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Resumen

Objetivo: Identificar los patotipos de Escherichia coli en una poblacion
pediatrica con enfermedad diarreica aguda en la ciudad de Rosario,
Argentina, para adoptar medidas de intervencién oportunas y eficaces
en Salud Publica. Materiales y métodos: Se estudiaron 360 muestras
de heces de nifios menores de 15 afios que presentaron cuadro diarreico
agudo y que concurrieron a un hospital pediatrico de la ciudad de
Rosario, Argentina. La investigacion se realizé desde enero de 2021 a
abril del 2022. La deteccién de patotipos se realizé mediante reaccién
en cadena de la polimerasa. Resultados: El 21,1% de los patotipos
correspondieron a Escherichia coli diarrogénica (DEC). Se detectaron
los genes de virulencia correspondientes a: E. c/i enteroagregativa
(EAEC) (42,10%), E. coli enteroinvasiva (EIEC) (23,68%), E. cli
enterotoxigénica (ETEC) (14,47%), E. cli enteropatégena (EPEC)
(15,79%) y E. coli enterohemorragica (EHEC) (1,32%). Se detectaron
infecciones mixtas por EAEC/EPEC (1,32%) y ETEC/EAEC
(1,32%). Conclusiones: Los métodos de diagnéstico moleculares son
una herramienta fundamental en el estudio de la epidemiologia de la
enfermedad diarreica aguda. Su implementacién resulta primordial
para identificar el patotipo de E. c/i causante de EDA, y asi contribuir
a disminuir la diseminacién de estos patégenos y reducir la morbi-
mortalidad asociada a las diarreas en la poblacién pediatrica.

Palabras clave: Diarrea, Escherichia coli, Patotipos, PCR.

20



http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a03
http://www.udea.edu.co/hm
https://orcid.org/0000-0003-2379-3958
https://orcid.org/0009-0004-8088-3807
https://orcid.org/0009-0009-1804-3264
https://orcid.org/0000-0003-2863-7129
http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a03
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.17533/udea.hm.v14n1a03
mailto:ceciliacasabonne@hotmail.com
http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a03

Hechos Microbiol.

Validacion de un método de aislamiento para Legionella pneumophila por medio de membrana de filtracion

Abstract

Objective: To identify Escherichia coli pathotypes
in a pediatric population with acute diarrheal disea-
se (ADD) in the city of Rosario, Argentina to adopt
timely and effective intervention measures in Public
Health. Material and methods: A total of 360 fecal
samples from pediatric patient with ADD and who
attended in a pediatric hospital in Rosario, Argentina,
were studied. The research was carried out from Ja-
nuary 2021 to April 2022. The identification of patho-
types was carried out by polymerase chain reaction.
Results: 21.11% diartheagenic Escherichia coli (DEC)
strains were identified. The virulence genes corres-
ponding to all the pathotypes studied were detected
as follow: enteroaggregative E. co/i (EAEC) (42.10%),
enteroinvasive E. e/ (EIEC) (23.68%), enterotoxi-
genic E. cw/i (ETEC) (14.47%), enteropathogenic E.
coli (EPEC) (15.79%), and enterohemorrhagic E. coli
(EHEC) (1.32%). Mixed EAEC/EPEC (1.32%) and
ETEC/EAEC (1.32%) infections were also detec-
ted. Conclusions: Molecular diagnostic methods are
a fundamental tool for studying the epidemiology of
acute diarrheal disease. The application of these tech-
niques is essential to identify the E. o/ pathotypes cau-
sing ADD, thus contributing to decrease the spread of
these pathogens and reduce morbidity and mortality
associated with diarrhea in pediatric population.

Key words: Diarrhea, Escherichia coli, Pathotype,
PCR.

Introduccion

La enfermedad diarreica aguda (EDA) constituye un
grave problema de salud publica ya que es una de las
causas mas importantes de morbilidad y mortalidad
en nifios menores de 5 afios a nivel mundial, princi-
palmente en los paises en vias de desarrollo [1]. Segun
los datos publicados en el afio 2017 por la Organiza-
ci6én Mundial de Salud (OMS), se estima que 1.700
millones de nifios sufren diarrea y 525.000 nifios me-
nores de cinco aflos mueren cada aflo por esta causa
[2]. Debido a la gran diversidad de agentes etiologicos
asociados a la EDA, cada uno con requerimientos nu-
tricionales y pruebas metabdlicas especificas para su
correcta identificacién, se estima que en el 45-60% de
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las diarreas no es posible asociar el microorganismo
responsable [3]. Esta demostrado que los patotipos de
Escherichia coli estan asociados a las EDA; sin embargo,
su busqueda no se tiene en cuenta en el coprocultivo
de rutina ya que presentan caracteristicas bioquimicas
indistinguibles de las cepas de E. co/i comensales [4].

Escherichia coli diarreogénica (DEC) es un grupo
heterogéneo de cepas que poseen distintos factores
de virulencia y distinta interaccién con la mucosa
intestinal del hospedero, causan diferentes sindro-
mes diarreicos y tienen distinta epidemiologia. Es-
tos patotipos se clasifican en E. /i enteropatégena
(EPEQ), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. co/i ente-
roinvasiva (BEIEC), E. co/i entero agregativa (EAEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC) y E. co/i adherente
difusa (DAEC). La capacidad patogénica y el alcance
epidemioldgico de DAEC no se encuentra completa-
mente esclarecido [5,6]. En nuestro pais, en general,
la bisqueda de patdégenos bacterianos entéricos en
muestras de heces se limita al aislamiento de agentes
etiolégicos como Salmonella spp., Shigella spp., Cam-
Pylobacter spp. y E. coli productora de toxina Shiga [1].
Por este motivo, existe escasa informaciéon sobre la
prevalencia de los diferentes patotipos de DEC como
agentes causantes de diarrea.

El objetivo de este estudio fue identificar los pato-
tipos de DEC en una poblacién pediatrica con EDA
en la ciudad de Rosario, Argentina, con el fin de con-
tribuir a adoptar medidas de intervencién oportunas y
eficaces en Salud Publica.

Materiales y métodos

Tipo de estudio: Se realiz6 un estudio descriptivo
prospectivo.

Poblacion: Estuvo conformada por 360 muestras
de heces de nifios menores de 15 afios que presenta-
ron cuadro diarreico agudo y que fueron atendidos en
el Hospital de Nifios Zona Norte «Dr. Roberto Carray»
de la ciudad de Rosario, Argentina. La confidenciali-
dad de los pacientes se aseguré mediante la asignacion
de un cédigo alfanumérico interno. El periodo de es-
tudio fue desde enero del 2021 a abril del 2022.

Aislamiento de E. coli: Las muestras de materia
fecal fueron procesadas por el método de cultivo en
agar MacConkey sorbitol (Oxoid Ltd., Reino Unido).
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Extraccion de ADN bacteriano: Se realiz6 una
suspension bacteriana proveniente de la zona de con-
fluencia del cultivo en 200 pl de agua destilada estéril y
se incubd a 100°C durante 10 min en bafio seco. Pos-
tetiormente, la suspensién resultante se centrifugd a
10000 g durante 5 min. Se utilizé un extracto de 2,5 ul
del sobrenadante como matriz de ADN para la detec-
ci6én de genes de virulencia.

Deteccion de genes de virulencia: Se realizo
mediante el empleo de dos PCR  multiples. Para la
PCR-1 se emplearon los oligonucleétidos de Karch
et al. (1993) que amplifican un fragmento de la re-
gién conservada del gen eae de EPEC y de EHEC [7],
de Tamanai-Shacoori et al. (1994) que amplifican un
fragmento del gen correspondiente a la subunidad B
de la toxina termolabil (LT) de ETEC [8] y de Rodas
et al. (2009) que amplifican el fragmento correspon-
diente al gen de la toxina termoestable humana (STh)
y potcina (STp) de ETEC [9]. Para la PCR-2 se uti-
lizaron los cebadores descriptos por Sethabutr et al.
(1993) que amplifican un fragmento de la regién del
gen IpaH de EIEC y de Shigella spp. [10], de Ratchtra-
chenchai et al. (1997) que amplifican un fragmento del
gen correspondiente al regulador de expresion AggR
de EAEC [11] y de Pollard et al. (1990) que amplifican
un fragmento de la regién del gen correspondiente a
la subunidad B de la toxina Stx1 y de la regién del
gen correspondiente a la subunidad A de la toxina
Stx2 [12]. Las reacciones de amplificacién se llevaron
a cabo en una mezcla de reaccion de 25 pl de tam-
pén 1X (Inbio Highway, Argentina), 200 pM de cada
desoxinucleétido trifosfato (Thermo Scientific, Esta-
dos Unidos), 20 pmoles de cada cebador, magnesio
25 mM (Inbio Highway, Argentina), 5 U /ul de Taq
ADN polimerasa (Inbio Highway, Argentina) y 2,5 ul
de la matriz de ADN. Los ensayos de PCR se realiza-
ron en un termociclador de ADN IVEMA, Argen-
tina). El programa de amplificacién consistié en 30
ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 52°Cy 1 min a 72°C; y
una extension final de 10 min a 72°C. Como controles
positivos se utilizaron el ADN extraido de cepas con-
trol de calidad de los diferentes patotipos de E. co/i' y
de E. ¢/i ATCC®25922 como control negativo. Los
productos de amplificaciéon fueron revelados median-
te electroforesis (80 V, 45 min) en un gel de agarosa
al 1% con SYBR Safe (Invitrogen, Estados Unidos).
La estimacién del tamafio de los amplicones se realizé
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por comparaciéon con las bandas con un marcador de
peso molecular (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Identificacion fenotipica de los aislamientos
de E. coli: En caso de la detecciéon de algunos de los
genes estudiados, en una segunda etapa, se procedié
al aislamiento de la colonia positiva y confirmacién
por métodos genotipicos para deteccion de los genes
de virulencia y fenotipicos (VITEK®2C, BioMericux,
Francia) para la confirmacion de E. cw/. Los aisla-
mientos de E. /i no fermentadores de sorbitol, fue-
ron aglutinados con el antisuero policlonal anti-O157
(Oxoid Ltd., Reino Unido).

Resultados

Durante el periodo de estudio, al analizar 360 mues-
tras de materia fecal provenientes de pacientes con
EDA, se detectaron 76 cepas de DEC, con una preva-
lencia del 21,1%.

A partir del analisis genotipico, se detectaron los
genes de virulencia correspondientes a todos los pa-
totipos estudiados, con la siguiente frecuencia: EAEC
(42,10%), EIEC (23,068%), ETEC (14,47%), EPEC
(15,79%) y EHEC (1,32%). Se hallaron co-infecciones
EAEC/EPE y ETEC/EAEC en dos pacientes tepre-
sentando el 2,64%. En la Tabla 1 se describe la frecuen-
cia absoluta y porcentual de los tesultados obtenidos.

La Tabla 2 muestra la distribucién de los patoti-
pos de DEC segun el grupo etario. En este estudio, la
poblacién mas afectada correspondié a los nifios de
1 a 5 afios con una prevalencia del 67,11% (51/76).
El patotipo predominante en el grupo etario antes
mencionado fue EAEC, el cual representé el 45,10%
(n=23) de los 51 aislamientos detectados de DEC en
este grupo.

Discusion

Los resultados de este estudio permitieron evaluar
la prevalencia de los patotipos de DEC en una po-
blacién pediatrica con EDA que fue atendida en un
Hospital pediatrico de la Zona Norte de la ciudad de
Rosario, Argentina, durante el perfodo comprendido
entre enero del 2021 a abril del 2022.
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La presencia de DEC fue observada en el 21,11%
de los nifios estudiados. Este porcentaje nos indica
que las mismas son patégenos bacterianos importan-
tes en la etiologfa de la EDA infecciosa en la pobla-
cién infantil estudiada. Estudios realizados por Yaca-
rini-Martinez et al. documentaron una prevalencia del
34,66% de DEC en nifios menotes de 5 afios en Peru
[13], Manhique-Coutinho (2022) del 48,6% de DEC
en menores de 15 aflos en Mozambique [14], Khairy
et al. (2020) del 20,6% en Egipto [15] y Poulain et al.
(2021) el 47,0% en Chile [16]. Un estudio realizado en
la ciudad de La Plata (Buenos Aires, Argentina) mos-
tré un porcentaje inferior de DEC al obtenido en el
presente estudio, con valores del 12,3% de los nifios
estudiados [17]. Las diferentes prevalencias de infec-
ci6én encontradas podrian deberse a factores desigua-
les en el disefio del estudio, asi como factores socioe-
conémicos de la regién estudiada, la época del afio,
la duracién de la diatrrea, el rango etario seleccionado
o los métodos de diagnédstico utilizados, entre otros.

Al menos uno de los patotipos de DEC estudiados
se detectd en todos los grupos etarios en estudio, con
una mayor prevalencia en nifios comprendidos en el
grupo etario de 1 a 5 afios (67,11%). Estos resultados
son coincidentes con los reportados por Weiler et al.
(2017), en Paraguay, que destacaron una prevalencia
mayor de DEC en nifios de 1 a 3 afios, con una dismi-
nucién a partir de los 9 afios [1]. Un estudio realizado
por Eybpoosh et al. (2021) mostré que, en Irdn, los
patotipos de E. co/i presentaron la mayor frecuencia
entre los nifios menores de cinco afios (73%) [18].

Desde la dltima década, se han publicado informes
que investigan EAEC como un enteropatégeno emet-
gente responsable de la diarrea infantil y del adulto en
el mundo. En el presente estudio, EAEC fue el pato-
tipo prevalente con una frecuencia del 42,10%, mien-
tras que los patotipos restantes fueron detectados en
menor proporcién. Estos valores se asemejan a los
encontrados en Egipto por Khairy et al. (2020) (47%)
[15] y en Kenia por Yoshio lijima (2017) (45,1%) [19].
Sin embargo, los resultados obtenidos en Rosario fue-
ron superiores a los reportados en estudios realizados
en Argentina y en paises limitrofes [1,16,17].

En referencia a ETEC, nuestros resultados de-
mostraron la presencia de este patotipo en el 14,47%
de las muestras estudiadas. Este resultado se asemeja
al obtenido en Kenia por Yoshio lijima et al. (2017)

DOI: 10.17533/udea.hm.v14n1a03

23

quienes reportan el 16,3% de ETEC en su estudio
[19]. Un trabajo realizado en Perd informé ETEC en
el 18,67% [13]; sin embargo, en Paraguay se observo
un 34% de ETEC en la poblacién estudiada [1]. En
nuestro pafs, en La Plata, ETEC estuvo presente en el
7,6% [17] y en Corrientes en el 8% de los casos [20].
Este patotipo es de gran importancia a nivel clinico
en lactantes, principalmente en nifios menores de dos
afios, y en particular durante los primeros seis meses
de vida. Los porcentajes encontrados en las diferentes
publicaciones nos plantean que ETEC deberia con-
siderarse como agente etiolégico de diarrea una vez
descartada la presencia de cualquier otro tipo de pat6-
geno entérico u otra causa no infecciosa [1].

La presencia de EIEC en nifios con diarrea fue
del 23,68%. En Paraguay, un estudio reporté EIEC en
el 15,0% [1] de las muestras estudiadas. Sin embargo,
otros trabajos mostraron prevalencias menores a las
encontradas en el presente reporte, con valores entre
el 0,1 al 8,0% [13,19] o, en otros casos, no se detectd
al patotipo mencionado [15, 17].

El patotipo EPEC fue encontrado en el 15,79%
de los nifios estudiados, incidencia similar a la repor-
tada en otros pafses como Kenia con un 16,7% [13].
Otros trabajos han mostrado mayor incidencia de
EPEC como los estudios realizados en Paraguay 23%
[1] y en Egipto 45,5% [15]. En Chile, se encontrd que
los patotipos mas frecuentes fueron EPEC (27%) y
EAEC (13%), con una prevalencia de EPEC del 16%
en lactantes menores de un afio y del 33% en el grupo
etario de 1 a 4 afios para este patotipo [16]. Sin em-
bargo, la incidencia en nuestra ciudad es superior a la
encontrada en La Plata (3,8%) [17].

Si bien el patotipo EHEC presenté una frecuencia
baja (1,32%), es de gran importancia ya que se ha re-
conocido como agente causal de la forma post entéri-
ca del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Argen-
tina presenta la mayor incidencia de SUH pediatrico
a nivel mundial con 12 a 14 casos por cada 100.000
nifios [21]. EI SUH es la primera causa de insuficiencia
renal aguda en la edad pediatrica y la segunda causa
de insuficiencia renal crénica [22]. Los porcentajes
encontrados son coincidentes con diversos estudios
que han reportado valores entre el 0,3 y el 13% en la
poblacién estudiada [1,17].

Adicionalmente, se observé una baja prevalencia
de infecciones mixtas de dos patotipos de DEC. La
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frecuencia observada de Las coinfecciones fue EAEC/
EPEC (1,32%) y ETEC/EAEC (1,32%). Otro estudio
en cambio muestra que en Egipto el 7,6% de los nifios
estudiados presentaban coinfecciones y fueron preva-
lentemente EPEC/EAEC [15]. En Pert, se registré un
11,54% de muestras de nifios menores de 5 afios con
dos patotipos, que incluyeron EAEC/EPEC, EAEC/
DAEC y EIEC/ETEC [13]. En un estudio realizado
por Weiler et al. (2017) se detecté ETEC/EAEC en el
2% y ETEC/EAEC/EIEC en el 0,5% de las muestras
analizadas [1]. Finalmente, en Argentina, los datos re-
gistrados por Molina et al. (2022) mostraron un 3,8%
de los patotipos EAEC/EPEC vy, la misma frecuencia,
para EAEC/ETEC [17].

Conclusiones

La alta prevalencia de tipos patogénicos de DEC en-
contrada en la poblacién pediatrica estudiada de nues-
tra ciudad justifica el empleo de métodos de biologia
molecular como herramienta diagndstica auxiliar al
coprocultivo de rutina, lo que permite alcanzar un re-
sultado certero. Ademds, la vigilancia molecular con-
tribuye a implementar estrategias para la disminucion
de la diseminacién de estos patégenos y conocer la
realidad epidemioldgica de las EDA en nuestra region.
La implementacién de estrategias de prevencién y
control de impacto en Salud Publica son fundamenta-
les para disminuir la morbi-mortalidad asociada a dia-
rreas en la poblacién pediatrica, tal como lo enfatiza la
Organizaciéon Mundial de la Salud.
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