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Resumen

La diarrea continua siendo un problema de salud en todo el mundo especialmente en los paises en vias de desarrollo donde es responsa-
ble de 1,87 millones de muertes/afio en nifios menores de cinco afios. En el Peru se ha demostrado que Escherichia coli diarreogénicas
son causa importante de diarrea en nifios. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar la frecuencia de Escherichia coli enteropa-
tégena (EPEC) en nifios menores de cinco afios en un hospital pediatrico de Lima Peru. Se colectaron 70 muestras de heces diarreicas
de nifios con sintomas clinicos de diarrea aguda del Hospital de Emergencias Pediatricas, durante los meses junio a diciembre del 2015.
El aislamiento e identificacion bioquimica se realizé por coprocultivos y pruebas bioquimicas convencionales, la identificacion de Es-
cherichia coli enteropatogena (EPEC) se realiz6 por serotificacion utilizando antisueros polivalentes y monovalentes para los antigenos
somaticos O. La determinacion del antigeno somatico “O” se realizé mediante la técnica de aglutinacion en placa, siguiendo el procedi-
miento descrito por el proveedor de antisueros PROBAC DO BRAZIL. Se aislaron 50 (71,4%) cepas de Escherichia coli diarreogénicas
de las cuales 36 (72%) fueron del serotipo enteropatégeno (EPEC) siendo los serogrupos mas frecuentes 0119 (22.2%), 0158 (16,7%),
0142 (11,1%), 0127 (8,3%), 055 (19,4%), 086 (8,30%), 0125 (13,9%), el 14 (28%) correspondia al serotipo productora de toxina Shiga
(STEC) siendo el serogrupo mas frecuente el 0111 (28%). El 28,6% (20/70) no evidenciaron la presencia de E.coli diarreogenicas.
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Abstract

Diarrhea continues to be a health problem worldwide, especially in developing countries where it is responsible for 1,87 million deaths /
year in children under 5 years of age. In Peru it has been shown that diarrheogenic Escherichia coli are an important cause of diarrhea in
children. The objective of this research was to determine the frequency of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) in children under 5
years of age in a pediatric hospital in Lima, Peru. A total of 70 diarrheic stool samples were collected from children with clinical symptoms
of acute diarrhea at the Pediatric Emergency Hospital, during the months of June to December 2015. Isolation and biochemical identifica-
tion was performed by co-cultures and conventional biochemical tests, the identification of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) was
performed by serotyping using polyvalent and monovalent antisera to the O somatic antigens. The determination of the somatic antigen
"O" was performed by the plate agglutination technique, following the procedure described by the antisera supplier PROBAC DO BRAZIL.
We isolated 50 (71.4%) strains of diarrheic Escherichia coli of which 36 (72%) were of the enteropathogenic serotype (EPEC) being the
most frequent serogroups 0119 (22,2%), 0158 (16,7%), 0142 (11,1%), 0127 (8,3%), 055 (19,4%), O86 (8,30%), 0125 (13,9%), 14(28%)
corresponded to the Shiga toxin producing serotype (STEC),the most frequent serogroup being 0111(28%). 28,6% (20/70) did not show
the presence of E.coli.
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INTRODUCCION

La enfermedad diarreica aguda (EDA) constituye un
problema de salud publica en el mundo, especialmen-
te en los paises en vias de desarrollo, donde son una
causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores
de cinco afios!,y por lo general son consecuencia de la
exposicion a alimentos o agua contaminados. Segiin
estimaciones de la OMS causan la muerte de 760000
niflos menores de cinco anos y que ocurren mas de
mil millones de episodios?.

En la semana epidemiologica, 10 del 5 al 11 de marzo
del 2017, del Ministerio de salud se han notificado
250 828 episodios de EDA,de este, 14 9497 (59,6%)
fueron notificados en mayores de 5 afios, 72 310
(28,8%) en nifios de 1 a 4 afios y 29 021 (11,6%) en
menores de un afio. Los nifios menores de un afio tie-
nen la mas alta tasa de incidencia con 51,8 por 1000 ,
seguido de los nifos de 1 a 4 afos con 31,8 por 1000.
Los mayores de 5 afios, tienen una tasa de incidencia
de 5,2 por 10003 .

En Pera, Escherichia coli diarreogénicas son causa
importante de diarrea en niflos, siendo los patotipos
mas frecuentes E.coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli enteropatogena (EPEC), E.coli enterotoxigenica
(ETEC), E. coli de Difusiéon adherente (DAEC) y E.
coli productora de Shiga toxina (STEC), este ulti-
mo patotipo estd asociado a diarrea sanguinolenta*’
. Cada uno de los tipos patogénicos presenta diferen-
cias a nivel de virulencia, interaccién con la mucosa
intestinal, sindrome clinico, epidemiologia y seroti-
pos basados en los antigenos O y H'.

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) tiene
distribucion mundial, se relaciona con brotes de dia-
rrea en guarderias y hospitales infantiles en el verano.
En 1955, el termino EPEC fue utilizado por primera
vez para describir aislamientos de E. coli relaciona-
dos epidemioldgicamente a diarrea infantil, en 1978
se demostré que EPEC era un tipo de E.coli patogéni-
co y que tenia distintos mecanismos de patogenicidad
respecto de ETEC y EIEC por lo que se iniciaron las
investigaciones para identificar y caracterizar sus fac-
tores de virulencia. Desde entonces EPEC es caracteri-
zado como una E.coli que no produce las enterotoxinas
ni shigatoxinas diferenciandose asi de ETEC y STEC.
Sin embargo cuando coloniza el intestino produce le-
siones en la mucosa intestinal de humanos y animales
que conducen a la diarrea®.

Escherichia coli (STEC) productor de toxina Shiga
ha surgido como un grupo de patdégenos transmitidos
por los alimentos que pueden causar graves enferme-
dades humanas,tales como el sindrome urémico he-
molitico (SHU).Tradicionalmente la clasificacion de
Escherichia coli se realiza segln el esquema modifi-
cado propuesto por Kauffmann en 1994. De acuerdo
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con este esquema modificado las cepas de E.coli son
serotipadas principalmente por la determinacion del
tipo de antigeno somatico “O”, el tipo de antigeno
flagelar “H”, y el antigeno capsular “K”. El antigeno
“O” es el responsable del serogrupo; la determinacion
del antigeno somatico y flagelar (O: H) indica el se-
rotipo, el cual en ocasiones se asocia con cuadros cli-
nicos en particular. Actualmente se tiene 176 antige-
nos somaticos (0), 112 flagelares (H) y 60 capsulares
(K)3. El antigeno O es un polisacarido termoestable
post calentamiento a 121°C por 2 horas, que forma
parte del lipopolisacarido (LPS) presente en la mem-
brana externa de la pared celular’.

La clasificacion serologica por la estructura antigénica
es muy util en los estudios epidemiologicos y de pa-
togénesis de Escherichia coli, facilitando la diferen-
ciacion entre cepas virulentas e inocuas sin embargo
tiene una sensibilidad y especificidad limitada por ser
un procedimiento tedioso, caro, que requiere muchos
antisueros y es realizado solo con fines epidemiologi-
cos o de investigacion en laboratorios de referencia.
Por estas razon, la clasificacion de E. Coli a patdgenas
se ha centrado en la identificacion de los factores de
virulencia los cuales incluyen ensayos fenotipicos in
vitro que se correlacionan con rasgos especificos de
la virulencia y la deteccion de los genes que codifican
los factores de virulencia®. Los objetivos de este tra-
bajo fueron, aislar e identificar Escherichia coli dia-
rreogénicas a partir de muestras diarreicas de nifios
menores de 5 afios en un hospital pediatrico de Lima
Perti; asi como serotipificar por pruebas serologicas
los aislamiento para establecer la frecuencia de sero-
grupos basados en los antigenos somaticos O.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion y muestra. Durante los meses de junio-di-
ciembre del 2015, se recolectaron 70 muestras de
heces provenientes de nifios menores de 5 afios que
fueron llevados al Hospital de Emergencia Pediatricas
de Lima, por presentar cuadro diarreico agudo y per-
sistente. Las muestras fueron colectadas por hisopado
rectal que se mantuvo en medio de transporte de Cary
Blair hasta su procesamiento en el laboratorio. Ais-
lamiento e identificacién. Se realiz6 la siembra de
las muestras de heces por extension y agotamiento en
placas de los siguientes medios de cultivo: Agar Mac
Conkey y agar Mac Conkey Sorbitol, incubandose a
37 °C por 24 horas. Las colonias con las caracteris-
ticas morfologicas tipicas o sospechosas de Escheri-
chia coli fueron aisladas en nimero de cinco por cada
muestra analizada e identificadas con las pruebas bio-
quimicas convencionales.’

Las muestras cuyas cinco colonias se identificaron
como Escherichia coli, fueron conservadas en agar
tripticasa soya para las posteriores pruebas serologi-
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cas. Se determinoé los serogrupos de Escherichia coli
diarreogénicas mediante pruebas serologicas con an-
tigenos somaticos O polivalentes A, B y C en cuya
composicion se tienen los antigenos somaticos para el
serogrupo y antigenos O monovalentes marca (PRO-
BAC®)!"!! segun (Tabla 1).

Tabla 1. Antisueros polivalentes y monovalentes utilizados en la serotipi-
ficacion de cepas de Escherichia coli diarreogenicas.

Sueros polivalentes Sueros monovalentes

026, 055, 0111, 0119
0114, 0125, 0142,0158
086, 0126, 0127, 0128
0145, 029, 045, 0103
0136, 0167,0124

A (026, 055,0111,0119)
B (0114,0125,0142,0158)
C (086, 0126,0127,0128)

A partir de cepas de Escherichia coli diarreogénicas
aisladas en agar Mac Conkey se sembro 3 colonias en
caldo infusion cerebro corazéon (BHI) en tubos con-
teniendo 5 mL de medio e incubo a 37 °C £ 1 °C du-
rante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion
se procedio al hervido de los caldos inoculados en un
bafio térmico a 100 °C durante una hora. Seguidamen-
te se dejo enfriar para que las células lisadas sedimen-
ten y no interfieran con la reaccion de aglutinacion.
Luego se procedio a colocar en una microplaca 25 pL
de la suspension hervida de los aislados, 12 pocillos
por cada cepa. En cada pocillo se anadio 25 pL de
cada uno de los sueros polivalentes y monovalentes.
Se incub6 la microplaca a 50-52 £1°C en atmoésfera
himeda durante 22 + 2 horas. Como control negati-
vo se afiadid en otro pocillo 25 pL de la suspension
bacteriana junto con 25 pL de solucion salina estéril.
La reaccion positiva de aglutinacion se observo por
la formacion de una malla en el pocillo y la reaccion
negativa por la sedimentacion de las células lisadas

RESULTADOS

Luego de la recoleccion de muestras se determind la
distribucion de pacientes por edad.(Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de pacientes con diarrea aguda seguin edad

Grupo Etario Hospital Emergencias Pediatricas

(afnos) N° %
Menor de 1 20 28,6
1 20 28,6

2 5 71

3 5 71

4 5 7.1

5 5 71
Mayor de 5 10 14,4
Total 70 100,0

Luego del aislamiento en medios de cultivo como
agar Mac Conkey y Mac Conkey sorbitol y la corres-
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pondiente identificacion bioquimica se establecio los
serogrupos por serotipificacion utilizando antisueros
polivalente y monovalentes somaticos que estaban
constituidos por el antigeno somatico O (Tabla 3).

Tabla 3. Serogrupos de Escherichia coli enteropatégena

Serotipo EPEC | Frecuencia | Porcentaje (%)
055 7 19,4
086 3 8,3
0119 8 22,2
0125 5 13,9
0127 3 8,3
0142 4 11,1
0158 6 16,7
Total 36 100,0
DISCUSION

Las enfermedades diarreicas siguen representando
mas de 2 millones de muertes al afio y se asocia con
el desarrollo deficiente en los paises con recursos li-
mitados.

En este estudio de un total de 70 muestras diarreicas
recolectadas y analizadas segtin el protocolo propues-
to por Mindy'*!" encontramos en 50 muestras Esche-
richia coli diarreogénicas y las otras muestras corres-
pondian a Escherichia coli comensal no patégena lo
que indicaria en estos casos que el agente causal de la
diarrea es rotavirus u otro agente patogeno.

Se aislaron 50 (71,4%) cepas de Escherichia coli dia-
rreogénicas de las cuales 36 (72%) fueron E.coli ente-
ropatogeno (EPEC) y los serogrupos mas frecuentes
0119 (22,2%), 0158 (16,7%), 0142 (11,1%), O127
(8,3%), 055 (19,4%), 086 (8,30%), 0125 (13,9%),
14 ( 28%) correspondian al serotipo productora de to-
xina Shiga y el serogrupo O111. El 28,6% (20/70) no
evidenciaron la presencia de E.coli diarreogenicas.

Los diferentes patotipos de las E. coli diarreogenicas
han sido evaluados en estudios en poblaciones pe-
diatricas en el Peru entre 1987 al 2009 por Ochoa’,
usando una variedad de métodos de diagnodstico, en
un primer informe sin utilizar métodos moleculares
se reportd que la prevalencia de EPEC en nifios varia
de 1 a 28%. Entre los anos 2005 a 2010 Ochoa T,
Mercado E. y col'® analizaron 8003 muestras para
la determinacion de la prevalencia de E. coli dia-
rreogenicas en el Perq, se utilizaron cepas de E.coli
previamente aisladas de 3,284 pacientes pediatricos
de ocho estudios previos, la metodologia analitica
empleada fue PCR en tiempo real, obteniéndose que,
las EPEC atipicas (54/74, 73%) fueron el tipo mas
frecuente.

Entre los enteropatdogenos asociados a diarreas, las
bacterias se encuentran entre los principales agentes
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causales en casi todos los paises del mundo. Asi en
Argentina, Quiroga'? reporta en 510 muestras de he-
ces que el 28,8% correspondian a Escherichia coli
EPEC. Vizcaya !* en un estudio en Caracas determi-
no la frecuencia de Escherichia coli enteropatoge-
na en un 13,5 %. En otros paises como Costa Rica,
Herrera'* determina que el 8,4% correspondian a
EPEC, Henriquez'® en un Hospital de Concepcion en
Chile identifica Escherichia coli EPEC en un 10%
en pacientes con diarrea de 1 a 24 meses . En Para-
guay, Weiler'” en 180 muestras entre 2012 y 2015
reporta una frecuencia de 61(34%) ETEC, 40(22%)
EAEC, 41(23%) EPEC, 27(15%) entre los principa-
les serotipos.

La serotipificacion se realizoé con fines de investiga-
cion para determinar el serogrupo mas frecuente a
través del uso de antisueros polivalentes y monova-
lentes evidenciando el predominio del 0119, O158,
0142, O55 y 086 hallazgos similares a lo reporta-
do en el estudio realizado por Varela G,Jasinski C y
col'” en Uruguay en 95 nifios con EDA menores de
5 afios, mediante la serotipificacion,biotipificacion
y tipificacion de genes para la deteccion de EPEC,
se reportaron 26 cepas EPEC, 15 correspondientes a
cepas tipicas y 11 a cultivos atipicos, la distribucion
de serogrupos por la identificacion del antigeno so-
matico O reportan a los serogrupos mas frecuentes
a O55 (8 cepas), O119 (4 cepas), O142 (2 cepas),
O111 (2 cepas) y 026 (2 cepas). Asi mismo lo men-
ciona Ambrosius'® de México en 70 casos de Infec-
ciones enterales por diferentes cepas de Escherichia
coli donde se reportd que el 67 % de los casos co-
rrespondian a los serotipos O119, O111, 086, lo cual
indica que estos serotipos se encuentra ampliamente
distribuido en diferentes continentes y se debe moni-
torizar y asociar a cuadros graves de diarrea.

Los resultados obtenidos nos demuestran que Esche-
richia coli enteropatogena (EPEC) es el agente etio-
logico de diarrea en nifios en Lima y la frecuencia
varia de estudio en estudio segun la edad del paciente
y los factores inherentes al agente infeccioso. Dentro
de las limitaciones del estudio encontramos que los
cultivos de Escherichia coli en los medios de cultivo
Mac Conkey y Mac Conkey sorbitol no permiten dis-
criminar las cepas patogenas de las comensales por lo
que seria mas conveniente determinar los factores de
virulencia por biologia molecular y correlacionar su
presencia con la serotipia.

En conclusion la frecuencia de Escherichia coli EPEC
es similar a lo reportado en otros paises de América
Latina, siendo los mas afectados los nifilos menores de
1 afio (Tablas 2 y 3). El serogrupo mas frecuente fue
0119 (22,2%) en 2015(Tabla 3).
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