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y el Diagnóstico por Reacción en Cadena de 
la Polimerasa (PCR) para Escherichia coli 
Enteropatogénica (EPEC)

Angela Lluque1, Eric Mercado1, Maribel Riveros1, Luis Alvarado2, Eduardo Carlos3, Alejandro 
Colichón3, Eduardo Salazar4, Theresa Ochoa1,5

RESUMEN 

INTRODUCCIÓN. En los laboratorios clínicos la identificación de EPEC se basa en la 
determinación de serotipos específicos por técnicas de aglutinación utilizando antisueros 
O y H. Actualmente la identificación del gen de intimina (eaeA) por PCR es el método 
diagnóstico de elección para EPEC. 
OBJETIVOS. Comparar el diagnóstico por serología con el diagnóstico por PCR de cepas 
de EPEC. 
MATERIALES y MéTODOS. Se recolectaron cepas identificadas como EPEC en base al 
antígeno O, de 4 laboratorios clínicos de Lima, procedentes de muestras de diarrea de 
niños menores de 5 años. En estas cepas se buscaron genes relacionados a virulencia 
mediante un PCR múltiple a tiempo real para las E. coli diarreogénicas. 
RESULTADOS. Se recolectaron 113 cepas; 82% de niños menores de 2 años. Únicamente 
15 cepas (13.3%) presentaron el gen de intimina con un diagnóstico confirmatorio de 
EPEC. Adicionalmente se encontraron 3 cepas enterotoxigénicas (ETEC), 3 productoras 
de shiga-toxina (STEC), 1 enteroagregativa (EAEC) y 1 enteroinvasiva (EIEC). 
CONCLUSIONES. Para la identificación correcta de EPEC se debe usar el PCR. Sin 
embargo, los métodos moleculares aún no están fácilmente disponibles en los laboratorios 
clínicos a nivel mundial. 

PALABRAS CLAVES: E.coli enteropatogénica, EPEC, E. coli diarrogénicas, diarrea, 
serología, PCR. 
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ABSTRACT

INTRODUCTION. The identification of EPEC in clinical laboratories is based on the 
determination of the serotypes by agglutination with O and H antiserum. Currently the proper 
diagnosis of EPEC should be done by the identification of the intimin gen (eaeA) by PCR. 
OBJECTIVES. To compare the diagnosis of EPEC by serotypin and by PCR.
MATERIALS AND METHODS. We collected EPEC strains, identify by their O antigen, from 
4 clinical laboratories in Lima from diarrheal samples in children less than 5 years of age. 
In those strains we have searched for virulence genes by a real time multiplex PCR for 
the diarrheagenic E. coli. 
RESULTS: We collected 113 strains; 82% from children less than 2 years of age. Only 
15 strains (13.3%) had the intimin gene and therefore a confirmatory diagnosis of 
EPEC. In addition we found 3 enterotoxigenic (ETEC), 3 shiga toxin-producing (STEC), 1 
enteroagreggative (EAEC) and 1 enteroinvasive (EIEC) strains. 
CONCLUSIONS. PCR should be use for the proper identification of EPEC. However, 
molecular methods are still not easily available in clinical laboratories worldwide. 
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INTRODUCCIÓN

L
as E. coli diarrogénicas en conjunto, son la prin-
cipal causa de gastroenteritis en niños en países 
en vías de desarrollo, siendo responsable del 30 
al 40% de todos los casos de diarrea en niños 
(1). Estos patógenos son también prevalentes 
en nuestro medio, siendo responsables del 30% 

de casos de diarrea en niños menores de 1 año en zonas 
peri-urbanas de Lima (2); y están asociadas con altos niveles 
de resistencia a antibióticos (2). En la actualidad existen 6 
categorías de E. coli asociadas a diarreas, las cuales han sido 
clasificadas en base a sus características clínicas, epidemio-
lógicas y por la presencia de proteínas y genes específicos 
de virulencia. Los patotipos son: E. coli enterotoxigénica 
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), productora de Shiga toxina 
(STEC), enteroagregativa (EAEC), enteropatogénica (EPEC) 
y de adherencia difusa (DAEC). 

 Las EPEC fueron los primeros patotipos de E. coli 
en ser descritos y fueron definidas como E. coli asociados a 
diarrea en niños pequeños que produce una histopatología 
característica conocido como “adherencia y efacelamiento” 
(A/E). Todos los elementos genéticos requeridos para la pro-
ducción de la lesión A/E están codificados en una isla de 
patogenicidad denominada LEE (Locus of Enterocyte Effa-
cement). Uno de los genes (eaeA) ubicada en LEE, codifica 
una adhesina de membrana externa denominada “intimina”, 
la cual permite la unión íntima entre la bacteria y el entero-
cito, luego de translocar su propio receptor (tir, translocated 
intimin receptor). Las EPEC son a su vez clasificadas por la 
presencia o no de un pili denominado bfp (bundle-forming 
pilus). Las EPEC típicas son eae+/bfp+ y las EPEC atípicas 
son eae+/bfp- (3).

 Para el diagnóstico de EPEC se utilizan diversas 
metodologías, incluyendo: serotipificación, ensayo de ad-
herencia con células HEp-2, prueba de FAS (tinción fluo-
rescente para actina) y técnicas de biología molecular para 
amplificar el gen de intimina (eaeA), el cual está presente en 
todas la EPEC. En 1987 la Organización Mundial de la Sa-
lud (OMS) acordó que los siguientes serogrupos O26, O55, 
O86, O111, O114, O119, O125, O126, O128, O142, 
y O158, serían considerados “serogrupos EPEC”. Desde 
entonces, en la mayoría de los laboratorios clínicos se diag-
nostica rutinariamente EPEC por medio de serología para 
antígeno O haciendo uso de antisueros polivalentes para los 
serogrupos antes mencionados. La serología se realiza en 
aquellas muestras procedentes de pacientes pediátricos ne-
gativas a los patógenos entéricos comunes, y en las que se 
tiene un cultivo puro de E. coli. Sin embargo, el diagnóstico 
actual de EPEC debe ser por la identificación del gen de 
intimina (eaeA) por Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR), el cual se realiza únicamente en laboratorios de in-
vestigación. El presente trabajo tiene por objetivo comparar 
el diagnóstico de EPEC por serología (mediante el uso de 
antisueros polivalentes que contienen anticuerpos contra el 
antígeno O de E. coli), con el diagnóstico por PCR en cepas 
de E. coli aisladas de muestras de diarrea de niños menores 
de 5 años procedentes de laboratorios clínicos de Lima.

lluque a. y Col.

MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas. Para el presente estudio se recolectaron de manera 
prospectiva 101 cepas de EPEC durante el 2009 y 12 cepas 
de manera retrospectiva del 2006 al 2008 de 4 laboratorios 
clínicos de Lima. Estas cepas fueron aisladas de niños menores 
de 5 años con diarrea e identificadas como “EPEC” por méto-
dos bioquímicos y serológicos en base a antisueros somáticos O 
polivalentes que contienen anticuerpos contra los siguiente se-
rogrupos: O26, 055, O86,O111, O114,O119, O125, O126, 
O127, O128,O142 y O158. El aislamiento y caracterización 
fenotípica de las E. coli se realizó en cada laboratorio clínico, de 
acuerdo a sus respectivos protocolos de trabajo. 

Caracterización genotípica. Para la detección de las E. coli 
diarreogénicas, se utilizó un PCR múltiple a tiempo real, previa-
mente estandarizado y validado. Se utilizaron cebadores diseña-
dos específicamente para amplificar ocho genes de virulencia 
diferentes en la misma reacción (4) (Tabla 1). El PCR a tiempo 
real permite la identificación de los amplicones haciendo uso de 
un fluoroforo SYBER green, el cual al unirse a las cadenas de 
ADN de doble hebra emite fluorescencia, el cual se incrementa 
a medida que el producto se acumula con cada ciclo de la ampli-
ficación. El PCR a tiempo real tiene la ventaja de ser más rápido 
y más robusto, al no requerir procedimientos posteriores al PCR 
para detectar los productos de la amplificación (4). Se realizó 
el PCR en un pool de 5 colonias lactosa positiva a partir de la 
placa de Mac Conkey, según metodología estandarizada en el 
Laboratorio de Enfermedades Entéricas y Nutrición (LEEN), del 
Instituto de Medicina Tropical “Alexander von Humboldt” de la 
Universidad Peruana Cayetano Heredia (5) (Figura 1).

Tabla 1. Categorías de E. coli diarrogénicas (DEC) 

Abreviatura Descripción Genes de virulencia y 
diagnóstico

ETEC E. coli enterotoxigenica st, lt
EPEC E. coli enteropatogénica eaeA
EIEC E. coli enteroinvasiva ipaH

STEC / EHEC E. coli productora de shiga 
toxina o enterohemorrágica eaeA, stx1, sxt2

EAEC E. coli enteroagregativa aggR
DAEC E. coli de adherencia difusa. daaD

Figura 1. PCR múltiple a tiempo real para el diagnóstico las E. coli 
diarrogénicas. Este método permite la determinación simultánea de 8 genes, 
basados en la temperatura de denaturación (TM) de cada amplicón. El eje 
vertical representa el nivel de fluorescencia.
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RESULTADOS

ESe recolectaron un total de 113 cepas identificadas por 
métodos bioquímicos y serológicos como EPEC. Cada la-
boratorio clínico aportó entre 22 y 33 cepas, con un pro-
medio de 28 cepas por laboratorio. Solamente 15 cepas 
(13.3%) presentaron el gen de intimina con un diagnóstico 
confirmatorio de EPEC. Adicionalmente se encontraron 3 
cepas enterotoxigénicas (ETEC), 3 productoras de shiga-
toxina (STEC), 1 enteroagregativa (EAEC) y 1 enteroinvasiva 
(EIEC). Noventa cepas (80%) no presentaron ningún gen de 
virulencia asociado a las E. coli diarreogénicas. La confirma-
ción de EPEC por PCR según el laboratorio participante fue 
bastante heterogénea, variando de un 3% a un 33%, sien-
do estas diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) 
(Tabla 2)

Tabla 2. Categorías de E. coli diarrogénicas en los serogrupos de E. coli 
Enteropatogénico (EPEC), según laboratorio participante 

DEC
Frecuencia 

n (%)

Laboratorio participante, n (%)*

Lab1 
(n=30)

Lab 2 
(n=22)

Lab 3 
(n=33)

Lab 4 
(n=28)

Negativo 90 (80) 18 (60) 19 (86) 32 (97) 21 (75)
EPEC 15 (13) 10 (33) 2 (9) 1 (3) 2 (7)
ETEC 3 (3) 1 (3) 0 0 2 (7)

STEC** 3 (3) 1 (3) 1 (5) 0 1(4)
EAEC 1 (1) 0 0 0 1 (4)
EIEC 1 (1) 0 0 0 1 (4)

* p <0.01 para la comparación de resultados entre los laboratorios 
participantes

** las tres cepas STEC presentaron stx1

 Con el objeto de determinar si alguna característica de 
la muestra tenía una mejor correlación con la confirmación 
de EPEC por PCR, se analizó la frecuencia de las E.coli dia-
rrogénicas según las características de la muestra (Tabla 3). 
El 82% de las muestras (79/96) correspondió a pacientes 
menores de 2 años. En este grupo de edad la frecuencia de 
EPEC fue de 14% comparado con un 12% en el grupo de 
edad de 2 a 5 años. El recuento de leucocitos así como la des-
cripción de las características macroscópicas de las muestras 
fue realizado en cada laboratorio participante. Cabe aclarar 
que no todas las muestras contaron con la descripción de sus 
características, motivo por el cual los denominadores varían 
en cada caso. El 63% de las muestras presentaron <20 leu-
cocitos x campo (60/96); de los cuales un 20% (12/60) tuvo 

un PCR confirmativo de EPEC comparado con 3% en las 
muestras con mayor recuento de leucocitos fecales. El 63% 
de las muestras presentaron consistencia líquida (52/82), 
de las cuales el 15% tuvo un PCR confirmativo para EPEC 
comparado con 10% de las muestras de consistencia pasto-
sa. El 58% (47/81) y el 10% (8/81) de las muestras presen-
taron moco y sangre respectivamente, en éstas se confirmó 
EPEC en el 11% de las muestras con moco y en ninguna de 
las que presentó sangre. 

DISCUSIÓN

En este estudio se analizaron 113 cepas de E. coli identifi-
cadas como EPEC por serolología, utilizando antisueros co-
merciales polivalentes. De las 113 cepas analizadas por PCR 
para las E. coli diarreogénicas, sólo 23 (20%) presentaron al-
guno de los 8 genes de virulencia examinados. Este resultado 
es comparable con estudios previos. Tamaki y colaboradores 
evaluaron 1,130 cepas de E. coli procedentes de varios paí-
ses del mundo caracterizadas como enterovirulentas en base 
al antígeno O con el uso antisueros comerciales. En este 
grupo de cepas sólo 263 (23.3%) presentaron alguno de los 
6 genes patogénicos examinados (eae, stx, aggR, st, lt, ipaH) 
(6). En otro estudio similar realizado en Japón, de un total de 
229 cepas identificadas como enterovirulentas en base a sus 
antígenos O, sólo 40 (17.5%) fueron reconocidas como dia-
rreogénicas (7). Sin embargo, estudios menos recientes re-
portan prevalencias más altas. Así por ejemplo, Giammanco 
y colaboradores reportaron que el 75% de 55 cepas aisladas 
en Italia entre 1987 y 1992 e identificadas como EPEC por 

antisueros comerciales presentaron propiedades de virulen-
cia asociadas a EPEC (8). Campos y colaboradores analiza-
ron 805 cepas pertenecientes a los serogrupos clásicos de 
EPEC procedentes de pacientes pediátricos con diarrea en 
São Paulo, colectadas entre 1970 y 1990, encontrando que 
el 84% presentaron algún gen de virulencia de las E. coli 
diarreogénicas (9). En este estudio los autores encontraron 
que los serogrupos O126, O127 y O128 correspondían en 
un alto porcentaje a cepas avirulentas; por otro lado el sero-
tipo O128 estaba asociado hasta con 3 patotipos diferentes: 
EPEC, EAEC y ETEC. De manera similar, en otros estudios 
se ha reportado que cepas identificadas como otras E. coli 
diarreogénicas (no-EPEC) pueden tener serotipos conside-
rados como clásicos para EPEC, tal es el caso de estudios 
realizados con cepas de ETEC (10), STEC (11) y con cepas 
EAEC y DAEC (12,13). Por lo tanto, dado que algunos se-

diagnóstiCo serológiCo y el diagnóstiCo por reaCCión en Cadena de la polimerasa

Tabla 3. Frecuencia de E. coli diarrogénicas (DEC) según grupo etáreo, recuento de leucocitos fecales y características macroscópicas de la muestra

DEC*
Grupo etáreo** Leucocitos fecales† Tipo de muestra Moco Sangre

< 2a (n=79) 2a – 5a (n 
=17)

< 20xc 
(n=60)

≥ 20xc 
(n=36)

Liquida
(n = 52)

Pastosa (n 
= 30)

Presente (n 
= 47)

Ausente (n 
= 34)

Presente
(n = 8)

Ausente
(n = 73)

Negativo 60 (76) 15 (88) 41 (68) 34 (94) 43 (83) 23 (77) 40 (85) 25 (74) 8 (100) 57 (78)
EPEC 11 (14) 2 (12) 12 (20) 1 (3) 8 (15) 3 (10) 5 (11) 6 (18) 0 11 (15)
ETEC 3 (4) 0 3 (5) 0 0 2 (7) 0 2 (6) 0 2 (3)
STEC 3 (4) 0 2 (3) 1 (3) 1(1) 2 (7) 2 (4) 1(3) 0 3 (4)
EAEC 1(1) 0 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0
EIEC 1 (1) 1 (1) 0 1 (2) 0 0 0 0 0 0

* Frecuencia: n (%); ** Edad en años;  † Número de leucocitos fecales x campo de alto poder.



124

rogrupos incluyen más de uno de los patotipos de las E. coli 
diarreogénicas, la mayoría de publicaciones recientes sugie-
ren que la serotipificación como único método diagnóstico 
debería abandonarse. Sin embargo, la serotipificación es un 
método confiable para aquellos serotipos que corresponden 
a clonas (9).

 Recientemente se publicó un estudio sobre la variabi-
lidad alélica de genes de virulencia en 120 cepas de EPEC 
aisladas de niños peruanos de un estudio de cohorte en el 
cono sur de Lima (14). En este grupo de cepas confirma-
das como EPEC por PCR, solo el 52% fueron tipificables 
por el serotipo O. Se encontraron 36 diferentes serogrupos, 
siendo el más frecuente el serotipo O55, presente en 8 ce-
pas (6.7%). Solo se encontraron 4 serotipos considerados 
como “clásicos” para EPEC: O128:H2, O55:H7, O26:H1 y 
O142:H34. De manera similar, en un estudio realizado por 
Afset y colaboradores en 43 aislamientos reportados como 
EPEC atípica en niños de Noruega, solo 8 pertenecían a los 
serogrupos clásicos de EPEC y 35 no aglutinaron con los 
antisueros para EPEC (15) . Ambos estudios señalan la poca 
sensibilidad de esta técnica como método diagnóstico.

 En el presente estudio la identificación de EPEC por 
PCR fue de 13%. El análisis de frecuencia de detección de 
EPEC por PCR según las características de la muestra (edad, 
leucocitos fecales, consistencia, presencia de moco o san-
gre), no reveló ninguna diferencia estadísticamente signifi-
cativa. Sin embargo, se observaron diferencias significativas 
en la detección de EPEC según el laboratorio participante, 
lo cual podría explicarse por las diferencias en los proto-
colos de cada laboratorio, el uso de antisueros polivalentes 
diferentes, así como diferentes criterios para decidir en qué 
tipo de muestra se debería buscar EPEC. Por otro lado, en-
contramos 80% de las cepas sin ningún gen de virulencia de 
las las E. coli diarrogénicas. Esto puede deberse a la reacción 
cruzada de los antisueros polivalentes de E. coli con cual-
quier miembro de la familia enterobacteriaceae (16); pero 
también podría deberse a su vez a las condiciones de alma-
cenamiento de las cepas. Campos reportó que la mayoría de 
sus cepas avirulentas fueron virulentas durante el aislamiento 
y que llegaron a ser avirulentas durante el almacenamiento; 
así mismo, describe que mientras más viejas sean las cepas 
más alto el número de cepas avirulentas, probablemente por 
la pérdida de plásmidos de virulencia (9). Por lo tanto, una 

de las limitaciones de este estudio fue que se trabajaron con 
cepas guardadas, siendo posible que las condiciones de al-
macenamiento no hayan sido óptimas. Sin embargo, cabe 
señalar que solo el 11% de total de las cepas fueron cepas 
conservadas de años anteriores. Otra limitación del estudio 
es que no se determinó el serotipo específico de cada cepa 
con antisueros monovalentes. Sin embargo, en la práctica 
clínica de rutina no se determina los serotipos específicos, 
dado que es muy costoso y solo se realiza en laboratorios de 
referencia y para estudios muy específicos de investigación.

 La confirmación diagnóstica de los agentes etiológicos 
de diarrea en pediatría se realiza con fines epidemiológicos 
y clínicos. Para los estudios epidemiológicos en los que se 
quiere conocer la prevalencia, incidencia y carga de enfer-
medad de cada agente etiológico es recomendable incidir 
en el uso del PCR para un diagnóstico preciso. En el caso 
de los estudios clínicos, para el diagnóstico etiológico del 
paciente individual, tiene poca utilidad la determinación del 
patotipo individual de E. coli diarrogénica dado que no está 
establecido en el paciente pediátrico el beneficio del manejo 
antibiótico. Para el caso de diarrea persistente, existe muy 
poca literatura sobre ensayos clínicos que prueben el bene-
ficio del uso de antibióticos (17,19). En el caso de adultos, 
específicamente de diarrea del viajero, en la cual los prin-
cipales agentes son ETEC y EAEC, múltiples estudios han 
determinado la utilidad de los antibióticos (ciprofloxacina, 
azitromicina, rifaximina entre otros) para reducir el tiempo 
de enfermedad (19). En conclusión, la mayoría de las cepas 
clasificada como EPEC por serología no presentan el gen 
eaeA característico de las EPEC por PCR, es decir hay fal-
sos positivos. Por otro lado, los serotipos clásicos de EPEC 
pueden también corresponder a otros patotipos de las E. coli 
diarrogénicas, es decir la serología de EPEC no es específica. 
Por lo tanto, el método de elección bebe ser el uso del PCR. 
Sin embargo, este no es un método fácilmente disponible en 
los laboratorios clínicos. Hasta que no se disponga de prue-
bas rápidas, específicas y de fácil acceso, no se tendrá infor-
mación de ensayos clínicos randomizados que demuestren el 
beneficio del tratamiento antibiótico en pacientes pediátricos 
con gastroenteritis por las E. coli diarrogénicas. 
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