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Resumen

Las enfermedades gastrointestinales son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en paises en vias de desarrollo. Las infecciones causadas por los diversos
patotipos de E. coli diarreogénicas tienen alta prevalencia en dichos paises, principalmente
en la poblacién pediatrica menor de 5 afios. Uno de los principales patotipos es
Escherichia coli enteropatdégena (EPEC), cuya identificacion de laboratorio se realiza

demostrando la presencia de los genes eae y/o bfp.

Actualmente, EPEC es dividido en dos subcategorias, las cepas denominadas tipicas
(tEPEC) que se diferencian por presentar los genes eae y bfp; y las cepas atipicas (aEPEC)
que no presentan el gen bfp; estas Gltimas causan infecciones en humanos y algunas
especies de animales, ademas, pueden estar presente como flora normal del tracto

gastrointestinal.

La epidemiologia de este patotipo es variable, y depende de cada region y poblacion
estudiada. El presente estudio determind la prevalencia de EPEC en muestras diarreicas
provenientes de pacientes pediatricos con gastroenteritis que se han procesado en el
periodo comprendido entre enero de 2015 y setiembre de 2019; asi como el perfil
filogenético de estas cepas Yy las principales caracteristicas demogréaficas de los pacientes

afectados.

Se obtuvo la presencia de EPEC en 5% de las muestras analizadas, donde el 100%
correspondid a cepas aEPEC distribuidas principalmente en los filogrupos B1 (54%) y B2
(36%). Asi mismo, los pacientes de 0-2 afios fueron los més afectados (49%), y la
resistencia encontrada hacia ampicilina (27.5%) y TMP-SMX (19.6%) es baja en

comparacion a otros paises.

Este trabajo permite evaluar la epidemiologia de EPEC y su distribucion en diversos
grupos filogenéticos, con el fin de generar informacion que contribuya a la mejor

comprension del comportamiento de este patdgeno.
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1. Justificacién

Las enfermedades diarreicas estan catalogadas por la OMS como un problema de salud
publica debido a la malnutricion, morbilidad y mortalidad que generan afio con afio (OMS
2012). Escherichia coli es uno de los patdgenos que mas estdn asociados a estas
infecciones, especialmente en pediatria. De manera particular, Escherichia coli
enteropatdgena, se ha reportado como uno de los principales patotipos DEC que mas se
aislan y asocian con cuadros diarreicos en los pacientes pediatricos atendidos en el
Hospital Nacional de Nifios (Pérez 2010; Pérez 2019). Asi mismo, datos mundiales han
establecido que su epidemiologia es variable y la caracterizacion de las cepas circulantes

son dependientes de la localizacion geografica y temporal (Croxen, 2013).

En Costa Rica se tiene conocimiento acerca de la circulacidén de este patdgeno en la
poblacion pediatrica; la alta prevalencia y la variabilidad, que ha sido descrita a nivel
mundial, estimula y conlleva a profundizar en los aspectos epidemiolégicos de este
patotipo. Los datos existentes hasta el momento sobre este patotipo describen la frecuencia
general; sin embargo, con este trabajo se pretende conocer las principales caracteristicas
demograficas de la poblacion afectada, establecer los perfiles de susceptibilidad a
antibioticos y conocer el perfil filogenético que pueda existir entre las cepas circulantes,
con el fin de brindar datos que generen un mayor conocimiento a los médicos tratantes y

la comunidad cientifica en general.

2. Hipdtesis:

Existen diferentes perfiles epidemioldgicos y filogenéticos en las infecciones por EPEC
en pacientes pediatricos atendidos en el Hospital Nacional de Nifios en los periodos entre
enero de 2015 y setiembre de 2019.



3. Objetivos:

3.1. Objetivo General:

Determinar el perfil epidemioldgico y filogenético de las infecciones producidas por

EPEC en la poblacién en estudio.

3.2. Objetivos Especificos:

o Obtener la frecuencia de aislamientos de EPEC en pacientes pediatricos con

gastroenteritis en los periodos comprendidos entre enero 2015 y setiembre 2019.

o Determinar las caracteristicas demograficas en cuanto a edad, sexo y origen de
infeccion de los pacientes pediatricos atendidos en el Hospital Nacional de Nifios que

sufrieron infeccion por EPEC en el periodo de estudio.

o Determinar los filogrupos de EPEC asociados a gastroenteritis en la poblacion en

estudio.

o Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos de los aislamientos de EPEC en

la poblacion en estudio.



4. Antecedentes

4.1. Generalidades

Las infecciones en tracto gastrointestinal son un problema severo de salud publica que
genera consecuencias como malnutricion, morbilidad y mortalidad en infantes y nifios
jévenes, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sobre todo en paises
de bajo y mediano ingreso en Latinoamérica, Africay Asia (WHO, 2012). A pesar de que
existen muchos agentes microbianos causantes de diarrea, Escherichia coli es uno de los
agentes etiologicos mas importantes productores de diarrea en nifios y adultos alrededor
del mundo (Croxen,2013).

La primera descripcion de Escherichia coli fue realizada por Theodor Escherich en el afio
1885, que realizo el aislamiento a partir de una muestra de heces de un nifio, al cual en ese
momento nombré como Bacterium coli commune (Escherich & Bettelheim, 1988).
Posterior a varios cambios en la nomenclatura, fue hasta 1954 que se reconocié con el
nombre de Escherichia coli; y fue reconocida como una bacteria que se encuentra
ampliamente distribuida alrededor del mundo como parte de flora comensal normal en el
tracto gastrointestinal de humanos y otros animales de sangre caliente (Cowan, 1954;
Conway, 1995).

Sin embargo, debido a su plasticidad genética, esta bacteria comienza a sufrir gran
cantidad de procesos de gananciay pérdida de genes que le han permitido a algunos linajes
convertirse en un patégeno muy diverso y con gran capacidad de adaptacion, de tal manera
que las cepas patdgenas de E. coli pueden causar un amplio rango de enfermedades en el
ser humano, desde infecciones en tracto gastrointestinal, hasta enfermedades
extraintestinales como infecciones en tracto urinario, sistema nervioso central, torrente

sanguineo y otras (Kaper, Nataro & Mabley, 2004; Croxen & Finlay, 2010).

Existen diferentes patotipos de Escherichia coli causantes de infecciones
gastrointestinales, llamadas en general E. coli diarrogénicas (DEC), que se han clasificado

de acuerdo con diferentes caracteristicas de virulencia y grupos genes que han adquirido
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a través del tiempo (Nataro, 1998). Estos patotipos son: E. coli enteropatdgena (EPEC),
E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva/Shigella (EIEC/Shigella) y E. coli
adherente-difusa (DAEC).

Cada uno de estos patotipos representan grupos de clones que comparten factores de
virulencia especificos, con los cuales se pueden diferenciar a nivel de laboratorio, sin
embargo, es importante destacar que debido a la gran plasticidad genética de E. coli,
algunos aislamientos combinan diferentes caracteristicas principales de virulencia,
generando patotipos mixtos, y que por tanto son consideradas cepas hibridas con mayor

capacidad de virulencia (Croxen, 2013).
4.2. Diagndéstico y tipificacion de E. coli

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, oxidasa negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Es capaz de crecer en atmosfera aerObica y anaerobica,
preferiblemente a 37°C, y puede ser mavil con flagelos peritricos, 0 no mavil. Debido a
su presencia como comensal intestinal, realizar el diagnostico de alguna cepa DEC en una
gastroenteritis puede ser complicado, sobretodo, porque la microbiologia convencional no

puede distinguir aquellas E. coli patégenas de las no patogénicas (Croxen, 2013).

Se pueden utilizar caracteristicas bioquimicas para distinguir, en algin grado, las colonias
de E. coli a partir de una muestra clinica. EI agar MacConkey es un ejemplo de lo
mencionado, ya que la coloracién que adoptan las colonias bacterianas debido al cambio
de pH por la fermentacién de lactosa (colonias rosadas) o la incapacidad de utilizar este
azucar (colonias incoloras) permite diferenciar E. coli (fermentadora de lactosa) de otras
especies. Sin embargo, no todas las cepas de E. coli tienen la capacidad de fermentar
lactosa, y si fermentan lactosa, no se puede asegurar de que se trate de una cepa DEC o
una comensal, por lo que se debe tener cuidado al utilizar este método para realizar un
diagnostico (Croxen, 2013). Es por esto, que se necesitan realizar pruebas fenotipicas,

genotipicas y/o morfoldgicas adicionales para identificar los patotipos DEC.
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Tradicionalmente se ha utilizado la técnica de cultivo celular para determinar las E. coli
diarrogénicas, en la que dependiendo de su patron de adhesion e invasividad en células se
pueden clasificar en diferentes patotipos de E. coli, sin embargo, es una prueba muy

laboriosa y que consume mucho tiempo (Croxen, 2013).

Otro método que ha sido utilizado es la serotipificacion con la clasificacion de Kauffman,
en donde se determinan los antigenos O (somaticos) polisacaridos y el H (flagelar) de
superficie (Nataro, 1998), actualmente existen mas de 180 diferentes serogrupos para O y
mas de 60 antigenos H, por lo que esta técnica también requiere de mucho tiempo y
reactivos, y usualmente en los laboratorios de diagnostico se vuelve poco costo-efectivo
realizarlo. Ademas, se evidencid que puede ser un método confuso y poco informativo,
porque la serotipificacion no describe todos los patotipos DEC, o un patotipo DEC puede
tener dos 0 mas serotipos diferentes, asi como un mismo serotipo puede pertenecer a uno
0 varios patotipos DEC (Trabulsi, 2002).

Con el gran avance y la disminucién de costos que ha tenido la era genémica, se ha
extendido el uso de la biologia molecular para generar resultados de una manera mas
rapida y eficaz la deteccion de diversos patdgenos, y las DEC no son la excepcion, donde
se han usado como marcadores los genes de virulencia de cada patotipo de E. coli en
particular (Cuadro 1), de esta manera lograr una identificacion de una forma répida y
precisa (Robins-Browne, 2016).

Asi mismo, ha tenido un impacto positivo en las técnicas de tipificacion para E. coli en
general, permitiendo el desarrollo de técnicas enfocadas en realizar una identificacion
rapida y universal de clones, complejos clonales o filogrupos, lo que ha permitido analizar
a mayor profundidad la epidemiologia y las relaciones genéticas entre los diferentes

aislamientos de bacterias (Clermont, 2015).
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Cuadro 1. Marcadores moleculares utilizados para el diagnoéstico de DEC (Robbins-
Browne, 2016)

Patotipo Marcador que Localizacion del Principal(es) gen(es)
lo define determinante de para diagnostico
virulencia
EPEC LEE Isla patogenicidad eae, bfpA
EIEC/Shigella pINV Plasmido ipaH
ETEC ST/LT Plasmido / trasposén st, It
EHEC Toxina shiga Profagos stx1, stx2
EAEC pAA Plasmido (problable) aggR, astA, aaiC
DAEC Adhesinas No conocido daaE
afa/Dr

LEE, locus de efecto en enterocito; pINV, plasmido de virulencia de EIEC y Shigella; ST, enterotoxina estable; LT,
enterotoxina labil; pAA, plasmido de virulencia de EAEC.

Los andlisis filogenéticos han mostrado que los aislamientos de E. coli pueden agruparse
en varios grupos filogenéticos, los principales son el A, B1, B2 y D; estos son utilizados
como una primera herramienta para analizar de manera general las relaciones que puedan
existir entre aislamientos de E. coli. Estos se basan en la combinacion de la
presencia/ausencia de tres genes usados como marcadores grupales filogenéticos: chuA,
yjaA y TSPE4.C2 (Clermont, 2000; Doumith, 2012; Clermont, 2015). Esta tipificacion ha
sido ampliamente utilizada, y se ha encontrado que los grupos Ay B1 estan mas asociados
a cepas comensales de E. coli, mientras que las cepas extraintestinales son agrupadas en
B2 y D (Clermont, 2015). En cuanto a los aislamientos DEC, se ha visto variabilidad en
la distribucion de los filogrupos (Mosquito, 2015). Otras técnicas se han desarrollado para
establecer la relacion y clonalidad entre cepas de E. coli con mayor resolucion, sin
embargo, son laboriosas e implican mayor especializacion en equipos y reactivos, como
el MLST (Multi-locus sequence typing) (Wirth, 2006; Yu, 2017)

4.3. Definicion de EPEC

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) fue el primer patotipo de DEC descubierto en el
afio 1955, y asociado como una causa importante de diarrea en nifios, especialmente en
paises en vias de desarrollo (Neter, 1995; Robins-Browne, 1987). Originalmente, este
patotipo era identificado por serotipos (026, 055, 086, 0103, 0111, 0114, 0119, 0125,
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0126, 0127, 0128, 0142 y 0158), sin embargo, ahora su identificacion se debe a la
habilidad de producir un dafio histopatoldgico en el epitelio intestinal conocido como
adhesion y efecto, la inhabilidad para producir toxina Shiga y enterotoxinas termolabiles
y termoestables (Nataro, 1998; Gomes 2016).

La lesion de adhesion y efecto (A/E) es una caracteristica propia de EPEC, en la que se da
una unién estrecha de la bacteria a las células epiteliales del hospedero, causando una
disrupcion de la superficie celular y ocasionando un efecto claro sobre las
microvellosidades intestinales (Hu & Torres, 2015). La adhesion al epitelio intestinal es
mediada por diferentes factores de virulencia de la bacteria, que genera un sistema de
secrecion tipo 111 para inyectar proteinas efectoras directamente en las células del epitelio
intestinal (Ochoa, 2012).

La mayoria de factores de virulencia que van a producir la lesion A/E van a estar
codificadas en el genoma por medio de una isla de patogenicidad denominada locus de
efecto en enterocito (LEE, por sus siglas en inglés “Locus of Enterocyte Effacement”).
Este elemento genético contiene una gran diversidad proteinas efectoras, translocadores y
proteinas reguladoras; entre las que estd el gen eae, que codifica por una intimina
(adhesina de membrana externa), genes que codifican por las proteinas necesarias para
ensamblar el sistema de secrecion tipo 111, y el receptor translocado de intimina (Tir, por
sus siglas en inglés) (Dean, 2005; Dean, 2009).

4.4. Fisiopatologia de EPEC

La fisiopatologia de la infeccion por EPEC esté dada por un primer reconocimiento por la
bacteria del epitelio intestinal que ocasiona la expresion de LEE, lo cual conlleva a: (i)
expresion de la intimina sobre la superficie bacteriana por activacion del gen eae, (ii)
ensamblaje del sistema de secrecion tipo Il e (iii) inyeccion de diferentes proteinas y
efectores en la celula blanco. Por este medio, el Tir es inyectado y translocado en la
superficie de la célula del hospedero, que ocasiona (iv) una union a través de la interaccion
Tir-Intimina (Kenny, 2002; Dean, 2005).
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La union especifica Tir-Intimina genera que se activen sefiales en cascada para que se dé
la modificacion del citoesqueleto a través de la polimerizacion de actina en la célula
epitelial intestinal, produciendo la estructura en “pedestal” caracteristica de la infeccion
por EPEC. Toda la reestructuracién de la célula blanco va a conllevar a cambios de forma,
motilidad y sefializacion, pérdida de funcionalidad de los microvellos intestinales y

disrupcidn de la barrera epitelial (Nataro, 1998; Ochoa, 2012; Pearson, 2016).

Es importante destacar que EPEC no es el Unico patotipo que posee la capacidad de
generar la lesion A/E, sino que EHEC también puede contener la isla de patogenicidad
LEE, y es por lo que en la definicién de EPEC se afiade la inhabilidad de producir toxina

Shiga y enterotoxinas termolabiles y termoestables (Pearson, 2016).

Otro elemento genético importante, que ademas es utilizado como marcador para realizar
diagnostico molecular de este patotipo, es el plasmido de factor de adherencia de EPEC
(PEAF), que contiene al gen que codifica por una fimbria tipo 1V denominada pili
formador de microagregados (BFP, por sus siglas en inglés) (Trabulsi, 2002). Este factor
de virulencia participa en el reconocimiento inicial del epitelio intestinal, y ademas
complementa la agregacion de mas EPEC (20 a 500 bacterias) en el sitio de la lesion,
caracteristica denominada adherencia localizada (LA), generando una mayor

concentracion de bacterias y dafio (Gomes, 2016).
4.5. Consideraciones clinicas y tratamiento de EPEC

La transmisién de EPEC se da via fecal-oral por contacto directo, agua o alimentos
contaminados, incluso se tienen reportes de brotes en ambientes hospitalarios. Las
manifestaciones clinicas comienzan posterior de tres horas de haber ingerido cantidades
de 108-10% UFC/mL de EPEC, ocasionando cuadros de diarrea aguda acompafados en
algunas ocasiones de fiebre, vomito y deshidratacion (Nataro, 1998; Kaper, 2004). En la
mayoria de casos, la diarrea es autolimitada y efectivamente tratada con rehidratacién oral
(Croxen, 2013).
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La terapia antimicrobiana es necesaria en casos donde hay un cuadro clinico muy
exacerbado o en aquellos donde se presenta una diarrea cronica. El tratamiento antibidtico
oral debe ser con penicilinas, cefalosporinas o ciprofloxacina. Sin embargo, el perfil de
resistencia de antibioticos de la cepa causante del cuadro va a ser importante, esto porque
se ha visto una cantidad importante de cepas que poseen alto grado de resistencia a dichos
antibidticos (Subramanian, 2009; Manning, 2010), desde un 4% a un 30% de aislamientos
de EPEC con diversa resistencia a antibidticos en diferentes estudios en el Reino Unido,
Brazil, Iran y Singapore (Mitra, 2011; Scaletsky, 2010; Croxen, 2013).

4.6. Escherichia coli enteropatdgena tipica y atipica

El patotipo EPEC se puede subdividir en EPEC tipica (tEPEC) y EPEC atipica (aEPEC).
Esta clasificacion esta basada en la presencia del plasmido EAF que contiene el gen bfp,
de manera que las cepas que lo presentan son catalogadas como tEPEC, son consideradas
como serotipos clasicos O:H y pueden producir adherencia localizada (LA) (Trabulsi,
2002; Schmidt, 2010 ); mientras que aquellas que no poseen bfp se denominan aEPEC, la
mayoria no pertenecen a serotipos clasicos y algunos son no tipificables, y no pueden

producir LA sino que tienen patrones mas difusos de agregacion (Schmidt, 2010).

La diarrea causada por tEPEC es secretoria, con mucus y con gran pérdida de agua y
electrolitos en las heces. Por otro lado, el papel patogeno de aEPEC se ha comentado
mucho, algunos estudios sefialan que debido a la falta de producir adhesién localizada
(LA), la lesion A/E es menor, retrasada o inexistente (Bueris, 2015), por lo que la
probabilidad de que esas cepas causen dafio o0 enfermedad es poca, lo que explica que esta
bacteria se pueda encontrar como comensal en algunos individuos (portadores
asintomaticos de EPEC) (Platenkam, 2018).

Sin embargo, en otras investigaciones se ha aislado aEPEC de individuos con
gastroenteritis, y se ha determinado por cultivo celular que posee capacidad para generar

la lesién A/E; ademaés, debido a la disrupcion extensa del microvello intestinal, genera
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disminucion en la superficie de absorcion que contribuye a la diarrea. Por lo tanto, algunas
cepas aEPEC pueden causar diarrea aguda y otras se han asociado con diarreas
persistentes cronicas, asumiendo que su virulencia es menor, por lo tanto, la capacidad

para permanecer y causar infecciones mas prolongadas es mayor (Hu& Torres, 2015).

Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en Australia (Nguyen, 2004), se comparé
pacientes infectados con aEPEC contra pacientes infectados con otros agentes productores
de diarrea, y encontraron que aquellos infectados con aEPEC experimentaron una diarrea
moderada, no inflamatoria, sin vomito, fiebre o dolor abdominal; sin embargo, el periodo
de diarrea fue mayor (en dias). En otros estudios, se encontraron cepas de aEPEC en nifios
con diarrea persistente mayor de 14 dias en Australia (43%) y Noruega (22%) (Ochoa,
2008). Incluso en algunos aislamientos de un estudio aleman (Bielaszewska, 2007) se
encontrd que aEPEC estaba asociado con pacientes con diarrea sanguinolenta (18 de 118
pacientes con diarrea sanguinolenta: 15.3%).

Por otro lado, los humanos son el Unico reservorio conocido de tEPEC, en contraste con
aEPEC que se ha aislado tanto de humanos como otros animales, incluyendo perros,
conejos, monos y ovejas. En algunos estudios se ha encontrado que muchas cepas aEPEC
de humanos y animales estan clonalmente relacionados y compartiendo factores de

virulencia (Croxen, 2013).
4.7. Epidemiologia de EPEC

La epidemiologia de las infecciones gastrointestinales se ven afectados por diferentes
condiciones, entre estas destaca que la mayoria de las infecciones gastrointestinales
resuelven espontaneamente, por lo que no todos los enfermos consultan. Ademas, es
considerada una enfermedad que afecta méas a paises menos desarrollados, por lo que en
muchas ocasiones las técnicas moleculares para realizar la deteccion y tipificacion de DEC
son poco realistas y representan un mayor gasto que el impacto clinico a corto plazo que

puedan tener en el contexto de paises de bajos ingresos, donde los sistemas de salud en
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algunas ocasiones son inexistentes, 0 poseen poca cobertura y escaso presupuesto (Ochoa,
2012).

La diarrea causada por EPEC generalmente es una diarrea aguda (tEPEC y aEPEC),
aungque también se ha asociado con diarreas cronicas persistentes (aEPEC). Las
caracteristicas clinicas de la infeccion por EPEC no estan claramente descritas, se conoce
que afectan mayoritariamente a poblacion pediatrica, siendo los nifios menores de 5 afios

los més afectados (Croxen, 2013).

Por muchos afios se consideré que tEPEC estaba més asociado a paises desarrollados,
mientras que aEPEC se encontraba endémicamente en paises en vias de desarrollo, sin
embargo, ese comportamiento ha cambiado (Nataro, 1998). En 2008, se encontraba que
tEPEC era el principal agente causante de diarrea en nifios menores de 1 afio en paises
latinoamericanos y africanos, sin embargo, esto ha disminuido con el tiempo y la
diferencia de infecciones entre tEPEC y aEPEC es variada (Ochoa, 2008). Actualmente,
se estima que EPEC, en general, es responsable de alrededor del 5-10% de los casos de
diarrea en pacientes pediatricos en paises como Brazil, Chile y Per (Ochoa, 2011; Hu &
Torres, 2015).

Las DEC han sido recientemente estudiadas por un proyecto, denominado Estudio
Multicentrico Global Entérico (GEMS, por sus siglas en inglés), el cual es uno de los
estudios de casos-control mas grandes en el mundo que se enfocan en analizar el impacto
de la enfermedad diarreica en paises de bajo recursos de Africa, Asia y Latinoamérica.
Entre los resultados que han generado, ilustran que Shigellay ETEC se encuentran entre
los cuatro principales agentes causantes de diarrea moderada a severa en nifios en algunas
regiones (Africa y Asia), y que existen tasas incrementadas de mortalidad en infantes de
hasta 2.8 veces mayor, asociados con la presencia de EPEC y EHEC, resaltando la

importancia que ain mantiene E. coli en estas regiones (Levine, 2012; Kotloff, 2013).

Asi mismo, el proyecto GEMS también realiz6 un estudio gendmico profundo en 70 cepas

de tEPEC aisladas a lo largo de 5 afios provenientes de diferentes paises lationamericanos
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y africanos. En este, obtienen que la mayoria de las cepas tEPEC corresponden a grupos
filogenéticos B1 (55%) y B2 (34%), sin embargo encontraron gran variabilidad gendmica

y multiples secuenciotipos asociados (Hazen, 2016).

En otro estudio realizado en nifios con gastroenteritis en Tennessee, Estados Unidos,
encontraron que la mayoria correspondian a aEPEC con un 62% de resistencia a
ampicilina, y estaban contenidas dentro de los grupos filogenéticos A y B1. Ademas,
alrededor de un 40% de los aislamientos correspondian al secuenciotipo ST10, con la
limitacidn que apenas lograron recuperar 11 muestras positivas por este patotipo (Foster,
2016).

Estos datos respaldan, como se ha mencionado, una gran variabilidad tanto geografica
como temporal con respecto a la epidemiologia de Escherichia coli enteropatogena,
incluso, para aEPEC existen muchas fuentes de origen y dudas en cuanto a su papel
patogénico, lo que hace necesario estudiar localmente el comportamiento de estas cepas

para comprender mejor su distribucion y la manera en que puede afectar a la poblacion.

En Costa Rica, se conoce que en un periodo comprendido entre los afios 2005 a 2007,
EPEC fue el patotipo mas cominmente encontrado en pacientes pediatricos con diarrea
(11 de 40 casos) (Pérez, 2010). En un estudio mas reciente, donde se identifica la
prevalencia de DEC en un periodo comprendido entre los afios 2008 a 2016, se obtiene
que EPEC es el segundo patotipo en importancia (24%, n=145) por detras de EAEC
(Pérez-Corrales, 2019), demostrando que la incidencia ha disminuido conforme han
pasado los afos, pero sigue manteniéndose como uno de los patotipos de DEC mas

importantes en nuestra poblacion.

No obstante, en nuestro pais no se conoce la filogenie de estas cepas de EPEC causantes
de infecciones gastrointestinales. Por lo que, con este trabajo, se pretende determinar las
caracteristicas filogenéticas y epidemioldgicas de las cepas de Escherichia coli
enteropatdgena que se encuentran causando enfermedad gastrointestinal en la poblacién

pediatrica atendida en el Hospital Nacional de Nifios, mediante el andlisis de los grupos
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filogenéticos y el perfil de los pacientes en los que se han dado aislamientos de EPEC,
para generar un mayor conocimiento y proveer informacion valiosa sobre la diversidad de

estas cepas que circulan en nuestra poblacion.
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5. Metodologia

5.1. Poblacién de estudio

Se incluyeron todas las muestras de heces recibidas en el laboratorio, provenientes de
pacientes menores de 15 afios con enfermedad diarreica, en las que se solicitd pruebas
para determinar la presencia de microorganismos causantes de gastroenteritis, atendidos
en cualquier servicio del Hospital Nacional de Nifios en el periodo comprendido entre
enero de 2015 a setiembre de 2019.

Se excluyeron los casos en los que las muestras provenian de otros centros hospitalarios,
las pertenecientes a un mismo paciente en un periodo menor de 14 dias, y las muestras de
un mismo paciente que fueron procesadas por dos o mas metodologias diagndsticas
utilizadas en el laboratorio para determinar la presencia Escherichia coli enteropatdgena,

con el fin de evitar duplicaciones de aislamientos para un mismo paciente.
5.2. Aislamiento e identificacion de EPEC

Las muestras clinicas incluidas en el estudio fueron analizadas en el momento del
muestreo por dos metodologias diferentes, PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)

convencional y/o el panel FilmArray® GI (Gastrointestinal).

I. Las muestras procesadas por PCR convencional fueron aquellas con sospecha
de gastroenteritis en pacientes estables no graves, sometidas al proceso
estandar de las muestras de heces en el laboratorio clinico siguiendo las
indicaciones descritas en los procedimientos operativos: PT-P-001 Anélisis de
muestras fecales, PT-P-007 Tincion de Giemsa, IT-M-008 Revision de
Coprocultivos, y PT-DM-005 Reaccion en cadena de la polimerasa para

Escherichia coli productoras de diarrea.

A manera de resumen, las muestras de heces diarreicas, negativas por
Rotavirus y Adenovirus, con o sin leucocitos/eritrocitos, fueron sometidas a

cultivo. Se utilizd Agar Tergitol-7 (Oxoid™) para identificar las colonias
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predominantes amarillentas (fermentadoras de lactosa) o azuladas (no
fermentadoras) que son sospechosas de Escherichia coli diarrogénicas. La
extraccion de ADN de estas cepas se llevo a cabo utilizando el equipo
MagNAPure (Roche®) siguiendo las especificaciones del fabricante. La
confirmacion del patotipo se realizo a través de PCR multiplex de punto final,
mediante la comprobacién de la amplificacion de los genes eae y/o bfp, segun
el protocolo descrito por Pérez-et al (2010) y el procedimiento operativo
mencionado anteriormente. Para la visualizacion de los productos de PCR se
utilizo el equipo QIAxcel (QIAGEN™), Los cebadores utilizados para la

reaccion de PCR para la determinacion de EPEC se describen en el cuadro 2.

Posteriormente, se realizo la identificacion bioquimica y pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana mediante la plataforma Vitek2® (BioMérieux),
utilizando los puntos de corte establecidos por el CLSI (Clinical Laboratory
Standars Insititute). Los aislamientos bacterianos de EPEC fueron
almacenados a -80°C en Caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon) Oxoid™ para

realizar los estudios posteriores.

Las muestras clinicas de pacientes criticos, 0 no estables, determinadas y
solicitadas por el médico a cargo para estudio por FilmArray® GI, fueron
procesadas por esta metodologia de acuerdo con las especificaciones del
fabricante, y reportadas en el Sistema Informatico de Laboratorio (SIL) de
donde se obtuvieron los datos para realizar este estudio. Los genes para la
determinacién de EPEC que esta tecnologia utiliza son eae y bfp. Las cepas de
EPEC determinadas por esta metodologia no fueron recuperadas para estudios

posteriores.



16
5.3. Caracteristicas demogréficas de la poblacién afectada por EPEC

Los datos demogréaficos de los pacientes: edad, sexo, lugar de procedencia del paciente,
origen de la infeccion y fecha de atencion, fueron obtenidos mediante la revision del
Sistema Informatico del Laboratorio (SIL) y revisién electrénica del expediente clinico.

5.4. Andlisis y condiciones para la determinacion de los Filogrupos de EPEC

El estudio de los grupos filogenéticos fue realizado a los aislamientos bacterianos
conservadas en caldo BHI a -80°C. Para ello, se reanimaron las cepas mediante la estria
de estas en Agar MacConkey (BioMérieux). Luego de dos pasajes, se realizé la extraccion
utilizando el equipo MagNAPure (Roche®) siguiendo las especificaciones del fabricante.
La concentracion y pureza del ADN extraido fue verificada utilizando espectrofotometria
mediante el equipo Nanodrop™lite (Thermo Scientific™) a 260 nm y 260/280 nm

respectivamente.

Las condiciones de PCR se
desarrollaron segun los
protocolos descritos por
Doumith-et al (2012) y Clermont
(2015); donde se agrega 2.5 uL. de
ADN de la cepa bacteriana en
cuestion (aproximadamente 50
ng/pL), a una mezcla de 22.5 uL
compuesta por 12.5 pL. PCR
MasterMix 2X TopTaq™

MasterMix (QIAGEN™) y cada

Figura 1. Algoritmo para la determinacion de grupos filogenéticos  yno de los cebadores a una
de E. coli.

concentracion final de 1 mM
(cuadro 2). La deteccion de los productos de PCR se realizd con el equipo QlAxcel
(QIAGEN™),
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En este protocolo, se utiliz6 gen gadA (glutamato alfa-decarboxilasa) como control interno
de amplificacién dada su presencia en todas las cepas de E. coli; y la amplificacion y/o
ausencia de alguna de las otras regiones, chuA, yjaAy TSPE4.C2 se utiliz6 para determinar
la presencia de los filogrupos A, B1, B2 y D, como se observa en la figura 1 (Doumith, et
al, 2014; Clermont, 2015).

Cuadro 2. Cebadores utilizados para las reacciones de PCR utilizadas en el estudio

Gen/ . . _r s s Uil .

Cebadores Secuencia de oligonucléotidos (5°-3”) esr()glr)a;do Referencia
eae-F GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 Paton, et al
eae-R CCACCTGCAGCAACAAGAGG (1998)
bfp-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC Gunzburg, et
bfp-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 324 al (1995)
gadA-F GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373 Doumith, et
gadA-R GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC al (2012)
chuA-F ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281 Doumith, et
chuA-R AAACGCGCTCGCGCCTAAT al (2012)
yjaA-F TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216 Doumith, et
yjaA-R ACCTGTGACAAACCGCCCTCA al (2012)
TSPE4.C2-F GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152 Doumith, et
TSPE4.C2-R TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG al (2012)

5.5. Resistencia a antibidticos

Los antibidticos evaluados en el estudio fueron Ampicilina, Cefotaxima, Ciprofloxacina
y Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-SMX). Las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana fueron realizadas mediante la plataforma Vitek2® (BioMérieux),

utilizando los puntos de corte establecidos por el CLSI.
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6. Resultados

6.1. Frecuencia de aislamientos de EPEC

2452 andlisis heces

558 muestras de otros
—_—
centros

\

1894 muestras del
hospital

114 muestras de

—
empleados (>15 afos)

11 muestras repetidas
E— - 5
(<14 dias)

\/

1769 muestras
pediatricas

|
Y v

1680 muestras negativas 89 muestras positivas por
por EPEC EPEC
(95%) (5%)

51 por PCR convencional 38 por FilmArray® Gl
(57.3%) (42.7%)

Figura 2. Andlisis de EPEC en muestras de heces diarreicas en pacientes
pediatricos durante el periodo de estudio.

En el periodo comprendido entre enero 2015 a setiembre 2019 se recibieron 2452 muestras
de heces (Figura 1) para realizar el diagndstico de microorganismos causantes de
gastroenteritis. EI procesamiento de estas muestras se realizd por métodos moleculares de
PCR convencional y métodos rapidos de diagndstico con el panel sindrémico

gastrointestinal (GI) FilmArray® de BioFire® a partir de marzo de 2017 a aquellas
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muestras provenientes de pacientes con infeccidn severa o estado critico determinado por

el médico.

De la totalidad de muestras recibidas, 114 correspondian a muestras de empleados de la
Institucion, y 558 provenian de otros centros de salud, por lo que fueron excluidas del
estudio. Ademas, 11 muestras pertenecian a pacientes con resultado ya emitido en un

periodo menor de 14 dias, por lo que tampoco fueron contabilizadas.

Por lo tanto, el total de muestras contempladas en el estudio fue de 1769, de las cuales
1680 (95%) resultaron negativas para Escherichia coli enteropatgena y 5% resultaron

positivas para esta bacteria (Figura 1).

La mayoria de estas muestras positivas fueron diagnosticadas por PCR convencional
(n=51, 57.3%), y las restantes fueron determinadas por FilmArray® Gl (n=38, 42.7%),
como se observa en el cuadro 3. Ademas, se aprecia un aumento de muestras positivas por
EPEC en los periodos 2018 y 2019 (este ultimo periodo abarca de enero a setiembre) con
6.9% y 7.8% de positividad, respecto a los periodos de 2015, 2016 y 2017 (2.8%, 3.9% y
3.2%, respectivamente).

Cabe destacar que todas las muestras positivas por EPEC correspondieron a cepas de
EPEC atipicas (aEPEC), y no se obtuvieron muestras positivas por EPEC tipicas (cuadro
3).
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Cuadro 3. Distribucion de aislamientos de EPEC por periodo.

E";éé”as positivas por 89 (5) 9(28) 11(39) 13(32)  28(69)  28(7.8)
FilmArray® Gl 38 (42.7) - - 7 18 13
PCR convencional 51 (57.3) 9 11 6 10 15
tEPEC 0 (0) - - - - -
aEPEC 89 (100) 9 11 13 28 28

Muestras negativas 1680 (95) | 316 (97.2) 269 (96.1) 385(96.8) 378(93.1) 332(92.2)

Muestras procesadas 1769 (100) | 325(100) 280 (100) 398 (100) 406 (100) 360 (100)

* Periodo de enero a setiembre
tEPEC: EPEC tipica; aEPEC: EPEC atipica

Asi mismo, solamente en dos pacientes fue posible diagnosticar la presencia de EPEC en
muestras de heces con mas de 14 dias de diferencia, uno con 4 meses y el otro paciente
con 9 meses de diferencia. Ambos presentaron muestras de heces diarreicas y con

presencia de pocos leucocitos en heces.

6.2. Caracteristicas de la poblacion afectada por EPEC

> 11 afios
3%

0-2 aios
49%

6-8 afios
15%

3-5 ailos
18%

Figura 3. Distribucion de muestras positivas por EPEC segun edad del paciente.
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La mayoria de las muestras positivas por EPEC correspondieron a pacientes con
gastroenteritis entre 0-2 afios de edad (44/89, 49%), disminuyendo su presencia conforme
aumenta la edad de los pacientes, como se observa en la figura 2. La positividad en
pacientes menores de 5 afios es considerablemente mas alta que en cualquier otro grupo
de edad (70/89, 67%).

De igual manera, se observa en la figura 3, que la mayoria de las muestras positivas por
EPEC correspondian a pacientes masculinos (62.9%), en contraposicion con pacientes
femeninas (37.1%); asi como la mayoria de los resultados positivos provenian del &mbito
comunitario (78.7%). No obstante, es importante destacar que se obtuvieron aislamientos

relacionados con el ambito hospitalario en un 21.3% de los casos.

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0

20.0
10.0 .
0.0

Comunitario Hospitalario Sexo F Sexo M

Porcentaje de aislamientos

Figura 4. Frecuencia de muestras positivas por EPEC segln origen de aislamiento y sexo del
paciente.

6.3. Filogrupos de EPEC

Se lograron obtener 28 cepas de EPEC viables para realizar el analisis de grupos
filogenéticos. La mayoria de estas correspondieron a los filogrupos B1y B2 (54% y 36%,

respectivamente), y no se obtuvieron aislamientos del filogrupo A. Asi mismo, hubo una
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cepa de EPEC a la cual no fue posible determinar el grupo filogenético. La distribucion
de los filogrupos se presenta en el cuadro 4.

6.4. Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos se realiz6 a todas aquellas muestras positivas por PCR
convencional, dado que se logré obtener aislamiento puro para su identificacion. De esta
manera, de las 51 cepas de EPEC, 27.5% mostro resistencia a ampicilina y un 19.6% a
TMP-SMX. En menor medida, se evidencio resistencia a cefotaxime y ciprofloxacina,
como se observa en el cuadro 4. Ademas, solamente en 3 cepas (5.9%) se encontro una

betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

Cuadro 4. Distribucién de grupos filogenéticos y resistencia a antibiéticos de EPEC

encontrados en el periodo de estudio.

Determinante Numerode Porcentaje

aislamientos (%)
Grupos filogenenéticos
A 0 0
Bl 15 54
B2 10 36
D 2 7
No determinado 1 4
Total de cepas 28 100
Resistencia a antibidticos
Ampicilina 14 27.5
Cefotaxime 4 7.8
Ciprofloxacina 1 2.0
TMP-SMX 10 19.6

Total de cepas 51 100




23
7. Discusién

Las enfermedades diarreicas son una de las principales causas de consulta médica a nivel
mundial, generando mas de 1.7 billones de consultas anuales solamente en poblacion
pediatrica. Ademas, son causantes de mas de dos millones de muertes alrededor del
mundo, siendo la poblacion infantil menor de 5 afios los principales afectados con mas de
medio millon de muertes (OMS, 2017).

Una de las principales causas de diarrea en pediatria y paises en vias de desarrollo son las
ocasionadas por los diferentes patotipos de Escherichia coli, sobretodo en nifios menores
de 5 afios, donde se ha visto que la incidencia de estos patdgenos es mucho mayor (Gomes,
T, et al, 2016). En el presente trabajo se evalud la presencia de EPEC en 1769 muestras
de heces de pacientes pediatricos con gastroenteritis, asi como la epidemiologia de estas

infecciones y los perfiles filogenéticos y de resistencia a antibioticos de este patogeno.
7.1. Prevalencia de EPEC

Escherichia coli enteropatdgena se caracteriza por la lesion A/E que provoca las
caracteristicas clinicas de su infeccion en el epitelio intestinal. Esta lesion se desarrolla,
en gran parte, por dos principales factores de virulencia que a su vez sirven para realizar
el diagnostico de este patotipo, el gen eae y la regién bfp (Ochoa, T., 2011). En la figura
1 podemos observar que la prevalencia de EPEC en nuestra poblacién de estudio fue de

un 5%.

Por otro lado, se observa en el cuadro 3, que el diagnostico de las infecciones
gastrointestinales se ha visto favorecida con el advenimiento de metodologias rapidas de
diagnostico, con la implementacion de la tecnologia FilmArray® Gl de BioFire® se
duplican en los dos ltimos periodos la cantidad de muestras positivas por EPEC, lo cual

permite un diagnostico certero y un abordaje clinico mas rapido para el paciente.

El proyecto GEMS (Levine et al, 2012) muestra que, en muchos paises en vias de

desarrollo de Africa, Asia y Latinoamérica, este patdgeno se encuentra entre las cinco
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principales causas de gastroenteritis. A partir de datos recopilados en el laboratorio que
muestran el comportamiento de otros patogenos (figura 4), se observa la importancia de
EPEC en la poblacién pediéatrica es alta, encontrandose efectivamente, entre los primeros
4 patégenos mas frecuentemente aislados en muestras de heces de pacientes pediatricos
con diarrea, solamente por debajo de Shigella/EIEC, EAEC y Campylobacter sp.
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Figura 5. Aislamientos de EPEC y otros patégenos en heces durante el periodo de estudio.

De igual manera, estudios anteriores de nuestro pais en pacientes pediatricos con diarrea,
muestran que en los afios de 2005 a 2007, EPEC fue el patotipo de E. coli diarrogénicas
mas importante (n=11/52 cepas, 21%), seguido de EIEC y EAEC (10/52 y 9/52) (Perez,
et al, 2010). En un trabajo més reciente, con muestras estudiadas del 2008 al 2016, se
observa que, aunque este patotipo disminuye en importancia, sigue estando presente

dentro de los principales causantes de gastroenteritis, donde el primero en prevalencia
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corresponde a EAEC (31%), y segundo es EPEC (24%) (Pérez & Leandro, 2019). Con los
datos obtenidos en este trabajo, se actualiza esta informacién, y se reitera la importancia

que tiene este patdgeno dentro de la poblacion infantil en nuestro pais.

Del mismo modo, la epidemiologia y prevalencia de EPEC es catalogada como variable
temporal y geograficamente; sin embargo, el 5% de aislamientos de EPEC obtenidos en
el presente estudio, se encuentra en un nimero similar a lo observado en paises de la
region latinoamericana y de América. En Mexico, recientemente se publicé que la
prevalencia de EPEC es de un 5.1% (n=53/242) (Canizales-Roman, A, et al, 2016); Per(
cuenta con reportes de EPEC que se sitlan en 5.8% (Contreras et al 2011) y EE.UU tiene
reportes que van de 3.9% a 4.3% de aislamientos de EPEC (Nataro et al 2006; Foster et al
2015).

Por otro lado, la subcategorizacion de EPEC esta basada en la presencia (tEPEC) del
plasmido EAF con el gen bfp, mientras que aquellas que no lo poseen son catalogadas
como aEPEC, y se cree que su infeccidén y virulencia es menor, permitiendo que se
desarrollen infecciones de tipo crénico y con menores de tasas de diarrea (Hu & Torres,
2015). En muchos estudios realizados durante los tltimos 20 afios, se ha demostrado una
disminucion de la frecuencia de aislamientos de tEPEC y un incremento de aEPEC en
paises en vias de desarrollo (Ochoa, et al, 2008; Hernandes, 2009; HU & Torres, 2015).

Este cambio ha sido observado, inicialmente, en paises desarrollados (Trabulsi et al.
2002), sin embargo, en areas con menos desarrollo, se menciona que tEPEC todavia se
mantiene como uno de los principales enteropatdgenos (Hu & Torres, 2015). El estudio
mexicano (5.1% prevalencia de EPEC), mostro que 65.1% de las cepas correspondian a
tEPEC, mientras que el 34.9% fueron aEPEC (Canizales-Roman, A., et al, 2016). En
estudios realizados en Uruguay se demostrd que, aunque la mayoria de cepas fueron
aEPEC, las cepas tEPEC se encuentran circulando en su poblacion (Peirano V., et al,
2018). Asi mismo, en Ecuador se encontro que la mayoria de cepas de EPEC causantes

de diarreas corresponden a aEPEC (89.36%) mientras que las tEPEC fueron menos
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prevalentes (10.64%) (Mora, F, et al, 2016). En EE.UU (Tennessee), se encontrd que el
62% de aislamientos de EPEC correspondian a aEPEC (Foster, et al, 2015). En el presente
estudio, todas las cepas de EPEC encontradas (89/89) correspondieron a cepas aEPEC
(cuadro 3), demostrando asi la diseminacién que estas han tenido nuestra poblacién de
estudio, sin circulacion de cepas tEPEC como se ha visto en otros paises incluso de la

region, al menos en la poblacion estudiada.

Aun asi, existen paises como Brazil, donde la circulacion de EPEC, y sobretodo aEPEC
es aun mayor. Estudios demuestran que en este pais aEPEC es francamente predominante,
y el porcentaje de aislamientos en pacientes con gastroenteritis se encuentra entre 11 y
14% de los pacientes (Nunes, 2012; Lozer, 2013, Dias, 2016), por lo que la vigilancia de
este patdgeno puede ser importante para evaluar su comportamiento en el futuro, dado la
gran variabilidad que presenta en la region y la gran variacion que existe en las regiones
aledafias.

También es importante destacar los aislamientos de EPEC que se obtuvieron de pacientes
gue presentaron una diferencia de meses entre los episodios diarreicos. Es conocido que
aEPEC tiende a estar presente como organismo comensal (asintomatico) o como
productor de gastroenteritis persistentes o cronicas (Hu & Torres, 2015), debido a su
menor virulencia producto de la pérdida del plasmido EAF. Aunque es interesante este
hecho, no fue posible distinguir si estos episodios correspondian con una gastroenteritis

crénica, o episodios agudos diferentes, debido a la falta de informacion clinica al respecto.

7.2. Edad y origen de los pacientes afectados por EPEC

EPEC es de los principales agentes causantes de gastroenteritis en nifios menores de 5
afios en paises en vias de desarrollo (Canizales-Roman, et al 2016; Nakhjavani, et al 2013).
En el presente estudio, la mayoria de las muestras de heces positivas por EPEC
correspondieron, en efecto, a nifios menores de 5 afios (67%, Figura 2), lo cual apoya y
respalda esta teoria. No obstante, en algunas publicaciones se ha visto que existe una

menor prevalencia de EPEC en nifios menores de 2 afios, atribuida a la alimentacion
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exclusiva por leche materna (dado el componente fecal-oral de estas infecciones) y la
proteccion inmune transitoria que esta provee (Gomes, 2016);, no obstante, este hecho no
se considera en nuestra poblacion, dado que la mayor cantidad de aislamientos de EPEC

se dieron en dicho intervalo de edad (0-2 afios: 49%, figura 2).

Asi mismo, existen varias publicaciones donde se ha observado que EPEC se encuentra
en una mayor prevalencia en nifios de sexo masculino que de femenino (Zhou, et al 2018;
Hernandes, 2009 ) como el encontrado en este trabajo (figura 3), sin embargo, no existe

una asociacion fuerte ni razon de peso para este comportamiento.

Es interesante observar que existe bastante cantidad de pacientes con gastroenteritis y
aislamiento de EPEC que provienen de origen hospitalario 21.3%, (figura 3). Es bien
conocido que las gastroenteritis son producidas por organismos cominmente adquiridos
en la comunidad; via fecal-oral, por agua o productos alimenticios contaminados (Croxen,
2013), por lo cual, obtener este patdogeno de pacientes hospitalizados no es lo usual.
Algunos brotes de EPEC se han visto en ambitos hospitalarios (Nataro, 1998), pero no
existe evidencia que este sea el caso. En otros estudios (Ochoa, 2008; Nair et al, 2010)
han observado que los casos provocados en el ambito hospitalario tienden a ser mas
severos y asociados a mayor mortalidad, posiblemente producto de la razon de
internamiento, no obstante, este hecho va mas alld del objetivo de este trabajo y no se
cuentan con los datos suficientes para apoyar esta idea.

7.3. Distribucion de Filogrupos

De acuerdo con Clermont & et al (2000; 2015), la agrupacion de las cepas de E. coli en
grupos filogenéticos, ayuda a estudiar la filogenie de estas cepas de manera facil y rapida,
en comparacion con otras tecnologias mas caras y laboriosas como el MLST y NGS
(secuenciacion de nueva generacion), a expensas de una menor resolucion del
comportamiento clonal de las cepas. Diversas publicaciones mencionan que la mayoria de
las cepas de E. coli comensales se encuentran distribuidas en los filogrupos A y Bl
(Dobrindt, 2005; Kaper, 2005, Clermont, 2000; Singh, 2017), sin embargo, no existen
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reportes consistentes acerca de la distribucion de las cepas diarrogénicas de E. coli
(Mosquito, 2015).

En este trabajo se obtuvo que la mayoria de los aislamientos obtenidos pertenecen al
filogrupo B1 (54%, cuadro 4), el cual se ha relacionado a las cepas de E. coli comensales
de acuerdo con la literatura. Este hecho es interesante, dado que aEPEC (100% encontrada
en el presente estudio) es considerado un microorganismo que puede encontrarse como
patégeno en humanos y animales, y también como comensal (Hu & Torres, 2015), por lo
que la distribucién obtenida podria sugerir el origen de estos aislamientos en nuestra
poblacion. Sin embargo, todas las muestras obtenidas en el presente estudio provenian de
pacientes con episodios diarreicos, por lo cual, la presencia de EPEC en estas muestras
estan relacionadas con la participacion de esta bacteria como patégeno, aungue estudios

posteriores pueden esclarecer este hecho.

En este mismo sentido, el GEMS en el 2016 (Hazen et al, 2016), realiza una publicacién
donde encuentran en 70 cepas de tEPEC -subtipo causante de gastroenteritis Gnicamente
en humanos, que no esta asociado a flora normal o comensal del tracto gastrointestinal
(Gomes, 2016)- en paises en vias de desarrollo de Asia, Africa y Latinoamérica, una
distribucion de filogrupos similar a la encontrada en el presente estudio: filogrupo B1 en
55% de los casos y B2 en 34% de estos; por lo que el hallazgo mayoritario de cepas de
EPEC del filogrupo B1 en este estudio, no necesariamente implica una relacion u origen

de comensalismo.

Por otro lado, en EE.UU, el estudio desarrollado en Tennessee (Foster, 2015) en pacientes
pediatricos, se encontré que 62% cepas aEPEC se encontraban distribuidas en los
filogrupos Ay B1. En India (Singh et al, 2017), encuentran que la mayoria de EPEC estan
distribuidos en los filogrupos B2 (39%), B1 (18.7%) y A (17.1%). En Brazil (Vieira, M
et al, 2016), la mayoria de los aislamientos aEPEC correspondieron a filogrupos B1
(48.8%) y B2 (24.4%), similar a lo encontrado en el presente trabajo. Por lo tanto, el

comportamiento de la filogenie de EPEC, y especificamente las cepas atipicas, es variable
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y determinado geograficamente. Ademas, la distribucion de EPEC en el presente trabajo
muestra que existen diferentes perfiles filogenéticos y no provienen de un mismo grupo

clonal, dado que se encontro representacion de los diferentes filogrupos excepto el A.
7.4. Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos de las cepas de EPEC presentes en la poblacién estudiada es
baja en comparacion con la reportada en otros paises. La mayor resistencia se encontrd a
Ampicilina, en un 27.5%. Este dato se encuentra por debajo de lo reportado en poblacion
mexicana, 83% para ampicilina (Canizales-Roman, 2016). La resistencia a TMP-SMX
también es menor, en nuestra poblacion el porcentaje de resistencia fue de 19.6%, sin
embargo, en México se reporta en 83% (similar a ampicilina), con altos porcentajes de co-

resistencia a otros antimicrobianos (Canizales-Roman, 2016).

De la misma forma, alta resistencia a antibiéticos se ha reportado en otros paises; en China
(Zhou et al, 2018) la resistencia a ampicilina es de 77.8% y a TMP-SMX de 64.8%; en
Iran (Alikhani, et al 2013) la co-resistencia a 3 antibidticos (ampicilina, TMP-SMX y
tetraciclina) es de 67%; y en EE.UU (Tennessee) (Foster, 2015) la resistencia a ampicilina
es de 62%.

La alta resistencia antimicrobiana en la poblaciéon mexicana ha sido asociada al alto uso
de antibidticos para tratamiento de infecciones entéricas (Canizales-Roman, 2016), que
hasta el momento, no sucede en nuestra poblacion pediatrica ya que el manejo se realiza
de manera sintomética. Ademads, los autores mexicanos mencionan que el uso
indiscriminado de antibidticos en agricultura y ganaderia en su region puede ser otra de
las razones por las que observan este gran porcentaje de resistencia (Canizales- Roman,
2016; Hawkey & Jones, 2009). Como se ha mencionado, aEPEC puede estar como
comensal y generar infecciones en animales (Hu & Torres, 2015), por lo que esta podria
ser otra via para adquirir resistencia a antibi6ticos y aumentar este porcentaje en las cepas

circulantes en la poblacion humana. La vigilancia prospectiva de la resistencia antibidtica
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de las infecciones gastrointestinales producidas por EPEC es clave para alertar en el

momento que se alcancen porcentajes criticos como sucede en otras regiones.

Los resultados encontrados en el presente trabajo demuestran que existe variabilidad
filogenética en los aislamientos de EPEC en nuestra poblacion, estudios posteriores
podrian determinar la clonalidad de estas cepas, con el fin de esclarecer diferencias que
puedan existir en este patégeno. Asi mismo, la evaluacion de otras caracteristicas clinicas,
como sintomatologia y cronicidad de las infecciones, pueden generar informacion valiosa
paraevaluar el origen y la importancia de las infecciones asociadas a este microorganismo.
De igual manera, el monitoreo de la resistencia a antibioticos debe continuar para alertar

los aumentos en la resistencia a antibioticos, como las vistas en otras latitudes.
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Conclusiones

- Latotalidad de cepas de EPEC (5%) asociadas a infecciones gastrointestinales en
la poblacion de estudio, correspondieron al subtipo aEPEC. Esto demuestra el
cambio epidemioldgico que ha tenido este patotipo, pasando de ser mayoria tEPEC
a aEPEC como se menciona ampliamente en la literatura.

- La mayor cantidad de aislamientos de EPEC se distribuyeron en los filogrupos B1
y B2.

- No se obtuvieron aislamientos de aEPEC pertenecientes al filogrupo A.

- La mayor prevalencia de EPEC en la poblacion estudiada se dio en los pacientes
con edades entre 0-2 afios, mayoritariamente del sexo masculino y provenientes
de la comunidad. Sin embargo, la presencia de este patotipo en todo grupo etario,
Sexo y origen, no permite que se establezca un claro perfil epidemioldgico en la
poblacion estudiada.

- La mayor resistencia a antibidticos se encontr6 hacia ampicilina (27.5%) y TMP-
SMX (19.6%). Estos datos demuestran que la resistencia a antibioticos en la
poblacion pediatrica es baja en comparacion con datos de otros paises.
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