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PALABRAS CLAVE Resumen Escherichia coli diarreogénica comprende un grupo heterogéneo de cepas que pre-
Escherichia coli sentan diversos factores de virulencia y causan diferentes sindromes diarreicos. Los patotipos
diarreogénica; mas estudiados son Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigé-
PCR; nica (ETEC), Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)
Pediatria; y Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC). El objetivo de este estudio fue estimar
La Plata; la frecuencia de infeccion de los diversos patotipos de E. coli diarreogénica en una poblacion
Argentina pediatrica ambulatoria con diarrea, atendida en el Hospital Sor Maria Ludovica de La Plata,

Argentina, durante el periodo mayo-octubre de 2017. Los patotipos fueron detectados mediante
la amplificacion molecular de ocho genes de virulencia caracteristicos. Se estudiaron las heces
de 211 ninos (76% menores de 5 afios). Se detecto infeccion con E. coli diarreogénica en el 12,3%
(n=26/211) de los nifos con diarrea. Los patotipos identificados fueron EAEC, ETEC (todos [t
positivos), EPEC y STEC (stx2 y eae positivos). El patotipo EAEC fue prevalente en todos los
grupos etarios, mientras que los patotipos ETEC, EPEC y STEC solamente se observaron en ninos
menores de 5 anos. Este estudio constituye el primer reporte de deteccion por técnicas de
amplificacion molecular de Escherichia coli diarreogénica en una poblacion pediatrica ambu-
latoria con diarrea, de la zona de La Plata. Se necesitan estudios mas amplios que incluyan
la caracterizacion de los aislamientos abarcando un mayor nimero de genes, controles asinto-
maticos, distintas épocas del ano y poblacion de diversas areas geograficas para esclarecer la
relevancia de la infeccion por E. coli diarreogénica en nifos de Argentina.
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First report of diarrheagenic Escherichia coli in pediatric outpatient population with
diarrhea in La Plata, Argentina

Abstract Diarrheagenic Escherichia coli is a heterogeneous group of strains that presents
various virulence factors and causes different diarrheal syndromes. The most studied pat-
hotypes are enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC),
enteroaggregative Escherichia coli (EAEC), enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) and Shiga
toxin-producing Escherichia coli (STEC). The objective was to estimate the frequency of infec-
tion of diarrheagenic E. coli pathotypes in children with diarrhea, attended at the Sor Maria
Ludovica Hospital in La Plata, Argentina, during the period May-October 2017. E. coli pathotypes
were detected by molecular amplification of eight characteristic virulence genes. The feces of
211 children (76% under 5 years) were studied. Infection with diarrheagenic E. coli was detected
in 12.3% of the samples. The pathotypes were EAEC (10.43%), ETEC (1.42%, all of them positive
for thermolabile toxin), EPEC (0.95%) and STEC (0.47%, positive for Shiga toxin 2). The EAEC
pathotype was prevalent in children of all age groups, while ETEC, EPEC and STEC were only
observed in children under 5 years of age. This study constitutes the first report of diarrhea-
genic Escherichia coli detection in an outpatient pediatric population with diarrhea from La
Plata, using molecular amplification techniques. Broader future studies, including the charac-
terization of the isolates with the largest number of genes, asymptomatic controls, different
times of the year and population from different geographic areas will be necessary to clarify
the relevance of diarrheagenic E. coli infection in children from Argentina.

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, 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/).

Introduccion

Escherichia coli diarreogénica (DEC) comprende un grupo
heterogéneo de cepas de E. coli que causan diferentes
sindromes diarreicos y presentan marcadas diferencias en
los factores de virulencia, la patogenia y la epidemiologia
de la infeccion. A la fecha, se reconocen seis catego-
rias, variantes patogénicas o patotipos: Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escheri-
chia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli productora
de toxina Shiga (STEC) y Escherichia coli de adherencia
difusa (DAEC). La capacidad patogénica y el alcance epide-
miologico de la Gltima categoria, sin embargo, no se hallan
completamente esclarecidos®'"-?',

Las frecuencias de infeccion humana con DEC presen-
taron amplias variaciones seglin la region geografica, con
valores que oscilaron entre el 1y el 52%*¢910,:20,23,25,26,32
Estudios publicados en numerosos paises de Latinoamérica
senalaron una prevalencia regional diferencial de los diver-
sos patotipos. Por ejemplo, la mayoria de los casos de
diarrea reportados en México, Colombia y Nicaragua esta-
ban asociados a ETEC. En la poblacion de Brasil, Paraguay
y Per(, el patotipo mas frecuente fue EAEC, mientras que,
en la Republica Argentina, Chile, Venezuela y Uruguay, el
principal patotipo asociado a diarrea fue EPEC"%:816.21,28,30,

En los reportes oficiales sobre agentes etiologicos de
diarreas agudas de nuestro pais, Shigella spp. y EPEC apare-
cen como los patdgenos bacterianos identificados con mayor
frecuencia'>. Sin embargo, existe informacion muy limitada
sobre la infeccion por los diversos patotipos diarreogénicas
de E. coli (a excepcion de STEC) en la poblacion pediatrica

con enfermedades diarreicas. El objetivo de este trabajo
fue estimar la frecuencia de infeccién por los patotipos de
Escherichia coli diarreogénica en la poblacion pediatrica
ambulatoria con diarrea atendida en el Hospital Sor Maria
Ludovica de La Plata, Argentina, durante el periodo com-
prendido entre mayo y octubre de 2017.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 con una estrategia cuantitativa, con la
aplicacion de un disefo observacional, descriptivo, prospec-
tivo y de corte transversal. El periodo estuvo comprendido
entre mayo y octubre de 2017. El estudio incluyé las heces
de ninos menores de 15 afos que presentaron un cuadro
diarreico y que se atendieron en forma ambulatoria en el
Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica de La Plata, Argentina.
Se excluyeron del analisis las heces de nifos hospitalizados,
trasplantados, inmunosuprimidos, con enfermedades onco-
hematoldgicas o enfermedad intestinal inflamatoria cronica.
La confidencialidad fue observada mediante la asignacion
de un cddigo alfanumérico interno, que permitié mantener
separada en todo momento la identidad de las muestras de
heces (descartadas al término del estudio) de cualquier tipo
de informacioén personal. La investigacion respeto las nor-
mas de buenas practicas clinicas, la declaracion de Helsinki,
con todas sus enmiendas, y estuvo de conformidad con la
normativa vigente aplicable.

Los patotipos de DEC fueron detectados mediante la
amplificacion molecular de ocho fragmentos de genes de
virulencia caracteristicos, con dos PCR multiples (mPCR1 y
mPCR2). Los genes investigados fueron los codificantes de
la intimina (eae), la toxina termolabil LT (lt), las toxinas
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termoestables STP (stp) y STH (sth), el antigeno plasmidico
de invasion H (ipaH), el activador transcripcional R (aggR)
y las toxinas Shiga 1 (stx7) y Shiga 2 (stx2). Los patotipos
fueron identificados segln los genes de virulencia hallados
en las colonias aisladas: EPEC (presencia de eae, ausencia
de stx1y stx2), ETEC (presencia de [t, stp y/o sth), EIEC
(presencia de ipaH), STEC (presencia de stx1 y/o stx2, pre-
sencia o ausencia de eae) y EAEC (presencia de aggR). La
deteccion molecular fue realizada aplicando una estrategia
diagnostica en dos etapas. La primera etapa consistio en la
realizacion de las dos PCR multiples con ADN proveniente
del cultivo confluente. En caso de que se hubiera observado
amplificacion de algln gen, la segunda etapa consistio en
la identificacion de la colonia positiva (con genes de viru-
lencia). Para tal efecto, el ADN de 10 a 20 colonias aisladas
se utilizd como molde para las PCR individuales'. La colo-
nia que presenté amplificacion fue identificada por métodos
fenotipicos (VITEK®2, Biomerieux) para confirmar la especie
bacteriana®'4.

La extraccion de ADN y la amplificacion molecular se
llevaron a cabo segin metodologias ya descritas®'. Breve-
mente, la materia fecal fue sembrada en agar MacConkey
e incubada a 37°C durante 24h. Las colonias caracteris-
ticas que se desarrollaron se resuspendieron en buffer TE
con Triton X-100, se lisaron a 100°C y se centrifugaron a
10.000 rpm. ELl ADN se conservé a -20°C hasta su utiliza-
cion. Las concentraciones en la mezcla de reaccion fueron
las siguientes: buffer 1X y dNTP, 0,1 mM; Tag polimerasa,
0,03U/ul y ADN, 1-5pl. La concentracion de MgCl, fue
1,5mM para mPCR1 y 0,75mM en la mPCR2'. Las concen-
traciones de primers fueron 0,2 pmol/wl (SK1, SK2, STh-f,
STh-r, STp-f y STp-r); 0,25pmol/pl (LT-R, LT-F, IpaH8 e
IpaH15); 1 pmol/ul (aggRks1y aggRkas2); 1,6 pmol/pl (stx1-
F y stx1-R); 0,4pmol/ul (stx2-F y stx2-R) y 0,125 pmol/ul
(16S-f y 165-r)'* (tabla S1, material suplementario).

El protocolo de ciclado de mPCR1 consisti6 en 94°C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 94°C 30s, 56°C 1 min
y 72°C 1 min. El protocolo de mPCR2 fue 94 °C 5 min, seguido
de 30 ciclos de 94°C 30s, 57°C 1miny 72°C 30s. La exten-
sién final para ambos protocolos fue a 72°C por 2 min®'",
En cada amplificacion, se utilizaron cepas control: E. coli
2348/69 (eae), E. coli KNH-172 (lt, stp), E. coli 0126-53
(sth), E. coli C-481 (ipaH), E. coli 17-2 (aggR), E. coli EDL933
(stx1, stx2) y E. coli ATCC 25922'. Los productos de ampli-
ficacion fueron detectados mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2,5% y tincion con bromuro de etidio. Los
perfiles de bandas fueron documentados con el sistema de
adquisicion de imagenes UVP Doc-It® LS, LifeScience Soft-
ware.

Resultados

El grupo de estudio quedo constituido por 211 nifios, con un
ligero predominio del género masculino (54%). La poblacion
menor de 5 afos represento el 76% de los casos.

Escherichia coli (E. coli) diarreogénica se detecté en el
12,3% (n=26/211) de los ninos con diarrea. Los patotipos
identificados fueron EAEC, ETEC (todos [t positivos), EPEC y
STEC (stx2 y eae positivos) (tabla 1y figs. 1y 2). Los pato-
tipos ETEC con toxina termoestable (stp o sth), STEC (stx1)
y EIEC (ipaH) no fueron detectados.

Tabla 1 Frecuencia de patotipos de E. coli diarreogénica
(DEC) en heces de nifos con diarrea. La Plata, Argentina.
Mayo-octubre de 2017

Patotipos de E. coli diarreogénica Nifnos con diarrea

Nimero  Porcentaje
EAEC 20 77,2
ETEC (LT) 2 7,6
EPEC 1 3,8
STEC (Stx2) 1 3,8
EAEC + EPEC? 1 3,8
EAEC + ETEC (LT)? 1 3,8
Total de casos positivos con DEC 26 100

DEC: Escherichia coli diarreogénica, EAEC: E. coli enteroagrega-
tiva, ETEC (LT): E. coli enterotoxigénica con toxina termolabil,
EPEC: E. coli enteropatogénica, STEC: E. coli productora de
toxina Shiga.

@ Coinfeccion en el mismo paciente.

Las frecuencias de infeccion de los patotipos EAEC, ETEC,
EPEC y STEC fueron 10,43; 1,42; 0,95 y 0,47%, respectiva-
mente. El patotipo EAEC fue prevalente en todos los grupos
etarios, mientras que ETEC, EPEC y STEC solamente se obser-
varon en ninos menores de 5 anos (fig. 3).

Discusion

Los resultados de este estudio permitieron estimar la fre-
cuencia de infeccion entérica de los patotipos de Escherichia
coli diarreogénica en una poblacion pediatrica ambulatoria
con diarrea, atendida en el Hospital Sor Maria Ludovica de
La Plata, Argentina, durante el periodo comprendido entre
mayo y octubre de 2017.

Las cepas diarreogénicas y comensales de E. coli poseen
caracteristicas fenotipicas similares, que dificultan su iden-
tificacion en el laboratorio de diagnéstico y por lo cual es
importante el uso de métodos moleculares''. En las Gltimas
décadas, se han hecho grandes avances en el diagndstico
molecular de los agentes productores de diarrea. La estra-
tegia diagnostica utilizada en esta investigacion permitio
verificar la viabilidad del patégeno mediante el estudio
secuencial de cultivo in vitro y la posterior amplificacion
del ADN bacteriano. Asimismo, para descartar los resultados
falsos negativos por la presencia de inhibidores de reaccion,
todas las reacciones moleculares incluyeron un control de
amplificacion interno'.

La presencia de E. coli diarreogénica fue observada en
el 12,3% de los ninos estudiados. Dicho valor fue compara-
ble con los documentados en estudios realizados en Chile
y Paraguay’?3'. Otros informes reportan valores de infec-
cion mas elevados® 202325 | as diferencias en la frecuencia
de infeccion podrian deberse a diversos factores, como el
disefo del estudio, la época del ano, la region estudiada, la
duracion de la diarrea, la poblacion seleccionada o los méto-
dos de diagnéstico etiologico utilizados*?'. Por ejemplo,
una investigacion realizada en India por Rajendran et al.?®
informé que la infeccion estuvo presente en mas del 50%
de la poblacion. Sin embargo, dichos autores caracterizaron
los patdgenos en nifos menores de 5 aios con diarrea aguda
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Figura 1

Productos de amplificacion de factores de virulencia de cepas control de Escherichia coli. 1zquierda: PCR mdltiple 1.

Calle 1: E. coli 2348/69 (eae, 864 pb), calle 2: E. coli KNH-172 (lt, 322 pb) y (stp, 166 pb), calle 3: E. coli 0126-53 (sth, 120 pb),
calle 4: E. coli ATCC 25922 (16S rRNA, 204 pb). Derecha: PCR mdltiple 2. Calle 1: E. coli C-481 (ipaH, 619 pb), calle 2: E. coli 17-2
(aggR, 254 pb), calle 3: E. coli EDL933 (stx1, 130 pb) y (stx2, 346 pb), calle 4: E. coli ATCC 25922 (16S rRNA, 204 pb).

Figura 2

Productos de amplificacion de factores de virulencia de Escherichia coli provenientes de aislamientos de pacientes y de

cepas control. Calles 1, 13 y 14: E. coli 2348/69 (eae), calles 2, 9y 16: E. coli KNH-172 (lt y stp), calles 3, 18 y 19: ausencia de
factores de virulencia (pacientes), calle 4: E. coli C-481 (ipaH), calles 5 y 12: aislamientos de pacientes (aggR), calle 6: aislamiento
de paciente (stx2), calles 7 y 15: aislamientos de pacientes (eae), linea 8: E. coli EDL933 (stx7 y stx2), calle 10: E. coli 0126-53
(sth), calle 17: E. coli 17-2 (aggR), calle 20: E. coli ATCC 25922 (16S rRNA). Calle 11: marcador de PM (100 pb).

grave y que habian sido hospitalizados por el cuadro enté-
rico. De igual modo, publicaciones referidas a dos provincias
de la Argentina sefalaron frecuencias de infecciéon por DEC
mayores que las reportadas en el presente estudio. Una de
esas investigaciones fue realizada en Corrientes por Esqui-
vel et al.’, quienes sefalaron la presencia de patotipos DEC
en el 31% de los casos. Sin embargo, dichos autores selec-
cionaron pacientes pediatricos y adultos con diarrea aguda
de cuyas heces no se hubieran aislado otros patdgenos bac-
terianos. El segundo estudio fue realizado en Misiones por
Quiroga et al."®, quienes reportaron la presencia de DEC
en el 33% de los casos. No obstante, dicho estudio aplicd
un disefio longitudinal, incluyé solamente nifios menores
de 20 meses y utilizé una metodologia de laboratorio dife-
rente. Los estudios citados fueron heterogéneos en cuanto

18

a disefios metodolodgicos, técnicas de deteccion y criterios
de inclusion, lo que dificulta la comparacion.

El patotipo EAEC fue prevalente y presentd una frecuen-
cia cercana al 10%, mientras que los patotipos ETEC, EPEC
y STEC fueron hallados en menor proporcion. El predominio
de EAEC esta en concordancia con lo que informan diver-
sos trabajos realizados en Argentina, Bolivia, Brasil, India,
México, Paraguay y Peru*>%12.20.21,27

La frecuencia de ETEC fue menor del 2% y todos los ais-
lamientos presentaron la toxina termolabil. La presencia de
aislamientos de ETEC con dicha toxina fue coincidente con lo
que sefalan otros estudios de Argentina'>'*?°, Sin embargo,
el porcentaje de nifnos infectados con el patotipo ETEC fue
menor que el informado en otros trabajos del pais. Al res-
pecto, un estudio de cohorte realizado en ninos menores de
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NUmero de nifios con Escherichia coli diarreogénica (DEC) segln grupo etario y patotipo detectado. EAEC: E. coli ente-

roagregativa, ETEC: E. coli enterotoxigénica, STEC: E. coli productora de toxina Shiga, EPEC: E. coli enteropatogénica, ETEC/EAEC
y EPEC/EAEC: coinfeccion de dos patotipos en el mismo nifio con diarrea. La Plata, Argentina. Mayo-octubre de 2017.

dos anos de Misiones reporté que ETEC estuvo presente en
un 13% de los casos?’. Asimismo, otro relevamiento en nifos
de Corrientes report6 una frecuencia de infeccion con dicho
patotipo del 8%'2. La menor frecuencia de ETEC hallada en el
presente estudio podria deberse a diferencias en la edad de
los individuos, al periodo estudiado o al sesgo de seleccién
poblacional. Por ejemplo, el trabajo de Misiones evalud la
presencia de ETEC solamente en lactantes, el grupo etario
con mayor prevalencia del patdgeno, mientras que el estu-
dio correntino solamente realizo la pesquisa de ETEC en las
heces de los nifios con diarrea cuyos coprocultivos habian
sido negativos para otras bacterias.

La presencia de EPEC en nifios con diarrea fue menor del
1%. Este resultado coincide con el reportado en México’.
Sin embargo, estudios realizados en varias localidades de
la Argentina han mostrado valores de infeccion del 6 al
25%>7:12.1519 " La menor frecuencia de EPEC en este estudio
comparado con los antedichos podria deberse a la aplica-
cion de distintas técnicas de diagnostico para la busqueda
de EPEC (serotipificacion o métodos moleculares), a la selec-
cion de otros grupos etarios, a la época del afo o a la
presencia variable de este patogeno en las distintas regiones
del pais*'"2!,

En este estudio se detectd un solo aislamiento de STEC,
con una frecuencia cercana al 0,5%. Diversos estudios han
reportado valores entre el 0,3 y el 13% en la poblacion
estudiada?*>12,14.17.21,22,24  Esta amplia variacién encon-
trada en la bibliografia podria deberse a diferencias en
los criterios de inclusion, en el método de diagnostico o a
factores socioeconomicos, entre otros. El aislamiento STEC
presenté los genes de la toxina Shiga 2 y de la intimina en
su genoma. El hallazgo de dichos genes fue coincidente con
lo publicado por diversos autores de Argentina'*17:21,22,

La distribucion de los patotipos DEC presento diferencias
segun la edad de los nifios con diarrea; EAEC fue obser-
vado en todos los grupos etarios, mientras que ETEC, EPEC
y STEC solamente fueron detectados en nifos de menor
edad. El patotipo EAEC ha sido reconocido como un pato-
geno emergente, tanto por su reciente descripcion como

por su relevancia en cuadros gastrointestinales agudos y
persistentes”'416.20.25 En esta investigacion, la presencia de
EAEC en nifos de mayor edad podria deberse a sus carac-
teristicas patogénicas, ya que dicha bacteria es capaz de
adherirse a la pared intestinal, favorecer la produccion de
moco, liberar enterotoxinas, estimular la respuesta inflama-
toria intestinal, evadir el sistema inmunitario y persistir en
el intestino por periodos prolongados® 42!,

El predominio de infecciones con ETEC, EPEC y STEC
hallado en nifos menores de 5 anos coincide con lo repor-
tado en diversos estudios'®?22>?%, La evidencia ha sefalado
que, en las areas endémicas, la disminucion de las infec-
ciones por dichos patotipos a medida que se incrementa la
edad podria deberse al desarrollo de la inmunidad adqui-
rida, a determinantes genéticos individuales o a factores
ambientales*'®,

La presente investigacion estuvo sujeta a varias limita-
ciones. En principio, no se conté con informacion sobre la
presentacion clinica o la duracion del cuadro diarreico que
motivo la consulta médica. En segundo lugar, este estudio
no incluyé la deteccién de otras infecciones intestinales. En
tercer lugar, no se investigaron las cepas de EAEC atipicas
por la alta diversidad de sus genes de virulencia. Por Gltimo,
este trabajo fue conducido en la poblacion pediatrica de un
area urbana durante un periodo de seis meses y puede no
representar exactamente las frecuencias de infeccion enté-
ricas de la region.

Este estudio constituye el primer reporte de deteccion de
Escherichia coli diarreogénica mediante técnicas de ampli-
ficacion molecular en una poblacion pediatrica ambulatoria
con diarrea asistida en La Plata. En las Gltimas décadas, se
han hecho grandes avances en el diagnostico de los agen-
tes productores de diarrea. Sin embargo, la investigacion
de todos los patotipos diarreogénicos de E. coli por métodos
moleculares no se realiza en forma rutinaria en la mayoria de
los laboratorios de diagnostico clinico. Por tal motivo, estos
resultados revisten particular interés. De todos modos, seria
importante realizar estudios mas amplios, que incluyeran
la caracterizacion de los aislamientos a partir de un mayor
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nimero de genes, controles asintomaticos, distintas épocas
del afnoy poblacion de diversas areas geograficas, para escla-
recer la relevancia de la infeccion por E. coli diarreogénica
en nifos de la Argentina.
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