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RESUMEN

Establecimos la frecuencia de aislamiento de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) a partir de muestras
clinicas y de alimentos, asi como las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas recuperadas. Se analizaron 198
muestras fecales de nifios con diarrea sanguinolenta (DS), 14 muestras fecales de nifios con sindrome urémico hemolitico
(SUH) y 220 muestras de carne picada. También se estudiaron 4 cepas STEC aisladas de alimentos embutidos. Se
recuperé STEC de 3 (1,5%) de los nifios con DS, de 1 (7%) nifio con SUH y de 4 (1,8%) de las muestras de carne picada.
Todas las cepas fueron eae y ehxA positivas. Los serotipos detectados fueron: 0157:H7 (9 cepas), 026:H11 (2 cepas),
O111:NM (1 cepa) y O145:HNT (1 cepa). Todas las cepas O157:H7 portaron el subtipo eae-y1; las cepas O26:H11 y
O145:HNT portaron el subtipo eae-B1ly la cepa O111:NM port6 el subtipo eae-y2/6. Las cepas STEC del mismo serogrupo
mostraron alta diversidad genética. En Uruguay STEC no seria agente frecuente de diarrea con sangre en nifios. Sin
embargo, las cepas recuperadas presentaron los genes asociados con enfermedad severa y 2 de los 3 nifios infectados
con STEC evolucionaron a SUH. La carne picada y otros alimentos serian vehiculos importantes de O157:H7.
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ABSTRACT

Detection and characterization of Shiga toxin - producing Escherichia coli  from clinical cases and food in
Uruguay. We have assessed the frequency of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in clinical and food
samples as well as studied the genotypic and phenotypic characteristics of the recovered strains. One hundred ninety
eight fecal samples from children with bloody diarrhea (BD), 14 from children with hemolytic uremic syndrome (HUS),
220 ground beef samples and 4 STEC isolates from other beef-derived products were analyzed. The STEC strains
were isolated from 3 (1.5%) children with bloody diarrhea, 1 (7%) from a child with HUS and 4 (1.8%) from ground beef
samples. All strains were eae and ehxA positive. The serotypes found were: 0157:H7 (9 strains), 026:H11 (2), O111:
NM (1) and O145:HNT (1). All 0157:H7 STEC strains harbored the eae subtype y1, 026:H11 and O145:HNT strains,
subtype 1 and O111:NM strain, subtype y2/6. The STEC strains of the same serogroup showed high genetic diversity.
In Uruguay, STEC is not frequently isolated from cases of bloody diarrhea in children. However, all the recovered
STEC strains carried the genes associated with severe disease and 2 out of 3 children infected with STEC developed
HUS. Ground beef and other food products might be important vehicles for O157:H7 strains.
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INTRODUCCION

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (STEC) constituyen un grupo importante dentro del
conjunto de patégenos emergentes trasmitidos por ali-
mentos. En los seres humanos estas bacterias se aso-
cian con un amplio espectro de manifestaciones clinicas
gue varia desde diarrea leve y autolimitada hasta proce-
S0s mas graves, muchas veces con secuelas importan-

tes, como colitis hemorragica (CH) o sindrome urémico
hemolitico (SUH) (27, 38).

El SUH esta definido por la triada clasica: anemia
hemolitica microangiopética, trombocitopenia y falla re-
nal aguda, precedidas habitualmente por diarrea con
sangre. Es una enfermedad que afecta principalmente a
los nifios y que se presenta fundamentalmente como
casos esporadicos en los paises del Cono Sur, especial-
mente en Argentina (18, 19).
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En Uruguay ocurren entre 10 y 15 casos nuevos por
afo, y la tasa de incidencia es de 4 a 5/100.000 nifios
menores de 5 afios, aproximadamente. En Argentina la
OPS considera que el SUH es endémico, con 400 casos
nuevos por afio y una incidencia estimada para el afio
2005 de 13,9/100.000 nifios menores de 5 afios (42).

El ganado bovino y otros rumiantes domésticos cons-
tituyen el reservorio mas importante para estos agentes.
La infeccion se adquiere habitualmente por el consumo
de carne mal cocida o de otros alimentos contaminados
con heces de estos animales. La transmision directa de
persona a persona también ocurre y se observa, sobre
todo, en jardines maternales e infantiles, hogares para
ancianos e instituciones para enfermos mentales (21).

La produccién de toxina Shiga (Stx) representa el atri-
buto de virulencia mas importante en STEC y es el factor
que define este patotipo. Las cepas STEC productoras
de Stx2 determinan enfermedades mas severas que las
causadas por las que producen Stx1 (16). Las cepas
STEC asociadas con SUH también se conocen como E.
coli enterohemorragicas clasicas (EHEC) y presentan,
ademas de la capacidad de producir toxina Shiga, otros
atributos de virulencia.

La mayoria de las cepas EHEC poseen un plasmido
de gran tamafio (60 MDa) que tiene el gen ehxA que
codifica una hemolisina (EHEC-HIyA) y portan, ademas,
una isla de patogenicidad denominada LEE (locus of
enterocyte effacement) de 35 kb, ubicada en el cromo-
soma bacteriano que contiene, entre otros, el gen eae
que codifica la intimina, los genes esp (E. coli secreted
proteins), el gen tir que codifica para el receptor trans-
locado de intimina y los genes para la sintesis del siste-
ma de secrecion tipo Il (6, 25, 45).

En cepas STEC y de E. coli enteropatdgeno clasico
(EPEC) de diferentes serotipos se han descrito méas de
20 variantes del gen eae. Las cepas que expresan intimina
tipo a se adhieren, sobre todo, a nivel del intestino del-
gado; las cepas con intimina tipo y1 y y2, en cambio, se
unen fundamentalmente en el colon (14).

En los ultimos afios se han descrito nuevos serotipos
STEC asociados a casos de diarrea con sangre y SUH.
También se ha comunicado el aislamiento de cepas STEC
eae-negativas a partir de individuos con SUH (36, 37).
Estos hallazgos sugieren que el conjunto de cepas STEC
relacionadas con enfermedades humanas es variable y
gue se necesitan estudios microbiolégicos detallados para
caracterizar las cepas prevalentes en una zona determi-
nada, con la finalidad de conocer su epidemiologia y de-
terminar sus factores de virulencia.

El objetivo de este trabajo fue establecer la frecuen-
cia de deteccion de STEC en muestras de origen huma-
no y de alimentos, y determinar las caracteristicas
fenotipicas y los atributos de virulencia presentes en las
cepas recuperadas.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas

Entre enero de 2002 y abril de 2005 se estudiaron 198 nifios
menores de 5 afios que presentaron diarrea con sangre y 14
nifios con diagndstico de SUH. La mayoria eran usuarios de los
servicios de salud publica.

Para el estudio microbiol6gico se obtuvo una muestra de
materia fecal por evacuacion espontanea. La deteccion de los
patégenos entéricos habituales se realiz6 como se describid
previamente (49).

Para la busqueda de STEC, las muestras de heces se sem-
braron directamente en placas de agar MacConkey sorbitol
(SMAC) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) y en caldo
digerido triptico de soja (TSB) (Becton Dickinson France S.A.S.,
Le Pont de Claix, France) suplementado con 50 pg/l de cefixima
y 2,5 mg/l de telurito de potasio (bioMérieux Marcy/Etoile, France)
(CT-TSB), seguido del aislamiento en placas de SMAC luego de
6 horas de incubacion a 37 °C. Para la extraccion de ADN se
resuspendié una ansada de la zona de crecimiento confluente de
cada una de las placas de SMAC en buffer TE 1X pH 7,4 (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM) con Tritdn X-100 al 1%, se calent6 a
100 °C durante 10 minutos y luego se centrifugd a 13.000 rpm
durante 5 minutos. EI mismo procedimiento de extraccion se rea-
liz6 a partir de mezclas de colonias sorbitol positivas y negativas.
En total se analizaron 40 colonias sospechosas por nifio.

Dos pl del sobrenadante se utilizaron como templado en las
reacciones de amplificacion. La deteccién de los genes six1 y
stx2 se realiz6 por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando los cebadores VT1la (5"GAA GAG TCC GTG GGA
TTA CG 3); VT1b (5" AGC GAT GCA GCT ATT AAT AA 3)y
VT2a (5°TTA ACC ACA CCC CAC CGG GCA GT 3"), VT2b
(5"GCT CTG GAT GCA TCT CTG GT 3') (39). La amplificacion
se realizé en un volumen final de 25 pl de una mezcla de reac-
cién con las siguientes concentraciones: 0,2 mM de cada dNTP,
10 mM de Tris-HCI, 2 mM de MgCl, y 1,5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen, USA). Los cebadores VT1a,b y VT2a,b se usaron a
una concentracion de 0,8 uM y 0,2 pM, respectivamente. Se
utilizé el termociclador GeneAmp(l 2700 (AB, Applied Biosystem,
Singapore).

Los productos de amplificacion se revelaron por electroforesis
en geles de agarosa al 2% en TBE 0,5X (Tris-HCI 89 mM, &cido
bérico 89 mM y EDTA 2,5 mM) y tincién posterior con bromuro
de etidio.

Muestras de alimentos

Entre los afios 2002 y 2005 se analizaron 220 muestras de
carne picada obtenidas al azar en carnicerias de Montevideo,
Maldonado y Soriano. La carne picada estaba pronta para la
venta al publico y se obtuvo una muestra por establecimiento.

Para la deteccién de STEC 0157, 25 gramos de carne se
colocaron en 225 ml de caldo EC modificado (ECm) (Becton
Dickinson France S.A.S., Le Pont de Claix, France) suplemen-
tado con 20 pg/ml de novobiocina (Sigma Chemical Co. St. Louis,
USA). Las muestras se homogeneizaron en un homogeneizador
tipo Stomacher durante 1 minuto y luego la mezcla se incub6 a
37 °C durante 6-8 horas con agitacion a 140 rpm. A partir de una
alicuota de 1 ml se realiz6 la separacion inmunomagnética (SIM
Dynabeads; Dynal, Oslo, Norway) con perlas recubiertas con
anticuerpos para el serogrupo 0157, siguiendo las indicaciones
del fabricante. El volumen resultante de la SIM se sembr6 en
placas de agar SMAC y CT-SMAC. Las colonias sospechosas
(S-) se estudiaron por reaccién de aglutinacion rapida en lamina
con suero anti-0157 (Denka Seiken Co., Tokyo, Japan).

Para la deteccion de STEC 0157 y no-O157, otra alicuota
del ECm se sembr6 directamente en placas de agar SMAC y en
agar CT-SMAC, y se realizé el tamizaje por PCR con los
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cebadores VTlay by VT2ay b, de forma idéntica a la descrita
antes para las muestras de origen humano.

También se estudiaron 4 cepas sospechosas de STEC ais-
ladas a partir de alimentos embutidos y enviadas a nuestro la-
boratorio para completar su andlisis fenotipico y genotipico.

Caracterizacion de las cepas STEC

La identificacion bioquimica de las cepas STEC se realiz6
mediante pruebas convencionales (13). Las pruebas de suscep-
tibilidad a los antimicrobianos se realizaron por la técnica de
difusion en agar, de acuerdo con las recomendaciones del CLSI
(12). Los antibiéticos probados fueron los siguientes: acido
nalidixico, ampicilina, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina,
cloranfenicol, gentamicina, nitrofurantoina, tetraciclina y tri-
metoprima-sulfametoxazol (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
UK). Se utilizaron como cepas control Escherichia coliATCC 25922
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. El serotipo de las ce-
pas STEC se determind por reacciones de aglutinacion utilizan-
do antisueros contra los antigenos “O” y “H” disponibles en el
mercado (Denka Seiken Co., Tokyo, Japan) y también sueros
policlonales preparados en el Departamento de Bacteriologia y
Virologia (49). Para establecer el biotipo de las cepas STEC
0157:H7 se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: pro-
duccién de acido a partir de dulcitol, rafinosa, sorbitol y ramnosa;
y prueba de B-glucuronidasay de lisina decarboxilasa siguiendo
procedimientos estandares (13). La produccién y el tipo de toxi-
na Shiga se determiné por ensayos de citotoxicidad y neutrali-
zacion en cultivos de células Vero. Para los ensayos de neutra-
lizacion se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-Stx1 y anti-
Stx2 (28). La produccion de EHEC-HIyA se determiné mediante
hemadlisis en placas de agar sangre de oveja desfibrinada al 5%
suplementada con CaCl, (10 mM), segun la metodologia descri-
ta por Beutin et al. (2).

La presencia de secuencias relacionadas con los genes eae
y ehxA se determiné por PCR (5, 45). Los cebadores utilizados,
la temperatura de hibridacion y el tamafio del producto de am-
plificacién esperado se presentan en la Tabla 1.

Subtipificacién de las cepas STEC

Genotipificacion de las cepas STEC.  Los subtipos del gen
eae se determinaron por PCR utilizando cebadores especificos
para las variantes descritas hasta el momento (5). Para la dife-
renciacion de las variantes genéticas de Stx, se analizo el
polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP)
de los productos de amplificacion obtenidos por PCR de una
region de la subunidad B de las toxinas Stx2 y Stx1, segun los
procedimientos descritos por Tyler et al. y Zhang et al. (50, 54).

Fagotipificacion de STEC O157. Los fagotipos (PT) de las
cepas STEC 0O157:H7 se establecieron mediante el método
descrito por Ahmed et al. (1) y luego extendido por Khakhria et
al. (29). Los 16 fagos tipificadores capaces de identificar 88 PT,
fueron provistos por R. Ahmed (National Microbiology Laboratory,
Canadian Centre for Human and Animal Health, Winnipeg,
Manitoba, Canada). Los patrones de lisis atipicos que no co-
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rrespondieron a ningln PT previamente descrito fueron sefiala-
dos como patrones RDNC (del inglés, reacts but does not
conform).

Electroforesis de campo pulsado.  El ensayo de macro-
rrestriccion y la separacion de los fragmentos por electroforesis
de campo pulsado (PFGE - pulsed-field gel electrophoresis) se
realizaron utilizando el protocolo estandarizado de 24 horas de
PulseNet para E. coli O157:H7, con modificaciones menores
(15). La restriccion enzimatica del ADN inmovilizado en los “plugs”
se realizé con 25 U de Xbal (Promega Corporation, Madison,
USA) a 37 °C durante 18 horas. BInl (Amersham Biosciences
Corp., Piscataway, USA) fue utilizada como segunda enzima,
segun lo requerido. La cepa Salmonella Braenderup H1298 (pro-
vista por el CDC, USA) se incluyé como patrén de referencia
para el andlisis. La electroforesis se realizé en un gel de agarosa
al 1% (Seakem Gold Agarose, Cambrex Bio Science Rockland
Inc., USA) con el buffer TBE (Tris-HCI 45 mM; &cido bérico 45
mM; EDTA 1 mM). Para la corrida electroforética se utilizo el
equipo CHEF DR-Ill System (Bio-Rad Laboratories, USA) con
las siguientes condiciones de corrida: tiempo inicial del pulso de
2,2 seg; tiempo final del pulso de 54,2 seg; 18 horas de corrida
a 200 Vy 14 °C de temperatura. La adquisicion de la imagen
se realizé mediante un equipo digital Gel Doc 2000 (Bio Rad).
El analisis de los patrones electroforéticos se efectué me-
diante el programa BioNumerics Software Package Ver. 4.0
(Applied Maths, Belgium) utilizando el coeficiente de Dice y
UPGMA para generar los dendrogramas con un 1,5% de tole-
rancia. Ademas, se realizo el analisis visual de los patrones
obtenidos.

RESULTADOS

STEC en muestras de origen humano

De 3 de los 198 nifios con diarrea sanguinolenta estu-
diados (1,5%) se recuperaron 4 cepas STEC: dos del
serotipo 026:H11, una O111:NM y una O145:HNT. En
un caso se aislaron 2 serotipos STEC diferentes (026:H11
y O145:HNT). En los nifios estudiados, las cepas STEC
ocuparon el tercer lugar de frecuencia, luego de Shigella
spp. (25%) y Campylobacter spp. (8%). No hubo ningln
caso de diarrea sanguinolenta con resultado positivo por
PCR para stx1/2y cultivo negativo para STEC.

Dos de los 3 nifios con diarrea sanguinolenta infecta-
dos con STEC evolucionaron a SUH. Ninguno de los 195
nifios en los que no se detect6 STEC desarrolld6 SUH. En
uno de los 14 casos de SUH estudiados (7,1%) se recu-
per6 STEC 0O157:H7. No hubo relacion epidemiolédgica
clinicamente demostrable entre los casos de infeccion
por STEC documentados en este trabajo y tampoco se
pudo establecer el origen de las infecciones.

Tabla 1. Cebadores y condiciones para amplificar genes de virulencia en cepas STEC.

Gen Cebador Secuencia 5----3° Temperatura Tamarnio del Referencias
de hibridacion amplicon
°C) (pb)
eae EAE1 GAGAATGAAATA AAGTCGT 55 775 Blanco et al. (5)
EAE2 GCGGTATCTTTCGCGTAATCGCC
ehxA HIlyAl GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 60 1551 Schmidt et al. (46)

HlyA4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA
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STEC en muestras de alimentos

De 4 de las 220 muestras de carne picada analizadas
(1,8%) se aisld STEC del serotipo O157:H7. En ninguna
de las muestras se obtuvo resultado positivo por PCR
para stx1/2y cultivo negativo para STEC.

Las 4 cepas que habian sido recuperadas de alimen-
tos embutidos correspondieron a STEC O157:H7.

Caracteristicas de las cepas STEC

Las 13 cepas, 5 de origen humano y 8 de origen
alimentario, se identificaron como E. coli a través del es-
tudio de sus caracteristicas metabdlicas y dieron resulta-
do positivo en el ensayo de citotoxicidad en células Vero.
Las 8 cepas O157:H7 recuperadas a partir de muestras
de alimentos y la cepa O157:H7 de origen humano fue-
ron del biotipo C (rafinosa, dulcitol y ramnosa positivas);
ninguna de ellas fermentd sorbitol ni presentd actividad
de B-glucuronidasa. Todas las cepas STEC no-O157 fer-
mentaron el sorbitol. Las 2 cepas del serotipo 026:H11
no fermentaron la ramnosa ni el dulcitol. La cepa STEC
0111:NM fue incapaz de decarboxilar la lisina. El 92,9%
de las cepas STEC estudiadas fue sensible a los anti-
microbianos ensayados. Una cepa O157:H7 aislada a
partir de carne picada mostro resistencia a ampicilina,
estreptomicina, gentamicina, tetraciclina y trimetoprima-
sulfametoxazol.

Ademas, todas las cepas STEC fueron hemoliticas por el
ensayo en agar sangre, y mediante la caracterizacién
genotipica resultaron ser portadoras de los genes eaey ehxA.

Subtipificacion de las cepas STEC

Las 9 cepas del serotipo O157:H7 presentaron la va-
riante eae-yl; las 2 cepas 026:H11y la cepa O145:HNT
presentaron la variante eae-1, y la cepa O111:NM pre-
sento la variante eae-y2/6.

Los genotipos stx detectados entre las 8 cepas STEC
0157:H7 aisladas de alimentos fueron: stx1l y stx2c
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(stx2vh-a) (4 cepas), stx2c (stx2vh-a) (2 cepas), y stx1 (2
cepas). La cepa STEC O157:H7 recuperada a partir de
la nifia con SUH resulto positiva para stx2 y stx2c (stx2vh-
a). Entre las cepas STEC no-O157, las 2 cepas O26:H11
portaron el genotipo stx1; la cepa O111:NM el genotipo
stxly stx2,y la O145:HNT el stx2. Parte de los resulta-
dos obtenidos se muestran en la tabla 2.

Una cepa STEC 0O157:H7 (stx1, eae-yl, EHEC-Hly
positiva) aislada de una muestra de alimento en el afio
2004 no pudo ser recuperada a partir de la conservacion
a -70 °C para completar el estudio de subtipificacion.

Siete de 8 cepas O157:H7 pudieron ser agrupadas en
5 fagotipos, PT2 (1 cepa), PT14 (1 cepa), PT32 (2 ce-
pas), PT39 (2 cepas) y PT45 (1 cepa), mientras que una
fue considerada RDNC, de acuerdo con lo indicado en
materiales y métodos.

Las 8 cepas correspondientes al serotipo O157:H7 fue-
ron procesadas por Xbal-PFGE y presentaron 7 patrones
diferentes (Figura 1). Los patrones Xbal-PFGE fueron de-
signados de la siguiente manera: UYEXHX01.0001,
UYEXHX01.0002, UYEXHX01.0003, UYEXHX01.0004,
UYEXHX01.0005, UYEXHX01.0006 y UYEXHX01.0007.
Al comparar los patrones se observo que entre ellos exis-
ti6 al menos un 85% de similitud.

Los resultados obtenidos se analizaron teniendo en
cuenta las diferentes técnicas de subtipificacion utilizadas.

Dos cepas, aisladas en 2002 y 2005, presentaron un
patrén idéntico por Xbal-PFGE (UYEXHX01.0002), pero
pudieron ser diferenciadas mediante Binl-PFGE, geno-
tipificacion de stx y fagotipificacion, y resultaron ser
UYEXHA26.0001/stx1/RDNC, y UYEXHA26.0002/stx1 y
stx2c (stx2vh-a)/PT32, respectivamente. Dicho patrén
presentd un alto porcentaje de similitud (> 89%) con los
patrones UYEXHX01.0003 [stx1 y stx2c (stx2vh-a); PT45]y
UYEXHX01.0004 [stx1y stx2c (stx2vh-a); PT39] (Figura 1).

Los patrones UYEXHX01.0005 [stx2c (stx2vh-a);
PT39]y UYEXHX01.0007 [stx1y stx2c (stx2vh-a); PT14],

Tabla 2. Algunas caracteristicas de las cepas STEC recuperadas.

Cepa Origen Serotipo Tipo de stx Subtipo de eae
DS 19 humano O111:NM stx1-stx2 y2/6
DS 49® humano 026:H11 stxl Bl
DS 49® humano O145:HNT stx2 Bl
DS 60® humano 026:H11 stxl p1
SUH 56 humano 0157:H7 Stx2- stx2c (stx2vh-a) yl
CP 195 alimento 0157:H7 stxl yl
CP 363 alimento 0157:H7 Stx1- stx2c (stx2vh-a) yl
CP M1 alimento 0157:H7 stx1- stx2c (stx2vh-a) yl
CP Mall alimento 0157:H7 stx1- stx2c (stx2vh-a) yl
IH7254 alimento 0157:H7 stx2c (stx2vh-a) yl
IH7063 alimento 0157:H7 stx2c (stx2vh-a) yl
IH5184 alimento 0157:H7 Stx1- stx2c (stx2vh-a) yl
IH9774 alimento 0157:H7 stxl yl

@ Nifios que evolucionaron a SUH.
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Relacion clonal de las cepas STEC O157:H7 aisladas de distintos origenes, en Uruguay
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Figura 1. Dendrograma que muestra la relacién clonal entre las diferentes cepas STEC O157:H7. La macrorrestriccion del ADN
genomico se realizé con Xbal y para 2 cepas también con la enzima Binl (15).

correspondientes a dos cepas de alimentos aisladas en
2005 y 2004, respectivamente, mostraron un 95% de si-
militud. El patron UYEXHX01.0001 [stx2 y stx2c (stx2vh-
a); PT2], correspondiente a un caso de SUH ocurrido en
2002, presento6 alto porcentaje de similitud (> 89%) con
una cepa de alimento [UYEXHX01.0006; stx2c (stx2vh-
a); PT32] aislada en 2006.

Las cepas STEC 026 (stx1) aisladas de dos casos de
DS que evolucionaron a SUH presentaron los patrones
UYEXSX01.0002 y UYEXSX01.0004 (datos no mostrados).

Las cepas STEC O111:NM (stxl y stx2) y O145:NM
(stx2) aisladas de dos casos de DS en el afio 2002 pre-
sentaron el patrén Xbal-PFGE UYEXSX01.0001 y
UYEXSX01.0003 (datos no mostrados).

DISCUSION

Esta es la primera comunicacion que describe la cir-
culacion de STEC no-0157 en Uruguay y establece su
asociacion con enfermedades graves en nifios. Previa-
mente se habia informado la deteccion de STEC O157:H7
en un caso de SUH que ocurri6é en una nifia del interior
del pais (17).

En paises de Europa continental las infecciones por
cepas STEC no-0157 son mas frecuentes que las produ-
cidas por cepas STEC O157:H7 (7, 40). Los serogrupos
026, 0103y 0111 son responsables de la mayoria de las
infecciones que ocurren en San Pablo, Brasil (51). En cam-
bio, en EE.UU., Canada, Inglaterra y Escocia el serotipo
0157:H7 es el més frecuentemente asociado a infeccio-
nes en seres humanos (23, 47). El serotipo O157:H7 tam-
bién se ubica en el primer lugar de frecuencia en los casos
esporadicos de diarrea y SUH que ocurren en Argentina,
seguido por los serogrupos 0145 y 026 (43).

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que las
cepas STEC no-0157 serian mas frecuentemente de-
tectadas que las correspondientes al serogrupo O157 en
casos de diarrea sanguinolenta. Sin embargo, se requie-
re de otros estudios mas completos y que incluyan en la
metodologia diagndstica la utilizacion de procedimientos
como la separacién inmunomagnética (SIM) para 0157,
para poder confirmar o descartar esta tendencia.

En Uruguay, hasta el afio 2002 no se habia logrado
recuperar cepas STEC a partir de nifios con SUH o con
diarrea sanguinolenta. En un estudio previo realizado
entre 1994 y 1996, que incluy6 18 nifios con diagndstico
de SUH internados en unidades de cuidados intensivos
de Montevideo, el 47% mostro evidencia de infeccion por
STEC. Sin embargo, en ninguno de los casos se pudo
recuperar el agente responsable. La metodologia diag-
néstica utilizada en ese momento fue la busqueda de
citotoxinas libres en materia fecal por ensayos de
citotoxicidad en células Vero, PCR para stx a partir de
barridos de colonias y también la aglutinacién en lamina
para el antigeno 0157 sobre colonias sospechosas to-
madas de las placas de SMAC (44). Tampoco se logré
detectar STEC 0157 en otro estudio que incluyd 224 ni-
flos menores de 5 afios con diarrea y en el que se utilizd
Unicamente el procedimiento de aglutinacion en lamina
para el antigeno O157 sobre colonias sospechosas (49).

En el afio 2001 se incorporé a la metodologia diag-
néstica el uso de caldo CT-TSB, la utilizacién de placas de
CT-SMAC y, como prueba de tamizaje, la PCR midiltiple
para los genes stx1 y stx2. Como ocurrié en otros paises,
la inclusion de procedimientos mas sensibles y avanza-
dos permitié la recuperacion y el estudio detallado de las
cepas STEC (3). Todas las cepas STEC analizadas en
este trabajo fueron recuperadas mediante esta metodolo-
gia. Ademas, se procurd realizar la deteccion precoz de la
infeccion por STEC en nifios con diarrea sanguinolenta y
antes de que recibieran tratamiento con antimicrobianos.

So6lo en uno de los 14 casos de SUH estudiados se
pudo aislar STEC O157:H7. Esta baja tasa de recupera-
cion puede deberse a distintos factores, como el uso de
antibioticos, y también al tiempo transcurrido entre el ini-
cio de la sintomatologiay el procesamiento de las mues-
tras de materia fecal de nifios con SUH. Estos factores,
solos o combinados, determinarian una disminucién im-
portante en la probabilidad de recuperar STEC (53). El
90% de los nifilos con SUH incluidos en este trabajo es-
taban recibiendo antibiéticos en el momento de recoger
las muestras de materia fecal, y en casi el 80% habian
transcurrido mas de 7 dias entre el comienzo de la enfer-
medad y la recoleccién de los especimenes. No se reali-
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z6 la deteccion de citotoxinas libres en materia fecal, que
seguramente hubiera aumentado el porcentaje de po-
sitividad. Tampoco se utilizé6 SIM, que mejora notable-
mente los porcentajes de recuperacion de STEC 0157
en los casos de SUH (26).

A diferencia de lo ocurrido en los casos de SUH aqui
estudiados, la mayoria de los nifios con diarrea sangui-
nolenta no habian recibido antibi6ticos en el momento de
recoger las muestras de materia fecal y, ademas, fueron
estudiados dentro de las 24-48 horas del comienzo de las
manifestaciones clinicas. El porcentaje de recuperacion de
STEC fue del 1,5%. Shigella spp. y Campylobacter spp.
fueron los agentes mas frecuentemente recuperados en
estos nifios. Este resultado concuerda con los datos obteni-
dos en estudios realizados en regiones menos desarrolla-
das, que indican que STEC no seria un agente frecuente
de gastroenteritis en nifios pequefios que habitan en esas
zonas (10, 30, 33). Se ha sugerido que la circulacion fre-
cuente de cepas del patotipo EPEC con los mismos an-
tigenos de superficie “O” que STEC generaria en los nifios
de regiones mas pobres cierto grado de proteccion cruzada
frente a cepas de este Ultimo patotipo. Sin embargo, a pe-
sar de la circulacion documentada de EPEC de los sero-
grupos 026 y 0111 a lo largo del tiempo en nuestro medio,
se han recuperado cepas STEC de esos serogrupos en
nifios con diarrea sanguinolenta o SUH (5, 49).

Dos de los 3 nifios infectados con STEC evoluciona-
ron a SUH. Estos nifios habian sido tratados con anti-
bidticos. Este hecho muestra la importancia que estos
agentes tienen para la salud de los nifios pequefios y
destaca la necesidad de disponer de laboratorios con
metodologia adecuada y recursos humanos entrenados
para su correcta identificacion. La deteccion precoz de
los nifios infectados con STEC evitaria tratamientos in-
necesarios, fundamentalmente con antibioticos, algunos
de los cuales estarian asociados a una mayor probabili-
dad de desarrollar SUH con evolucién desfavorable (47).

El consumo de alimentos contaminados con STEC
constituye una via importante para la transmisién de es-
tos agentes a los seres humanos. Carne picada poco
cocida, embutidos y otros alimentos como verduras, fru-
tas y jugos se han asociado con brotes de SUH. El por-
centaje de aislamiento en alimentos y la distribucion de
los serogrupos es variable entre las diferentes zonas. En
EE.UU. latasa de recuperacion de STEC O157:H7 a partir
de carne picada se ubica entre 0y 3%; en Malasia, en
cambio, se ha informado una tasa superior al 30% (20,
41, 48). En este trabajo se recuperd STEC en el 1,8% de
las muestras de carne picada analizadas. Los 4 aisla-
mientos correspondieron al serotipo O157:H7.

Esta es la primera comunicacién que establece el pa-
pel en Uruguay de este alimento como vehiculo poten-
cial para la transmision de STEC O157:H7. Los resulta-
dos obtenidos son similares a los datos comunicados
por otros autores en regiones de Europa, en donde el
porcentaje fue del 1-2% (4, 9, 22).
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A pesar de haber utilizado una metodologia similar, el
porcentaje de recuperacion de STEC O157:H7 fue me-
nor (1,8% vs. 3,8%) que el encontrado en un estudio rea-
lizado en la ciudad argentina de Gualeguaychu, Entre
Rios (11).

A diferencia de lo que ocurri6 en otras zonas, en este
trabajo no se pudo recuperar STEC no-O157 a partir de
las muestras de carne picada (4, 9, 22). Este resultado
puede deberse al hecho de no haber utilizado la metodo-
logia recomendada para la deteccion de STEC no-0157,
fundamentalmente en lo referido a las etapas de enri-
guecimiento y tamizaje por PCR (31, 35).

La capacidad de STEC para producir dafio en los se-
res humanos se relaciona con el tipo de toxina Shiga que
producen y con la presencia de otros factores de virulen-
cia adicionales. Las 13 cepas STEC estudiadas corres-
pondieron a serotipos EHEC clasicos y todas dieron re-
sultado positivo por PCR para secuencias relacionadas
con los genes eae y ehxA. El gen eae es un marcador
estable de la presencia de la isla de patogenicidad LEE y
numerosos estudios han demostrado la asociacion entre
LEE y la capacidad de las cepas STEC para causar pro-
cesos graves. La variabilidad en la secuencia nucleotidica
de este gen ocurre fundamentalmente en el extremo 3" y
determina cambios antigénicos importantes en la region
carboxilo terminal de intimina responsable de la unién a
Tir, conocida como int 280. Esta variabilidad se ha des-
tacado como mecanismo evasor del sistema inmune tanto
en EPEC como en STEC, ya que no habria proteccion
cruzada contra la infeccién por cepas con tipos de intimina
diferentes (8, 24). Por lo tanto, la identificacion de los
diferentes tipos de intimina tendria valor para estudios
antigénicos, epidemioldgicos y de relacion clonal entre
diferentes aislamientos de STEC.

Las variantes encontradas en este estudio fueron y1,
B1lyy2/6. Todas las cepas O157:H7 analizadas mostra-
ron la variante y1, mientras que las 2 cepas 026 presen-
taron el tipo B1. Estos hallazgos concuerdan con los re-
sultados obtenidos en otras regiones, que muestran la
asociacion de estas variantes con los serogrupos men-
cionados (3, 4).

La presencia del gen ehxA también se asocia fuerte-
mente con la capacidad de STEC para producir enfer-
medades mas graves.

Una de las cepas O157:H7 recuperada a partir de
carne picada fue resistente para ampicilina, trimetoprima-
sulfametoxazol, gentamicina, estreptomicinay tetraciclina.
Un fenotipo multirresistente similar se encontré en cepas
STEC del serogupo 0118 asociadas a infecciones en
seres humanos y animales en varios paises europeos
(32). Estos resultados sugieren la importancia de las bac-
terias enteropatégenas como reservorio para genes de
resistencia a los antibiéticos. En el ambito local, las ce-
pas STEC no se detectan habitualmente en los laborato-
rios de microbiologia clinica, por lo tanto sus patrones de
resistencia son poco conocidos, asi como los mecanis-
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mos moleculares responsables (52). El tratamiento con
antibiéticos no estéa indicado en las infecciones por STEC
que ocurren en seres humanos. Sin embargo, la utiliza-
cion de estas sustancias en animales de produccion como
suplemento alimenticio o para evitar infecciones puede
actuar como factor de seleccién de los cultivos STEC
resistentes, que luego se trasmiten a los seres humanos.
Por estas razones y de acuerdo con los programas de
vigilancia sugeridos por OPS y OMS resulta de impor-
tancia el monitoreo local de los mecanismos de resisten-
cia en las bacterias entéricas, incluidas las STEC (34).

Las 8 cepas O157:H7 estudiadas por fagotipificacion
y PFGE mostraron fagotipos distintos y patrones de ban-
das diferentes, lo que determina su alta diversidad
genética. Lo mismo ocurrié con las cepas 026 (datos no
mostrados). Estos resultados concuerdan con el hecho
de que en Uruguay no se han registrado aun brotes de
infecciéon por STEC.

En conclusion, STEC representa el tercer patégeno en
orden de frecuencia después de Shigellay Campylobacter
en las diarreas sanguinolentas en niflos menores de 5
afios, y se relaciona con casos esporadicos de SUH. To-
das las cepas STEC que se lograron recuperar presenta-
ron los genes de virulencia eae y ehxA, asociados con
enfermedades graves en seres humanos, y la mayoria
presentd el gen stx2. La carne picada y otros alimentos
aparecen como vehiculos de transmision importantes para
el serotipo O157:H7. En general, las cepas mostraron una
alta sensibilidad a los antimicrobianos y entre las cepas
circulantes del mismo serogrupo se observo alta diversi-
dad genética. Estudios adicionales son necesarios para
establecer la real prevalencia en nifios con DS o SUH, en
los diferentes vehiculos de transmision y en el reservorio
animal, a fin de determinar la epidemiologia de STEC en
Uruguay y contribuir a delinear las estrategias de preven-
cién y control necesarias a nivel nacional y regional.
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