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Resumen

Argentina tiene el indice mas alto de casos de sindrome urémico hemolitico
(SUH) en el mundo. Brotes y casos esporadicos de SUH se han asociado a Es-
cherichia coli 0157:H7 productor de toxina Shiga (STEC). El objetivo del estu-
dio fue comparar la diversidad genética y la relacién clonal de Escherichia coli
0157:H7 biotipo B. Cuatro cepas biotipo B fueron aisladas de dos pacientes con
SUH y de dos contactos asintomaticos convivientes, en la ciudad de Mar del
Plata. Se realiz6 PCR para detectar los genes stx;, stx, rfbg157, €ae, ehxA'y
fliCy, 7 y electroforesis en gel en campos pulsados (Xbal-PFGE) para establecer
la diversidad genéticay la relacién clonal. Todas las cepas presentaron los genes
StXp, StXocn-a) €36, ehxAy fliC,;, y pertenecieron al fagotipo 2. Por Xbal-PFGE
fueron identificados tres patrones que demostraron alta relacién clonal y fueron
considerados relacionados al mismo acontecimiento, sin nexo epidemiolégico
establecido entre los casos de SUH. Estos patrones de Xbal-PFGE eran nuevos,
porque no estaban incluidos en la base de datos de E.coli 0157 en Argentina.
Usando herramientas estandarizadas de deteccién y tipificacion para el diag-
nostico, los laboratorios de referencia podran detectar la aparicién de nuevos clo-
nes asociados con enfermedades humanas.

Palabras clave: Escherichia coli 0157:H7 biotipo B * diversidad genética *
relacion clonal * electroforesis en gel en campos pulsados

Summary

Argentina has the highest rate of cases of hemolytic uremic syndrome (HUS) in
the world. Outbreaks and sporadic cases of HUS have been associated with
0157:H7 Shiga toxin-producer Escherichia coli (STEC). The aim of this study
was to compare the genetic diversity and clonal relatedness of Escherichia coli
0157:H7 biotype B. Four biotype B strains were isolated from two patients with
HUS and two asymptomatic household contacts in the city of Mar del Plata. PCR
was performed to detect stxq, stxo, rfbg157, €ae, ehxA and fliC,; genes, and
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pulsed-field gel electrophoresis (Xbal-PFGE) to establish the genetic diversity and the clonal
relatedness. All strains harbored the stxy stxoqn-a), €€, ehxA and fliCy; genes and belonged
to phage type 2. By means of Xbal-PFGE, three patterns were identified, showing high clonal
relatedness and related to the same event, but there was no established epidemiological link
between cases of HUS. These patterns of Xbal-PFGE were new, because they were not in-
cluded in the database of E.coli 0157 in Argentina. Using tools of detection and classifica-
tion for diagnosis, reference laboratories will be able to detect the emergence of new clones
associated with human diseases.

Key words: Escherichia coli 0157:H7 biotype B * genetic diversity * clonal relatedness *

pulsed-field gel electrophoresis

Introduccién

Escherichia coli O157:H7 productor de toxina Shiga
(STEC) es el serotipo mas frecuentemente identificado
como causante de enfermedad humana (1) y es reco-
nocido como patégeno emergente transmitido por ali-
mentos, asociado a casos esporadicos y brotes de diarrea
con o sin sangre, colitis hemorragica y sindrome uré-
mico hemolitico (SUH).

El objetivo del presente trabajo fue comparar la di-
versidad genética y establecer la relacion clonal de cepas
de Escherichia coli O157:H7 del biotipo B (fermentador
de dulcitol y rafinosa, no fermentador de ramnosa), ais-
ladas de pacientes con SUH y contactos asintomaticos
en la ciudad de Mar del Plata.

Materiales y Métodos

Durante febrero y marzo de 2007 se aislaron 4 cepas
de E. coli O157:H7 biotipo B del total de la vigilancia de
laboratorio, provenientes de dos pacientes con SUH y
de dos contactos asintomaticos.

Caso de SUH#I1: nina de 3 anos y 8 meses de edad
que comenzo el dia 8 de febrero de 2007 con diarrea
acuosa evolucionando a diarrea sanguinolenta, fiebre y
disminucion de la diuresis. Al momento de la interna-
cion estos sintomas persistian presentando, ademas, ane-
mia hemolitica, insuficiencia renal y plaquetopenia.
Durante los 12 dias que dur6 la internacion se le realizé
dialisis peritoneal y tranfusion sanguinea, evolucio-
nando favorablemente hasta alcanzar el alta médica. Re-
sidia junto a su familia en Mar del Plata.

Caso SUH#2: nina de 2 anos y 9 meses de edad que
presenté el dia 26 de febrero de 2007 un comienzo
brusco de diarrea sanguinolenta, dolor abdominal y oli-
guria, persistiendo estos sintomas al momento de Ia in-
ternacion y presentando también equimosis y petequias,
compromiso microangiopatico del sistema nervioso cen-
tral y convulsiones. Durante los dias de internacion se le
realizo a la paciente una didlisis peritoneal. El dia 1 de
marzo de 2007 fallecié por paro cardio-respiratorio.
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Contactos asintomaticos convivientes del caso
SUH#2: CA#2-A hermano de 5 anos y CA#2-B abuela de
55 anos. Esta familia era oriunda de la ciudad de Mar de
Ajo, Provincia de Buenos Aires.

Se realiz6 el estudio de persistencia de excrecion de
este microorganismo entre los afectados.

Las cepas fueron caracterizadas por PCR para amplifi-
car los genes stxy, stxo, 7/ 57, eae, ehxAy fliG,; (2-4) y sub-
tipificadas por fagotipificacion (5) y por la técnica de
macrorrestriccion con la enzima Xbal y separacion por
electroforesis de campos pulsados (Xbal-PFGE), segtn el
protocolo estandarizado por el Center for Diseases Control,
Atlanta, GA, EE.UU,, con algunas modificaciones (6).

Resultados

Las 4 cepas de E. coli O157 biotipo B aisladas porta-
doras de los genes stxo, stxo, (vh-a) € ehxA'y fliG,;, fue-
ron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados y
pertenecian al fagotipo 2.

Por subtipificacion se obtuvieron 3 patrones Xbal-
PFGE bien definidos: AREXHX01.0447 (CA#2-B),
AREXHX01.0448 (SUH#2), AREXHX01.0449 (SUH#1,
CA#2-A). Los patrones AREXHX01.0447 y AREXHXO1.
0448 presentaron 95,2% de similitud segin criterio de Te-
nover, et al. (7), y los patrones AREXHX01.0448 y
AREXHX01.0449 presentaron 97,6% de homologia con
s6lo una banda de diferencia (Fig. 1).

El estudio de persistencia de excrecion s6lo demostro
excrecion prolongada en el CA#2-B, con 20 dias de du-
racion a partir del primer coprocultivo.

Discusion y Conclusiones

Los patrones de Xbal-PFGE detectados son nuevos,
pues no existian previamente en la Base de Datos de E.
coli 0157 de Argentina. Estos patrones presentaron una
alta relacion clonal por lo que se los considera relacio-
nados al mismo evento.

El CA#2-B excret6 el microorganismo durante 20
dias. Si bien esta dentro del rango de excrecién que des-



Nuevo patron de Escherichia coli 591

Dice (Opt:1,50%) (Tol 1,5%-1,5%) (H>0,0% S>0,0%) [0,0%-98,3%]

PFGE-Xbal

o

. m“”

|

Xbal PFGE

AREXHX01.0449

AREXHX01.0449

AREXHX01.0448

AREXHX01.0447

Origen Genotipo Afo

SUH#1 eae+/ehxA+/ 2007
StXZ/ 5tXZt:(vh-a)
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Figura 1. Relacién clonal de cepas biotipo B por Xbal-PFGE

criben diversos trabajos (8), estas cepas mantuvieron su
potencial infectante-patogénico sin observarse modifi-
caciones en el patrén de macrorrestriccion obtenido por
Xbal-PFGE.

Fenotipicamente es importante el hallazgo de cepas
de E. coli O157:H7 del biotipo B, porque las cepas cir-
culantes en Argentina corresponden mayoritariamente
al biotipo C (fermentador de dulcitol, rafinosa y ram-
nosa), y hasta el momento en Mar del Plata no se habia
detectado la circulacion de biotipo B.

Las evidencias halladas entre los distintos casos y con-
tactos asintomaticos fueron insuficientes para relacio-
narlos epidemiolégicamente. Sin embargo, el estudio
molecular de las cepas indicaria la probabilidad de la
existencia de un nexo vinculante, ya que las cepas pre-
sentaron una alta homologia clonal entre afectados de
diferentes localidades y en un lapso de tiempo aproxi-
mado de un mes, haciendo presumir la posibilidad de
ocurrencia de un brote difuso.

Es fundamental la aplicacion de técnicas de epide-
miologia molecular en tiempo real para mejorar la vi-
gilancia de E. coli O157, reforzando los resultados de
laboratorio con los epidemiolégicos para la imple-
mentacion de medidas de prevencion y control ade-
cuadas.
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