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RESUMEN

Objetivo: Identificar patotipos de genes de virulencia de Escherichia coli de muestras diarreicas de nifos menores
de cinco anos de la Region Lambayeque, en el periodo abril-setiembre 2018. El estudio: Estudio descriptivo y
transversal. Se analizaron 75 cepas de E. coli de muestras diarreogénicas usando PCR Multiplex en tiempo real y
primers para genes de patotipos de E. coli: daaD, aggR, eaeA, stx, ipaH y st. Hallazgos: Se detectd 34,66 % (26/75)
de genes de virulencia del total de cepas aisladas. El patotipo de E. coli Enterotoxigénica presenté mayor
frecuencia, 18,67% (14/75) del total de cepas aisladas. También se detecté que el patotipo E. coli Enterotoxigénica
se presentd en 53,86% (14/26) del total de cepas positivas. También en un 11,54% de cepas positivas (3/26)
presentaron mds de un patotipo. Conclusion: La epidemiologia molecular ayudard a un mejor diagnostico
adecuadoy oportuno de las diarreas infantiles en esta poblacién vulnerable.

Palabras Clave: Escherichia coli; genes; factores de virulencia; diarrea. Fuente: DeCS-BIREME).

total isolates. It was also detected that the
enterotoxigenic E. coli pathotype appeared in 53.86%

ABSTRACT
Objetive. To identify pathotypes of virulence genes of

Escherichia coli from diarrheal samples of children
under five years of age in the Lambayeque Region, in
the period April-September 2018. The study:
Descriptive and cross-sectional study. 75 E. coli strains
from diarrheogenic samples were analyzed using real-
time Multiplex PCR and primers for E. coli pathotype
genes: daaD, aggR, eaeA, stx, ipaH and st. Findings:
34.66% (26/75) of virulence genes were detected from
the total isolates. The enterotoxigenic E. coli pathotype
presented the highest frequency, 18.67% (14/75) of the
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(14/26) of the total positive strains. Also, in 11.54% of
positive strains (3/26) they presented more than one
pathotype. Conclusion: Molecular epidemiology will
help a better, adequate and timely diagnosis of
childhood diarrhea in this vulnerable population.

Keywords: Escherichia coli; genes; Virulence factors;
diarrhea (Source: DeCS-BIREME).

INTRODUCCION

A nivel mundial, las Enfermedades Diarreicas Agudas
(EDAs), son un problema importante de salud de la
poblacion infantil, principalmente en los paises en
desarrollo donde se producen anualmente entre 4,6 a 6
millones de muertes constituyendo la segunda causa
global de mortalidad infantil. Estas estadisticas se
reflejan en que se produce un promedio de 3 episodios
de diarrea por ano en nifos menores a 5 anos y una tasa
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global de mortalidad promedio de mas de 10.000 nifios
por dia"***,

Este problema de salud publica que causa altos indices
de mortalidad y morbilidad en el mundo tiene a
Escherichia coli, como uno de los agentes etioldgicos
causante de cuadros diarreicos con diferentes
caracteristicas, sin embargo en muchos
establecimientos de Salud existe una confusion en la
definicion de categoria patogénica de E. coli, a pesar
que en las ultimas reuniones internacionales en
microbiologia se reconoce y se define a E.coli
Enteropatogena como aquella bacteria que posee dos
genes especificos: el de la intimina (eae) y el de la
fimbria (bfp), dejando a la serotipificaciéon como un
analisis referencial y no concluyente; creyendo de
manera errénea que el serotipo justifica la
patogenicidad de esta bacteria”*"*"?,

A pesar de estudios que indican que Escherichia coli es
un importante agente etiolégico de diarrea,
generalmente su bisqueda no se tiene en cuenta en el
estudio de coprocultivo rutinario. En nuestro pais, la
busqueda de patdgenos entéricos bacterianos en
muestras de heces se limita a el aislamiento de agentes
etiolégicos como Salmonella spp, Shigella spp,
Campylobacter spp, y E. coli productora de toxina

La E. coli diarreogénica (ECD) requiere diferenciacion
de E. coli comensal de la microbiota intestinal y se
clasifica con base en criterios clinicos, epidemiologicos
y moleculares. Actualmente estan descritos seis tipos
patogénicos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli
enteroagregativa (EACE) y E. coli adherente difusa
(DAEC)(4,9,11,15)'

La ETEC se asocia con la diarrea acuosa en los nifos de
paises en vias de desarrollo y son la principal causa de
diarrea de los viajeros adultos que visitan zonas
endémicas®, STEC corresponde al grupo mas
importante de patdgenos transmitidos por los
alimentos, donde el cuadro de gastroenteritis puede
complicarse con colitis hemorragica o sindrome
urémico hemolitico”, EPEC esta relacionada con la
diarrea infantil, induce una alteracion histopatologica
en el intestino conocida como lesion adherencia y
eliminacion® mientras que EAEC esta asociada a
episodios de diarreas en la poblacion infantil,
provocando diversos cuadros desde diarreas agudas a
persistentes. Es una de las poco estudiadas, con la
caracteristica principal de adhesion con la apariencia
de pared de ladrillos apilados en cultivos de células
epiteliales HEp-2. EIEC causa diarrea acuosa y
disenteria en los seres humanos, esta muy relacionada
con Shigella spp, por sus caracteristicas genéticas,

bioquimicasy de virulencia®”.

Existen muy pocos estudios sobre esta problematica de
salud en la Region Lambayeque, pese haberse
reportado 1010 casos de diarrea aguda en nifos"**”; por
tanto en la presente investigacion se identifico la
presencia de los patotipos de E. coli enteropatogena en
pacientes pediatricos con diarrea aguda, en base a las
caracteristicas epidemioldgicas moleculares de los
microorganismos que ocasionan estas infecciones
diarreicas.

ELESTUDIO
Disefo del estudio: Estudio descriptivo transversal.

Poblacion: Cepas de E. coli diarrogénicas, aisladas de
muestras de niflos menores de cinco ahos, procedentes
de establecimientos de salud de la Region Lambayeque,
durante los meses abril a setiembre del 2018.

Criterios de seleccion

Muestra y muestreo: Cepas de Escherichia coli
diarrogénicas, aisladas de muestras de nifos menores
de cinco anos, procedentes de establecimientos de
salud de la Region Lambayeque, remitidas a GERESAL,
Hospital Regional Docente las Mercedes y Hospital
Regional Lambayeque, Constituyendo un total de 60
cepas.

Criterios de Inclusion: Cepas de Escherichia coli
aisladas de muestras de Diarrea aguda, persistente o
disentérica de ninos menores de cinco anos.

Criterios de Exclusion: Cepas de Escherichia coli
aisladas de muestras de Diarrea aguda, persistente o
disentérica de nifos menores de cinco afos que hayan
recibido algun tipo de tratamiento.

Aspectos éticos: Estudio como avance de tesis doctoral
el cual fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion del Hospital Regional Lambayeque con
codigo: Cod_Inv: 0212-056-18CEl.

Analisis estadistico: Se emplearon tablas de
frecuencias de cada gen asi como de cada patotipo. Los
datos se clasificaron por centro de salud de origen de la
muestra, y se categorizaron por grupos de edad. Por
Ultimo, se han utilizados graficos de barras (%) para que
lainformacion sea mas facil de interpretar.

HALLAZGOS

Se analizaron 75 cepas aisladas entre los meses de abril
a setiembre de 2018, procedentes de muestras
diarreogénicas y que cumplieron con los criterios de
inclusion y provenian de establecimientos de Salud de
la Region Lambayeque.

Los primers o cebadores han sido disehados para

reconocer simultaneamente nueve genes de los seis
patotipos de E.coli en una sola reaccion: aggR (EAEC),
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st, lt (ETEC), eae (EPEC), eae, stx1, stx2 (STEC), ipaH
(EIEC), y daaD (DAEC). Luego del analisis por PCR-mRT
se encontro que el 34,67% (26/75) presentaron cinco de
los seis patotipos asociados a cuadros diarreogénicos.

En las cepas positivas para patotipos de E.coli se logro
determinar que el 53,86% (14/ 26) de las cepas
pertenecian al patotipo ETEC pues presentaron genes
st, lt; el 15,38 % (4/26) pertenecia al patotipo EPEC,
representado por el gen eaeA. La presencia del gen
aggR indico el patotipo EAEC en un 11,54 % (3/26). Los
patotipos EIEC (ipaH) y DAEC (daaD) se encontraron
cada uno en un 3,85% (1/26). Otro 11,54% (3/26)
presentaron dos tipos de patotipos. (Tabla 1y Figura 1).
En 65,33 % de las cepas no se detect6 ningun patotipo
de E. colievaluado.

Tabla 1. Patotipos de Escherichia coli encontrados
en muestras diarreogénicas de niflos menores de

Patotipo Gen n %
ETEC st, It 14 53,86
EPEC eaeA 4 15,38
EAEC aggR 3 11,54
EIEC ipaH 1 3,84
DAEC daaD 1 3,84
STEC stx 0 0,00
EAEC+EPEC aggR, eaeA

EAEC+DAEC aggR, daaD 3 11,54
EIEC +ETEC ipaH, [t

Total general 26 100

60.00
53.86

50.00

40.00

PORCENTAIE %
w
=1
=
=1

~
S
[=3
o

15.28

11.54 11.54
10.00
3.84 3.84
- o
0.00
ETEC ETEC EAEC

EIEC DAEC STEC Dos
patotipos

Figura 1
Distribucion de patotipos de Escherichia coli encontrados en
muestras diarreogénicas de nifios menores de cinco afos. Abril-
setiembre 2018.

El patotipo ETEC, identificado por la presencia de genes
st, lt, presentd una distribucion interna particular
(Tabla 2).
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Tabla 2. Sub tipificaciéon de patotipo ETEC segun la
presenciade genstygen lt.

Patotipo Gen N° de cepas
ETEC st, It 2
ETEC St 6
ETEC Lt 6
Total general 14

DISCUSION

La diarrea en nifios menores de cinco anos sigue siendo
causa de muerte a nivel mundial, es causada por
multiples patogenos, sin embargo, la prevalencia de
cada uno varia segun el grupo etario, la zona geografica
y el escenario donde se registran los casos, ya sea
comunitario u hospitalario™*.

Los patogenos mas relevantes en salud pUblica son los
asociados con mayor carga de enfermedad, severidad,
complicaciones y mortalidad. En nuestro medio, el
Norovirus, Campylobacter y los diferentes patotipos de
E. coli diarreogénicas (DEC) son los patogenos mas
prevalentes a nivel comunitario en nifios®****,

En la presente investigacion se demostré que E. coli
diarreogénica, en sus cinco patotipos, es una de los
agentes causantes de diarreas en nifos de la Region
Lambayeque, encontrandose en el 34,67% (26/75) del
total de cepas aisladas.

Ademas, se logro determinar que el 53,86% (14/ 26) de
las cepas pertenecian al patotipo ETEC, pues
presentaron genes st, [t; el 15,38 % (4/26) pertenecia al
patotipo EPEC, representado por el gen eaeA. La
presencia del gen aggR determin el patotipo EAEC en
un 11,54 % (3/26). Los patotipos EIEC (ipaH ) y
DAEC(daaD) se encontraron cada uno en un 3,85%
(1/26) . Otro 11,54% (3/26) presentaron dos tipos de
patotipos. Ademas, un 65,33 % de las cepas no se
detecto ninglin patotipo de E. coli evaluado.

Este estudio demostro la presencia de un patotipo mas
reportado en el estudio realizado por Ochoa et al.
(2011) en donde se reportd la presencia de cuatro
patotipos: EAEC, EPEC, ETEC y DAEC; precisando que la
prevalencia promedio global de los principales
patdgenos en muestras de diarrea fue EAEC 9,9%, EPEC,
8,5%, ETEC 6,9% y DAEC 4,8%; sin embargo, cabe sefnalar
algunas particularidades de cada estudio en nifos con
diarreay deshidratacion el patégeno mas frecuente fue
ETEC, responsable del 20,8% de todos los episodios,
seguido de DAEC (15,0%).

Riveros et al. (2011), demostré mayor porcentaje del
gene daaD como factor de virulencia del patotipo DAEC
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sobretodo en nifios de 3 a 5 anos; lo cual se contrapone
al presente estudio pues determin6 que el patotipo
ETEC se presento en un 18,66% (14/ 75) del total de las

cepas aisladas"?.

Por otro lado en un estudio publicado por Yacarini et al,
(2019), donde trabajaron con 106 cepas diarreogénicas
de laregion Lambayeque, aisladas en los meses enero
2014 a marzo 2015,se demuestra el hallazgo de 16,98%
del patotipo DAEC, el 11,32% del Patotipo ETEC, el
7,55% del Patotipo EAEC, el 1,89% del Patotipo EPEC, el
0% de las cepas presentaron el Patotipo STECy Patotipo
EIEC yen un62,26% de las cepas no se detect6 ningln
patotipo de Escherichia coli evaluado. Este estudio
presenta al igual que el estudio de Riveros, et al. (2011)
mayor presencia del patotipo DAEC, lo cual difiere en lo
encontrado en el presente estudio; sin embargo, en
similitud no reporté cepas con el patotipo STEC.

El patotipo ETEC present6 mayor frecuencia en el total
de las cepas aisladas 18,66% (14/75), habiendo sido
detectado mediante la presencia de los genes st, lty la
combinacion de ambos.

La epidemiologia molecular permitira en las
investigaciones futuras estudiar a profundidad los
diferentes eventos de diarreas infantiles en la
poblacion vulnerable pediatricas con la finalidad de
detectar la variabilidad genética de patotipos en cepas
de E. coli diarreogénicas de distribucion a nivel
comunitario.
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