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RESUMEN

Entre las Escherichia coli diarreogénicas la categoria E. coli enteroagregativa (ECEA) es una de las mas importantes
y frecuentemente asociada a diarreas infantiles. El presente estudio se realiz6 con la finalidad de detectar los
factores de virulencia que caracterizan a esta categoria patogénica mediante hibridacién por colony blot usando
sondas de ADN especificas. Se evaluaron 233 cepas aisladas en el laboratorio del Hospital de Emergencias Pediatricas
durante los meses de diciembre 1998 y abril de 1999. Del total de muestras analizadas, se encontré que 17,16% de
las cepas poseen el factor de virulencia caracteristico de esta categoria. Los resultados obtenidos demuestran que
un importante nimero de aislamientos de nifios con diarrea presentan E. coli enteroagregativa.
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ABSTRACT

Amongst Escherichia coli causing diarrheal disease, enteroaggregative E. coli is one of the most important organisms,
and it is frequently associated to diarrhea in infants. The study was performed aiming at detecting virulence factors
for the aforementioned organism, using colony blood hybridization with specific deoxyribonucleic acid (DNA) probes.
233 samples isolated in the Pediatric Emergency Hospital Laboratory between december 1998 and april 1999. Of all
samples analyzed, it was found that 17,16% of them have the typical virulence factor for their category. The results
prove that an important proportion of isolates in children with diarrheal disease have enteroaggregative E. coli.
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INTRODUCCION

Escherichia coli diarreogénica, es uno de los agentes
bacterianos que produce diarrea con mayor frecuen-
cia en el PerG y el mundo!?. Se conocen hasta la fecha
seis diferentes categorias patdgenas, que se mani-
fiestan con diferentes cuadros clinicos®.

Entre las diferentes categorias de Escherichia coli se
destaca la categoria E. coli enteroagregativa (ECEA),
la que se encuentra asociada a episodios de diarreas
en la poblacién infantil, provocando diversos cuadros
desde diarreas agudas a persistentes.

La finalidad del presente estudio es identificar la cate-
goria de E. coli enteroagregativa, mediante hibrida-
cion por colony blot para detectar el factor de adhesion
denominado eagg, el cual genera el patron de adhe-
rencia agregativa o de agregacion de la bacteria ca-
racteristica de esta categoria.

REPORTE

Se evaluaron cepas de E. coli, procedentes del labora-
torio del Hospital Emergencias Pediatricas (Lima,
Perut), durante los meses de diciembre 1998 y abril de
1999. Las cepas obtenidas para el estudio fueron ais-
ladas a partir de muestras de casos de diarrea acuosa
de pacientes que ingresaron a los consultorios y salas
de hospitalizacion de dicha institucién. Se obtuvieron
en total 233 cepas que fueron enviadas al Laboratorio
Nacional de Referencia de Enteropatdgenos del Insti-
tuto Nacional de Salud (Lima, Pert) en medio de man-
tenimiento agar tripticasa soya para su confirmacion.

Se procedi6 a realizar la identificacion bioquimica de
E. coli utilizando medios selectivos y medios diferen-
ciales. Se realiz6 también la identificacion serologica
usando antisueros polivalentes y monovalentes. To-
das las cepas debidamente confirmadas fueron
criopreservadas en caldo glicerol peptona a —70 °C.
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Para la identificacién genética se usaron sondas de
ADN para detectar el gen eagg, las cuales estuvieron
clonadas en el pldsmido pCVD432%. Las bacterias
recom- binantes fueron cultivadas en caldo LB-
ampicilina (100 pg/mL) y los plasmidos fueron aisla-
dos por el método de lisis alcalina (kit Wizard Miniprep,
PROMEGA). La sonda fue liberada del plasmido por
digestién enziméatica con las enzimas EcoRI - Pst |
cuyo tamafio fue de 700 pb y purificada utilizando el Kit
Wizard DNA Clean-Up (PROMEGA)*.

Las cepas de E. coli cultivadas en caldo LB fueron colo-
cadas (20 pL) sobre membranas de nylon (+) y éstas
colocadas a su vez en placas de agar tripticasa soya e
incubadas a 37 °C toda la noche. Las membranas con
las colonias crecidas sobre ella fueron tratadas con
SDS al 10% y con soluciones desnaturalizantes y
neutralizantes con la finalidad de liberar el ADN, el cual
fue fijado a la membrana por calor a 85 °C por 2 horas*.
El marcaje de las sondas, asi como la hibridacién de
las membranas, fue realizado usando el kit de
quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharmacia
Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Fi-
nalmente el resultado de la hibridacion fue visualizado
por reaccion quimioluminiscente sobre un film
autoradiografico.

Se logro identificar un total de 40 cepas (17,16%) de E.
coli positivas al gen eagg correspondientes a la cate-
goria enteroagregativa. Ademas de ésta categoria se
evalué la presencia del gen bfp propio de la categoria
enteropatégena. Se detectaron 3 cepas (1,28%) con el
gen bfp y 2 cepas (0,86%) que llevaban ambos genes
(eagg + bfp). No se detectaron estos factores en las
190 cepas (81,54%) restantes.

Al realizar la serotipificacion se obtuvieron 93 cepas
serotipadas, siendo las 140 restantes serolégicamente
negativas (Tabla 1).

Los serogrupos encontrados fueron 0127, 0125,
0114, 0128, 0112, 0111, 0126, 0142, 026, 029, los
cuales corresponden a las cepas donde se encontra-
ron el gen eagg de la categoria enteroagregativa
(ECEA).

DISCUSION

El andlisis determind la presencia de Escherichia coli
enteroagregativa (ECEA) en un porcentaje relevante
(17,16%) en cuadros de diarrea. Se pudo observar tam-
bién, que el factor bfp (1,28%) presente en las cepas
de E. coli enteropatdégena (ECEP) fue bajo en compa-

Tabla 1. Distribucion porcentual de los serogrupos de
E. coli encontrados.

Serogrupo Total Presencia de genes
N (%) eagg bfp
0127 17 (7,30) 7 -
0142 14 (6,01) 3 -
0128 10 (4,29) 1 -
055 9 (3,86) 1 -
0158 7 (3,00) - -
0143 7 (3,00) - -
026 5 (2,15) 1 -
0119 4 1,72) - -
0125 4 1,72) 2 -
0126 4 1,72) 1 -
0112 4 1,72) 3 -
086 3 (1,29 - -
0O111 3 (1,29) 2 -
029 1 0,43) 1 -
0163 1 (0,43) - -
Negativo* 140  (60,09) 18 5t
TOTAL 233 (100) 41 5

* Serolégicamente negativo a los antisueros probados.
T Incluye las dos cepas que tienen ambos genes.

racion con estudios realizados en otros paises, en los
cuales ECEP es uno de los principales y mas
prevalentes agentes bacterianos implicados en dia-
rrea aguda en poblacion infantil®. Es importante men-
cionar que algunos estudios demuestran ademas que
E. coli enterotoxigénica (ECET) también es una cate-
goria prevalente en diarreas’. Probablemente este dato
podria explicar el alto niumero de aislamientos de E.
coli que no fueron ECEA o ECEP, ya que en este estu-
dio no usamos sondas para la deteccién de los facto-
res de virulencia asociados a ECET.

Un resultado interesante es la relacion de los
serogrupos y la categoria patogénica encontrada. La
literatura asocia principalmente a los serogrupos O3,
015, 044, O77, O111, 0127 con la categoria
enteroagregativa®. En este trabajo se encontré que los
serogrupos 0127 y O111 coinciden con la categoria
enteroagregativa, mientras que el resto de cepas que
se identificaron como enteroagregativas correspon-
dian a serotipos que anteriormente no se les asocia-
ba a esta categoria patogénica. Estos resultados nos
plantean la revision de la serotipificacion como herra-
mienta en la identificacion de la categoria patogénica
en E. coli. Por lo observado, es de suponer la posibili-
dad de encontrar nuevos serogrupos que posean el
factor de virulencia caracteristico de ECEA.
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Esta idea se sustenta principalmente en que la mayo-
ria de los factores de virulencia en E. coli estan codifi-
cados en elementos moviles como plasmidos y
fagos®¢, por lo que es posible que estos elementos
genéticos puedan transferirse a serogrupos no rela-
cionados anteriormente a una categoria patogénica
en especial.

Finalmente, este informe demuestra la presencia de
E. coli enteroagregativa implicada en cuadros de dia-
rrea en poblacién infantil. Se hace necesario por con-
siguiente, establecer un protocolo para la busqueda
activa de esta bacteria y obtener datos en el ambito
nacional, asi como también poder describir caracte-
risticas clinicas de la diarrea causadas por E. coli
enteroagregativa.
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