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RESUMEN

Introduccioén. Las E. coli diarrogénicas (DEC) son una de las principales causas de diarrea en nifios en paises en vias
de desarrollo. Sin embargo, no son rutinariamente diagnosticadas en los laboratorios clinicos. Objetivos. Determinar la
prevalencia de las DEC en nifios peruanos y describir la variabilidad genética de estas cepas. Materiales y métodos.
Se utilizaron 8 003 cepas de E. coli previamente aisladas de ocho estudios previos de diarrea en nifios, mayormente
en zonas periurbanas de Lima. El diagnostico de las DEC fue a través de un PCR muiltiple a tiempo real para los seis
grupos de DEC. Se emple6 PCR para la determinacion de genes adicionales de virulencia. Resultados. La prevalencia
promedio global en muestras de diarrea (n=4 243) fue: E. coli enteroagregativa (EAEC) 9,9%, enteropatogénica (EPEC)
8,5%, enterotoxigénica (ETEC) 6,9%, difusamente adherente (DAEC) 4,8%, productora de toxina shiga (STEC) 0,8% y
enteroinvasiva (EIEC) 0,6%. La frecuencia relativa de cada patégeno varia segun la edad y tipo de estudio. Los principales
patotipos en muestras control (n=3 760) fueron EPEC (10,9%) y EAEC (10,4%). Se encontré una gran variabilidad en
la frecuencia de genes de virulencia para cada patotipo, asi como en los mecanismos moleculares de resistencia, sin
diferencias significativas entre muestras de diarrea y control. Conclusiones. Las DEC son causa importante de diarrea
en nifios peruanos. Estos patdgenos son altamente heterogéneos. Se requieren estudios adicionales para determinar la
prevalencia en zonas rurales del Peru, asi como en casos graves de diarrea.
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FREQUENCY AND PATHOTYPES OF DIARRHEAGENIC Escherichia coli IN
PERUVIAN CHILDREN WITH AND WITHOUT DIARRHEA

ABSTRACT

Introduction. Diarrheagenic E. coli (DEC) are a major cause of diarrhea in children in developing countries. However, they
are not part of routine diagnosis in clinical laboratories. Objectives. To determine the DEC prevalence in Peruvian children
and to describe the genetic variability of these strains. Materials and methods. A total of 8 003 E. coli strains previously
isolated from eight different studies of diarrhea in children, mainly from peri-urban areas of Lima, were analyzed. Diagnosis
of DEC was done with Multiplex real-time PCR using genes for each of the 6 DEC groups. Conventional PCR was performed
for the detection of additional virulence genes. Results. Globally, the mean prevalence in diarrhea samples (n=4,243)
was: enteroaggregative E. coli (EAEC) 9.9%, enteropathogenic E. coli (EPEC) 8.5%, enterotoxigenic E. coli (ETEC) 6.9%,
diffusely adherent E. coli (DAEC) 4.8%, Shiga toxin-producing E. coli (STEC) 0.8% and enteroinvasive E. coli (EIEC) 0.6%.
The relative frequency of each pathogen varies according to the age and the type of study. The main pathotypes in control
samples (n=3,760) were EPEC (10.9%) and EAEC (10.4%). An important variability in the virulence genes frequency and
molecular resistance mechanisms for each pathotype was found, without differences between diarrhea and control groups.
Conclusions. DEC are a major cause of diarrhea in Peruvian children. These pathogens are highly heterogeneous.
Additional studies are required to determine the prevalence in rural areas of Peru and in severe diarrhea cases.

Key words: Escherichia coli, Diarrhea, Child, Peru, Virulence. (source: MeSH NLM).
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FRECUENCIA Y PATOTIPOS DE Escherichia coli DIARROGENICA EN

ser humano, pueden transmitirse

La diarrea continta siendo un importante problema de
salud en el mundo, especialmente en los paises en
vias de desarrollo (). Entre las bacterias asociadas a
diarrea infantil estan los diferentes patotipos de las E.
coli diarrogénicas (DEC). Estas bacterias colonizan
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directamente de persona a persona, de animal a
persona o indirectamente a través del agua o los
alimentos contaminados. Segun su patogénesis y las
caracteristicas epidemioldgicas, este grupo de bacterias
se divide en seis patotipos: E. coli enteropatogena
(EPEC, por sus siglas en inglés Enteropathogenic E.coll),
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productora de toxina shiga (STEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC)
y difusamente adherente (DAEC) @. EIl diagnéstico
de estos patéogenos se puede realizar por serologia
(determinando los serotipos cominmente asociados a
cada patotipo, por ejemplo serotipos clasicos de EPEC),
por cultivo celular (identificando un patron de adherencia
caracteristico, por ejemplo para EPEC y EAEC), por
ELISA (identificando la presencia de toxinas, por ejemplo
LT y ST para ETEC o toxina shiga para STEC), o por
métodos moleculares (identificando genes de virulencia
por reaccion en cadena de la polimerasa [PCR] para
cada uno de los patotipos). De todos estos métodos, el
ultimo, se ha convertido en la prueba estandar usada
para el diagnostico. Recientemente nuestro grupo de
investigacion ha desarrollado y validado un PCR multiple
a tiempo real (MmRT-PCR) para la deteccion de los seis
grupos de DEC ©.

Las DEC en conjunto son responsables del 30 a 40%
de los episodios de diarrea aguda en nifios en paises
en vias de desarrollo . En una revision reciente para
la Organizacion Mundial de la Salud, se encontré que
EPEC y ETEC fueron consideradas como alta prioridad
para el desarrollo de vacunas luego de rotavirus,
por sus altas tasas de mortalidad y morbilidad ©. Por
lo que es importante tener datos locales y regionales
de la distribucion de estos patégenos. En el Peru, las
DEC han sido descritas en estudios previos tanto en
poblacion pediatrica como en adultos, haciendo uso de
diversos métodos diagnodsticos ©78). Sin embargo, no
se han buscado de manera sistematica los seis grupos
actualmente reconocidos. El objetivo de este trabajo fue

determinar la prevalencia de las DEC en nifios peruanos
y describir la variabilidad genética de estas cepas.

MATERIALES Y METODOS
POBLACION Y MUESTRA

Para la determinacion de la prevalencia de las DEC
en el Peru, se utilizaron cepas de E. coli previamente
aisladas de 3284 pacientes pediatricos de ocho estudios
previos (Tabla 1). Se incluyeron estudios comunitarios
de diarrea (estudios # 1, 2, 4, 5y 8), asi como estudios
hospitalarios (estudios # 3, 6 y 7). Todos, excepto uno
(estudio # 1), fueron estudios recientes, del 2004 en
adelante. Todos los estudios, excepto uno (estudio # 7)
incluyeron poblacion sana menor de 5 afios. El estudio
de Medina y colaboradores (estudio # 7) (" incluyé
pacientes hasta los 18 afios y fue exclusivamente en
pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). En los estudios de cohorte no solo se
colectaron muestras de diarrea, sino también muestras
control en ausencia de diarrea (estudio # 1, 4, 5, 7 y 8).
Estas muestras permiten medir el grado de colonizacion
asintomatica por estos patégenos entéricos.

PROCEDIMIENTOS

Entre los afos 2005 y 2010 se analizaron 8003
muestras. Por cada muestra se contd con una a cinco
colonias de E. coli guardadas en peptonas de estudios
anteriores (estudios #1-3, Tabla 1) asi como colonias
de E. coli colectadas de placas de Mac Conkey de

Tabla 1. Estudios clinicos y epidemiolégicos de diarrea en nifios peruanos en los que se diagnosticaron las E. coli

diarrogénicas por métodos moleculares.

N.° Investlgado_res Lugar Ano Edad N_.~de Descripcion del estudio
del estudio nifnos
1 Lanata CF e 1986- 0-36m 285 E§tud|o cohorte. Vlglllanma activa de
1987 diarrea en la comunidad.
. . Estudio cohorte. Vigilancia activa de
2 ZavaletaN Villa el Salvador, Lima 2004 6m-18m 313 diarrea en la comunidad (ensayo clinico).
Instituto Nacional de Salud del Nifios hospitalizados con diarrea aguda y
2 ZaiEliE Nifo, Lima Ats - Am=dim deshidratacion (ensayo clinico) ©.
Chrorrillos, Villa el Salvador, Villa . - . .
Ochoa TJ y Lanata : . ’ 2006- Estudio cohorte. Vigilancia pasiva de
4 CF Mgrla del Trl_unfo, San Juan de 2007 2m-12m 1034 diarrea en la comunidad (1.
Miraflores, Lima
Ochoa TJ, Lanata " n Estudio cohorte. Vigilancia pasiva de
9 CF y Huicho L G iles, s ANTE e - 2w 9AY diarrea en la comunidad.
Llanos A, Lee Jy  Hospital Nacional Cayetano 2007- Nifios atendidos en la Emergencia por
6 D 0-5a 135 |
Lopez F Heredia, Lima 2008 diarrea con sangre.
Instituto Nacional de Salud del
7 Medina A, Rivera  Nifio, Hosp. Nacional Cayetano  2007- Im—18a 113 Nifios con VIH atendidos en la
FP y Romero L. Heredia y Hosp. Nacional 2009 Emergencia o en Consultorio Externo (7.
Hipdlito Unanue
Ochoa TJ, Chea E o 2008- Estudio cohorte. Vigilancia activa de
8 y Cleary Independencia, Lima 2010 12m—24m 555 diarrea en la comunidad (ensayo clinico).
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Figura 1. PCR multiple a tiempo real (mRT-PCR) para la
deteccion simultéanea de los genes de virulencia de E. coli
diarrogénicas: EAEC (AggR), ETEC (st, If), EPEC (eaeA),
STEC (stx1, stx2), EIEC (ipaH) y DAEC (daaD). Los datos
corresponden a tubos individuales de reaccién con ADN de
cada cepa. Se muestran las curvas de denaturacion de los
respectivos genes amplificados. El eje Y (Fluorescencia)
representa la derivada negativa de la fluorescencia sobre la
temperatura versus la temperatura en grados centigrados.

coprocultivos en curso de estudios recientes (estudios
#4-8, Tabla 1).

Para la determinacion de las DEC se us6 el mRT-PCR,
el cual fue implementado y validado en el Laboratorio de
Enfermedades Entéricas y Nutricion (LEEN) del Institu-
to de Medicina Tropical de la Universidad Peruana Ca-
yetano Heredia en Lima, desde el afio 2005. Este PCR
utiliza fluorescencia para determinar la temperatura de
denaturacion de cada amplicon basado en la disociacion
del SYBER Green. Los primers o cebadores han sido di-
sefiados para reconocer simultdneamente nueve genes
en una sola reaccion: aggR (EAEC), st1, st2, It (ETEC),
eae (EPEC), eae, stx1, stx2 (STEC), ipaH (EIEC), y daaD
(DAEC) © (Figura 1). Para esta prueba se seleccionan al
azar cinco colonias lactosa positivas de la placa de Mac
Conkey, para la extraccion de DNAy posterior PCR. Para
hacer la prueba menos costosa para su uso en paises en
vias de desarrollo, hemos desarrollado y validado un mé-
todo usando un pool o conglomerado de cinco colonias
por paciente/muestra, en vez del analisis de PCR indivi-

dual de cada colonia. El analisis del pool, tiene una sensi-
bilidad de 98% y una especificidad de 100%, a un quinto
del costo del andlisis individual de colonias (2. Para la
determinacion de la susceptibilidad antibiética a quinolo-
nas, betalactamicos, cloranfenicol y tetraciclinas se utilizd
la técnica de disco de Kirby Bauer. Para la determinacion
de los mecanismos de resistencia a antibioticos se reali-
zaron PCR con primers o cebadores dirigidos a genes es-
pecificos, segiin metodologia previamente descrita (3 14,

ASPECTOS ETICOS

Todos los estudios contaron con aprobacién de un
Comité de Etica (de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia o del Instituto de Investigacion Nutricional).

ANALISIS DE DATOS

Se determiné la prevalencia de cada patotipo para cada
estudio. Para la determinacién de la prevalencia global
de cada patotipo se considerd el promedio relativo de
cada estudio con el 95% de intervalo de confianza (IC
95%). Para la comparacion de las prevalencia por edad
se utilizo la prueba de chi cuadrado.

RESULTADOS

Prevalencia de las E. colidiarrogénicas. Se analizaron
4243 muestras de diarrea (Tabla 2) y 3760 muestras de
control (Tabla 3). La prevalencia de cada patégeno varié
segun la edad de la poblacién de estudio y el tipo de
estudio. En general, en el caso de diarrea, se encontrd
que EPEC y EAEC fueron los patégenos mas frecuentes
en cuatro estudios cada uno, seguido de ETEC, que fue
el patégeno mas frecuente en solo un estudio.

La prevalencia promedio global de los principales
patégenos en muestras de diarrea fue EAEC 9,9%, EPEC
8,5%, ETEC 6,9% y DAEC 4,8% (Tabla 2). Cabe sefalar
algunas particularidades de cada estudio: en nifios con

Tabla 2. E. coli diarrogénicas aisladas de muestras de diarrea en nifios peruanos.

N°  Estudio (Investigadores, afio) N.° de n_luestras EAEC EPEC ETEC DAEC STEC EIEC
’ de diarrea % % % % % %
1 Lanata, 1986-7 733 7,9 3,8 7.1 52 0,5 0,3
2 Zavaleta, 2004 556 13,5 11,0 7,7 8,6 0,9 0,4
3 Zavaleta, 2005 120 5,0 6,6 20,8 15,0 0 0
4 Ochoay Lanata, 2006-7 936 15,1 7,6 3,2 4,6 0,5 0
5 Ochoa, Lanata y Huicho, 2008 193 8,3 15,6 14,6 2,6 0,5 0
6 Llanos, Lee y Lopez, 2007-8 135 52 10,4 7,4 7,4 8,9 9,6
7 Medina, Rivera y Romero, 2007-8 70 57 57 4,2 1,4 1,4 0
8 Ochoa, Cheay Cleary, 2008-10 1500 7.4 9,5 6,7 2,7 0,3 0,6
Prevalencia global 4243 9,9 8,5 6,9 4,8 0,8 0,6
(IC 95%) (9,0-10,7) (7,6-93) (6,1-7,6) (4,2-55) (0,5-1,0) (0,4-0,8)
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Tabla 3. E. coli diarrogénicas aisladas de muestras control en nifios peruanos sin diarrea.
N.° de
N.° Estudio (Investigadores, afo) muestras El-:EC EPEC ETEC DAEC STEC EIEC
%o % % % % %
control
1 Lanata, 1986-7 467 8,6 4,7 8,6 3,9 0,1 0,2
4 Ochoay Lanata, 2006-7 424 17,9 9,9 1,2 21 1,2 0
5 Ochoa, Lanata y Huicho, 2008 318 12,9 17,0 8,8 1,9 0 0
7 Medina, Rivera y Romero, 2007-8 70 10,0 10,0 2,8 2,8 0 0
8 Ochoa, Cheay Cleary, 2008-10 2,481 9,2 11,5 41 2,0 0,4 0,8
Prevalencia global 3760 10,4 10,9 4,7 2,3 0,5 0,6
(IC 95%) ’ (9,4-11,4) (9,9-11,4) (4,0-54) (1,8-2,7) (0,3-0,8) (0,3-0,8)

diarrea y deshidratacion el patégeno mas frecuente fue
ETEC, responsable del 20,8% de todos los episodios,
seguido de DAEC (15,0%) (estudio # 3, Tabla 2). Por otro
lado, en estudios comunitarios, con episodios de diarrea
mas leves, los patégenos mas frecuentes fueron EPEC,
EAEC y ETEC, aunque la frecuencia relativa de cada
patégeno vario de estudio a estudio (estudios # 1, 2,4, 5
y 8, Tabla 2). En nifios con diarrea con sangre (estudio #
6, Tabla 2) la frecuencia relativa de STEC (8,9%) y EIEC
(9,6%) fue mucho mayor en comparacion a los estudios
comunitarios que incluyen casos mas leves de diarrea
acuosa o disentérica. En nifios infectados con el VIH,
los patégenos mas frecuentes fueron EAEC y EPEC
(estudio #7, Tabla 2). La frecuencia de estos patégenos
varia segun la edad del nifio.

En la Figura 2, se presenta la distribucién de las DEC
segun grupo de edad en pacientes con diarrea, tomando
como referencia los estudio # 4 y 5, los cuales fueron
estudios consecutivos llevados a cabo en el mismo
lugar, con la misma metodologia (vigilancia pasiva de
diarrea), en 1 034 nifios seguidos de los 2 alos 12 meses
de edad y en 529 nifios de la misma primera cohorte
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Figura 2. Frecuencia de las E. coli diarrogénicas en nifios con
diarrea segun grupo de edad. Tamafio de la muestra: <6m
(n=406), 6m-12m (n=530), 13m-20m (n=193)

* p<0,01; **p<0,001

16

seguidos subsecuentemente desde los 12 hasta los
20 meses de edad. En el caso de EPEC se encuentra
que la prevalencia de estos patdgenos aumenta
significativamente con la edad (p<0,001). En el caso
de las muestras control tomadas de nifios sin diarrea
u otros sintomas gastrointestinales, los patdgenos mas
frecuentes fueron: EPEC 10,9%, EAEC 10,1% y ETEC
4,7% (prevalencia promedio global) (Tabla 3).

Caracteristicas clinicas de las infeccion por las E.
coli diarrogénicas. En las muestras positivas a DEC, la
coinfeccion con otros patdégenos (otras entero-bacterias,
virus u otras DEC) fue mas comun en las muestras
de diarrea que las de control (40% frente a 16%) (9.
Para la descripcion de las caracteristicas clinicas se
consideraron los episodios en los que se identificod un
solo patdgeno (excluyendo coinfecciones). Se utilizaron
los datos del estudio de cohorte (#4), dado que este
estudio tuvo un adecuado seguimiento clinico de cada
episodio de diarrea. En general, se observd que los
patotipos asociados con mayor duracion de diarrea
fueron DAEC y EPEC.

El mayor nimero de deposiciones liquidas por dia se
observé en EPEC y ETEC, los cuales presentaron un
mayor puntaje de gravedad (Vesikari). La mitad de los
nifios con ETEC recibieron sales de rehidratacion oral,
similar a lo encontrado por rotavirus, patdégeno con el
mayor puntaje de severidad en esta misma poblacién (19,
Porotrolado, se determind el numero de leucocitos fecales
por campo de elevado poder (L/c) en muestras positivas
a DEC como infeccién unica, excluyendo coinfecciones.
Se encontré leucocitos fecales >10 L/c en 8,5% (18/212)
de muestras de diarrea frente a 1,3% (2/157) de muestras
control (p<0,01); sin embargo, la respuesta inflamatoria
fue leve en general para estos patdgenos (%),

Factores de virulencia y variabilidad genética
de las E. coli diarrogénicas. Si bien las DEC son
diagnosticadas por la presencia de genes especificos
para cada patotipo, este grupo de bacterias son bastante
heterogéneas dentro del mismo grupo. Se estudié la
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variabilidad genética en cepas aisladas de los estudios
en la comunidad (estudios # 4 y 5).

EPEC. En 120 cepas de EPEC se determind la presencia
y variabilidad alélica de tres genes de virulencia: eae
(intimina, necesaria para la unién intima de la bacteria
al enterocito), bfpA (subunidad del pilus necesario
para la adherencia localizada) y perA (regulador de la
transcripcion) mediante PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) (®. Se encontré6 que las EPEC-
atipicas (eae+, bfp-) fueron el tipo mas frecuente, tanto
en muestras de diarrea (54/74, 73%) como en muestras
control (40/46, 87%). Se encontraron 13 alelos de intimina
(eae), los mas frecuentes fueron: beta, theta y kappa;
cinco alelos de bfpA, los mas frecuentes fueron beta1/7 y
alpha3; y tres alelos de perA, los mas frecuentes fueron
beta y alpha. El alelo gamma de intimina se encontré con
mas frecuencia en los episodios de mayor duracién que
en los cortos; el alelo kappa de intimina estuvo asociado
a episodios con mayor gravedad. La cepas pertenecieron
a 36 serogrupos distintos; los mas frecuentes fueron: 055
(7%), 91 (3%), 128 (3%) y 153 (3%). Un total de 51 cepas
fueron O-no tipificables (44%) (9.

ETEC. Se estudiaron las caracteristicas genotipicas
y fenotipicas en 85 cepas. El tipo mas frecuente fue
ETEC-LT (56%), seguido de ETEC-ST (25%) y ETEC-
LT/ST (19%). Se estudiaron los factores de colonizacion
(CFA o CF, fimbrias necesarias para colonizacién) por
DOT-BLOT ELISAusando 21 anticuerpos monoclonales.
Los principales factores de colonizacion encontrados
fueron CS6 (12%), CS12 (9%), CS1 (7%), CS7 (5%) y
CS17 (5%). Sin embargo, no se detectaron factores de
colonizacion en 43% de las cepas de diarrea 'y 67% de
las muestras control (',

EAEC. Se evalu¢ la presencia de 22 genes de virulencia
en 178 cepas (102 aisladas de casos de diarrea y 76
de muestras control). Los genes con mayor frecuencia
fueron: fyuA (yersiniabactina) presente en 88%, seguido
de los genes asociados a la dispersion: aatA (proteina
transportadora de dispersina) en 84% y aap (dispersina)
en 73%. Entre las toxinas hubo una mayor frecuencia
de set1A (enterotoxina de shigella 1A) presente en 55%
(Durand D, comunicacién personal).

DAEC. En 25 cepas DAEC aisladas de nifios con
diarrea se estudiaron los patrones de adherencia y
polimerizacion de actina en cultivo de células HEp-2. El
patréon de adherencia difusa estuvo presente en el 88% de
las cepas, mientras que la acumulacién o polimerizacion
de actina estuvo presente en el 60%. Estos resultados
deben confirmarse con un mayor nimero de cepas, asi
como la determinacién de los genes de virulencia en
estas cepas (19,

STEC. Se estudid 29 cepas STEC (14 aisladas de casos
de diarrea y 15 de muestras de control). Ninguno de los
pacientes desarrollé sindrome urémico hemolitico u otra
complicacién de lainfeccién por STEC. Se encontrd toxina
shiga 1 (sxt1) en el 83% de las cepas, sxt2 en 17% y eae
en 72%. Los serotipos mas frecuente fueron 026:H11
(14%), O111 (H10, H8 y H7) (10%) y O103:H2 (7%). No
se encontré cepas de STEC con el serotipo virulento
0157:H7. Se determind la relacion filogenética de estas
cepas usando MLST (Multilocus sequence typing) y
PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis). Se encontrd
una gran diversidad genética (13 tipos de secuencia por
MLST y 19 patrones de campo pulsado) (19

Resistencia antibiética de las E. coli diarrogénicas.
En las cepas estudiadas se encontrd que las DEC en
conjunto presentan elevados porcentajes de resistencia
a antibioticos comunmente usados como ampicilina
(85%), cotrimoxazol (79%), tetraciclina (65%) y acido
nalidixico (28%) . En general la resistencia fue mayor
en las cepas aisladas de pacientes con diarrea que en
las cepas aisladas de pacientes asintomaticos. Asi por
ejemplo, la resistencia a ampicilina fue 85% en diarrea
frente a 70% en cepas de control; la resistencia a
cotrimoxazol fue 79% frente a 61%, respectivamente;
lo que refleja una mayor exposicion a antibidticos en
pacientes con gastroenteritis. Por otro lado, se encontro
mayor resistencia en las cepas DAEC y EAEC, que en
las cepas de EPEC y ETEC 9,

Se ha estudiado los principales mecanismos moleculares
de resistencia hacia cuatro familias de antibidticos:
quinolonas, betalactamicos, cloranfenicol y tetraciclinas.
En cuanto a la resistencia a quinolonas se estudié un
total 52 cepas DEC con resistencia alta e intermedia
hacia acido nalidixico. Se encontré mutaciones a nivel de
gyrA en el 64% de cepas, mientras que para mutaciones
a nivel de parC se encontré 5,8% (9. La resistencia
hacia las otras tres familias de antibidticos se estudio
en un total de 85 cepas DEC ampicilina-resistentes
de muestras de diarrea. Los principales genes de
resistencia encontrados fueron: b/laTEM (resistencia
a betalactamicos) presente en 35%, cat (resistencia a
cloranfenicol) presente en 87%, y tetA (resistencia a
tetraciclina) en 31% vy tetB en 21% (9.

Diagnostico de las E. coli diarrogénicas. El
diagndstico de las DEC por métodos moleculares no se
realiza como trabajo diario en los laboratorios clinicos.
En casos de diarrea infantil, en muchos laboratorios
se hace el diagnéstico presuntivo de EPEC en base a
la determinacion de los serotipos por aglutinacién con
antisueros O y H. Sin embargo, este no es un método
preciso, debido a que puede haber falsos positivos y
falsos negativos. Recientemente se realiz6 un estudio en
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113 cepas aisladas de nifios e identificadas como “EPEC”
en cuatro laboratorios clinicos de Lima. En estas cepas
se determind la presencia del gen de intimina (eae, usado
en el diagnostico molecular de EPEC), y se encontro solo
15 cepas (13,3%) con el diagndstico correcto de EPEC.
Ademas se identificaron tres cepas ETEC, tres cepas
STEC, una cepa EAEC y una cepa EIEC @",

DISCUSION

En este estudio las E. coli diarrogénicas se encontraron
en mas de un tercio de las muestras estudiadas,
representando, en conjunto, el principal grupo de
patégenos en nifios con diarrea en nuestro medio.
La tasa de aislamiento y frecuencia relativa de cada
patégeno varia segun la edad del paciente y segun el tipo
de estudio (comunitario frente a hospitalario; comunitario
de vigilancia pasiva frente a vigilancia activa de diarrea).
La prevalencia relativa varia en relaciéon a la gravedad
de los episodios en cada uno de estos estudios. Asi por
ejemplo, se considera que la prevalencia relativa de
patégenos en infecciones comunitarias es un marcador
de la morbilidad de diarrea, mientras que la prevalencia
de patdgenos en pacientes hospitalizados se relaciona
a los casos mas graves, asociados con mortalidad por
diarrea ®. En este estudio encontramos que EPEC
y EAEC fueron los patégenos mas frecuentes en la
comunidad, mientras que ETEC fue el mas frecuente en
pacientes hospitalizados con diarrea y deshidratacion,
lo cual se explica por su mecanismo de patogenia, al
tener las toxinas termoestable (ST) y termolabil (LT).
Esta ultima tiene una gran homologia a la toxina colérica
que produce diarrea profusa y deshidratacion. Si bien
la frecuencia de cada patégeno varia de estudio en
estudio, en general, los principales patotipos de E. coli
encontrados en este estudio fueron EPEC, EAEC y
ETEC, lo que concuerda con los estudio regionales y
globales de las DEC en nifios ?2-27),

En este estudio también encontramos una alta
prevalencia de las DEC en muestras control tomadas de
nifos asintomaticos. La interpretacion de la frecuencia de
patdgenos en muestras de diarrea frente a las de control,
es bastante compleja. La colonizacion asintomatica
puede ser el resultado de varios factores (del patégeno,
del huésped o del ambiente). Uno podria argumentar
de manera simplista, que si un patégeno se encuentra
con la misma frecuencia en muestras control que
miden colonizacién, entonces muy probablemente este
patégeno no sea una causa verdadera de diarrea. Sin
embargo, la presencia de un patdgeno en muestras de
heces en nifios asintomaticos puede ser el resultado de
factores del huésped, como la edad, lo cual puede estar
relacionado con factores protectores en edad temprana,
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como la lactancia, los anticuerpos transplacentarios o
factores protectores a mayor edad, como el desarrollo
de inmunidad natural en funcion a las infecciones previas
(lo cual es la base para el desarrollo, por ejemplo de la
vacuna para ETEC, como lo fue para la de rotavirus).

Por otro lado, estan los factores del patégeno: no todas
las cepas son iguales. Por ejemplo, en el caso de EPEC
y EAEC, hemos descrito la gran heterogeneidad en la
presencia de genes de virulencia. Es decir, dos cepas
pueden ser categorizadas como EAEC, pero su carga
genética y de virulencia puede ser completamente
diferente. Actualmente nuestro grupo de investigacion
esta centrado en el estudio de genes o grupo de genes
asociados con cuadros de diarrea mas graves o de mayor
duracion. Esto, a la larga, podria llevar a la identificacion
de marcadores de severidad para un diagnéstico mas
certero de las cepas clinicas verdaderamente virulentas.
Adicionalmente, la presencia de coinfecciones hace
complicado determinar cudl es el patégeno responsable
de la enfermedad o si hay un efecto aditivo de cada
patégeno presente en la infeccion mixta. Esto representa
un problema pobremente definido en la epidemiologia
actual de diarrea. Finalmente, estan los factores del
ambiente. No es lo mismo medir la colonizaciéon con
patégenos entéricos en nifios de zonas periurbanas, con
gran exposicion a contaminaciéon de agua y alimentos,
que nifios de de ciudades desarrolladas.

Otro aspecto importante de este estudio, son las altas
tasas de resistencia antibidtica encontrada, especial-
mente a ampicilina y cotrimoxazol. Estos dos antibioti-
cos no deben usarse para el manejo empirico inicial de
diarrea bacterianas en nuestro medio (estos antibiéticos
también presentan alta frecuencia de resistencia en ce-
pas de Shigella localmente). El problema de resistencia
a antimicrobianos es particularmente criticos en paises
en vias de desarrollo. Otros estudios con cepas de DEC
han reportado frecuencias elevadas de resistencia en
Vietnam @®  Tanzania @, México %, similar al estudio
nuestro @9.La determinacion de los mecanismos mo-
leculares de resistencia, muestra la gran diversidad de
mecanismos y genes asociados, permitiendo el desarro-
llo de estudios de mecanismos de transmision y disemi-
nacion de la resistencia antimicrobiana.

Elgran reto en el estudio de las DEC, es poder contar con
métodos de diagndsticos mas faciles, rapidos y baratos,
que se puedan usar tanto en los laboratorios clinicos
como en estudios comunitarios. Como se presentd
en los resultados, actualmente no se deberia usar la
serologia para la determinacién de las DEC, sobre todo
para EPEC, dado a su baja sensibilidad y especificidad
@M, La serologia si es ideal para estudio de brotes por
ejemplo, pues se puede identificar cepas especificas.
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Mientras no se desarrollen estas pruebas rapidas (tipo
inmunocromatografia), el estudio de las DEC seguira
centrado en laboratorios de investigacion.

Una de las limitaciones de este estudio es que la
prevalencia real de estos patégenos pueda que sea
mas alta, dado que en tres estudios trabajamos con
cepas guardadas. Por lo tanto, algunos genes, sobre
todo los plasmidicos, pueden haberse perdido en el
almacenamiento. Otra limitacion es la ausencia de
datos clinicos en todos los estudios, lo que hubiera
permitido comparar prevalencia de cada patotipo segun
las caracteristicas clinicas de la infeccion. Sin embargo,
este trabajo representa uno de los estudios mas grandes
de diarrea en nifios (mas de 4000 muestras de diarrea),
en los que de manera sistematica se buscaron todas las
E. coli diarrogénicas con la misma metodologia en todas
y cada una de las cepas de E. coli.

En conclusion, las DEC son causa importante de
diarrea en nifios peruanos, sin embargo, su diagnoéstico
no se realiza como trabajo diario en los laboratorios
clinicos. Estos patégenos son altamente heterogéneos
y es necesario complementar estudios de virulencia y
variabilidad alélica, para comprender mejor el rol de
cada patégeno como causa de diarrea. A nivel nacional
se requieren estudios adicionales para determinar la
prevalencia en otras regiones del Peru, sobre todo en
zonas rurales de la sierra y la selva, asi como estudios
en casos graves de diarrea en nifios hospitalizados, y
trabajos que permitan estudiar la transmision de estos
patdégenos en muestras de animales, agua y alimentos.
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