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RESUMEN

Introduccion: Las bacterias, como Escherichia coli, causan
diarrea mediante la produccién de diversos factores de
virulencia codificados por genes como elt y est en cepas
enterotoxigénicas (ETEC), ese en enteropatogénicas
(EPEC), stx en enterohemorragicas (EHEC) y aggR en
enteroagregativas (EAEC). Objetivo: Detectar por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) los genes
codificantes de factores de virulencia en aislados de E. coli
provenientes de heces diarreicas de nifios que
concurrieron al Hospital Central del Instituto de Prevision
Social (IPS), de agosto a diciembre del 2012. Materiales y
Métodos: Fueron analizados 94 aislados de E.coli. El ADN
fue extraido por el método de ebullicién. Se emplearon
cebadores descritos por Merino y colaboradores en el 2010
y como control positivo de amplificacion cepas portadoras
de los factores de virulencia. Resultados: E146,80 % (n:44)
de los aislados era portador de factores de virulencia, el
mas frecuente fue el factor de agregacion (aggR) en el
40.42% de las muestras. El gen eae se detectd en 3 aislados
(2.13%). Se detecto la presencia de elt e ipah en un aislado
(1,06%) respectivamente y 4 (4.26%) dieron resultado
positivo para la toxina shiga (sxt). Discusion: Este trabajo

ABSTRACT

Introduction: Bacteria, such as Escherichia coli, cause
diarrhea by producing various virulence factors encoded
by genes, such as elt and est in enterotoxigenic strains
(ETEC), eae in enteropathogenic strains (EPEC), Stx in
enterohemorrhagic strains (EHEC) and AggR in
enteroaggregative strains (EAEC). Objective: To detect by
polymerase chain reaction (PCR) genes encoding
virulence factors in E. coli isolates from diarrheal stools of
children who were admitted the Institute for Social
Welfare (IPS) Central Hospital, from August to December
2012. Materials and Methods: We analyzed 94 isolates of
E. coli. The DNA was extracted by the boiling method.
Primers described by Merino et al in 2010 were used and
strains carrying the virulence factors as positive
amplification controls. Results: 46.80% (n = 44) of isolates
carried virulence factors, the most frequent was clumping
factor (AggR) in 40.42% of the samples. The eae gene was
detected in 3 isolates (2.13%). Elt and ipaH were present in
one isolate (1.06%), respectively and 4 (4.26%) were
positive for Shiga toxin (Stx). Discussion: This study
shows a high rate of production of virulence factors in E.
coli isolated from diarrhea of children, and the feasibility
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muestra una elevada frecuencia de produccién de factores
de virulencia en E. coli aislados de diarreas de nifios, asi
como la factibilidad de la deteccién de forma rapida y
precisa por métodos moleculares.

Palabras clave: E.coli;, PCR multiple, factores de
virulencia, eae, aggR, elt, est, stx, ipaH.

INTRODUCCION

E.coli es un bacilo gran negativo, anaerobio
predominante en la flora intestinal humana,
usualmente se mantiene de forma inocua y
confinado al lumen intestinal, sin embargo, en
huéspedesinmunosuprimidos o cuando las barreras
gastrointestinales son sobrepasadas las cepas de E.
coli pueden producir infecciones. Las infecciones
debidas a clones de E. coli patogénicos pueden
limitarse a superficies mucosas o pueden
diseminarse en todo el cuerpo. Dentro de las
infecciones mas frecuentes originadas por E. coli se

encuentran las enfermedades entéricas y diarreas".

Las cepas de E. coli que causan diarreas incluyen
varios patogenos emergentes de importancia en
salud puiblica en todo el mundo. Estas cepas de E. coli
producen diversos factores de virulencia codificados
por genes como elt y est que caracterizan a cepas
enterotoxigénicas (ETEC), ese presente en cepas
enteropatogénicas (EPEC) y a veces también en
enterohemorragicas (EHEC), stx, codificante de la
toxina shiga y propia de aislados enterohemorragicos
(EHEC), aggR en aislados enteroagregativos (EAEC)
e ipaH en cepas enteroinvasivas (EIEC). La presencia
de estos genes y a su vez la expresion de las proteinas
codificadas por los mismos forma parte esencial del
mecanismo de patogénesis tinico de cada uno de
estos tipos de E. coli diarreogénicas®.

En este sentido, los patotipos ETEC y EAEC de E.
coli, no solo estan asociados a diarrea en nifios, sino
que también son los principales agentes etiologicos
de la diarrea del viajero”. Por otra parte las cepas
ETEC de E. coli colonizan el intestino delgado y
secretan enterotoxinas termoldbil y termoestable,
que producen una diarrea secretoria. La diarrea se
caracteriza por ser acuosa, sin sangre, con dolor
abdominal, nauseas, vomitos y escasa fiebre. La
enfermedad usualmente se auto limita”. La
adherencia bacteriana a la mucosa intestinal es

of detecting said factors quickly and accurately by
molecular methods.

Keywords: E.coli, multiplex PCR, virulence factors, eae,
AggR, elt, est, Stx, ipaH.

caracteristica de las cepas EAEC de E.coli que causan
diarrea en nifios”. Existen 3 tipos de patrones de
adherencia descritos: adherencia localizada, difusa
y agregativa®’. Las cepas correspondientes al
patotipo EIEC son causa importante de diarrea en
dreas de poca higiene y transmitidas por alimentos®.
Las cepas EPEC de E. coli se adhieren a la mucosa
intestinal produciendo aplanamiento de las
vellosidades con lesiones tipo “adhesiéon y borrado”
y cambios inflamatorios. La relevancia clinica de la
diarrea crénica es mayor en nifnos de paises en vias
de desarrollo porque agrava su estado nutricional y
ensombrece su prondstico”. Los aislados EHEC se
adhieren al epitelio intestinal, produciendo una o
mas toxinas Shiga (Stx1 y Stx2), que son su principal
factor de virulencia y son responsables de las
complicaciones intestinales y sistémicas. En
diferentes partes del mundo muchos otros serotipos
han sido asociados a Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH)". Por ejemplo las cepas de E. coli del serotipo
0157:H7 fueron primeramente reconocidas como
causa de Gastroenteritis Aguda (GEA) humana en 2
brotes separados de colitis hemorragica en Michigan
y Oregén en 1982°"".

E. coli, como patdogeno causante de diarreas,
representa uno de los problemas de salud publica
mas importantes en los paises en vias de desarrollo,
sobretodo en menores de edad, por lo que se hace
necesario hacer un diagnostico adecuado. El
reconocimiento apropiado de los patotipos
causantes de los cuadros diarreicos es importante
para el para diferenciarlas de la flora normal del
tracto gastrointestinal .

La identificacién de los factores de virulencia de E.
coli diarreogénicas (DEC) constituye un reto para los
laboratorios de microbiologia y una informacién
epidemioldgica importante para los médicos
tratantes. En la actualidad existen métodos

Pediatr. (Asuncion), Vol. 43; N° 1; Abril 2016




convencionales para la identificacion de sélo algunos
factores basados principalmente en la deteccion de
proteinas por técnicas inmunoldgicas, siendo la
mayor limitacion de éstos la posibilidad de dar falsos
negativos frente a nuevas variantes antigénicas
presentes en las proteinas. El uso de métodos
moleculares de gran especificidad y sensibilidad
como la reaccion en cadena de la polimerasa ha
permitido la deteccién de maultiples genes
codificantes de factores de virulencia, por tanto
facilitando la tipificacién molecular de las DEC".

OBJETIVO

El presente trabajo tuvo como objetivo la
caracterizacion molecular de factores de virulencia
aislados de E. coli obtenidos de heces diarreicas de
nifos que concurrieron al Hospital Central del
Instituto de Previsiéon Social de agosto a diciembre
del2012.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio descriptivo de corte trasverso permitio
el andlisis de 94 aislados de E. coli obtenidos de
muestras de heces diarreicas de nifios que
concurrieron al Hospital Central de IPS en el periodo
comprendido de agosto a diciembre del 2012. Se
registraron datos clinicos de los nifios como edad y
sintomas a partir de las fichas de los pacientes. Los
datos personales de los pacientes fueron mantenidos
en estricta confidencialidad, siendo manejados bajo
cédigos de forma exclusiva por los investigadores
participantes del presente protocolo.

Como parte del analisis microbiolégico de rutina, las
muestras de heces fueron inoculadas en tres medios
de cultivos: Agar Eosina Azul de metileno, Agar
Sangre y Agar Mc Conkey-Sorbitol y fueron
incubadas a 35-37 grados centigrados, de 24 a 48 hs.
Aquellas colonias con sospecha de presencia de E.
coli, fueron sometidas a pruebas bioquimicas
estandar para su tipificacion. Los analisis
microbioldgicos fueron realizados en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Central del Instituto de
Prevision Social.

Los aislados fueron remitidos al Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones
en Ciencias de la Salud para el analisis molecular.
Dicho proceso incluyo la extraccion de ADN por el

método de ebullicion. Las muestras de ADN fueron
sometidas a una PCR multiple para la deteccién de
los genes de las toxinas est, elt, est, eae, ipaH, stx y aggr,
empleando las condiciones de ciclado y los
cebadores descritos por Merino y colaboradores en
el 2010"”. En cada reaccién de PCR se incluyeron
controles positivos y negativos de amplificacién. Se
emplearon como control positivo de amplificacion
cepas portadoras de los factores de virulencia
gentilmente cedidas por el Dr. Luis Merino de la
Universidad del Nordeste, Resistencia, Argentina.
Los productos obtenidos por PCR fueron
visualizados por electroforesis en gel de agarosa al
2%, tefiido con bromuro de etidio y expuesto a luz
UV. Elmarcador de peso molecular empleado en las
electroforesis fue el marcador de 100 pb (Bioron,
Alemania).

RESULTADOS

Del total de 94 muestras analizadas, 42 provenian de
nifas (44.7%) y 52 de nifios (55,3%). El promedio de
edad fue de 4 afios, la mediana de la edad de los
ninos fue de 3 anos. Con relacién a los sintomas
clinicos mas frecuentes, en la poblacion general se
destacan las nduseas en 45 ninos (43,6 %), vomitos en
52 nifios (55.3 %), y fiebre en 65 nifios (69.2 %).

La amplificacién por PCR permitié obtener productos
del tamarnio esperado para los genes eae, elt, est, stx y
aggren las cepas de E. coli portadoras de estos genes y
empleadas como control positivo de amplificacion.
En cada tanda de muestras amplificadas se incluy6 un
control negativo que no generd producto alguno tras
la amplificacion, validando los resultados de esta
técnica molecular obtenidos en los aislados de E. coli
enestudio (Figura 1).

El 46,8% (n=44/94) de los aislados era portador de
factores de virulencia, el mas frecuente fue el factor
de agregacion (aggR) en el 40.4 % (38/94) de las
muestras. El gen eae se detectd en 2.13% (2/94),
ambos presentaban simultaneamente aggR. Un
aislado respectivamente 1.06 % (1/94) presentaba la
toxina termoldbil (elt) y la toxina ipah, mientras que
4.26 % (4/94) eran portadores de la toxina shiga (sxt).
Enningtin caso se detectd la toxina est.

Con relacién a los factores clinicos, los sintomas mas
frecuentes en los 44 nifios cuyos aislados de E. coli
eran portadores de factores de virulencia
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incluyeron: de fiebre en 27 (61.4%), vomito en 24 de
los 44 ninos (54.5 %), ynauseasen 14 (31.8 %).
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Figural. Amplificacion por PCR multiple de genes eae, elt, est, stx
Yy aggr. Gel deagarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1. Marcador de
peso molecular de 100 pb, 2. Control negativo, 3. Control positivo portador de genes stx
(518 pb) y eae (881pb), 4. Control positivo portador de genes elt (147pb) y est (322 pb), 5.
Control positivo portador del gen aggr (254 pb), 6. Aislado ECN 30: Negativo para
toxinas 7. Aislado ECN18: Positivo para aggr (E. coli enteroagregativa, EAEC) 8. Aislado
ECN16: Positivo para eae y aggr (E. coli enteropatogénica, EPEC) 9. Aislado ECN17:
Positivo paraest (E. coli enterotoxigénica, ETEC) 10. Aislado ECN22: Positivo parastx (E.
coli productora de toxina shiga, STEC).

DISCUSION

En el presente trabajo el factor de virulencia mas
frecuente fue el de agregacion aggR caracteristico de
las cepas EAEC con un 404 %. Los factores de
virulencia de los demas patotipos fueron detectados
en menores porcentajes, por ejemplo: el gen sxt de las
EHEC se detect6 en 4 aislados (4,3%), mientras que el
gen eae de las cepas EPEC y/o EHEC se detecto en el
2.1%, seguidos de los factores elt del patotipo ETEC
e ipah de las cepas EIEC, fueron hallados en 1.1 %
respectivamente. Varios trabajos realizados en Brasil,
Tanzania y Perti presentan valores de portacion de
factores de virulencia que varian desde 78, 14.6 a 9.9%
para el patotipo EAEC; 10.2, 4.6 a 8.5% para las cepas
EPEC;1.7,3.626,9% para aislados del patotipo ETEC,
mientras que detectan cepas EHEC en 3.4, 0 y 0,8%,
respectivamente’'”. Estos datos demuestran una
concordancia con nuestros datos, revelando que los
mayores porcentajes en orden decreciente son cepas
de EAEC, EPEC, ETEC y por ultimo EHEC. Trabajos
realizados en Venezuela presentan un porcentaje bajo
de E. coli diarrogénicas en 18,9 %, siendo la EPEC la
mas frecuentemente aislada, seguida de ETEC y EIEC,
mientras que en ultimo lugar se encuentran las cepas

EAEC, en contraposicién de nuestros datos"”.

El patotipo EAEC es responsable del 10 al 40% de la
diarrea aguday del 40 al 80% de la diarrea persistente

en pacientes con VIH". Los genes aggR sirven como

marcadores de la virulencia verdadera en cepas de

EAEC, que causan expresion de un paquete genes.

Nataro y col. han sugerido recientemente, que las

cepas EAEC consideradas como “tipicas” son
, (8,18)

aquellas que expresan el regulon de aggR™ ™.

Trabajos realizados por Hannaouiy col. muestran un
9,47% de E. coli enteropatdgenas “atipicas”, caracte-
rizados por presentar tan sélo la amplificacion del
gen eae"”, coincidentes con nuestros resultados, asi
como los realizados en Reino Unido, que
demostraron una frecuencia mayor de aislamientos
de cepas EPEC “atipicas” que de cepas “tipicas”
procedentes de nifios con gastroenteritis'”; y los
reportados por Afset y col. quienes obtuvieron
mayores aislamientos de EPEC “atipicas” en nifios

con diarrea en Noruega®'.

E. coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las
categorias diarrogenicas reconocidas actualmente,
causa la diarrea del viajero, tanto en niflos como en
adultos. En nuestra muestra en estudio este patotipo
fue detectado en un minimo porcentaje®. La
patogenicidad de ETEC involucra factores de
colonizacion, expresion de adhesinas intestinales y
la produccion de enterotoxinas, como la termolabil
(LT) cuyo mecanismo es semejante a la enterotoxina
de Vibrio cholerae, también produce la enterotoxina
termoestable (ST) que contiene multiples residuos
de cisteina que le confiere estabilidad; ambas toxinas
pueden manifestarse juntas o sélo una de ellas, para
causar dafio en las células epiteliales®

La identificacién de las cepas y serotipos mas
comunes es de importancia para el desarrollo futuro
de vacunas. Adicionalmente, los patrones de
aislamiento de bacterias y virus varian con el tiempo,
conforme se vareduciendo lamortalidad infantil. En
una revision reciente para la Organizacion Mundial
de la Salud, se encontré que EPEC y ETEC son la
siguiente prioridad luego de rotavirus, por las tasas
de mortalidad®.

Las técnicas de biologia molecular también deberian
ser usadas para estudios epidemioldgicos deaguay
alimentos para determinar el riesgo de infeccién
proporcionando informacién adecuada que facilite
unrapido diagnostico, un manejo médico apropiado
y la implementacién a tiempo de medidas de
prevencién delas diarreas en nifos.
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