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PALABRAS CLAVE Resumen Escherichia coli enteropatégeno (EPEC) es uno de los principales agentes de diarrea
Escherichia coli infantil aguda en los paises en desarrollo. Se clasifica en tipico (tEPEC) y atipico (aEPEC) sobre
0157:H16; la base de la presencia del factor bfp, asociado a la adherencia y codificado en el plasmido
EPEC; pEAF. Se describe el aislamiento de E. coli 0157:H16, de la categoria aEPEC, en un caso de
Diarrea diarrea sanguinolenta infantil y en sus contactos familiares. De las muestras de materia fecal

del nino, de la madre, del padre y de la hermana se aisl6 E. coli 0157:H16 eae-e-positivo,
sorbitol-positivo, B-glucuronidasa-positivo, sensible a los antimicrobianos ensayados, y negativo
para los factores stxq, stx;, ehxA y bfp. Por Xbal-PFGE, todos los aislamientos presentaron el
patréon de macrorrestriccion AREXHX01.1040, con 100% de similitud. Es importante la vigilancia
epidemiologica de los casos de diarrea asociados a E. coli 0157 y sus contactos familiares, y la
incorporacion de técnicas para detectar los distintos patotipos de E. coli.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este
es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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0157:H16;

EPEC; Abstract Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a major causative agent of acute diarr-
Diarrhea hea in children in developing countries. This pathotype is divided into typical EPEC (tEPEC)

and atypical EPEC (aEPEC), based on the presence of the bfp virulence factor associated with
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adhesion, encoded in the pEAF plasmid. In the present study, the isolation of aEPEC 0157:H16
from a bloody diarrhea case in a child and his household contacts (mother, father and sister)
is described. The strain was characterized as E. coli 0157:H16 eae-c-positive, sorbitol fer-
menter with B-glucuronidase activity, susceptible to all antimicrobials tested, and negative
for virulence factors stxq, stx;, ehxA and bfp. Xbal-PFGE performed on all isolates showed
the AREXHX01.1040 macrorestriction pattern, with 100% similarity. These results highlight the
importance of epidemiological surveillance of E. coli 0157-associated diarrhea cases identified
in children and their family contacts, as well as the incorporation of molecular techniques that
allow the detection of the different E. coli pathotypes.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).

Escherichia coli es parte de la flora facultativa que colo-
niza el intestino humano. Sin embargo, algunas cepas de
E. coli estan asociadas con gastroenteritis y diarrea humana,
y la infeccion se produce principalmente a través de la via
fecal-oral. Estas cepas son causa importante de morbimor-
talidad en los paises en desarrollo’.

Con el nombre de E. coli diarreigénico (DEC) se deno-
mina a un grupo heterogéneo de cepas que poseen distintos
factores de virulencia y distinta interaccion con la mucosa
intestinal del hospedador. Estas cepas causan diferentes sin-
dromes diarreicos y tienen distinta epidemiologia.

Histéricamente, se definieron 5 patotipos de DEC: E. coli
productor de toxina Shiga (STEC), E. coli enteropatogeno
(EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroin-
vasivo (EIEC) y E. coli enteroagregativo (EAEC). Ademas
se ha propuesto un sexto patotipo denominado E. coli de
adherencia difusa, aunque su capacidad patogénica e impli-
cancia epidemioldgica todavia no esta lo suficientemente
dilucidada, pues se lo encuentra con frecuencia similar en
nifios con diarrea y sin ella®'. Sin embargo, la emergencia
de un nuevo patotipo denominado E. coli enteroagregativo
hemorragico (EAHEC), asociado a un brote ocurrido en Ale-
mania y otros paises en 2011, ha llevado a preguntar si STEC
representa un patotipo en si mismo o multiples patotipos de
E. coli, cuya virulencia se ha incrementado por la adquisicion
de fagos-stx'*.

EPEC es uno de los principales agentes causantes de
diarrea infantil aguda y de brotes en los paises en
desarrollo®'>. Fue descrito por primera vez en los EE. UU. en
la década de los 40 (concretamente, en 1945) por Bray, quien
refirid la asociacion de cepas de Escherichia antigénica-
mente homogéneas con brotes de diarrea infantil («diarrea
de verano») en Inglaterra. En el mismo periodo, Varela et al.
describieron la asociacion de una cepa de E. coli (E. coli-
gomez) en un caso de diarrea mortal en un nifio de México®.

En 1955, Neter et al.'” crearon la expresion EPEC para
designar a aquellas cepas de E. coli relacionadas epidemio-
logicamente con la diarrea infantil y diferenciarlas de las
cepas de la flora normal.

Actualmente, el patotipo EPEC se divide en EPEC tipico
(tEPEC) y EPEC atipico (aEPEC), basado en la presencia
del factor de virulencia EAF, asociado a la adherencia
y codificado en el plasmido pEAF, presente en tEPEC y
ausente en aEPEC3. Ambos grupos producen una lesidn
caracteristica en las células intestinales conocida como

A/E (del inglés, attaching and effacing), de adherencia
y borrado de las microvellosidades, que resulta de la
accion cooperativa de proteinas codificadas en un isla de
patogenicidad denominada locus of enterocyte effacement
(locus LEE). Ademas, las cepas tEPEC y aEPEC carecen de
los genes que codifican las toxinas Shiga (Stx) de STEC
y las toxinas termolabiles y termoestables de ETEC, y no son
invasivas’.

Hasta la década de los 90, las cepas de tEPEC fueron
los principales agentes causantes de diarrea aguda en nifos
muy pequefos en paises en desarrollo, incluidos los paises
de América Latina. En la actualidad, hay una clara dismi-
nucién de su frecuencia en muchos de estos paises’. Por el
contrario, las cepas aEPEC, agentes importantes de diarrea
en paises desarrollados desde los anos 60, son emergentes
de diarrea aguda y persistente, y afectan a ninos y adul-
tos en todo el mundo®°. En algunos estudios, la frecuencia
de aEPEC es similar en individuos sanos y con diarrea. Sin
embargo, aEPEC ha sido encontrado en pacientes con diarrea
de distintas edades y en pacientes adultos con virus de la
inmunodeficiencia humana-sida®.

Se ha descrito el aislamiento de cepas aEPEC en diferen-
tes especies animales con diarrea o sin esta, como vacas,
ovejas, cabras, cerdos, aves de corral, venados y monos titi.
Aunque no hay evidencia de transmision directa del animal
al humano, algunas cepas aEPEC de origen animal pertene-
cen a serogrupos implicados en enfermedad humana. Esto
sugiere que algunos animales podrian constituir un reservo-
rio importante de aEPEC desde donde estas cepas podrian
transmitirse al humano®.

El serogrupo 0157 contiene, ademas del serotipo
0157:H7 (perteneciente al patotipo STEC y asociado a casos
de diarrea con o sin sangre y sindrome urémico hemolitico
[SUH]), cepas heterogéneas, en general no-H7, algunas de
ellas caracterizadas como EPEC?.

El objetivo del presente trabajo fue describir el aisla-
miento de E. coli 0157:H16 en un caso de diarrea infantil y
en sus contactos familiares en General Pico, La Pampa.

En noviembre del 2013, un nifo de 2 anos fue aten-
dido en la guardia de pediatria del Hospital «Gobernador
Centeno» de General Pico, La Pampa, por un cuadro de dolor
abdominal, diarrea sanguinolenta y vomitos, de 3 dias de
evolucion. De padres separados, el nifo vivia con su madre y
2 hermanos, aunque el padre lo visitaba frecuentemente. El
hogar poseia agua corriente y red cloacal. Del interrogatorio
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realizado a los padres se pudo inferir que el nifio habia
presentado lesiones cutaneas en manos, pies y boca, que,
por las caracteristicas clinicas de las lesiones descriptas, el
médico tratante atribuyé a un virus de tipo Coxsackie. Si
bien el nifo consumia agua de red hervida y tomaba leche en
polvo, una semana antes de haber comenzado con las ampo-
llas habia ingerido leche de vaca no pasteurizada, pero her-
vida. Con respecto a alimentos sospechados, relataron haber
comido embutidos (tipo salchichas) no hervidos y ravioles
durante un viaje a Bahia Blanca. En general, manifestaron
consumir carne bien cocida, pero reconocieron utilizar la
misma tabla para la preparacion de verduras y carnes, y que
no hacian una buena separacion de los alimentos crudos y
cocidos. Los padres no realizaban actividades relacionadas
con el campo y no habian estado en contacto con animales
0 con personas que podrian haber padecido diarrea o SUH.

Durante la consulta, el médico tratante solicité un copro-
cultivo. En el laboratorio se realiz6 un examen directo de la
materia fecal, observandose respuesta inflamatoria y hema-
ties, y la muestra se sembro en medios diferenciales para la
busqueda de Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter
spp., Yersinia enterocolitica, Aeromonas spp., Vibrio
cholerae y E. coli 0157. A los 11 dias de evolucion, se tomd
una segunda muestra del paciente para seguimiento de la
eliminacion y se realizd el estudio de contactos familia-
res, tomandose muestras de materia fecal de la madre, del
padre, del hermano de 9 anos, de la hermana de 11 meses
y de la abuela paterna, quienes durante el interrogatorio
refirieron no haber presentado diarrea en los dias anterio-
res. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio Nacional
de Referencia de SUH e infecciones asociadas a E. coli, para
completar su caracterizacion.

Como parte del algoritmo diagndstico recomendado por
la Red Nacional de Diarrea y Patdgenos Bacterianos de Trans-
mision Alimentaria, que indica la deteccion de STEC en
toda diarrea sanguinolenta, la muestra de materia fecal se
sembrd en agar MacConkey sorbitol (SMAC). De la zona de
crecimiento confluente del SMAC se realizo la extraccion de
ADN para realizar PCR multiple (mPCR) para la deteccién de
los genes stxy, stx; Y rfbois7’ .

Por mPCR se detectd una banda de 259 pb correspon-
diente al gen rfboss; y hubo resultado negativo para los
genes stxy y stx,. Asimismo, la muestra fue negativa para
todos los otros enteropatogenos ensayados. Los aislamien-
tos rfbo1s7-positivos, confirmados como E. coli por pruebas
bioquimicas, fueron confirmados por serotipificacion con
antisueros somaticos y flagelares provistos por el Statens
Serum Institute (Copenhage, Dinamarca). El gen eae (inti-
mina) fue estudiado por PCR utilizando los oligonucledtidos
SK1 y SK2, y el gen ehxA (enterohemolisina) se investigo
usando los oligonucleotidos hlyA1 y hlyA4. El gen bfp fue
analizado por PCR de acuerdo a Gunzburg et al.*. La variante
de eae fue determinada por RFLP-PCR usando los oligo-
nucleodtidos y las condiciones descritas por Ramachandran
et al''. La sensibilidad a los antimicrobianos amicacina,
ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, colistina, genta-
micina, acido nalidixico, nitrofurantoina, estreptomicina,
tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol fue establecida
seglin el National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards. Para la subtipificacion de los aislamientos se aplicd
la técnica de macrorrestriccion con la enzima Xbal y sepa-
racion por electroforesis de campo pulsado (Xbal-PFGE),
segun lo requerido en el protocolo estandarizado por los
Centers for Diseases Control and Prevention, Atlanta, EE.
UU., para la Red PulseNet. La relacion clonal entre los ais-
lamientos se establecid utilizando el software BioNumerics
version 4.61 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). La deteccion
de toxina libre en materia fecal se realizd por la técnica
de citotoxicidad especifica en células Vero y neutralizacion
con anticuerpos monoclonales anti-Stx1 y anti-Stx2%'3.

De la primera muestra de materia fecal del paciente y
de las muestras de la madre, del padre y de la hermana
se aislo E. coli 0157:H16 eae-positivo, variante épsilon (g),
fermentador de sorbitol, con actividad de B-glucuronidasa
y sensible a todos los antimicrobianos ensayados (fig. 1).
La cepa fue negativa para los factores de virulencia stx,
stx,, ehxA y bfp, correspondiendo a la categoria de EPEC
atipico (aEPEC). Todas las muestras fueron negativas para
StxMF, salvo la muestra de la abuela, en la que se detectd
Stx1/Stx2MF.

Figura 1

PCR mdltiple para la deteccion de los genes stxy, stxa, Y rfboss7. Linea 1: aislamiento de E. coli de la primera muestra del

caso de diarrea; linea 2: zona de crecimiento confluente en SMAC de la segunda muestra del caso de diarrea; linea 3: aislamiento de
E. coli de la muestra del padre; linea 4: aislamiento de E. coli de la muestra de la madre; linea 5: zona de crecimiento confluente
en SMAC de la muestra del hermano; linea 6: aislamiento de E. coli de la muestra de la hermana; linea 7: zona de crecimiento
confluente en SMAC de la muestra de la abuela paterna; linea 8: control de reactivos; linea 9: E. coli 110/05 control positivo para
stxq (130bp), stxz (346 bp) y rfbois7 (259 bp).

M: marcador de tamano molecular Cien Marker.
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Figura 2
de sus contactos familiares.

Por Xbal-PFGE, todos los aislamientos presentaron el
mismo patréon de macrorrestriccion (AREXHX01.1040), con
100% de similitud (fig. 2).

En Argentina, el SUH posentérico es endémico y aproxi-
madamente 400 casos nuevos se notifican anualmente, y mas
del 70 % de los casos de SUH estan asociados con la infeccion
por E. coli 0157". En el periodo 2005-2013, en La Pampa, se
notificaron 63 casos de SUH (http://salud.lapampa.gov.ar).
Estos datos revelan la importancia que tiene, a nivel de pais,
la vigilancia de las diarreas y la implementacion de técnicas
sensibles para deteccion de STEC 0157 y no-0157.

Mediante el estudio de un caso de diarrea infantil y su
grupo familiar se pudo aislar e identificar E. coli 0157:H16
eae-¢-positivo, bfp-negativo y stx-negativo, correspon-
diendo este aislamiento a la categoria de aEPEC. La
vigilancia de los contactos asintomaticos permitié compro-
bar la circulacion de esta cepa en el grupo familiar. A través
del analisis de tipificacion por Xbal-PFGE, se comprobo su
similitud genética y se confirmé un brote familiar difuso.

Si bien no se pudo identificar la fuente de contagio, cier-
tos habitos de riesgo, como el consumo de leche de vaca no
pasteurizada y de embutidos, el uso del mismo utensilio en
la elaboracion de alimentos o la separacion no adecuada de
alimentos crudos y cocidos pueden ser considerados como
posibles fuentes de infeccion.

En un estudio realizado por Feng et al.? con cepas
de aEPEC 0157:H16 de distintas fuentes (humano, animal
y medio ambiente) provenientes de 6 paises (incluyendo
Argentina), los autores demostraron que la mayoria de esas
cepas portaban el gen eae-¢, constituyendo un grupo clonal
homologo, altamente conservado, diseminado a nivel mun-
dial. Filogenéticamente, dichas cepas aparecian distantes
de los 2 mayores linajes de E. coli enterohemorragico, los 4
linajes de EPEC y los 3 grupos de Shigella.

Bentancor et al." detectaron cepas aEPEC 0157:H16 en
muestras de materia fecal de perros del conurbano bonae-
rense, y 8/9 (88,9%) portaron el alelo eae-s. Dichas cepas
presentaron distintos patrones de Xbal-PFGE con un 74% de
similitud. Este estudio mostréd que los perros pueden ser
portadores de aEPEC 0157:H16.

Para prevenir las enfermedades asociadas a E. coli 0157
es importante conocer las vias de transmision y educar en
forma continua a la poblacion para disminuir los habitos de
riesgo. En cuanto al diagnostico, la incorporacion de técni-
cas sensibles, como la PCR multiple, permite el diagndstico
oportuno de STEC 0157 y no-0157. Frente a un aislamiento
de E. coli 0157 o no-0157, se debe realizar una adecuada
vigilancia epidemiologica. En niflos que asisten a jardines
maternales, de infantes y escuelas, se recomienda el estudio
de contactos institucionales, sintomaticos y asintomaticos, y

Hermana

Patron de Xbal-PFGE Serotipo Genotipo
AREXHX01.1040 E. coliO157:H16 eae
AREXHX01.1040  E. coliO157:H16 eae
AREXHX01.1040 E. coliO157:H16 eae

AREXHX01.1040  E. coliO157:H16 eae

Relacion clonal por Xbal-PFGE de las cepas de Escherichia coli 0157:H16 aisladas de un caso de diarrea sanguinolenta y

no autorizar su reingreso hasta tener 2 coprocultivos negati-
vos con intervalos de 48 h, debido a la excrecion prolongada
de estos patogenos’.

Es importante fortalecer los sistemas de vigilancia e
incorporar técnicas de biologia molecular para el diagnostico
de todos los patotipos de E. coli diarreigénico, integrando
los resultados a los datos epidemioldgicos, para poder con-
firmar la relacion de los aislamientos e identificar brotes
difusos.
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