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Resumen

Introduccién: la er]fer medad diarreica aguda (EDA) es responsable de 12.000 muertes por dia
en nifios de Asia, Africa y Latinoamérica. Escherichia coli enteropatdgeno clasico (EPEC) es
un virotipo diarreogénico importante y se asocia a episodios de EDA en nifios menores de 5

afios 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 Piblica y establecer las caracteristicas de las cepas

involucradas.

Material y método: se estudiaron 95 nifios con EDA. A cada uno se lerealizo historia clinicay
estudio copromicrobioldgico. 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 eaey bfp.

Resultados: se aislaron 26 cepas EPEC, 15 correspondieron a cepas “ tipicas’ y 11 a cultivos
“ atipicos’ . La variante mas frecuente de bfp fue By se demostraron 9 variantes deeae. La
mayoria de los nifios infectados con EPEC presenté diarrea acuosa asociada a vomitos, y
fiebre en 50% de los casos. En 20% se demostré 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.

Palabrasclavee DIARREAINFANTIL - etiologia.

DIARREAINFANTIL - epidemiologia.
DIARREAINFANTIL - microbiologia.

ENFERMEDAD AGUDA.
HECES - microbiologia.

INFECCIONESPOR ESCHERICHIA COLI - microbiologia.
ESCHERICHIA COLI - aislamientoy purificacion.
ESCHERICHIA COLI - patogenicidad.

Introduccién

La enfermedad diarreica aguda (EDA) infantil se define
como una entidad que ocurre habitualmente en lactantes
menoresde 1 afio, de causainfecciosa, que se presentade
forma endémica con brotes epidémicos en |os meses més
calidosy se manifiestacon sintomasy signos delaesfera
digestiva, especialmente diarreay 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, Africay Latinoamérica®. En nuestro pais, lamorta-
lidad infantil por diarreaen e afio 2005 fue de 0,2 por 1.000
nacidos vivosy para nifios menores de 5 afios representd
1,5% de todas las causas de muerte, seguin datos del Mi-
nisterio de Salud Publica. En el periodo 1999-2001, laEDA
fue responsable de 5% del total delosingresos anualesal
Hospital Pediétrico.
LascaracteristicasclinicasdelaEDA son, en general,
variables y dependen de los mecanismos patogénicos de
los agentes involucrados y del estado general de salud
del hospedero. Las manifestaciones méas importantes y
definidas ocurren a nivel del tubo digestivo e incluyen
diarrea, vémitos y dolor de tipo célico. También pueden
acompafiarse de signosy sintomas extraintestinalesy com-
plicaciones mas 0 menos graves, como sindrome de
Guillain-Barré o sindrome urémico hemoalitico (SUH) aso-
ciadas a infecciones por Campylobacter o cepas de E.
coli productoras de toxinas tipo Shiga (STEC), respecti-
vamente®®, En general, la situacién se resuelve en poco
tiempo y no requiere de tratamiento con antimicrobianos,
sino € uso de salesderehidratacién oral (SRO) pararepo-
ner agua y electrolitos, con o sin el agregado de
probiéticos®®. 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 principal es atributos de virulencia: E. coli entero-
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toxigénico (ETEC), E. coli productor detoxinastipo Shiga
(STEC), E. coli enteroinvasor (EIEC), E. coli enteroagre-
gativo (EAEC) y E. coli enteropatgeno clasico (EPEC).
Ladistribucion 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, fundamental mente en paises en vias
de desarrollo. Pertenece alafamilia de patdgenos bacte-
rianos que anivel intestinal causan lesiones detipo adhe-
renciay borramiento (A/E)®9. A partir del Segundo Sim-
posio Internacional sobre EPEC realizado en San Pablo en
1995, ladefinicion aceptada por consenso eslasiguiente:
“EPEC son cepas diarreogénicas de E. coli que producen
en las células intestinales lesiones histopatol gicas de
tipo A/E y que no producen toxinastipo Shiga. Los culti-
vos EPEC ‘tipicos’ de origen humano presentan un plas-
mido de virulenciadenominado E. coli-adherence-factor
(EAF), mientras que las cepas EPEC ‘ atipicas’ no poseen
dicho plasmido”“°9, En EPEC todos los determinantes
genéticos para la produccion de las lesiones de tipo A/E
seencuentran en el locus of enterocyte effacement (LEE).
LEE esunaislade patogenicidad (IP) de 35 kb ubicadaen
el cromosoma bacteriano que contiene 10s genes que co-
difican paralaproteinade membranaexternadenominada
intimina(eae), los genesesp (por E. coli secreted proteins),
& gen quecodificaparael receptor trandocado deintimina
Tir (translocated intimin receptor) y losgenes paralasin-
tesisdel sistemade secreciéntipo 11142,

Intiminatiene unamasa de 94 kDay presentados re-
giones funcionales: la region amino-terminal, altamente
conservadaentre | os diferentes tipos antigéni cos descrip-
tos en esta proteina y la region carboxilo-terminal alta-
mente variable, responsable de lainteraccion con Tir®d,

Otraestructurade la superficie bacteriana presente en
las cepas EPEC “tipicas’ y asociada con lavirulenciaes
bundle-forming pilus (Bfp). Setratade un pili de adheren-
ciatipo 1V, queforma* penachos’ sobrelasuperficie bac-
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teriana®. El conjunto de genes bfp esta localizado en €
pléasmido de alto peso molecular denominado EAF*519),
En cepas EPEC “tipicas’ se han descripto dos variantes
genéticasmayores del genbfpA que codificaparalaprotei-
na“bundlina’. Laregion variable de esta proteinase ubica
enlamitad carboxilo-terminal, que estadexpuestaal exterior
bacterianoy que actlia como dominio de unién alos dis-
tintos receptores ubicados sobre la célula eucariota”.

Cepas de EPEC con LEE pero sin el plasmido EAF Yy,
por lo tanto, sin Bfp, denominadas EPEC “atipicas’, se
han asociado a brotes y casos esporéadicos de diarrea en
seres humanos”#29, | as cepas “atipicas’ pueden expre-
sar, ademas de los factores de virulencia codificados en
LEE (intimina, Esp, Tir, sstemade secreciontipol11), otros
factores accesorios como EAST1 (por enteroaggregative
heat-stablel toxin) unatoxinaestructural mente relaciona-
da con la enterotoxina termoestable ST1 de ETEC, la
enterohemolisinaE-hly (por EHEC-enterohemolysin) y Afa
(por afimbria adhesin). Estosfactores de virulencia habi-
tualmente no estan presentes en cepas EPEC “tipicas’®®.

El objetivo de este estudio fue conocer las caracteris-
ticasclinicasy epidemiol 6gicas delos casos de EDA aso-
ciados ainfeccion 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. Serealizd un estudio prospectivo y des-
criptivo. El periodo de andlisis fue desde diciembre de
1999 ajunio de 2001. L osestudios microbiol 6gicos regui-
rieron exdmenes més prolongados.

Poblacion analizada. Se estudiaron 95 nifios,
lactantes mayoresde 1 mesy preescolares de hasta 3 afios,
gue presentaron diarrea aguda definida segiin los crite-
riosdelaOrganizacion Mundia delaSalud (OMS)®@. Los
pacientes consultaron en e Servicio de Emergencia del
Centro Hospitalario Pereira Rossell o en las paliclinicas
pediatricas de dicho hospital, 0 en ambos. S6lo seanaliza-
ronlosnifiosenlos cuales se logré obtener lamuestrade
materias fecales en el momento de la consulta. No sein-
cluyeron nifios con diarrea persistente y tampoco nifios
gue estuvieran recibiendo antibiéticos o que hubieran
estado internados en los 30 dias previos a episodio de
diarrea aguda. Tampoco nifios con patologia
gastrointestinal conocidacomo enfermedad celiaca, aler-
giaalalechedevacao enfermedad inflamatoriaintestinal.

Caracteristicas clinicas. Los datos clinicos analiza-
dos fueron los siguientes: fecha de nacimiento, sexo, ca
racteristicas macroscopicas de las deposiciones, sinto-
mas y signos acompariantes, estado nutricional y dura-
ciénenhorasdeladiarrea. Lapresenciadefiebre se defi-
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nio por el hallazgo de unatemperaturaaxilar mayor oigual
a 38°C. El estado nutricional se valoré comparando los
datos antropométricos de talla y peso con tablas
percentilares de referencia de la OMS?. La deshidrata-
cién sedetermind clinicamente por laconstatacion deplie-
gue hipoel astico, mucosas secas, taquicardia, polipneay
depresion neuropsiquica.

Estudio microbiol6gico de las muestras de materias
fecales. Para el estudio microbiolégico se obtuvo una
muestra de materias fecales por defecacion espontanea,
previo a inicio del tratamiento con antimicrobianos en
caso que estuvieran indicados. Las muestras fueron divi-
didas en dos partes: una parte se colocd en medio de
transporte Cary-Blair (C-B) y laotraen un frasco estéril.
Las muestras se enviaron de inmediato y refrigeradas al
laboratorio y se procesaron dentro de las dos horas de
recibidas. Ladeteccion delos patdgenos entéricos serea-
liz6 como se describié previamente®. Sobrelas colonias
sospechosasdeE. coli serealizd tamizajeinicia con prue-
bas bioquimicas. Laidentificacién delos atributos de vi-
rulenciaque definenlosdiferentesvirotiposdiarreogénicos
se realiz6 por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)%), Paralaextraccién del &cido desoxirribonucleico
(ADN) las bacterias se sembraron en agar infusion cere-
bro-corazon y seincubaron a 37°C durante todalanoche.
Una o dos colonias se resuspendieron en 150 pl de buffer
TE 1X-Tritdn X100a 1%y e ADN seliberd por ebullicidn
a100°C durante 5 minutos; 2 ul de este extracto crudo se
utilizaron como moldeen lasdiferentesreaccionesde am-
plificacién. Laamplificacion serealizo en un volumen fina
de 25 pl con las siguientes concentraciones. 0,2 mM de
cadadNTR, 10mM deTris-HCL,2mM deMgCL,,y 1,5U
deTaq polimerasa. L as condiciones de amplificacion fue-
ron: un paso inicial dedesnaturalizacion a95°C durante 5
minutos seguido de 30 ciclos a 94°C por un minuto, 55°C
por un minutoy 72°C un minuto. Serealizé unaextension
final a 72°C por 10 minutos. Los cebadores se usaron a
unaconcentracionfina de0,2 uM. Seutilizd termociclador
GeneAmp® 2700 (AB,Applied Biosystem, Singapore). Los
productos de amplificacion se separaron por electroforesis
en geles de agarosa a 2% y se revelaron por tincién con
bromuro deetidio. Lalistade cebadores utilizados se mues-
traenlatablal.

Estudio de las cepas EPEC recuperadas

Serotipificacion. La determinacion de los antigenos O
sométicos serealizo por aglutinacion enlaminay confir-
macién por ensayo en tubo con sueros monovalentes
policlonales de conejo preparados en e 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 Secuencia5- 3’ Tamaiio del
"blanco” de annealing amplicén (pb)
Ltall TCTCTATGTGCATACGGAGC
eltB 55°C 322
LTbO CCATACTGATTGCCGCAAT
STall GCTAAACCAGTAGAGGTCTTCAAAA
estA 55°C 147
STbO CCCGGTACAGACAGGAATTACAACA
vTla' GAAGAGTCCGTGGGATTACG
stx 1 55°C 130
VT1b' AGCGATGCAGCTATTAATAA
VT2 a' 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
Eab' CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
* 1,1, 8, 1 cebadores utilizados para la deteccién de los virotipos diarreogénicos ETEC, STEC, EPEC, EIEC y EAEC
respectivamente. Las condiciones de amplificacién 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 comudn ATTAACACCGTAGCCTTTCGCT todas

Alfa TCGATTTAGCAGCCTGATCAGC 55°C 01,2y 3 437

Beta TTACCACTAGTGGCT 55°C B1,3,4,5,6 460
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rafinosa, decarboxilacién delalisinay movilidad®,

Estudio dela sensibilidad alosantimicrobianos. Los
ensayos se realizaron por latécnica de disco difusion en
placas con agar Mller-Hinton, siguiendo las normas del
Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI)@). Los
antibi 6ticos probados fueron los siguientes: tetraciclina,
ceftriaxona, ciprofloxacina, cefoxitina, ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol, &cido ndidixico,
gentamicinay nitrofurantoina (Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, England, UK). Seutilizaron como cepas con-
trol Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Tipificacion delosgeneseae. Serealizd por latécnica
de PCR con las condicionesde extracciony amplificacion
descriptas anteriormentey utilizando cebadores especifi-
cos para las variantes de eae descriptas®.

Tipificacion delos genesbfp. Serealizd por técnicade
PCR utilizando un cebador forward cominy dos cebado-
resrever se especificosparalaregiéon 3" delasvariantesa
y B, disefiados seglin las secuencias disponibles on-line
(GeneBank, EMBL). La lista de cebadores utilizados se
muestraen latabla 2.

Cepas control. Las cepas de E. coli utilizadas como
control en las distintas reacciones de amplificacion fue-
ron lassiguientes. EPEC-2348 ( 0127:H6,eae-a1), AEEC-
IH2498a(0125:H6, eae-012), REPEC-RDEC-1 (O15:H-,eae-
[31), EPEC-359(0119:H6,eae-32), STEC-EDL 933 (0157:H7,
stx,, stx,, eae-yl,ehxA), STEC-VTB308 (O111:H-,stx, eae-
y2), STEC-TW07926 (O111:H8, six , stX,, eae-theta), EPEC-
BP12665 (086:H34, eae-0), AEEC-6044/95 (O118:H5, eae-
€), STEC-VTB-286 (0103:H2, stx, eae-¢), STEC-VTO-50
(O156:H-, stx, eae-(), AEEC-CF11201 (O125:H-,eae-¢),
AEEC-7476/96 (0145:H4, eae-§, AEEC-68-4 (034:H-, eae-
), EPEC-373 (055:H51, eae-i ),AEEC-IH1229a(O10:H-,
eae ),ATCC 35401 (ETEC,dtBy estA), 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-
cién entre variables cualitativas se utilizd lapruebade chi
cuadrado. Se considero significativo un valor de p menor
de0,05.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion analizada. De los 95 ni-
fios estudiados, 55% fue del sexo masculinoy 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% presentd un
déficit nutricional crénico, con percentiles por debajo de5
paralatalla

Aspectos microbioldgicos 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 72y 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 @ 1(12) 1 (5
sin datos 1 @
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
recuper6 un solo agente.

* Incluye nifios infectados con cepas “tipicas” y “atipicas”,
diez y cinco cultivos, respectivamente.

T Numero de pacientes, entre paréntesis figura el porcentaje.
T Desde el inicio de la diarrea hasta el momento de la consulta.
§ Objetivado por el responsable del nifio o el personal de
salud.

1 Por tincién de frotis de materias fecales con azul de metileno

y observacion a 400 X.

patdgenos entéricos potenciaes. Los agentes identifica-
dos fueron los siguientes: rotavirus en 42 casos;
Escherichia coli diarreogénico, 40 aislamientos; Shigella
18 cepas y siete aislamientos de Campylobacter jejuni.
En varios nifios se demostré la coinfeccion con doso més
agentes. Dentro del conjunto deE. coli diarreogénico, el
virotipo méasfrecuentemente hallado fue EPEC con 26 ais-
lamientos seguido por ETEC (ocho cepas) y EAEC (seis
cepas). No serecuperaron cepasdelosvirotipos STEC ni
EIEC. En 15 nifios EPEC se identific6 como Unico
enteropatégeno.

EPEC presentd unadistribucién estable alo largo del
afo, en cambio los aisamientos de Shigella ocurrieron
sobre todo en los meses cdlidos. Rotavirus mostré una
distribucién més 0 menos homogéneadurante todo €l afio
con aumento en el nimero de casosidentificados durante
los mesesfrios.

Las caracteristicas clinicas de los nifios con diarrea
por EPEC, Shigellay rotavirus se muestran en latabla 3.
De los nifios con EPEC, 80% fue llevado a la consulta
dentro delas 96 horas deiniciadalaenfermedad y lama
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yoria presento diarrea de tipo acuoso. Los nifios infecta-
dos por EPEC presentaron sangre en lashecesal inicio de
ladiarreacon unafrecuenciasimilar alaencontradaenlos
casos de infeccién por Shigella (20%). En el caso de
rotavirus la diarrea se acompafié de vomitos sin repercu-
sién importante sobre € 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 més de lamitad de los nifios, inde-
pendientemente del agente recuperado. En 87% de los
nifios infectados por Shigella se demostro la presencia
de leucocitos fecales, mientras que en aquellos infecta-
dos por EPEC y rotavirus €l porcentaje de deteccion fue
notoriamente menor, 20% Yy 18% respectivamente. L aaso-

ciacion entre infeccién por Shigella 'y presencia de
leucocitos fecales fue la Unica que mostré un valor
estadisticamente significativo (p<0,05). Ninguno de estos
nifios desarroll 6 sindrome urémico hemolitico ni sindrome
deGuillain-Barré. Tampoco hubo fallecimientos.

Caracteristicas de las cepas EPEC recuperadas

Serotipificacion. La distribucién general por serogrupos
de acuerdo alapresenciadel antigeno O somético fuela
siguiente: O55, ocho cepas, 0119, cuatro; 0142, dos, 0111,
dos; 026, dosy unacepaen cada uno de O33; 034; 049;
051; 0101; 0127; 0128. Un aislamiento resulté no
tipificable.

Biotipificacion. Los resultados de los ensayos
bioquimicos se muestran en latabla4. Las cuatro cepasde
0119 mostraron un patrén bioquimico idéntico, lo mismo
sucedié con los dos aislamientos del serogrupo O142.

Estudio dela sensibilidad a losantimicrobianos. Nin-
guno de | os aislamientos EPEC estudiados mostro resis-
tencia para |os antibiéticos ensayados.

Atributos de virulencia. Categorizacién de las cepas
EPEC recuperadas. Quince aislamientos correspondie-
ron a cepas EPEC “tipicas’ con resultado positivo por
PCR para los genes eaey bfp. Las 11 restantes fueron
definidascomo “atipicas’ (eaet+ y bfp-).

L osserogrupos mas frecuentesen EPEC “tipicas’ fue-
ron 055, 0119y 0O142. Estostres 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 geneseae y bfp encontradas se muestran en
latabla5. Lavariante uB deeaefuelamasfrecuentemente
hallada dentro del serogupo O55, mientras que todas las
cepas del serogrupo 0119 mostraron lavariante 32. Diez
aislamientos “tipicos’ mostraron bfp de tipo 3. El Gnico
aislamiento O111 de esta categoriamostrd bfp detipo a.
Lavariante del gen bfp no se pudo determinar en cuatro
cepas.

Ladistribucion del antigeno somético O en las cepas
“atipicas’ fueméasamplia, incluy6 nueve serogrupos, y la
variante del gen eae més frecuente dentro de esta catego-
riafue theta. Las caracteristicas de estas cepasy las va
riantes de los genes eae encontradas se muestran en la
tabla6.

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 determin6 en medio LIA (Lysine-lIron-Agar. Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
T Mov: prueba de movilidad positiva. Se determin6 en medio semisélido SIM (Sulfidrico-Indol-Movilidad). Oxoid Ltd., Basingstoke,

fSac: sacarosa; Dul., dulcitol; Sorb., sorbitol; Ram., ramnosa. Se utiliz caldo para carbohidratos con rojo fenol (Becton
Dickinson France S.A., Le Pont de Claix, France) y los azlcares a una concentracion final de 1%.
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Tabla 5. Caracteristicas de las cepas EPEC
“tipicas” (eae+, bfp+)*. Total 15 aislamientos
Numero de  Tipo de Tipo de
Serotipo cepas eae’ bfpt
O55:H51 2 uB a
055:H- 3 B ND®
O55:H- 1 vl 3
O111:H- 1 31 a
0119:H6 4 32 )
0142:H21 2 al 3
0127:H40 1 0 ND®
ONT:H51 1 32 )
* Por PCR utilizando cebadores consenso. La secuencia y
las temperaturas de annealing figuran en la tabla 1.
T Por PCR utilizando cebadores especificos (ver ref. 28).
+ Por PCR utilizando cebadores especificos que figuran
enla tabla 2.
§ No determinado.

Discusion

Diferentes estudios sobre la etiologia de la EDA redliza-
dos en paises industrializados comunican porcentajes de
aislamiento de enteropat6genos cercanos a 60%2°%, En
este estudio el porcentaje de recuperacion fuede 74%, un
poco més elevado cuando se compara con esos trabajos.
Este resultado podria atribuirse a que los agentes virales,
mas frecuentes como causa de EDA en nifios que viven
en zonas desarrolladas, serian més dificiles de detectar
gue los patdgenos bacterianos, considerados mas
prevalentes en los nifios con diarrea de zonas més po-
bres®. Los resultados obtenidos en este trabajo desta-
can la importancia de rotavirus, Escherichia coli
diarreogénico, Shigellay 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 ala
consulta que los infectados por rotavirus. Esto puede
deberse aquelamayoriade los casos asociados con rota-
virus presentaron vomitos desde €l inicio de la enferme-
dad; este porcentaje fue menor para nifios infectados por
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Tabla 6. Caracteristicas de las cepas EPEC

“atipicas” (eae+, bfp-)*. Total 11 aislamientos
Serotipo Nimero de cepas  Tipo de eae’
O26:HNT 2 31
033:H6 1 32
049:H29 1 o
0101:H33 1 A
034:H- 1 0
051:H40 1 0
055:H51 1 uB
0O55:H40 1 0
0128:H12 1 31
0111:H21 1 €
* Por PCR utilizando cebadores especificos. La secuencia
y las temperaturas de annealing figuran en la tabla 1.
T Por PCR utilizando cebadores especificos (ver ref. 28).

EPEC. La presencia de vomitos podria actuar como ele-
mento de alarma para los responsables de estos nifios,
[levandol os répidamente asolicitar atencion médica.

En los casos de infeccién por EPEC ladiarrea acuosa
fuefrecuente, aunque algunos (20%) presentaron diarrea
sanguinolenta. El mecanismo por el cual EPEC se asocia
condiarreacon sangre no esclaro. Sinembargo, lautiliza-
cion de procedimientos sensibles para la deteccion de
lactoferrina leucocitaria permite poner de manifiesto, en
algunos casos de diarrea por EPEC, la existenciade ele-
mentos inflamatorios en las heces de estos nifios®?.

Larepercusién hidroel ectroliticaseriamayor en nifios
con gastroenteritis por EPEC o0 Shigella que en aguellos
con diarreapor rotavirus. Enlos casos por EPEC ladeshi-
dratacion podria deberse aladoble accion de estas bacte-
riasanivel intestinal, por un lado actuarian directamente
sobre el propio enterocito causando borramiento del bor-
deen cepillo (lesionesdetipoA/E) y, por otro, atravésde
laaccién dedistintas mol écul as bacterianas sobrelas unio-
nes intercelulares”. Estos efectos combinados determi-
narian unadisminucion importante de lasuperficie de ab-
sorcién del intestino con la consiguiente pérdida de agua
y electrolitos. También podriaatribuirse aque estos nifios
serian [levados mas tarde a la consulta médica que aque-
[losinfectados por rotavirus. En e momento de su obser-
vacion, laEDA tendriaunaduracion mayor con mas pérdi-
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dasde aguay electrolitos. No se hallaron diferencias sig-
nificativas en cuanto ala presenciadefiebre en los nifios
infectados por EPEC y rotavirus. Los resultados de las
caracteristicas clinicasfueron muy similaresalos comuni-
cados en estudios realizados en nifios de paises desarro-
Ilados con diarrea aguda causada por EPEC y rotavi-
rus(29,30,32) .

Epidemiologia. En este estudio las cepas EPEC se
recuperaron en cantidad similar alo largo detodo € afio.
En cambio, en zonas industrializadas estos aislamientos
ocurren fundamental mente en los meses célidos®.

Loscultivosdelosserogrupos 055, 0119, 0142, 026
y O111 representaron casi 70% del total delosaislamien-
tosEPEC. Ladistribucion global de serogrupos se haman-
tenido méas o menos constante alo largo del tiempo, aun-
gue en este estudio las cepas O55 aparecen como las més
frecuentes, desplazando del primer lugar alosaislamien-
tos del serogrupo 0111, Laalternanciaen el tiempo de
los serogrupos mas frecuentes podria deberse a fendme-
nos de seleccién por parte del sistemainmune del hospe-
dero. Lacirculacion de un serogrupo particular durante
un tiempo prolongado podria determinar la aparicion de
unarespuestainmunelocal o sistémica, 0 ambas, que pro-
tegeriacontralainfeccion por cepasdel mismo serogrupo
pero no contraai slamientos con antigenos O heterdlogos.

Caracteristicasdelas cepas EPEC. El virotipo EPEC
no debe considerarse como un conjunto homogéneo de
cepas responsables de EDA. De acuerdo con lapresencia
oausenciadel pili Bfp, las cepas EPEC sedividen en dos
categorias: “tipicas’ y “atipicas’, respectivamenteo18),
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 nifios
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 discusion(’103334),

Lascepas EPEC “atipicas’ que no presentan Bfp po-
drian ser menosvirulentasquelas*“tipicas’. Sin embargo,
no se ha demostrado que sean menos patogénicas. Algu-
nos hallazgos en zonas desarrolladas aportarian eviden-
cia a favor de su participacién 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 unafrecuen-
ciamayor de recuperacion de cepas EPEC “atipicas’ que
decepas“tipicas’ apartir de nifios con gastroenteritis®.
El rol de estos cultivos en regiones menos desarrolladas
no es claro todavia. Sin embargo, trabajos realizados en
zonasdeBrasil y Vietnam sugieren un papel importante de
lascepas* atipicas’ como enteropatégenosinfantiles29),

Once delas 26 cepas EPEC recuperadas en este traba-
jo correspondieron a este grupo y en cinco oportunida-
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des serecuperaron como Unico enteropatégeno. Lavarie-
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 abrotes de diarrea en paises desa-
rrollados (026, O55y O111). Estaeslaprimeracomunica
cion anivel nacional que describe lacirculacién de cepas
de esta categoria y se requieren estudios mas detallados
paraestablecer claramente el papel de estos agentes como
patdgenos entéricos|ocal es. 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 nifios con diarrea
sanguinolenta o SUH®,

Atributos devirulencia. Laproteinade membranaex-
ternaintimina es responsable de la adherencia intima de
EPEC acélulas eucariotasy seriaesencial paralaforma-
cion delaslesionesdetipoA/E. Varios estudios han mos-
trado que existe una gran variedad en la secuencia
nucleotidicadel gen que codificaparaestaproteina. Has-
ta el momento se han descripto por o menos 20 varian-
tes®). En las 26 cepas EPEC analizadas en este trabajo se
hallaron nueve variantes de este gen. La variacién en la
secuencia nucleotidica ocurre a nivel del extremo 3' del
geny determinariacambios antigénicosimportantes enla
region carboxilo terminal responsable de la unién a Tir
conocidacomoint 280@". Laidentificacion delosdiferen-
tes tipos de intimina tendria valor para futuros estudios
antigénicos, epidemiolégicos y de relacién clona entre
diferentes aislamientos de EPEC. Intimina—al igua que
Bfp— se considera como un inmunégeno potencial que
puedeincluirse en unavacunadisefiadaparael control de
EPEC. Larespuestainmuneanivel intestinal paradiferen-
tes proteinas de lasuperficie bacteriana podria determinar
en el hospedero proteccién contra la colonizacion por
estas cepas. Esta proteina esinmunogénica paralos seres
humanos; se han identificado anticuerpos antiintiminaen
laleche, el calostro y € suero de individuos infectados
por EPEC®. La variacion antigénica que ocurre en esta
proteinaimplica que como paso previo parael disefio de
inmunogenos se determine quétiposdeintiminaestan 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 ay B. Las
diferenciasocurren en el extremo 3', responsabl e de codi-
ficar laparte carboxilo-terminal delaproteina“bundlina’,
componente fundamental del pili Bfp. Este extremo esta
expuesto al exterior bacteriano y participariaen launion
con diferentes receptores celulares. Con respecto a las
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variantes de Bfp encontradas, lamayoria present6 el tipo
. Un cultivo del serogrupo O111 mostré lavariantea y
cuatro aislamientosresultaron notipificables. Lavariante
menor 32 no es detectada por |os 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 0 confirmar estas suposi-
ciones. Cepas EPEC con el genbfptipof3 sehanaisladoa
partir de materiasfecalesde avesy perros®. Esfrecuente
gue los nifios de los sectores méas pobres convivan con
estas mascotas y desde el punto de vista epidemiol 6gico
seriaimportante estudiar este reservorio animal para de-
terminar la presencia de cepas EPEC y establecer lasva-
riantes de Bfp presentes. EI conocimiento delasvariantes
de Bfp tendria aplicacion parael disefio de vacunas utili-
zadasen el control de EPEC. Se ha sugerido que los anti-
cuerpos dirigidos contra esta proteina podrian proteger
contralainfeccion por estos agentes. Bfp esinmunogéni-
co; se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti
“bundlina’ en nifios infectados de forma natural con ce-
pas EPEC “tipicas’“?. Por o tanto, resultadeinterés des-
de el punto de vistainmunol 6gico determinar las varian-
tes que circulan entre los nifios que se pretende inmuni-
zar. Este estudio informa por primeravez 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 nifios pequefios usuarios del Centro
Hospitalario Pereira Rossell que presentan diarrea aguda
adquirida en la comunidad. Ocupa & segundo lugar de
frecuencialuego derotavirusy serecuperauniformemen-
tealolargo detodo el afio. Lamayoriadelosnifiosinfec-
tados por EPEC son llevados a la consulta médica méas
tarde que aquellos infectados por rotavirus. El 60% pre-
senta diarrea de tipo acuoso acompariada en la mitad de
los casos de vémitos y fiebre. En 20% se demuestra la
presenciade leucocitosfecales. No se encontraron carac-
teristicas clinicas definidas que permitan determinar con
certezaque EPEC es €l agenteresponsable. El conjunto de
serogrupos circulantes se mantiene mas o menos cons-
tante en el tiempo. Los cultivos de los serogrupos 055,
0119, 0142, 0111, 0127y O26 representan 70% del total
delosaislamientos EPEC locales. Como ocurre en paises
desarrollados y en otras zonas menos desarrolladas, en
este grupo de nifios las cepas EPEC “atipicas’ aparecen
como agentes potencia mente asociados a diarrea.
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Summary

Background: acutediarrheadisease (ADD) isresponsible
of 12.000 deathsper day inAsia,Africaand LatinAmerica.
Classic Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) isan
important virotype associated with ADD episodes in
children under five years of those regions.

Objectives: to know clinical manifestationsof 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 withADD were studied.
Every child underwent clinical history and copromi-
crobiologic studies. EPEC strainswere detected by reaction
chain polymerase (PCR) of eae and were completely
characterized including determination of genetic variations
of eae and bfp genes.

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 theinfected
children with EPEC presented watery diarrheaassociated
with vomiting, and fever in half of the cases. Blood and
fecal leukocyteswere found in 20% of the children.

Conclusions: asit happensin other areas, typical EPEC
strains appear as frequent enteropathogens in this group
of children.Atypical culturesalso play animportant 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 (DA) est responsable de
12.000 décés par jour chezlesenfantsd’ Asie, d' Afrique et
d' Amérique Latine. Escherichia coli entéropathogéne
classique (EPEC) est un virotype diarrhéogéniqueimpor-
tant associé a des épisodes de DA 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 cepes concernées.

Matériel et méthode: 95 enfants avec DA 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, ladéermination des variantes génétiques
du géne eae et bfp.

Résultats. 26 cepes EPEC ont étéisolées, dont 15 ap-
partenaient a des cepes typiques et 11 a des cultures
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“atypiques’. Lavariantelaplusfréquente debfpfut B et 9
variantes de eae furent repérées. La plupart des enfants
avec EPEC a subi une diarrhée agueuse associée a des
vomissementset delafiévre a50% des cas, 20% aprésenté
du sang et des leucocytes fécaux.

Conclusions: tel qu'il arrive dams d’ autres régions,
les cépes EPEC “typiques’ apparaissent comme des
entéropathogeénes fréquents dans ce groupe d’ enfants.
Lescultures“atypiques’ joueraient aussi un réle 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

Introducgéo: a doenca diarréica aguda (DDA) é respon-
sével por 12.000 mortespor diadecriancasnaAsia, Africa
e América Latina. A Escherichia coli enteropatogénica
cléssica(EPEC) éum virotipo diarreogénico importante e
esté associada a episddios de DDA em criangas menores
de 5 anos que vivem nessas regides.

Objetivos: conhecer as manifestagtes clinicas dos
casos dediarréiapor EPEC em criangas atendidas em um
servico de Salde 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 e foi
realizado exame copromicrobiolégico. As cepas EPEC
foram detectadas por reag@o em cadeiadapolimerase (PCR)
paraeae e foram completamente identificados incluindo
as variantes genéticas do gen eaee bfp.

Resultados:. foram isoladas 26 cepas EPEC, sendo 15
cepas “tipicas’ e 11 em cultivos “atipicos’. A variante
mai sfrequente debfp foi 3 eforamidentificadas9 varian-
tes de eae. A maioria das criancgas infectadas com EPEC
apresentava diarréia aguosa associada a vémitos, e febre
em 50% dos casos. Em 20% dos pacientes se observou
sangue e leucdcitos fecais.

ConclusBes: como se observa em outras regides, as
cepas EPEC “tipicas’ aparecem como enteropatdgenos
freqlientes neste grupo de criangas. Os cultivos“ atipicos’
também tem um papel destacado como agentes causadores
dediarréia. As caracteristicas clinicas ndo sdo diferentes
das comunicadas em criangas de paises desenvolvidos
comdiarréiapor EPEC e ndo foram observadasdiferencas
com 0s outros agentes.
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