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Resumen

En el presente estudio se realiz6 la caracterizacién de
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), dos
categorias patogénicas de E. coli, causantes de la
lesion de adherencia y esfacelacion (EAEE), en
muestras de heces diarreicas de nifios menores de 5
anos. El perfil patogénico de EAEE se realiz6 mediante
el andlisis por PCR, de los genes intimina (eae),
bundlina (bfpA) y toxinas siga (stx1y stx2). Estas
pruebas se complementaron con ensayos fenotipicos
de la resistencia a antibiéticos, fermentacion de
sorbitol y produccién de b-D-glucoronidasa. La
prevalencia de EAEE fue del 7% con preponderancia
de las cepas EPEC (95%) sobre EHEC. Se encontré
una mayor proporcion (83%) de cepas EPEC atipicas
que tipicas. Un alto porcentaje de los aislados de
EPEC es resistente a mas de cinco antibiéticos
analizados. La frecuencia de multirresistencia a

bloques de cinco y dos antibiéticos sugiere que la

resistencia es transmisible por via horizontal. La
correlacién entre la pertenencia a un serogrupo
particular de EPEC y las caracteristicas genotipicas,
mostré heterogeneidad en el perfil de patogenicidad,
tanto entre un mismo como entre diferentes
serogrupos, demostrando que el diagnéstico de DEC
mediante serotipificacion no es util en nuestro medio.
Los aislados de EHEC, se caracterizan por presentar
una marcada susceptibilidad a los antibioticos. Se
reporta la presencia de los serogrupos 0157 y O6.
Este estudio constituye el primer reporte en nuestro
medio sobre la determinacion y caracterizacién geno-
fenotipica de EPEC y EHEC por métodos moleculares.
En conjunto, los datos obtenidos tienen relevancia
para el diagnostico, tratamiento y estudio de la

epidemiologia de AEEC en las EDA en Bolivia.
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Summary

Introduccion

In this study, enteropathogenic (EPEC) and
enterohemorrhagic (EHEC) E. coli, two E. coli
categories causing attaching and effacing lesions,
were isolated and characterized from children with
diarrhea less than 5 years of age. The AEEC
pathogenic profile was analyzed by PCR for the
presence of the intimin (eae), bundle-forming pilus
(bfpA) and Shiga toxin (stx, stx2) genes. Phenotypic
analysis for the presence of antibiotic multi-resistance,
sorbitol fermentation and B-D glucoronidase were also
performed. AEEC prevalence was 7%. EPEC
accounted for 95% of the isolates of which 83% were
atypical. A high percentage of EPEC isolates is
resistant to more than 5 antibiotics. The multi-
resistance frequency to 5 and 2 antibiotics suggest
antibiotic resistance transmission by lateral transfer.
The lack of correlations between EPEC serogroups
and genotypic strain profile demonstrates that
serological DEC diagnosis is not useful for local
isolates. EHEC isolates were remarkably susceptible to
most of the antibiotics tested. The isolation of 0157 and
06 serogroups is reported. This is the first report of
EPEC and EHEC molecular strain characterization. The
results described are relevant for EAEE diagnosis,

treatment and epidemiology of diarrheal diseases in

Bolivia.

Key words: ESCHERICHIA COLI
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A nivel mundial, las enfermedades diarreicas agudas
(EDA) son un problema importante de salud de la po-
blacién infantil, principalmente en los paises en desa-
rrollo donde se producen anualmente entre 4,6 a 6 mi-
llones de muertes, constituyendo la segunda causa glo-
bal de mortalidad infantil. Estas estadisticas se reflejan
en que se produce un promedio de tres episodios de dia-
rrea por afio en nifios menores de cinco aflos y una tasa
global de mortalidad promedio de mas de 10.000 nifios
por dia 9,

En Bolivia, las EDA constituyen una de las principa-
les causas de mortalidad entre nifios menores de 5 afios
de edad, produciéndose aproximadamente quince mil
muertes por afio ),

Ladiversidad de enteropatégenos asociada a las EDA
y la falta de acceso a tecnologias sensibles de diagnoéstico,
determinan que, similar a otros paises en desarrollo, se
desconozca la etiologia de una gran parte de los episodios
diarreicos infecciosos, los cuales se tratan, por lo general
sin conocimiento de la patologia subyacente.

Es asi que la epidemiologia de los principales patoge-
nos asociados a la gastroenteritis infantil y los mecanis-
mos de virulencia, son poco conocidos en nuestro medio.

En los ultimos afios, un numero creciente de patoge-
nos bacterianos y virales han sido asociados a las EDA
gracias a la progresiva incorporacion de nuevas tecnolo-
gias de deteccion, que han permitido establecer la rela-
cion causal entre los microorganismos y las EDA, me-
diante la identificacion y caracterizacion de genes de pa-
togenicidad y virulencia.

Entre las bacterias asociadas a las EDA, Escherichia
coli diarreogénica (DEC) estd comiinmente asociada a
formas endémicas e incluye al menos seis categorias pa-
togénicas bien definidas, las cuales comprenden a E. co-
li enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli ente-
roagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y
E. coli adherente difusa (DAEC). Estos “patotipos” se
distinguen de los simbiontes de la flora normal, por la
presencia de factores de virulencia adquiridos principal-
mente por transferencia horizontal a partir de plasmidos,
fagos y genomas de otras bacterias" ®),

EPEC y EHEC son dos categorias patogénicas de E.
coli que causan la lesion del tipo de “adherencia y esfa-
celacion” (A/E) en las células intestinales. Esta lesion se
caracteriza por la destruccion de las microvellosidades
de la membrana, la adherencia intima de la bacteria al
epitelio intestinal, el reordenamiento del citoesqueleto
de la célula huésped, la formacion de un pedestal y la ini-
ciacion de varias sefiales de transduccion generadoras
de la secrecion intestinal.
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EPEC es uno de los patogenos bacterianos mas im-
portantes asociado a la gastroenteritis infecciosa y diarrea
esporadica en nifios menores a dos afios 12 Ademés de
producir la lesion A/E, EPEC presenta generalmente un
plasmido denominado EAF (factor de adherencia de
EPEC) relacionado tanto a la adherencia entre bacterias,
asi como a las células epiteliales del intestino 1)

EHEC, por su parte, es un patdogeno emergente de las
ultimas décadas, que se caracteriza por producir las citoto-
xinas Shiga causando diarrea no sanguinolenta, colitis he-
morragica y sindrome hemolitico urémico (SHU) (413

Con el propésito de contribuir al conocimiento de la
etiologia bacteriana de las EDA, en el presente trabajo se
utilizé un conjunto de ensayos genotipicos y fenotipicos
para identificar, caracterizar y comparar a EPEC y
EHEC en muestras de heces fecales de pacientes pedia-
tricos con procesos diarreicos infecciosos (PDI). Entre
las caracteristicas analizadas se incluyen a genes de pa-
togenicidad, patrones de resistencia a antibidticos y
marcadores bioquimicos. Asimismo, se analizo la vali-
dez de la asignacion de EPEC en base a la pertenencia a
sus serogrupos caracteristicos.

Estos datos constituyen el primer reporte en Bolivia
sobre el aislamiento y analisis de las categorias de DEC
causantes de la lesion A/E (AEEC) a partir de heces dia-
rreicas de nifios menores de 5 afios. Los resultados obte-
nidos remarcan una mayor prevalencia de EPEC atipica
sobre EHEC, heterogeneidad geno-fenotipica de cepas
EPEC y EHEC, alta proporcion de cepas multirresisten-
tes a siete antibioticos entre aislados de EPEC, en fuerte
contraste a EHEC y la discordancia en la clasificacion de
EPEC mediante serogrupos con relacion al perfil pato-
génico.

La diversidad genotipica encontrada entre las cepas
AEEC, circulantes en los PDI tiene relevancia clinica y
epidemioldgica para el estudio del rol de EPEC y EHEC
en las EDA en nuestro medio.

Material y métodos

Cepas control y cepas clinicas. Se utilizaron cepas de
referencia de E. coli diarreogénicas (DEC) provenientes
del Instituto de Genética Evolutiva y Molecular, de la
Universidad Estatal de Pennsylvania, Estados Unidos
de América.

Asimismo, se analizaron 31 cepas clinicas de E. coli,
que presentan serogrupo definido, las cuales fueron ais-
ladas en La Paz, Bolivia, en 1993 a partir de muestras fe-
cales de nifios con PDI.

Poblacion de estudio. En el periodo de febrero del
2001 a junio del 2002, se recolectaron 882 muestras de
heces fecales provenientes de nifilos menores de 5 aflos
de edad, con PDI en tres centros de salud de la ciudad de

La Paz (Hospital Materno Infantil, Hospital Militar y
Hospital del Nifio Ovidio Aliaga).

Aislamiento y caracterizacion fenotipica de E. co-
li. Las muestras fecales fueron sembradas e incubadas
en Agar MacConkey, durante 18 horas a 37°C. Las colo-
nias fermentadoras de lactosa y con morfologia caracte-
ristica de E. coli, fueron luego analizadas por su capaci-
dad de fermentacion de sorbitol (FS) y produccion de b-
D-glucoronidasa (MUG).

Resistencia a antibioticos. Se consideraron para el
analisis a los siguientes antibidticos: ampicilina, eritro-
micina, estreptomicina, sulfatrimetoprim, acido nalidi-
xico, cloranfenicol, tetraciclina y gentamicina. La sensi-
bilidad a los ocho antibioticos se evalué mediante el mé-
todo de difusion de disco acorde a los lineamientos del
Comité de Control de Laboratorios Clinicos '°.

Caracterizacion genotipica

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La pre-
sencia de los genes eae (region variable y constante),
bfp, stx1, stx2 y mdh correspondientes a las proteinas
Intimina, Bundlina, Shiga toxina 1, Shiga toxina 2 y
Malato-deshidrogenasa respectivamente, se realizd en
los aislados de E. coli, mediante el uso de cebadores es-
pecificos (tabla 1).

Los productos de PCR se visualizaron por electrofo-
resis en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio, en
un transiluminador de luz UV.

Analisis por PCR-RFLP. Los fragmentos amplifi-
cados del gen eae y bfp se incubaron con las enzimas de
restriccion Draly Msp [, respectivamente, por dos horas
a 37°C. Posteriormente, los productos de digestion fue-
ron separados por electroforesis en geles de agarosa
(NuSieve) al 4% con bromuro de etidio y visualizados
con un transiluminador de luz UV.

Procesamiento de datos. Los datos fueron analiza-
dos por el test exacto de Fisher. La asociacion se consi-
der6 estadisticamente significativa, con un valor de
p<0,05.

Resultados

Diferenciacion molecular de EPEC y EHEC mediante
PCR. En la figura 1, se observan los productos amplifi-
cados mediante PCR, de regiones de los genes eacA,
stx1, mdh, bfpA y stx2, presentes en cepas de referen-
cia. Los ensayos fueron especificos detectando todos
los genes de interés en el 100% de las cepas control de
genotipo y fenotipo multiple (datos no mostrados). El
analisis de estos genes en las muestras clinicas permitio
la identificacion de cepas EPEC y EHEC.

La presencia del gen mdh permitié confirmar que las
cepas eran de la especie E. coli.
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Tabla 1. Cebadores usados en el sistema de PCR para la amplificacion de los genes eaeA, stx1, stx2, mdh, Int
(=, y) y bfpA. Secuencias y productos esperados

Ceba- Secuencias de los cebadores Tamaiio del|  Referencia o
dor (§'EY) producto | Nimero de acceso®
(pb)

eae, | CCOGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG | 863 AE 005595
eae, | COCGAATTCGGCACAAGCATAAGC
st'] | ATTACATAAGAACGCCCACTGAGAT | 448 AE 005442
stx || | CAAAGACGTATGTAGATTCGCTGAA

str 7 | ACAGGAGCAGTTTCAGACAGTG 236 AE 005296
str 2 | ACGGACAGCAGTTATACCACTCT

mdh(+)| TGTCACAGGTTCCTGGCGTTAG 383 AP 005264
mdh(-) | TTACTTATTAACGAACTCTTCGCCC

P, |CTGAACGGCGATTACGCGAA Reid ef at.(1999)

Ini- a | CTGGAGTTGTCGTGTT 1648

int- B’ | CTGGAGTTGTCGTGTT 1926

int-y | GCCTCTGACATTGTTAC 1770

bfp, | GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT | 326 |Guazburg er . (1995)
bfp, | GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT

* pdmero de acceso al GenBank.

Figura 1. Diferenciacion y caracterizacion molecular de
EPEC y EHEC mediante PCR. Carriles: 1, control
negativo (Shigella flexnerii); 2, cepa control bfp- (E. Coli
K12); 3, cepa control eaeA+ (O55:H6); 4, cepa control
stx1+4 (O111:H8); 5, cepa control mdh+ (0128:H7); 6,
cepa control bfp+ (0157:H7); 7, cepa control stx2+
(O157:H7); 8, marcador de peso molecular ((GEM DNA
Markers/ Promega). Los productos de amplificacion
fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% y revelados en un transiluminador con
luz ultravioleta en presencia de bromuro de etidio.

EPEC: Identificacion y caracterizacion en mues-
tras clinicas. Del total de 882 muestras clinicas, 58 ais-
lados de E. coli presentaron genotipo eaet stx- siendo
clasificados como EPEC. Esto representd una prevalen-
cia de infeccion por EPEC de 6% en el periodo de estu-
dio (tabla 2).

El producto de amplificacion del gen eaeA (863pb),
fue verificado en el total de cepas eaeA + mediante PCR-
RFLP. En el 96% de las mismas, se obtuvo el fragmento
esperado de 750pb, correspondiente al extremo 3’ de la
region amplificada (datos no mostrados).

El gen bfpA, codificante de la bundlina o subunidad
estructural del pilus BFP fue detectado en el 17% de las
cepas eaet aisladas en el periodo 2001-2002 represen-
tando consiguientemente un total de 10 cepas EPEC ti-
picas y 48 atipicas (tabla 2).

El andlisis de las cepas clinicas de E. coli aisladas en
el periodo 1993, mostr6 que 15 de 31 cepas presentaron
el gen eaeA (tabla 3). En este grupo de muestras, se ob-
servo un 47% de cepas EPEC tipicas.

EPEC: Caracterizacion genética de las intimi-
nas a, b y g. La identificacion genética de tres tipos de
intimina (a, by g), se realizo mediante PCR de laregion
variable del gen eaeA en 72 cepas eae+ que incluyeron
a: 15 aislados de 1993 y 57 del periodo 2001-2002 (fi-
gura 2).

De las cepas analizadas entre el 2001-2002, 3% co-
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Tabla 2. Caracterizacion genotipica y fenotipica de 58
cepas DEC (eae positivas)
N° | Cédigo | Tipode | GenbfpA | Sorbitol/ | MUG*
intimina Lactosa
1 RI < +4 ++ +
2 RIO NT* + ++ B
3 R22 NT + ++ +
4 R27 NT + ++ +
5 R29 NT + -+ +
6 R44 NT - ++ +
7 52 NT + ++ +
8 §53 + . ++ +
9 5140 NT . ++ +
10 Si41 NT - ++ +
11 5159 NT - +l+ +
12 5183 b4 . ++ +
13 5195 NT + ++ +
14 5196 NT . +H+ .
15 5218 NT - ++ +
16 5255 NT + ++ +
17 5275 NT - ++ +
18 5289 NT +H+ +
19 S308 NT +H+ +
20 5309 NT +He v
21 527 2 ++ +
22 Sv NT ++ +
23 539 NT +H+ +
24 S40 NT ++ -
25 S80 NT ++ +
26 5160 NT +H+ +
27 5213 < ++ +
28 5221 NT ++ +
29 5256 < - ++ +
30 5318 2 + ++ +
31 5320 NT ++ +
32 §323 NT ++ +
33 520 NT ++ -
34 519 NT + ++ +
35 528 NT +i+ +
36 S36 < ++ +
37 S44 2 ++ +
38 546 2 I+ +
39 563 NT +H+ -
40 594 ND® ++ +
41 573 NT* ++ +
42 134d < ++ +
43 844¢ NT ++ -
4 655 a NT ++ +
45 656 a 2 ++ +
46 520a 2 ++ +
47 643 2z ++ +
48 644 NT ++ +
49 651 NT ++ +
50 785 2 +H+ +
51 672 NT ++ +
52 868 + +i+ -
53 969 NT ++ -
54 971 NT +i+ +
55 978 NT ++ +
56 1008 NT ++ +
57 122 NT ++ +
58 1200 NT ++ +
NT: no tipeable; ND: no determinado; MUG: produccion b-D-
glucoronidasa; +: positivo; -: negativo

rresponden al gen de la intimina a, 9% al de la intimina b
y 16% al de la intimina g. En el 72% restante, no se ob-
servaron productos de amplificacion; por lo cual estas
cepas fueron clasificadas como no tipeables (tabla 2).

Se observa que la proporcion de cepas no tipeables
fue menor entre los aislados de 1993 (20%) con respecto
al periodo 2001-2002. El porcentaje de cepas de intimi-
na tipo g fue mayor que el de las otras variantes de inti-
mina identificadas. No se observaron cepas con intimina
aen 1993 (tabla 3 y figura 3).

123 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

pb
2045

1605

1198

- 676

il
460

Figura 2. Amplificacion de los productos obtenidos por
PCR de genes intimina a, b y g a partir de cepas EPEC
y EHEC analizadas por electroforesis en geles de
agarosa (1%). Carriles: 1, cepa control b+; 2, cepa
control g+; 3, cepa control a+; 4 y 5, muestras b+
(coédigos S256 y S213); 6,7 y 8, muestras g+ (codigos
S180, S20y S27); 9y 10, muestras a+ (codigos S53 y
868); 11, E. Coli K12; 12, Shigella flexnerii; 13, control
negativo (H20); marcador de peso molecular (pGem
DNA Markers, Promega).

La distribucion del tipo de intimina entre las cepas
tipicas y atipicas aisladas en el 2001-2002, revel6 que
las intiminas b y g estdn presentes en cepas de genoti-
po bfpA+ y bfpA- aunque con mayor predominio en
estas ultimas. Las dos cepas de tipo a encontradas, son
atipicas.

EPEC: fermentacion de sorbitol (fs) y produc-
cién de b-D-glucoronidasa (MUG). El 85% de las ce-
pas EPEC analizadas mostraron ser fermentadoras de
sorbitol (FS+) y productoras de -D-glucoronidasa
(MUGH+). Sin embargo, se observaron asimismo fenoti-
pos FS+/MUG- asi como FS-/MUG+enun 14y 2% res-
pectivamente. No se encontraron cepas FS-/MUG- (ta-
bla 2).

Resistencia a antibioticos. El 99% de las cepas
EPEC presento resistencia al menos a uno de los ocho
antibioticos testados (figura 4).

Se observo, por una parte, un porcentaje significati-
vo (p<0,05) de cepas resistentes a ampicilina (89%), te-
traciclina (84%), estreptomicina (82%), sulfatrimeto-
prim (81%) y eritromicina (75%). Por otra, la propor-
cion de cepas resistentes a la gentamicina (40%) y clo-
ranfenicol (40%), y al acido nalidixico (17%), fue me-
nor pero también significativa (p< 0,05) (figura 4a).

En general, se observa baja frecuencia de cepas re-
sistentes a solo un antibidtico (5%) mientras que la mul-
tirresistencia a cinco, seis y siete antibioticos, representa
en conjunto al 72% de las cepas (figura 4b). La resisten-
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Tabla 3. Caracterizacion de 31 cepas E. coli
diarreogénicas examinadas por PCR detectando los
genes eaeA, intiminas (%, y ) y bfpA
Cédigo | Serogrupo | Gen eaeA | Tipo de | Gen bfpA | FSMUG*
Intimina
E27 o1 +* Y - +/+
E41 018 -
E7 019 + 14 + +/+
E9 026 -
E28 026 -
ES2 O 28ac + Y . ++
E26 04 + Y . +/-
E40 04 + Y + ++
E3 o4 -
El4 044 .
El7 044 -
E28 04 -
E35 044 -
E49 04 -
E40 044 .
E10 055 + Y + ++
El8 055 + NT* - ++
E20 055 + Y + +H+
ES54 055 + Y + ++
El0 055 -
E15 055 -
El 0 86a + NT -1+
ES5 O 86a + NT - ++
E38 ol -
E48 ol + Y - -1+
E34 o119 + B - +/+
ES1 o119 + B - ++
E42 0125 - .
E21 0126 -
E6 0 146 + B + ++
E46 0166 -
NT: no tipeable; FS/MUG: fermentacion de Sorbitol/Produccion
b-D-glucoronidasa; +: positivo; -: negativo.

cia conjunta a cinco antibidticos fue la mas frecuente-
mente encontrada (31%). La asociacion mas comun en-
tre marcadores de resistencia, fue entre ampicilina y te-
traciclina (82%) (p<0,05).

EPEC: Asociacion entre serogrupos y factores de
patogenicidad (genes eae y bfp). La asociacion entre el
serogrupo, con la presencia del gen eacA, se analizé en
31 cepas de E. coli, pertenecientes a 15 serogrupos dis-
tintos, ocho de los cuales corresponden cominmente a
aislados de EPEC clinica y epidemioldgicamente rele-
vantes (tabla 3). El gen eacA se encontr6 en 15 cepas
pertenecientes a nueve serogrupos, observandose una
mayor asociacion con el serogrupo 055 (4/6) (p<0,05).

En general, se observo marcada heterogeneidad en la
asociacion entre serogrupos y genotipo eaeA. Por un la-
do, se observaron diferencias respecto a la presencia del
gen cacA entre aislados de un mismo serogrupo. Por
otro, se encontraron aislados que corresponden a sero-
grupos prototipo de EPEC (0125, 0126), pero que no
portan el gene eaeA, asi como serogrupos no relaciona-

Porcentaje

NT
Int-gama

Int-beta

Int-alfa

@ 2001-2002
| 1993

Figura 3. Distribucion porcentual de cepas EPEC
portadoras de genes de intiminas.

dos a EPEC que son de genotipo eae+, (serogrupo
028ac comunmente asociado a EIEC). Asimismo, se
observan serogrupos comunes a EPEC pero que pueden
estar presentes en otras categorias patogénicas como la
cepa 0146 que en otros estudios 17 esta relacionada a
VTEC/STEC y que sin embargo, en este estudio no por-
ta genes stx (tabla 3).

Los aislados eae+ de serogrupo definido fueron lue-
go analizados respecto al tipo de intimina (tabla 3), ob-
servandose que la cepas con intimina g (9/15) corres-
ponden a seis serogrupos diferentes, siendo O55 y 044
los mas frecuentemente encontrados. Las cepas porta-
doras de intimina b se encontraron asociadas a dos sero-
grupos diferentes, siendo O119 el mas comin. Dos de
las tres cepas no tipificables fueron del serogrupo O86.

Siete cepas EPEC tipicas encontradas en este estudio
se observaron tanto en cepas con intimina de tipo g (5/7)
y b (2/7) y pertenecen a cinco diferentes serogrupos,
cuatro de los cuales son tradicionales de EPEC, siendo
055 el mas frecuentemente asociado. Las cepas atipicas
pertenecen a los serogrupos O1, 044 y O119. Un mismo
serogrupo puede estar asociado tanto a una cepa tipica
como atipica (055, O86) (tabla 3).

EHEC: Caracterizacion genotipica y fenotipica.
La identificacion de EHEC se realiz6 a través del anali-
sis de los genes stx entre las cepas eaet+ mdh+. La preva-
lencia de EHEC (eae+ stx+) fue de 0,34%. Se encontra-
ron tres cepas clasificadas como EHEC que representan
el 5% del total de cepas eae+. Una de éstas pertenece a la
categoria de intimina g. Las dos cepas restantes fueron
clasificadas como no tipeables. Dos de las tres cepas
presentaron diferente patron genotipico respecto a la
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Tabla 4. Caracterizacion genotipica y fenotipica de
cepas EHEC (eae positivas)

Cédigo FS/MUG*" Serogrupo® Resultados de PCR*
Gen Tipode Gen Gen
eae Intimina Six! Six2

526 FS-MUG- 06 + NT - +
S52 FS-/MUG- 0157 + NT + o+
545  FS+/MUG- NE + Y -+

FS/MUG: fermentacion de sorbitol/produccion b-D-

glucoronidasa; NE: no encontrado; NT: no tipeable.

distribucion de toxinas Stx1 y Stx2. En cuanto a la carac-
terizacion fenotipica; dos de las tres cepas fueron identi-
ficadas por serologia como O157 y O6 respectivamente,
ambas cepas son FS-/MUG-. La cepa S45 que no pre-
sentd serogrupo identificable es FS+/MUG- (tabla 4).

El analisis de la resistencia a antibidticos, mostro
que a diferencia de los aislados de EPEC, las cepas
EHEC, presentaron sensibilidad a siete antibioticos y
solo se observo resistencia a la eritromicina.

Discusion

En los paises en desarrollo, las tasas de mortalidad y
morbilidad infantil estdn cominmente asociadas a las
EDA3. Las complicaciones que se derivan de estas en-
fermedades incluyen la malnutricién e incremento de
los costos de atencion en salud '®. En este contexto, las
EDA asociadas a patdgenos bacterianos contintan sien-
do muy frecuentes a nivel mundial !>,

Las diversas categorias patogénicas de E. coli dia-
rreogénica se cuentan entre los patdogenos bacterianos
mas importantes causantes de las EDA 32D Debido a
que la identificacion de DEC, requiere su diferenciacion
de la flora normal bacteriana, los métodos microbiologi-
cos tradicionales no son ttiles, siendo necesaria la apli-
cacion de nuevas herramientas de diagnostico.

En este trabajo se utilizaron distintos sistemas de
PCR para la caracterizacion del perfil patogénico de las
cepas de E. coli causantes de la lesion A/E (AEEC). La
deteccion por una parte del gen de la intimina (gen eacA)
y por otra, de los genes bfpA y stx permitio la caracteri-
zacion de EPEC en cepas tipicas o atipicas y su distin-
cion de EHEC respectivamente 2.

Los marcadores fenotipicos se utilizaron tanto para
complementar la caracterizacion genotipica definida
por PCR como para analizar la validez de su uso en el
diagnostico.

Identificacion y caracterizacion de cepas EPEC.
Los datos obtenidos en el presente trabajo, muestran que
la prevalencia de AEEC fue del 7% con predominancia
de EPEC (95%) sobre EHEC entre las cepas eae+

(p<0,05). Se observa también una alta frecuencia de
EPEC atipica en relacion a EPEC tipica (p<0,05). Por lo
tanto, las cepas EPEC atipicas tendrian mayor circula-
cion entre la poblacion analizada, reflejando, por una
parte, la relevancia de este grupo aislado de heces dia-
rreicas de nifios que requirieron asistencia hospitalariay
por otra, confirmando el rol del gen eacA como factor
importante de patogenicidad de EPEC. Sin embargo, en
vista de la variacion del gen bfpA encontrada en cepas
EPEC **** ser4 necesario reconfirmar estos datos con
cebadores dirigidos hacia regiones conservadas comu-
nes a los diferentes alelos bfpA.

La intimina es una proteina de membrana externa in-
volucrada en la patogenicidad de EPEC y EHEC. Sus
funciones estan relacionadas a la adherencia de la bacte-
ria a la célula eucariota a través de la interaccion con la
proteina receptora Tir, asi como a la estimulacién de la
respuesta inmune de la mucosa intestina '>. El gen de la
intimina forma parte de los genes codificantes para la le-
sion AE que estan localizados en una isla de patogenici-
dad (PAI) llamada locus de la esfacelacidon del enteroci-
to (LEE). La region que comprende este locus, es alta-
mente conservada en EPEC y EHEC y contiene 41 y 54
marcos abiertos de lectura respectivamente. Estos genes
estan localizados en operones policistrénicos donde se
encuentra el gen del receptor de la intimina (tir) ademas
de otros asociados al sistema de secrecion tipo 11l y ad-
hesion de proteinas ®>27,

La importancia de la intimina en la infecciéon de
EPEC y EHEC ha sido documentada en numerosos estu-
dios, tanto en cultivos celulares como en voluntarios
@829 Por otra parte, se han encontrado altos niveles de
anticuerpos antiintimina en el suero de pacientes infec-
tados con EPEC y EHEC 3932 asi como en la leche hu-
mana ®?. Existen evidencias de que anticuerpos contra
intimina de EPEC y EHEC podrian tener un efecto pro-
tectivo potencial contra la infeccion por estos patdégenos
3 Dado, que la infeccion por EPEC es mas comun que
EHEC, se cree que EPEC conferiria proteccion inmuni-
taria de reaccion cruzada hacia EHEC, causando la limi-
tacion de su circulacion en la poblacion.

De forma similar, a lo reportado en este trabajo, otros
estudios ®**? han mostrado entre otros, mayor prevale-
cia de cepas EPEC atipicas en diferentes regiones geo-
graficas.

Sin embargo, se ha reportado mayor prevalencia de
cepas EPEC tipicas en paises en desarrollo, mientras que
las atipicas constituyen los aislados mas frecuentes de
EPEC en paises industrializados @D Esta correlacion no
se ajusta a lo observado en el presente estudio, lo que in-
dicaria que existe variedad de patrones epidemiologicos
asociados a lainfeccion de EPEC tipicay atipica en dife-
rentes areas geograficas.
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Amp Tet Strep Sulf

Eri Clor Gen Nal

Figura 4a. Porcentaje de resistencia de cepas eae
positivas a 8 antibidticos. (2001-2002). Ampicilina
(Amp), tetraciclina (Tetra), estreptomicina (Strep),
sulfatrimetoprim (Sulf), eritromicina (Eri), gentamicina
(Gen), cloranfenicol (Clor) y al acido nalidixico (Nal).

En vista que EPEC atipica no constituye un grupo
homogéneo ©242) su rol en las EDA es aun controver-
sial, por lo que serd necesario realizar, por una parte, ma-
yores estudios para definir y precisar su perfil de viru-
lenciay por otra, evaluar su presencia en grupos control.

EPEC: Serogrupos y factores de virulencia. Pre-
vio al conocimiento de los factores de virulencia y pato-
genicidad de EPEC, su diagndstico se basaba en la iden-
tificacion de E. coli perteneciente a determinados seroti-
pos clinica y epidemioldgicamente asociados a las
EDA. En algunos reportes, la serologia es atin conside-
rada muy util en el diagnostico presuntivo de EPEC
@349 En este estudio se observa, sin embargo, que la co-
rrelacion entre los aislados de EPEC con diferentes sero-
grupos es muy heterogénea y no se distinguen datos con-
sistentes (tabla 3). En general se presentan: a) diferen-
cias respecto a la presencia del gen eacA, entre aislados
de un mismo serogrupo caracteristico de EPEC (044,
055y O111); b) serogrupos de EPEC considerados tra-
dicionales, que no portan el gen eae+ (serogrupo 026,
0125); c¢) cepas EPEC tipicas y atipicas en un mismo se-
rogrupo (044, 055, O86ac); d) serogrupos EPEC que se
observan en otras categorias patogénicas (EHEC y
EAEG); y finalmente e) la presencia del gene eacA enun
serogrupo especifico de EIEC.

Estas diferencias podrian estar relacionadas al na-
mero de cepas analizadas. Sin embargo, en otros repor-
tes “****°% se ha observado discordancia entre el perfil
de patogenicidad de esta categoria (analizado ya sea a
través de la presencia de genes especificos o en base a
los patrones fenotipicos de adherencia de las cepas) y la
pertenencia a serogrupos y serotipos tradicionalmente

Figura 4b. Patrones de multirresistencia de antibidticos
en cepas eae positivas. (2001-2002).

8) ampicilina, tetraciclina, estreptomicina,
sulfatrimetoprim, eritromicina, gentamicina, cloranfenicol
y acido nalidixico; 7) ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, sulfatrimetoprim, eritromicina,
gentamicina, y cloranfenicol; 6) ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, sulfatrimetoprim, eritromicina, y
gentamicina; 5) ampicilina, tetraciclina, estreptomicina,
sulfatrimetoprim, y eritromicina; 4) ampicilina,
tetraciclina, estreptomicina, sulfatrimetoprim; 3)
ampiciling, tetracicling, y estreptomicina; 2) ampicilina, y
tetraciclina; 1) ampicilina; 0) sensible a todos los
antibidticos.

caracteristicos de EPEC. Asimismo, se han encontrado
nuevos serotipos/serogrupos asociados a EPEC ©0) y
presencia de alta diversidad clonal 339 Estos fenome-
nos, probablemente relacionados a la diferencia de ori-
gen clonal entre cepas de E. coli de un mismo serotipo, o
alaemergencia de cepas con serogrupos previamente no
asociados a EPEC, se evidencian en aislados de diferen-
tes regiones geograficas ©D Diferentes factores, como
la diversidad de cepas circulantes, eventos de transfe-
rencia horizontal, estado nutricional del huésped, uso de
antibidticos, condiciones sanitarias (acceso al agua po-
table, hacinamiento de viviendas, contacto con anima-
les, inadecuado manejo de excretas) entre otros, los cua-
les varian entre una region a otra, podrian afectar a la re-
lacion entre determinados genes de patogenicidad y vi-
rulencia y un serogrupo o serotipo dado.

El grado de discordancia entre determinados sero-
grupos y categorias patogénicas puede ser mayor si, co-
mo ocurre en nuestro medio, los sistemas de diagnostico
son importados y estan basados en estudios de correla-
cion validos para otras regiones. Los resultados obteni-
dos, tienen importancia clinica y epidemiologica y re-
marcan la inespecificidad de los métodos basados en la
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identificacion de serogrupo, en la asignacion de catego-
rias patogénicas sustentando la necesidad del uso de mé-
todos alternativos de diagndstico de DEC y en particular
de EPEC.

Al respecto, serd importante analizar la presencia de
otros genes de virulencia en las cepas (eae+ y eae-) para
caracterizarlas mas asi como complementar los perfiles
de virulencia con ensayos de adherencia in vitro.

EPEC: Tipificacion de intiminas. El analisis de la
variacion del gen de la intimina, en cepas EPEC aisladas
con PDI, en base a los tres tipos predominantes de inti-
mina (a, b y g) mostré que las cepas no tipeables repre-
sentan el mayor porcentaje (72%), seguidas de la intimi-
na geintimina b. La intimina a es poco frecuente. El alto
porcentaje de cepas no tipeables refleja la variacion del
gen de la intimina en la region carboxilo- terminal donde
se encuentra el sitio de unidn al receptor-la proteina Tir
cuyo gen presenta también polimorfismo. Otros estu-
dios recientes, reportan de forma similar a este estudio
alta proporcion (70%) de intiminas no tipeables @,

Al presente, se han identificado 15 variantes entre ti-
pos vy subtipos del gen de la intimina en aislados de hu-
manos y animales de EPEC y EHEC (6379 Existen evi-
dencias de que el tipo de intimina tendria influencia so-
bre los sitios de colonizacion, lo que a su vez reflejaria
especificidad de tropismo celular o tisular a nivel de la
infeccion 7"

En la figura 3 se distingue la diferencia (p<0,05) en
el porcentaje de muestras no tipeables en los periodos
1993 y 2001-2002. Aunque el nimero total de cepas
analizadas es menor en 1993, esta diferencia podria atri-
buirse a que el gen de la intimina ha adquirido mayor va-
riabilidad a lo largo del tiempo transcurrido y/o a la
emergencia de nuevas cepas con variantes diferentes a
las analizadas en este estudio.

En cuanto a la intimina g es interesante observar su
asociacion en casi similar proporciéon tanto a cepas
EPEC tipicas como atipicas (tabla 3) que contrasta fuer-
temente con lo observado en otros estudios donde este ti-
po de intimina corresponde cominmente a EHEC o a un
set limitado de serotipos (O55:[H7] y Ol11ac:[H8]) de
EPEC atipica “''?. En este estudio, los cuatro aislados
eac+ de serogrupo O55 si bien tienen intimina g, tres de
los cuales son también bfpA+. El serogrupo 0111 perte-
nece a una cepa atipica. El resto de las cepas con intimi-
na g esta distribuido en cuatro serogrupos diferentes que
no corresponden a los serogrupos de EPEC epidemiolo-
gicamente mas comunes.

La presencia de intimina b, puede también estar aso-
ciada tanto a cepas tipicas como atipicas (tabla 3) por lo
que en este caso tampoco se observa una correlacion en-
tre serogrupos, tipo de intimina y bundlina. Los datos de
los aislados del 2001-2002, muestran de forma similar,

la distribucidn de intimina b y g entre cepas tipicas como
atipicas aunque dada la preponderancia de cepas atipi-
cas la asociacion es mayor con esta tlltimas (tabla 2). En
conjunto, estos datos, demuestran, la diversidad de ce-
pas EPEC aisladas de heces diarreicas, que evidencian la
heterogeneidad entre serogrupos, tipo de intimina y pre-
sencia de bundlina. En paises en desarrollo, donde E. co-
li diarreogénica es mas frecuente y donde la proporcion
de infecciones es mayor, tanto por cepas endémicas co-
mo por aquellas provenientes de reservorios animales,
podrian existir condiciones potenciales para mayor in-
tercambio genético por transferencia horizontal, que ex-
plicarian la heterogeneidad encontrada de combinacio-
nes entre factores de patogenicidad.

Estudios filogenéticos sugieren que el sitio de inser-
cion del locus LEE en el cromosoma bacteriano esta di-
rectamente relacionado al origen evolutivo de las cepas
EPEC del grupo 1y 225 7™, Las cepas caracterizadas
como EPEC tipicas, con sus respectivos serotipos, per-
tenecen a la misma rama evolutiva que contiene el locus
LEE insertado dentro del locus selC del cromosoma
bacteriano. En EPEC atipica, el LEE es insertado en el
locus pheU o en otro sitio >, Dado que la region LEE es
una entidad dinamica, en términos de la transferencia de
genes, que favoreceria la aparicion de nuevas cepas pa-
togénicas, serd importante determinar en futuros estu-
dios los sitios de insercion de este locus en el cromoso-
ma bacteriano, las variantes de intimina, asi como la re-
lacién filogenética entre las cepas EPEC encontradas.

EPEC: Caracterizacion fenotipica. Si bien las ce-
pas son mayoritariamente del fenotipo FS+/MUGH,
existe un porcentaje apreciable de cepas MUG- (14%),
que son atipicas. Estas cepas podrian estar filogenética-
mente mas relacionadas a los aislados de EHEC encon-
trados que presentan este mismo patron. Estas observa-
ciones deberan confirmarse en futuros estudios.

Resistencia a antibioticos. El analisis de la resisten-
cia a antibioticos en los aislados de EPEC mostr6 tres
patrones caracteristicos. Por una parte resalta la alta fre-
cuencia de cepas resistentes a ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, trimetoprim-sulfametoxazol y eritromi-
cina en un rango entre 75% a 90% seguida de la resisten-
ciaacloranfenicol y gentamicina alrededor del 40% y fi-
nalmente la resistencia al acido nalidixico enun 17% (fi-
gura 4a). El primer y segundo patrén, donde se observan
frecuencias similares de cepas resistentes para bloques
de cinco y dos antibidticos respectivamente (figura 4b),
estarian reflejando la resistencia transmisible mediada
por plasmidos, transposones o integrones. Este tipo de
resistencia estaria sujeta a presion de seleccion por el
uso inadecuado de antibidticos en nuestro medio, para el
tratamiento de las EDA y otras enfermedades.

La amplia distribucion de cepas multirresistentes en
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las cepas mas prevalentes de AEEC tiene relevancia epi-
demioldgica. Es importante remarcar los datos encontra-
dos donde los fenotipos mas prevalentes comprenden ce-
pas EPEC multirresistentes a entre cinco y siete antibioti-
cos y donde casi la totalidad de cepas EPEC 57/58 es re-
sistente a por 1o menos un antibioético. Los patrones de re-
sistencia encontrados estarian reflejando los tipos de anti-
bidticos mas frecuentemente usados, la extension de los
mecanismos de transferencia horizontal y la prevalencia
de infeccion de las cepas patdgenas en la poblacion.

En estudios de evaluacion de la multirresistencia a
antibioticos de EPEC y otros enteropatogenos 47°-8¢)
en otros paises, se han encontrado datos similares, aun-
que en general en menor proporcidon de cepas multirre-
sistentes.

El incremento de la prevalencia de la resistencia a
antibidticos es un problema de salud publica mundial
@) La terapia antimicrobiana, desde su aplicacion en
gran escala hace mas de 50 afios, ha generado un incre-
mento creciente de organismos resistentes. Virtualmen-
te todas las especies de bacterias patogenas incluyen ce-
pas resistentes a varios antibidticos utilizados para con-
trolarlos. E. coli, como parte de la flora comensal intesti-
nal, tiene particularmente un gran potencial para el desa-
rrollo de la resistencia a antimicrobianos y podria cons-
tituirse en un reservorio diseminable de genes de multi-
rresistencia a bacterias patdgenas o viceversa @5 Enes-
te contexto, debe también considerarse que gran parte de
los factores de patogenicidad y virulencia de DEC, al
igual que los genes de multirresistencia a antibioticos, se
encuentran asociados a elementos moviles. Se estima
que las infecciones causadas por bacterias multirre-
sistentes a antibidticos estarian asociadas a mayores ta-
sas de morbilidad y mortalidad ®) Este fenomeno deri-
vado del uso inapropiado de antibidticos estaria influen-
ciado por varios factores, como ser la ineficacia de los
antibidticos y sus complicaciones en el tratamiento, el
incremento de la virulencia microbiana por la asocia-
cion entre genes de virulencia y de resistencia a antibio-
ticos y la ineficiente colonizacion de la microflora intes-
tinal que favoreceria la infeccion de organismos multi-
rresistentes.

Por lo tanto, los datos reportados en este estudio de-
beran ser considerados en el tratamiento de EDA y en el
desarrollo de programas y estrategias de prevencion que
enfoquen el uso racional de antibioticos y el control de la
emergencia y diseminacion de cepas multirresistentes.

Caracterizacion de cepas EHEC. Las infecciones
por EHEC son un problema de salud publica en paises
como EE.UU., Canada, Inglaterra y Japon ©9 En el he-
misferio sur, EHEC es prevalente en Chile, Argentina
on y Sudafrica ©9 Estos datos contrastan con EPEC que
es responsable de un niimero importante de muertes en

nifios menores de cinco aflos en paises en vias de desa-
rrollo ¥

Los datos obtenidos en este estudio muestran la baja
prevalencia de las infecciones de EHEC entre las EDA,
que coincide con el patron epidemiologico observado en

’ (7,9,62,83,92-94) -
otros paises . Sin embargo se debe tomar en
cuenta que se consideraron so6lo a las cepas EHEC porta-
doras del locus LEE, por lo que debera analizarse en fu-
turos trabajos el rol de las cepas EHEC no asociadas a la
lesion A/E.

Las tres cepas EHEC encontradas portan el gen stx2.
Varios estudios sugieren, que existiria sinergismo
entre los genes stx2 y eacA, asociado a una mayor viru-
lencia de EHEC. Se observan también diferencias en las
caracteristicas fenotipicas con respecto a la fermenta-
cion de sorbitol, produccion de glucoro-nidasa y sero-
grupo.

Estos datos reflejarian diferencias de origen clonal y
seflalarian de forma preliminar que no existe un patrén
EHEC circulante predominante como el asociado a la
cepa O157H7 (FS-/MUG-).

Es interesante notar en este numero reducido de
muestras, por una parte la presencia del serogrupo
0157 caracteristico de EHEC (en la cepa FS-/ MUG-
de intimina no tipeable). Por otra parte, la presencia del
serogrupo 06, caracteristico de aislados de ETEC. A
nuestro conocimiento, esta cepa representa una nueva
variante de EHEC emergente en humanos, que no ha si-
do reportada previamente en la literatura. Reciente-
mente se ha encontrado a este serogrupo en cepas
EHEC de ovinos

En conjunto, estos datos deberan tomarse en cuenta
al considerar lineamientos de diagnéstico de EHEC ba-
sados en caracteristicas fenotipicas (fermentacion de
sorbitol, produccion de b-D-glucoronidasa, serogrupo
asociado), pues no serian validos para su uso en nuestro
medio. Se remarca nuevamente en esta otra categoria
patogénica de DEC, que los patrones de caracterizacion
fenotipica no son comunes ni extrapolables a distintas
regiones geograficas.

Los resultados obtenidos en los ensayos de multirre-
sistencia a antibidticos en cepas EHEC, contrastan sig-
nificativamente (p<0,05) con los datos de EPEC y po-
drian asociarse a la baja prevalencia de EHEC encontra-
day a que su circulacion estaria reducida en humanos.

Dado que en Bolivia el uso de antibioticos es mucho
mas comun en humanos que en animales, se podria infe-
rir en base al patron de multirresistencia a antibioticos,
la emergencia de nuevas cepas a partir de origen animal
0 humano. Por lo tanto, los contrastes entre los niveles
de multirresistencia a antibioticos de EHEC y EPEC re-
flejarian presiones de seleccion diferentes determinadas
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por las frecuencias de infeccion y circulacion de estos
patdgenos en humanos y/o animales.

El presente estudio constituye un analisis preliminar
de las caracteristicas de dos categorias patogénicas por-
tadoras del locus LEE, presentes en heces de nifios con
PDI, que servira de base para futuros estudios epidemio-
logicos, donde debera confirmarse su asociacion a las
EDA.
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