 0,25 uM ACAGAATCGTCAGCATCAGC

ECTS: E. coli productor de toxina Shiga, ECEH: E. coli enterohemorragico, ECEP: E. coli enteropatogénico, ECEI: E. coli enteroinvasivo,

ECEA: E. coli enteroagregativo y ECET: E. coli enterotoxigénico.
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RESULTADOS

En total se incluyeron 112 pacientes pediatricos
con diarrea aguda (53 del sexo femenino y 59 del
sexo masculino) con edades comprendidas entre
1 mes y 14 afios (promedio: 4 afios). En todos los
pacientes, la localizacion de la vivienda fue urbana,
con suministro de agua potable y bafio instalado
interior.

Resultaron positivas 41 muestras (37 %) para
algun tipo patogénico de E. coli, de las cuales 32
(78 %) fueron recuperadas de nifios menores de
5 afios y 9 (22 %) de nifios mayores de 5 afios,

sin que se evidencien diferencias significativas
(p= 0,14) entre los tipos patogénicos y los gru-
pos etarios a los que pertenecian los pacientes
(tabla 2).

El patron de bandas obtenido con cada tipo
patogénico se muestra en la figura 1.

Sobre la totalidad de muestras positivas, 19
(46 %) correspondieron a nifios y 22 (54 %), a
nifias. En la tabla 3 se presenta la distribucion de
los tipos patogénicos de E. coli obtenidos a partir
de materia fecal en funcion del sexo de los pacien-
tes, sin que se encuentran diferencias significa-
tivas entre ellos (p=0,31).

TABLA 2. Frecuencia de tipos patogénicos de E. coli encontrados en materia fecal segun el grupo etario al que

pertenecian los pacientes

Tipos de E. coli

Total Total de
Grupo etario ECTS ECEP ECEI ECEA  ECET positivos Ninguno muestras
< 5 afios 7 5 5 8 32 (29 %) 46 (41 %) 78 (70 %)
> 5 afios 0 2 2 2 9 (8 %) 25 (22 %) 34 (30 %)
Total 7 7 7 10 10 41 (37 %) 71 (63 %) 112 (100 %)

ECTS: E. coli productor de toxina Shiga, ECEP: E. coli enteropatogénico, ECEI: E. coli enteroinvasivo,
ECEA: E. coli enteroagregativo y ECET: E. coli enterotoxigénico.

TABLA 3. Relacion entre el sexo de los niflos y los tipos patogénicos de E. coli detectados en materia fecal

Tipos de E. coli

Total Total de
Sexo ECTS ECEP ECEI ECEA ECET positivos Ninguno muestras
Masculino 5 3 4 4 3 19 (17 %) 40 (36 %) 59 (75 %)
Femenino 2 4 3 6 7 22 (20 %) 31 (27 %) 53 (25 %)
Total 7(6,2%) 7(062%) 7(62%) 1089 %) 10 (8,9 %) 41 (37 %) 71 (63 %) 112 (100 %)

ECTS: E. coli productor de toxina Shiga, ECEP: E. coli enteropatogénico, ECEI: E. coli enteroinvasivo, ECEA: E. coli enteroagregativo

y ECET: E. coli enterotoxigénico.
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1 000 pb

500 pb

100 pb

Linea 1: E. coli enteroinvasiva (IpaH+); Linea
2: E. coli enterotoxigénica (elt+); Linea 3: E.
coli enteropatogena (eae+); Linea 4: E. coli
enterohemorragica (Stx+/eae+); Linea 5: E. coli
enterotoxigénica (est+); Linea 6: E. coli
enteroagregativa (aggR+). Linea 7: Marcador
de peso molecular de 100 pb

Fig. Patron de bandas obtenido mediante
electroforesis en gel de agarosa de los productos
de amplificacion de cepas de E. coli diarreogé-
nicas representativas de cada tipo patogénico.



DISCUSION

En los tltimos afios, un nimero creciente de
patogenos bacterianos y virales han sido asocia-
dos a la enfermedad diarreica aguda (EDA), gra-
cias a la progresiva incorporacidén de nuevas
tecnologias de deteccion, que han permitido esta-
blecer la relacion causal entre los microorganismos
y estas enfermedades mediante la identificacion
y caracterizacion de genes de patogenicidad y
virulencia.’?

Las diversas categorias patogénicas de
Escherichia coli se encuentran entre los princi-
pales agentes bacterianos causantes de EDA, pero
el protagonismo de cada una de ellas puede variar
segun las caracteristicas socioeconémicas de los
pacientes estudiados.®

Si bien en el presente trabajo no hubo predo-
minancia de ningun tipo patogénico de E. coli, es-
tudios epidemiolédgicos realizados en paises en vias
de desarrollo, incluida Latinoamérica, han demos-
trado que ECET y ECEP son 2 de los principales
patogenos aislados en los casos de diarrea infantil.?

En Iran' se ha encontrado ECEP en primer
lugar con una prevalencia cercana a 45 %, en Bra-
sil'! fue encontrada en 8 % de los pacientes, mien-
tras que en Finlandia'? solo se encontrd en 5,5 %
de pacientes con diarrea, un valor muy similar al
encontrado en el presente trabajo, lo cual indica la
gran variabilidad de frecuencia entre diferentes
paises. Algunos autores sostienen que la diferen-
ciacion de los aislamientos de ECEP en ECEP
tipico y atipico sobre la base de la presencia o au-
sencia de determinantes de patogenicidad adicio-
nales, permitiria conocer mas aun acerca de la
epidemiologia de las enfermedades producidas por
este grupo de bacterias.’ Tal es asi, que se ha re-
portado mayor prevalencia de cepas ECEP tipicas
en paises en desarrollo, mientras que las atipicas
constituyen los aislados mas frecuentes de en pai-
ses industrializados."

E. coli enterohemorragico (EHEC) esta in-
cluido dentro de los denominados E. coli produc-
tores de toxina Shiga (ECTS) y aparece en la
década de los 80, tanto en casos esporadicos de
EDA como en brotes epidémicos, sobre todo en
paises desarrollados.? Este grupo de bacterias se
identifica mediante la presencia del gen Stx que
codifica la toxina Shiga en sus 2 variedades, Stx1y
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stx2. Adicionalmente, pueden presentar otros
determinantes de patogenicidad como ser el gen
eae, también presente en ECEP, que determina la
capacidad de unidn al enterocito y borrado de las
microvellosidades con formacion de un pedestal.?
Dentro de esta categoria, diferentes serotipos han
sido implicados en la etiologia de diarrea san-
guinolenta, pero los aislamientos de E. coli
O157:H7 pueden dar lugar a manifestaciones cli-
nicas muy graves y se considera que son la prin-
cipal causa de sindrome urémico hemolitico
(SUH).'* Argentina es el pais con mayor preva-
lencia mundial de SUH, las cepas 0157 portadoras
de los genes Stx2 y eae resultan mas frecuente-
mente implicadas,'’ sin embargo, en paises como
Cuba'®se encontro que ninguna de las 25 cepas de
ECTS estudiadas pertenecia a este serotipo; se
publicaron los primeros aislamientos recién en
2008." En Finlandia, ECTS fue encontrada en 8 %
de los pacientes con diarrea estudiados y en Japon
en 15 % de los pacientes.'>!* En el presente tra-
bajo, este tipo patogénico fue encontrado en 7
muestras (6,2 %); de esos 7 aislamientos, ningu-
no pertenecia al serotipo 0157, 2 presentaron los
genes StX y eae y los 5 restantes presentaron solo
el gen stx.

E. coli enteroinvasiva (ECEI) es productor de
diarrea disenteriforme por causa de su capacidad
para invadir el epitelio intestinal, la cual se debe,
entre otros determinantes de patogenicidad, al gen
IpaH;? este tipo ha sido reportado con una fre-
cuencia cercana a 1 % o menor en nifios de Bra-
sil''!? y en Tanzania,?’ mientras que en otros
estudios ni siquiera ha sido buscado.'>'® En este
trabajo, ECEI fue detectada en 6,2 % de los nifios
con diarrea, lo cual esta indicando una frecuencia
mayor a la encontrada en otros paises, segin los
estudios antes mencionados.

Segun estudios previos, E. coli enterotoxi-
génico (ECET) causa la mayoria de los casos de
EDA en poblacion infantil de paises en vias de
desarrollo y la virulencia de este grupo esta dada
por la produccion de una toxina termoestable (ST)
yuna termolabil (LT), que dan como resultado una
diarrea de tipo acuosa.? En el presente estudio se
detectd ETEC en 10 muestras (8,2 %), en tanto
que en Tanzania 15 % de los agentes etiologicos
de diarrea eran ETEC® y en Brasil solo 5 % de
los aislamientos correspondieron a este tipo
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patogénico.® Sobre las 10 cepas de ECET detectadas
en este trabajo, 7 eran portadoras del gen elt que
codifica la LT y 3 poseian el gen est que codifica
para ST; en ningun aislamiento se detectaron si-
multaneamente ambos genes. De forma similar,
en Tanzania®y en Pert®' se encontr6 que el gen
elt fue mucho mas frecuente en los aislamientos
que el gen est, mientras que ambos genes apare-
cieron en muy pocas cepas de ECET.

E. coli enteroagregativa (ECEA) se caracte-
riza por presentar un caracteristico patrén de ad-
herencia al enterocito que condiciona la produccién
de una diarrea de tipo acuosa.? En el presente es-
tudio, ECEA fue detectada en 8,9 % de las mues-
tras, mientras que en Suiza fue hallada en 10 % de
los nifios con diarreas,” en alrededor de 15 % de
los pacientes en Tanzania®y en Brasil,® pero solo
en 1,3 % de los casos de diarrea en Dinamarca,?
lo que refuerza la hipétesis planteada por otros
autores de que este tipo patogénico esta
emergiendo entre los agentes etiologicos de dia-
rrea en los paises en vias de desarrollo.

En Argentina las EDA estan entre las enfer-
medades de notificacion obligatoria con mayor
morbilidad y mortalidad, que afectan principalmente
a niflos menores de 5 afios y de bajos recursos,
con una tasa global de notificacion de 52,4 casos
por cada 100 000 habitantes; Corrientes se encuen-
tra entre las provincias que presentaron casos por
encima de lo esperado en 2005.* Sin embargo,
sobre la base de las caracteristicas de los hogares
de los pacientes, puede afirmarse que otros facto-
res diferentes a las condiciones de las viviendas y
la disposicion de las excretas estarian implicados
en la transmision de estos patogenos, entre los
cuales pueden incluirse la higiene personal y el
tratamiento de los alimentos.! Al respecto, el es-
tudio realizado por Quiroga y otros en nifios
asintomaticos hace hincapi¢ en que la lactancia
materna es de gran valor en la lucha contra la dia-
rrea, por lo que es necesario hacer esfuerzos para
evitar las tendencias hacia el destete precoz.’

El presente trabajo es el primero en su tipo en
nuestra region que aplica la técnica de PCR para
detectar las diferentes categorias de E. coli
diarreogénicas y demuestra que estas son agentes
etiologicos frecuentes de gastroenteritis en nifios
de barrios humildes.

La correcta deteccion y caracterizacion de
cada tipo patogénico debe realizarse solamente

mediante técnicas de biologia molecular, por lo que
debe contarse con esta herramienta en los centros
provinciales de referencia, porque esto posibilitara
alcanzar un diagnoéstico de certeza que permita
conocer la realidad epidemiologica de las EDA en
este grupo de pacientes en condiciones de vulne-
rabilidad.
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Detection of diarrheagenic Escherichia coliin children
from poor neighborhoods in Corrientes, Argentina

ABSTRACT

INTRODUCTION: acute diarrheas bring high morbidity and mortality
in developing countries and diarrheagenic Escherichia coli (DEC)
appears as frequent etiological agent in all these places. OBJECTIVE:
to detect the presence of pathogenic types of DEC in children
attending the Health Centers in poor neighborhoods in the city
of Corrientes, Argentina. MeTHODS: Feces from one hundred and
twenty patients were cultured; E. coli isolates were selected in
those cases negative for Salmonella or Shigella, and they were
studied by multiplex PCR in order to characterize the pathogenic
types of DEC. ResuLTs: one hundred and twelve patients were
included. All of them had urban housing with drinking water
supply and toilet. In 41 samples (37 %) some DEC type was
detected but none of them (STEC 7, EPEC 7, EIEC 7, EAEC 10,
and ETEC 10) was predominant. There were not significant
differences between the DEC pathogenic types and the sex or
the age group of patients. ConcLusions: DEC is frequent etiologic
agent in children and the recognition of each pathogenic type
will allow implementing prophylactic measures according with
its epidemiology.

Key words: Escherichia coli, diarrheas, children.
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