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Resumen

Entre enero de 1997 y diciembre de 2002 se estudiaron 208 pacientes
pediatricos con sindrome urémico hemolitico (SUH) para establecer su
asociacion con la infeccion por Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC). La edad promedio de los pacientes fue 22+19 meses. El 53,8%
fue de sexo femenino. Los casos se presentaron principalmente en nifios
eutroficos (85,1%), de condicidon socioeconémica media (52%), durante
el verano y principio del otofio (87%). El 95,5% de los nifios present6 dia-
rrea, que en el 74,2% de los casos fue sanguinolenta. El 44% de los pa-
cientes recibié antibioticoterapia durante el periodo prodrémico. Se aislé
STEC en 9,8% de los casos. El serotipo aislado con mayor frecuencia fue
Escherichia coli 0157:H7 (83,3%) y se detectd la toxina Shiga libre en
materia fecal (StxMF) en el 21% de las muestras estudiadas. Se encon-
traron evidencias acumulativas de infeccion por STEC en 59,1% de los
pacientes.

Palabras clave: sindrome urémico hemolitico * Escherichia coli productor de
toxina Shiga * nifios

Summary

Between January 1997 and December 2002, a total of 208 pediatric
patients with hemolytic uremic syndrome (HUS) were studied to establish
its association with Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) infec-
tion. The median age was 22+19 months, and 53.8% were female
patients. Cases were mainly well nourished children (85.1%) from a mid-
dle class condition (52%); 95.5% had diarrhea, (bloody diarrhea in
74.2%), during the summer and at the beginning of autumn (75%).
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Forty-four per cent received antibiotic therapy during the prodromic period. STEC was iso-
lated in 9.8% of the cases, being Escherichia coli 0157:H7 the most frequent serotype
isolated (83.3%). Shiga free toxin was detected in stools (StxMF) in 21% of the samples
studied. Cumulative evidences of infection by STEC were found in 59.1% of the patients.

Keywords: hemolytic uremic syndrome * Shiga toxin-producing Escherichia coli * children

Introduccion

El sindrome urémico hemolitico (SUH) epidémi-
co, posentérico o forma clésica, se caracteriza por falla
renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia y compromiso del sistema nervioso
central de grado variable (1).

El SUH, con o sin colitis hemorragica, es predomi-
nantemente una enfermedad que requiere hospitali-
zacioén. Ocurre en nifios, especialmente lactantes, con
una media de edad de 17,3 meses. La mortalidad en
centros especializados es menor al 4% (2). Es la causa
mas frecuente de insuficiencia renal aguda en edad
pediatrica y constituye una importante causa de insufi-
ciencia renal crénica en la adolescencia y juventud,
que puede determinar el ingreso a programas de dia-
lisis y transplante renal (3). Por tratarse de una enfer-
medad sistémica, puede afectarse cualquier 6rgano:
pancreas, higado, miocardio, musculo u otros (4).

Durante las pasadas dos décadas Escherichia coli pro-
ductor de toxina Shiga (STEC) ha sido asociado con el
SUH, como asi también con casos de diarrea sin com-
plicaciones y portacion en individuos sanos (5). En al-
gunos pacientes la afeccion digestiva es la dominante,
especialmente en el nivel del colon y se puede confun-
dir con otras patologias como apendicitis, colitis isqué-
mica ulcerativa u otros procesos infecciosos produci-
dos por Shigella spp, Campylobacter spp, etc. (6).

STEC se ha asociado con enfermedad entérica en el
afo 1983, cuando Riley et al. comunicaron el aisla-
miento de Escherichia coli O157:H7 de pacientes con
colitis hemorragica, asociada con la ingestion de ham-
burguesas mal cocidas (7). En el mismo afio Karmali,
et al. (8) informaron la asociacion entre la infeccion
por STEC y el SUH.

El origen alimentario de la infeccion ha quedado
demostrado en varios estudios posteriores, siendo las
heces bovinas el origen mas comdn de la contamina-
cion. La dosis infectante es muy pequefia, del orden de
102 UFC (9)(10). La transmisién se produce por ali-
mentos y aguas contaminadas con heces bovinas y de
persona a persona.

Escherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de
150 serotipos de Escherichia coli (026:H11, O103:H2,
O111:NM, 0O113:H21, O145:NM, entre otros) que

Acta Bioquim Clin Latinoam 2007; 41 (1): 27-33

comparten el mismo potencial patogénico, pero sola-
mente algunos estan relacionados con enfermedades
severas en humanos. Los serotipos relacionados con
enfermedades severas pertenecen a la categoria de Es-
cherichia coli enterohemorrégico (EHEC) (11).

Los estudios realizados en modelos animales e in vi-
tro describen distintos mecanismos de virulencia, pero
el mas importante sigue siendo la produccién de una
potente citotoxina, codificada por un bacteri6fago, lla-
mada toxina Shiga (Stx). Las cepas de origen humano
pueden producir Stx1, Stx2 y variantes, solas o combi-
nadas (Stx1/Stx2, Stx1/Stx2v o Stx2/Stx2v).

Stx1 es idéntica a la toxina Shiga de Shigella dysente-
riae 1 en la secuencia de aminoéacidos y no puede dis-
tinguirse de ésta por serologia, mientras que existe un
58% de homologia entre Stx1 y Stx2 (12). Poseen un
plasmido de 60 MDa (pol157), implicado en la expre-
sion de una fimbria de adherencia (fimbria EHEC) y
una toxina RTX llamada enterohemolisina de EHEC
(EHEC-HIy), la cual se asocia con enfermedad severa
en el hombre (13). Se ha sugerido que una proteasa
codificada por el mismo plasmido (EspP) actuaria co-
mo factor de virulencia adicional.

Al igual que E. coli enteropatdégeno, posee un gen
cromosomal llamado eae que codifica una proteina lla-
mada intimina, responsable de la unién intima de la
bacteria al enterocito y la desorganizacién de las mi-
crovellosidades, con produccion de la lesion AZE (del
inglés attachment and effacement). Las cepas que portan
el gen de la intimina y son productoras de Stx2 estan
asociadas a enfermedades severas en el hombre (14).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar los
casos de SUH de nifios internados en la Sala de Nefro-
logia de este Hospital y establecer su asociacion con la
infeccion por STEC.

Materiales y Métodos

POBLACION

Entre el 1 de enero de 1997 y el 12 de diciembre de
2002 se estudiaron 208 pacientes con diagnéstico cli-
nico de SUH, internados en el Servicio de Nefrologia
del hospital. Los pacientes con SUH fueron definidos



como nifios previamente sanos, que presentaron ane-
mia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda.

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Se tomé muestra de materia fecal en el momento de
la internacion para la deteccidn de patégenos recono-
cidos: E. coli (STEC y E. coli O157:H7), Salmonella sp.,
Shigella sp., Campylobacter sp., Yersinia sp., Aeromonas sp.
y deteccién de Stx libre en materia fecal (StxMF). Se
obtuvieron dos muestras de suero: una al ingreso del
paciente y otra, cuando fue posible, 20 dias después.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Para el aislamiento y caracterizacion de STEC, se se-
leccionaron 6 a 10 colonias fermentadoras de lactosa
del cultivo primario en agar EMB, identificadas como
E. coli para la deteccion de STEC no-O157 y 6 a 10 co-
lonias no fermentadoras de sorbitol a partir del agar
MacConkey Sorbitol para la deteccién de E. coli O157.

El diagnéstico y la caracterizacion genotipica de los
factores de virulencia de STEC se realizaron en el Ins-
tituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran” mediante la técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los
oligonucledtidos o primers especificos que amplifican
los fragmentos de los genes de las toxinas Shiga 1y 2
(Stx1, Stx2) (15), de la enterohemolisina EHEC-hly
(13) y el factor eae (16).

Los aislamientos se cultivaron en agar tripticasa de
soja y posteriormente en caldo Penassay (Antibiotic
Medium n° 3, Difco Laboratories, Detroit, Estados
Unidos), incubandose a 37 °C durante 18 h. Los so-
brenadantes bacterianos y extractos celulares periplas-
micos, obtenidos por tratamiento con sulfato de poli-
mixina B segun Karmali, et al. (17), fueron ensayados
para la deteccion de la citotoxicidad especifica en cé-
lulas Vero, utilizando los anticuerpos monoclonales
Stx1 (Mab 13C4) y Stx2 (Mab BC5BB12) (cedidos
gentilmente por la Dra. Strockbine, Center for Infec-
tious Disease, Atlanta GA, Estados Unidos) como ya
fue descripto (8).

El fenotipo enterohemolitico de las cepas fue de-
terminado utilizando placas de agar triptosa base san-
gre, suplementado con CaCl, y sangre desfibrinada
de oveja, lavada con buffer fosfato salino (PBS 0,01 M;
pH 7,2). La hemdlisis debida a EHEC-HIy se detect6
después de 18 h de incubacién a 37 °C, seguin Beutin,
et al. (18).

La serotipificacion de las cepas de E. coli se realizd
con antisueros especificos O y H por técnicas de aglu-
tinacién en lamina y tubo, respectivamente, segin
@rskov, et al. (19), mientras que la biotipificacion se hi-
zo segun Krishman, et al. (20).
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La genotipificacidn de Stx2 y sus variantes se reali-
26 por el anélisis del polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restricciéon (RFLP) del producto de
amplificacién obtenido por PCR de una region de la
subunidad B de la toxina segun lo descrito por Tyler,
et al. (21).

La subtipificacion de los aislamientos de STEC
0157:H7 se cumplimentd con la aplicacion de las téc-
nicas de fagotipificacion y macrorrestriccién con la en-
zima Xbal y separacién de los fragmentos por electro-
foresis de campos pulsados (PFGE- del inglés pulsed-
field gel electrophoresis).

Los fagotipos (PT) se establecieron mediante la téc-
nica descripta originalmente por Ahmed, et al. (22) y
luego modificada por Khakhria, et al. (23). Los fagos
utilizados para tipificar E. coli O157:H7 fueron cedidos
gentilmente por R. Ahmed (Laboratory Centre for Di-
sease Control, Winnipeg, Manitota, Canada).

La técnica de Xbal-PFGE se realiz6 segun el proto-
colo estandarizado por los Centers for Disease Control
and Prevention (CDC, Atlanta, GA, Estados Unidos),
con algunas modificaciones (24).

Para la deteccidon de toxina libre en materia fecal
(StxMF), se mezclaron vigorosamente un volumen de
materia fecal con 3 de PBS y se centrifugaron. El so-
brenadante libre de bacterias fue ensayado para la de-
teccion de la citoxicidad especifica en células Vero,
utilizando anticuerpos monoclonales (8).

La deteccidon de anticuerpos neutralizantes a-Stx se
realizé en células Vero, empleando 4 DC50 de toxinas
de cepas de referencia 981 (Stx1) y 1271 (Stx2). La se-
roconversion fue definida como el aumento del titulo
de anticuerpos a-Stx 24 entre la muestra 1y la 2 (8).

Resultados

En el periodo comprendido entre enero de 1997 y
diciembre de 2002 se internaron en el Servicio de Ne-
frologia del Hospital 231 pacientes con diagnéstico de
SUH. En el laboratorio se recibieron muestras de 208
pacientes (90%).

El SUH se presenté en 177 nifios eutréficos
(85,1%), 7 distroficos (3,4%) y 24 (11,5%) sin este da-
to. Con respecto a la condicidon socioecondmica, fue-
ron de clase media 108 pacientes (52%) y baja 71
(34,1%); en 29 (13,9%) no se obtuvo este dato. La
edad promedio fue de 22+19 meses. Con relacion a la
edad, 155 casos (74,5%) tenian entre 6 y 24 meses; la
mayor frecuencia se presenté en el grupo de 12 a 24
meses con 96 casos (46%) (Fig. 1). El 53,8% corres-
pondié al sexo femenino. La distribucion estacional
en la presentacion de la enfermedad fue de 188 casos
(90,4%) en los meses calidos y 20 en invierno (9,6%).

Antes de desarrollar SUH, 170 de 178 pacientes
(95,5%) tuvieron diarrea; en 132 (74,2%) fue muco-
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Figura 1. Distribucion por grupo etario, periodo 1997-2002 (n=208).

sanguinolenta. Las muestras de materia fecal se obtu-
vieron con un promedio de 7,5 dias entre la iniciacion
de los sintomas de diarrea y la instauracion del SUH.
Como se observa en la Tabla I, el tratamiento anti-
bidtico previo varia de 51,8% en 1999 a 15,9% en
2001, con un total de 44% para los 6 afios de estudio.
En 12 de 122 casos de SUH (9,8%) se aislo STEC. De és-
tos, 10 (83,3%) correspondieron al serotipo O157:H7
(stx2+stx2vh-a/eae/EHEC-hlyA), biotipo C (dulcitol+/
L-ramnosa+). Los otros serotipos fueron O91:H21 (st-
x2/EHEC-hlyA) y O178:H19 (stx1/stx2/ EHEC-hlyA).
Con respecto a la produccion de toxina y actividad he-
molitica se present6 en el 100% de los casos. Entre las
10 cepas de STEC 0157 se identificaron PT (3 cepas),
PT 2 (2 cepas), PT 4 (3 cepas) y PT 49 (2 cepas). Tres
cepas presentaron patrones de lisis no descriptos hasta
el momento. Por Xbal-PFGE las cepas O157 resultaron

ser genéticamente diferentes con un porcentaje de si-
militud mayor al 80%. La toxina Shiga se detecté en
muestras de 34 (22,1%) de 154 pacientes, de los cuales
33 (21,4%) correspondieron a Stx2. EI mayor porcen-
taje fue el de 1999 con 29,2%. Se detectaron anticuer-
pos a-Stx en 103 de 179 pacientes (57,5%), con un va-
lor de 92,6% en 1999.

Se encontrd evidencia de infeccidn por STEC en ca-
sos de SUH, determinada por uno o mas criterios diag-
nasticos, en 110 de 208 pacientes (52,9 %) (Tabla II).

Discusion

Se pudo demostrar la asociacion entre SUH y STEC
en 52,9% de los 208 casos en los que se hicieron los es-
tudios correspondientes en el laboratorio.

Tabla I. Evidencias de infeccién por STEC en casos de SUH, 1997- 2002 (n=208).

STEC STMF a-Stx Antibiético-terapia**
Afio Dias*

Ne % Ne % Ne % Ne %

1997 7,7 1/22 4.5 2/28 7,1 10/31 32,2 16/32 50
1998 6,8 3/25 12,0 2/29 6,9 26/31 83,9 13/29 44,8
1999 7,4 3/27 11,1 8/24 29,2 25/27 92,6 14/27 51,8
2000 7,2 0/13 0 2/17 11,8 14/19 73,7 10/22 45,4
2001 8,0 2/13 15,4 7123 30,4 16/26 61,5 3/19 15,8
2002 7,4 4/22 18,2 11/33 33,3 12/45 26,7 18/39 46,1
7,5 12/122 10,0 34/154 22,1 103/179 57,5 74/168 44,0

* Dias entre iniciacion de sintomas y toma de muestra
** Antibioticoterapia anterior al desarrollo de sindrome urémico hemolitico
a-Stx: Anticuerpo antitoxina Shiga

STEC: Escherichia coli productora de toxina Shiga.
STMF: Toxina libre en materia fecal.
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Tabla Il. Evidencia acumulativa por STEC en casos de SUH,
1997-2000 (n=208).
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Criterio diagnéstico

Numero de casos

STEC 1
STEC + STMF + a-Stx 8
STMF + a-Stx 20
STMF 6
STEC + a-Stx 3
a-Stx 72

Total

110 (52,9%)

a-Stx: Anticuerpo antitoxina Shiga

xina Shiga

STEC: Escherichia coli productora de to-

STMF: Toxina libre en materia fecal
SUH: sindrome urémico hemolitico

El mayor namero de nifios fue de clase social media
y eutrofico, coincidiendo con lo publicado por Gia-
nantonio, et al. (1).

El alto nimero de nifios con un prédromo de dia-
rrea, fundamentalmente mucosanguinolenta (74,2%),
y una distribucion estacional con tendencia a aumentar
en los meses calidos, es similar a lo publicado en otros
paises (25). La enfermedad afect6 en igual forma a va-
rones y nifias, y la mayor frecuencia se presenté en me-
nores de 24 meses (26).

Se pudo aislar STEC en el 10% de los pacientes estu-
diados. La escasa recuperacion del patégeno se debe al
alto nimero de nifios con tratamiento antibiético pre-
vio (44%) y al tiempo transcurrido entre la toma de la
muestra para realizar el coprocultivo y la iniciacion de
la diarrea.

El serotipo aislado con maés frecuencia fue E. coli
0O157:H7 productor de Stx2. Esto es similar a 1o que
ocurre en Estados Unidos y Canad4, tanto en SUH co-
mo en la colitis hemorragicas (11)(20)(27). Este perfil
también coincide con lo detectado en otras zonas de Ar-
gentina donde Stx2 es prevalente (28), pero difiere de
lo observado en Chile (29), donde en un estudio de ca-
so control se detectaron STEC serogrupos 026, O111
y 0157 en el 30% de los pacientes con SUH, princi-
palmente Stx1 o Stx1/Stx2.

Todos los aislamientos de STEC fueron cepas he-
moliticas, hecho que coincide con lo descripto por
Beutin, et al. (18). En el presente estudio también se
aislaron cepas enterohemoliticas O91:H21 producto-
ra de Stx2 y O178:H19 productora de Stx1/Stx2, pe-
ro negativas para el factor de enteroadherencia eae.
Evidentemente estas cepas deben tener otros meca-
nismos de unidn al epitelio intestinal, distintos de in-
timina codificada en el gen cromosémico eae
(30)(31).

La diferencia observada entre los patrones de Xba
I-PFGE y los fagotipos detectados confirma la diversi-
dad existente entre las cepas de STEC O157 estudia-
das. En diferentes partes del mundo se han notificado

brotes debidos a este microorganismo, asociados a ca-
sos de diarrea con 0 sin sangre y a casos mas Severos
de SUH (32). Sin embargo en Argentina, a pesar de
su alta tasa de incidencia, no se han detectado brotes
debidos a este patégeno.

Con respecto a la deteccién de StxMF (22%) y an-
ticuerpos a-Stx (57,5%), éstos son inferiores a los ha-
llados por Novillo, et al. (33), quienes detectaron
StxMF en 15 de 49 pacientes con SUH (31%) y anti-
cuerpos en 11 de 18 (61%).

En este trabajo, el uso de técnicas de serologia pa-
ra la deteccién de anticuerpos anti-Stx, asi como la
técnica de deteccion de toxina libre en materia fecal,
aumentaron la sensibilidad en el diagnéstico de la in-
feccién por EHEC.

Se considera que el aislamiento del microorganis-
mo implicado es el criterio de diagnoéstico definitivo.
Sin embargo, la deteccién de StxMF y anticuerpos an-
ti-Stx son otros criterios que lo confirmarian.

La incidencia de SUH puede disminuir con la in-
formacién para la poblacidn respecto al consumo de
alimentos bien cocidos y lacteos pasteurizados. En Ar-
gentina, Pérez, et al. (34), en un trabajo de caso con-
trol, demostraron que los nifios expuestos al consumo
de leche no pasteurizada padecian SUH mas frecuen-
temente.

Las normas de higiene personales, que explican los
brotes en instituciones cerradas y en el hogar
(35)(36), hacen muy importante que el area de Salud
Puablica esté orientada a la prevencion.
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