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El presente estudio forma parte de la tesis de Ocampo K., Frecuencia de las proteinas Autotransportadoras Serin-Proteasa de
Enterobacteriaceae (SPATE) en cepas de Escherichia coli difusamente adherente (DAEC) aisladas de nifos con y sin diarrea
[Tesis de Licenciatura]. Lima: Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Universidad Nacional Federico Villarreal; 2015.

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de seis genes que codifican proteinas autotranspor-
tadoras serin-proteasa de Enterobacteriaceae (SPATE) en aislamientos de Escherichia coli difusamente
adherente (DAEC) provenientes de niflos con diarrea (NCD, n=63) y sin diarrea (NSD, n=41) de Lima,
Pert. Los NSD se consideraron como grupo control. Para la deteccion de los genes se estandarizaron 2
PCRs multiples: triple A (sigA, pet, espP) y triple B (sat, pic, espC). En ambos grupos el gen SPATE mas
frecuente fue sat (39,7% de NCD y 41,5% de NSD), seguido de espP (20,6% y 9,7% en NCD y NSD res-
pectivamente). Los otros genes se detectaron en proporciones inferiores al 10,0%, en el siguiente orden
de frecuencia: pet, sigA, espC y pic, sin diferencias significativas entre los grupos. Se concluye que Sat es
la SPATE mas frecuente en cepas DAEC, y que estas cepas pueden poseer genes SPATE independiente-
mente de si se aislan en NCD o NSD.

Palabras clave: Escherichia coli de Adherencia Difusa; Factores de virulencia; Diarrea; Nifo (fuente:
DeCS BIREME).

FREQUENCY OF SERINE PROTEASE
AUTOTRANSPORTERS OF Enterobacteriaceae (SPATE)
ENCODING GENES IN DIFFUSELY ADHERENT
Escherichia coli (DAEC) ISOLATES FROM CHILDREN
WITH AND WITHOUT DIARRHEA

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the frequency of six genes encoding serine protease autotransporter
proteins Enterobacteriaceae (SPATE) in diffusely adherent Escherichia coli (DAEC) isolates from children
with (WD, n=63) and without diarrhea (WOD, n=41) from Lima, Peru. WOD were considered a control
group. For the detection of the genes, 2 multiple PCRs were standardized: triple A (sigA, pet, espP) and
triple B (sat, pic, espC). In both groups, the most frequent SPATE gene was Sat (39.7% of WD and 41.5%
of WOD), followed by spP (20.6% and 9.7% in WD and WOD respectively). The other genes were detec-
ted in proportions lower than 10.0%, in the following order of frequency: pet, sigA, espC and pic, without
significant differences between the groups. It was concluded that Sat is the most frequent SPATE in DAEC
and that these strains may possess SPATE genes regardless of whether they are isolated in WD or WOD.

Keywords: Diffusely Adherent Escherichia coli; Virulence Factors; Diarrhea; Child (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La diarrea es una de las principales causas de muerte en
niflos menores de cinco afos en el mundo. En este grupo
etario, Escherichia coli es uno de los agentes etioldgicos mas
frecuentes V). Segun su patogénesis, las E. coli diarreogé-
nicas (DEC) se dividen en seis patotipos: enteroagregativa
(EAEC), enterotoxigénica (ETEC), enteropatogena (EPEC),
verotoxigénica (VTEC), enteroinvasiva (EIEC) y difusamen-
te adherente (DAEC) @.

Las DAEC constituyen un grupo heterogéneo y se han
asociado particularmente con diarrea persistente en los pai-
ses en desarrollo, afectando principalmente a niflos mayores
de un afio @. En Per, se ha descrito DAEC en muestras de
niflos menores de cinco afios con diarrea persistente con fre-
cuencias de 15,0% y 17,0% para Lima y Lambayeque respec-
tivamente ¢*. Ademds, se ha reportado que DAEC presenta
diferencias en los patrones de adherencia, polimerizacién de
actina y motilidad dependiendo de si se aisla de nifios con
diarrea o asintomaticos, y se sugiere la determinacion de los
factores de virulencia presentes en estas cepas ©.

Las cepas patdgenas de E. coli, tanto extraintestinales
como DEC, se caracterizan por poseer factores de virulen-
cia, los cuales les ayudan a superar las defensas del huésped y
colonizar o invadir el tracto urinario (cepas uropatogenas) o
gastrointestinal (cepas DEC) ©7). Los factores de virulencia in-
cluyen toxinas, adhesinas y otras enzimas hidroliticas secreta-
das a través de vias conocidas como sistemas de secrecion de
proteinas ®. Estas vias se clasifican en cinco grupos principa-
les: tipo I, II, ITI, IV y autotransportadoras. Dentro del grupo
de proteinas autotransportadoras, la subclase mas frecuente
estd conformada por las autotransportadoras de serin-protea-
sa de Enterobacteriaceae (SPATE, por sus siglas en inglés), las
cuales se han identificado en bacterias gramnegativas como
Salmonella y Shigella ©'°).

En las DEC, la SPATE mas reportada es la toxina auto-
transportadora secretada (sat) ®!*?. Aunque la presencia de
SPATEs en cepas DAEC se ha evaluado escasamente, se ha
reportado que sat es la mas frecuente, encontrandose en un
mayor porcentaje en cepas aisladas de pacientes con diarrea
que en aquellas de portadores asintomaticos 2. La escasa
evidencia cientifica sobre las principales SPATEs presentes
en cepas DAEC hace que sea relevante analizar su frecuencia
en este patotipo. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue de-
terminar la frecuencia de seis genes que codifican SPATE en
aislamientos de DAEC de nifios con y sin diarrea.

EL ESTUDIO

Cepas
Se analizaron 104 cepas aisladas de nifios menores de cin-
co anos con diarrea (n=63) y asintomaticos, los cuales se
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Motivacion para realizar el estudio: Es necesario evaluar la
presencia de proteinas autotransportadoras serin-proteasa
de Enterobacteriaceae (SPATE) en cepas de Escherichia coli
difusamente adherente (DAEC), debido a que estas proteinas
facilitan la invasion del huésped durante la infeccion bacteriana.

Principales hallazgos: Se pueden encontrar genes que codifican
SPATE en cepas DAEC, tanto en muestras de pacientes con
diarrea como en nifios sanos. El gen sat es la SPATE mis
frecuente en estas cepas.

Implicancias: Conocer los genes que codifican los mecanismos
moleculares involucrados en la interaccion del ser humano y el
agente infeccioso, permitird orientar investigaciones dirigidas
a pruebas de diagnostico y control o el desarrollo de futuros
candidatos a vacunas.

consideraron como grupo control (n=41). Los aislamientos
provenian de tres estudios de cohortes realizados en el distrito
de Lima (Pert) entre 2006 y 2010, siendo identificados
molecularmente como DAEC mediante la deteccién del gen
daaD "y reportados por Ochoa et al. . Las cepas DAEC se
reactivaron en agar MacConkey y se incubaron durante 24
horas a 37 °C. Posteriormente, se extrajo el ADN mediante
el método de choque térmico.

Los proyectos de los cuales se obtuvieron las cepas in-
cluidas en el estudio (Cddigos SIDISI: 50744, 57025 y 50908)
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia.

Detecciéon de SPATE

La presencia de SPATE se determind por medio de dos reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) multiples usando los cebadores
reportados en la Tabla 1. Inicialmente, se estandarizaron PCR
simples para la deteccion individual de cada gen (Tabla 1) para
establecer las condiciones 6ptimas.

Tras evaluar la efectividad de la amplificacion de los pro-
ductos a temperaturas adecuadas, se procedid al disefio de
PCR multiples y la seleccién de la mejor combinacion de
cebadores. Para ello, se utiliz6 la pagina web de Integrated
DNA Technologies (http://www.idtdna.com), donde se eva-
lué el contenido de guanina y citocina (% GC), la tempera-
tura de Melting (Tm), la formacion de horquillas y los dime-
ros generados. Posteriormente, se analizd la formacion de
estructuras secundarias con el ADN diana en mfold (http://
mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/dna-folding-from).

Se obtuvieron bandas especificas, definidas y diferenciables
entre si (Figura 1A y 1B), al realizar la amplificacion multiple de
pet, sigA y espP (triple A), y la de sat, espC'y pic (triple B).
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Tabla 1. Lista de cebadores utilizados en el estudio.

Técnica Gen Primer Pares de bases Referencia
PCR triple A Forward: GTCCATGCAGGGACATGCCA
espP 547 9
Reverse: TCACATCAGCACCGTTCTCTAT
Forward: GGCACAGAAT AAAGGGGTGTTT
pet 302 9
Reverse: CCTCTTGTTTCCACGACATAC
Forward: CCGACTTCTCACTTTCTCCCG
sigA 430 9
Reverse: CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG
PCR triple B Forward: TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG
sat 930 9
Reverse: CCATTATCACCAGTAAAACGCACC
Forward: TAGTGCAGTGCAGAAAGCAGTT
espC 301 8
Reverse: AGTTTTCCTGTTGCTGTATGCC
Forward: ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT
pic 572 9

Reverse: GACTTAATGTCACTGTTCAGCG

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Para estandarizar el triple A se evaluo el gradiente de
temperatura de hibridacion de 54 a 64 °C a un volumen final
de 25 pl que contenia: ANTP (0,23 mM), MgCl, (1,7 uM),
cebadores pet y sigA a 0,5 uM, cebadores espP a 0,6 uM, Taq
buffer (concentracion final 1X) y GoTaq DNA Polimerasa
(Promega, Francia) (5U/uM); usando las siguientes condi-
ciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C por cinco minutos
y 30 ciclos con desnaturalizacién 94 °C por un minuto, hi-
bridacién por 30 segundos, elongacién 72 °C por un minuto,
y una elongacion final a 72 °C por cinco minutos. Bajo estas
condiciones, el triple A presenté una mejor definicién de
bandas en la temperatura de hibridaciéon de 60 °C.

En la estandarizacion del triple B, se evaluaron las tem-
peraturas de hibridacion de 54 a 64 °C, a un volumen final

de 25 pl que contenfa: ANTP (0,08 mM), MgClL, (1,7 uM),
cebadores (espC, pic y sat) a 0,5 uM, Taq buffer (concentra-
cion final 1X) y Taq (5U/uM); bajo las siguientes condicio-
nes: desnaturalizacion inicial a 94 °C por cinco minutos y 30
ciclos con desnaturalizacion 95°C por un minuto, hibrida-
cioén por un minuto, elongacion 72 °C por un minuto, y una
elongacion final a 72 °C por diez minutos. Se observé una
mayor definicion de los productos de PCR en la temperatura
de 64 °C.

Las reacciones fueron realizadas en el Termociclador
Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler (Fisher
Scientific, Estados Unidos). El control negativo fue agua es-
téril y los controles positivos fueron las cepas de E. coli EAEC
042 para pet y pic, EHEC 933 para espP y EPEC 2348/64 para
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Figura 1. A. Gel de agarosa al 2%, el segundo carril corresponde al triplex A, los carriles 3, 4 y 5 corresponde a los genes individuales, espP (547 pb), sigA
(430 pb), pet (302 pb), temperatura de hibridacion de 60 °C, blanco (control negativo). B. Gel de agarosa al 2%, el segundo carril corresponde al triplex B, los
carriles 3,4y 5 corresponde a los genes individuales, sat (930 pb), pic (572 pb), espC (320 pb), temperatura de hibridacién de 64 °C, blanco (control negativo).
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Tabla 2. Frecuencias de genes SPATE en cepas DAEC de ninos con y sin diarrea menores de un afo.
Genes SPATE
Caracteristica
pet sigA espP sat pic espC
NCD (n=63) 5(7,9%) 5(7,9%) 13 (20,6%) 25 (39,7%) 0 0
NSD (n=41) 2 (4,9%) 5(12,2%) 4(9,7%) 17 (41,5%) 2 (4,9%) 2 (4,9%)

NCD: nifios con diarrea; NSD: nifios sin diarrea.

espC, y la cepa de Shigella flexneri 1106 para sigA y sat. Las
cepas control se obtuvieron de la coleccion interna del Labo-
ratorio de Infectologia Pediatrica del Instituto de Medicina
Tropical «Alexander von Humboldt».

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de aga-
rosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio a 90V por 80 minutos.

Analisis de datos

La frecuencia y comparacion de todas las variables se realizo
mediante la prueba de Chi cuadrado utilizando el programa
Epi- Info 7. El programa GenAlEx fue empleado en el anali-
sis de perfiles gendmicos.

HALLAZGOS

De los 104 aislamientos incluidos en el estudio, 58,6% pre-
sentaron al menos un gen codificante para SPATEs.

El gen mas frecuente fue sat (40,4%), en proporciones
similares en aislados de nifios con diarrea (39,7%) y asinto-
maticos (41,5%); seguido por espP (16,3%), sigA (10,0%) y
pet (7,0%). Los genes pic y espC presentaron una frecuencia
de 1,9%. El gen espP se encontré asociado a muestras de ca-
sos diarreicos en un 20,6%, mientras que en controles (aisla-
mientos de nifos asintomaticos) se detectd en 9,7%, aunque
sin diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 3. Perfil genético de cepas DAEC aisladas de nifios con y sin diarrea.

Por otro lado, no se observo asociacion entre la presen-
cia del resto de SPATEs y el origen (ya sea caso o control) de
las cepas DAEC.

Se identificaron 12 perfiles genéticos, determinados por
las combinaciones de genes codificantes para SPATEs (Tabla
3). El perfil mas comun entre las muestras diarreicas fue la
ausencia de SPATEs (41,4%), seguido por la presencia solo
del gen sat (30,8%). Los nueve perfiles restantes fueron me-
nos frecuentes sin que ninguno sobrepasase los diez aisla-
mientos. Ninguno de los perfiles se asocié con la presencia o
ausencia de diarrea.

DISCUSION

En las muestras analizadas, el gen sat present6 la frecuencia
mas alta, tanto en casos (39,7%) como en controles (41,5%),
resultado similar al reporte de Taddei et al. ™V, que encon-
traron un 44,0% de positividad para este gen tras analizar
146 cepas DAEC. De igual forma, Boisen et al. © detectaron
el gen sat en el 30,0% de cepas DAEC analizadas. Aunque, a
diferencia de lo reportado por otros autores 2, la frecuencia
de sat fue similar en casos y controles. Mansan ef al. observa-
ron que la expresion de este gen es capaz de causar lesiones
en uniones estrechas de células epiteliales, conduciendo a un
aumento de la permeabilidad y pérdida de liquido, asi como,

Perfiles pet espP sigA pic espC NCD (n=63) NSD (n=41)

1 26 17

2 20 12

3 + 6 2

4 + 4 1

5 + + 2 0

6 + 2 2

7 + + + 1 0

8 + + 1 0

9 + + 1 1

10 + 0 1

11 + 0 3

12 + 0 2
NCD: nifios con diarrea; NSD: nifios sin diarrea; +: presencia del gen.
https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.381.5750 1127
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que la presencia del gen sat se asociaba a casos de diarrea
(46,0% vs. 19,0%; valor de p<0,05) ). En el presente estudio,
no se encontro esta asociacién; sin embargo, los resultados
concuerdan con la investigacion de Toloza et al. 19, donde
concluyeron que el papel de sat como factor de virulencia
depende de la carga genética de las cepas. Con respecto a
esto, se debe tener en cuenta la posibilidad de alteraciones a
nivel de expresion del gen, mutaciones puntuales que afecten
a su funcionalidad y la carga bacteriana, que en el caso de
otras cepas DEC (las EPEC) se ha relacionado directamente
con la presencia/ausencia de sintomas .

El segundo gen mas frecuente fue espP, el cual se en-
cuentra fuertemente asociado con EHEC y EPEC atipicas,
siendo reportado con menor frecuencia en otras DEC, como
es el caso de EAEC o EPEC tipicas. El gen espP codifica una
proteina capaz de degradar el factor V de coagulacion, par-
ticipando asi en la produccion del sindrome urémico-hemo-
litico, caracteristico de EHEC. Asimismo, es responsable de
cortar el factor de complemento C3/C3b, lo cual facilita la
colonizacion del intestino 1.

El gen sigA se presentd con una frecuencia del 10,0%,
similar a lo descrito por Boisen et al. ©). Este gen fue repor-
tado inicialmente en la isla de patogenicidad SHI-1 presente
en S. flexneri 2a 17, sin embargo, la deteccién de este gen en
ausencia de otros componentes de esta isla de patogenicidad
sugiere su presencia en otras estructuras genéticas .

Los tres genes restantes se detectaron en frecuencias in-
feriores al 10%. El gen pet se detecté en 7,0% de las cepas,
en su mayoria provenientes de nifos con diarrea. En otras
DEC, como EPEC y EAEC, pet ha sido reportado con fre-
cuencias entre el 5 y el 20,0% respectivamente 7*'¥. El pet
es capaz de producir efectos enterotoxigénicos y citopaticos,
y posee la capacidad de degradar fodrina, lo cual produce
la desorganizacion de la actina del citoesqueleto celular *).

Tanto pic como espC se encontraron con frecuencias me-
nores al 2,0% y solo en cepas DAEC provenientes de nifios
asintomaticos. espC ha sido previamente descrito en cepas
EPEC 7). La proteina que codifica este gen desempefa un
papel relevante en la muerte celular inducida por EPEC, re-
gulando la secrecion de factores de virulencia como EspA
o EspD. pic se ha reportado en otras DEC, como EAEC y
UPEC @,

El andlisis de la presencia concomitante de diferentes
SPATE mostré la presencia de 12 perfiles de asociacion de
genes diferentes. No obstante, ninguno de los patrones ob-
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