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Resumen

Introduccién: El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una enfermedad de severidad variable que afecta sobre todo a nifios
menores de 5 afios. Esta definido por la triada anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda.
La mayoria de los casos aparecen luego de un episodio de diarrea aguda, causado por cepas de Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC). Objetivo: Establecer las caracteristicas de las cepas STEC recuperadas de nifios con SUH, e informar sobre
algunos aspectos clinicos y caracteristicas epidemiologicas de estos casos. Materiales y métodos: Se realizd un estudio
descriptivo que incluy6 niflos con SUH. La deteccion de las cepas STEC se realizd por PCR a partir de cultivos de materias
fecales. En cada cepa se estableci6 el genotipo, serotipo y perfil de susceptibilidad a los antibidticos. Resultados: Se estudiaron 43
nifios con SUH. Los casos ocurrieron predominantemente en los meses calidos, afectando nifios provenientes de hogares ubicados
fuera de la capital y con cobertura privada de salud. La mayoria presentaban el antecedente de diarrea con sangre y 70% habian
recibido antibidticos antes de obtener las muestras. En 7 nifios se recuperaron 8 cepas STEC; 7 correspondieron a serogrupos no-
0157. Todas portaban los genes eae y ehxA. Conclusiones: La mayoria de los casos ocurren en meses calidos, en nifios que
cursaron diarrea con sangre, provenientes de hogares ubicados fuera de la ciudad capital. Los cultivos STEC ro-O157 fueron los
mas prevalentes.

Palabras clave: Sindrome Urémico Hemolitico, Escherichia coli, Toxina Shiga. (Fuente: DeCS BIREME)

Abstract

Background: Haemolytic Uremic Syndrome (HUS) is a severe illness mainly affecting children aged less than 5 years old. The
characteristic presentation includes the triad: microangiopathic haemolytic anemia, thrombocytopenia and renal failure. Most cases
follow an episode of acute diarrhea caused by strains of Shiga Toxin producing Escherichia coli (STEC). Objective: To determine
the characteristics of STEC strains recovered from children undergoing HUS, and to report some clinical and epidemiological
features of these cases. Materials and methods: A descriptive study was performed in children with HUS. Stool cultures were
examined by PCR for detecting STEC strains. Genotyping, serotyping and antibiotic susceptibility assay were done on each STEC
isolate. Results: 43 children with SUH diagnosis were examined. The cases occurred most frequently during warm months,
mainly affecting children who lived outside Montevideo capital city and attended private health services. Most of them had
previously undergone bloody diarrhea; 70% had received antibiotics before fecal sampling. Eight STEC strains were recovered
from 7 children; 7 of them belonged to non-O157 serogroups. All 8 isolates carried eae and ehxA genes. Conclusions: The cases
occur mainly in warm months, following episodes of bloody diarrhea, in children whose households are located outside
Montevideo capital city. Non-O157 STEC strains are prevalent.
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Introduccion

El sindrome urémico hemolitico (SUH) fue descrito por
primera vez en 1955 por Gasser y cols. (1). Se trata de una
entidad de severidad variable que afecta sobre todo a nifios
menores de 5 afos, definida por la triada clasica: anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda. También se observan formas
incompletas denominadas asi por la falta de alguna de las
manifestaciones clasicas (2).

Las lesiones anatomopatoldgicas caracteristicas del SUH
ocurren a nivel de toda la microvasculatura,
comprometiendo arteriolas, capilares y produciendo
engrosamiento parietal con edema y desprendimiento de
células endoteliales de la 1amina basal (1, 2).

La mayoria de los casos de SUH aparecen luego de un
episodio de diarrea aguda (SUH post-entérico, D+SUH o
SUH tipico), muchas veces con sangre, causado por cepas
de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) (2).
En los nifios con D+SUH el dafio vascular predomina sobre
todo en los glomérulos (1, 3). EI compromiso renal agudo
ocurre en aproximadamente el 70% de estos nifios; sin
embargo, la mayoria (80%) evolucionan favorablemente,
recuperando la funcién renal luego del episodio de SUH. Un
porcentaje menor (20%) desarrolla insuficiencia renal
cronica (2). En Argentina el SUH es responsable del 15-
20% de los casos de transplante renal en niflos y
adolescentes (4). Otros tipos de SUH, denominados
atipicos, son menos frecuentes. Constituyen el 10% de todos
los casos de SUH; no estan relacionados con episodios
previos de diarrea y tienen un peor prondstico (5, 6).

En sujetos adultos la infeccion STEC se asocia también con
episodios de purpura trombdtico trombocitopénico (PTT).
En estos casos las lesiones comprometen fundamentalmente
la microvasculatura del sector encefalico y son responsables
de las principales manifestaciones clinicas observadas (7).
Esta situacion también puede ocurrir en nifios con D+SUH;
debido a esto algunos autores describen la entidad de forma
mas general como SUH-PPT (3, 6).

Los trabajos pioneros de Karmali y cols. en 1985
permitieron establecer la asociacion entre la infeccion por
cepas VTEC (STEC) y SUH. Los cultivos STEC son un
grupo heterogéneo de cepas de Escherichia coli y estan
definidos por la produccion de toxinas tipo Shiga (8).
Actualmente se conocen mas de 400 serotipos STEC
asociados a infeccién en seres humanos; sin embargo no
todos tienen el mismo impacto sanitario.

En 2003, Karmali y cols. (9) propusieron la clasificacion de
STEC en 5 seropatotipos A-E (SPT A-E) teniendo en cuenta
su capacidad para causar brotes, su asociacion con
manifestaciones clinicas severas y su incidencia relativa.

STEC 0157:H7 fue el primer serotipo asociado con
enfermedad severa en seres humanos y actualmente es
responsable de la mayoria de los casos esporadicos o brotes
de SUH; sin embargo, otros serogrupos, denominados
genéricamente como STEC no-0157, se han identificado de
forma creciente como agentes causantes de SUH o colitis
hemorragica (10-14).

La produccion de toxina Shiga (Stx) representa el atributo
de virulencia mas importante en STEC y como vimos antes
es el factor que define este virotipo. En general, las cepas
STEC productoras de Stx2 determinan enfermedades mas
severas que las causadas por las que producen unicamente
Stx1 (15).

Las cepas STEC asociadas con SUH también se conocen
como Escherichia coli enterohemorragicas clasicas (EHEC)
y presentan, ademas de la capacidad de producir toxina
Shiga, otros atributos de virulencia adicionales (16).

La mayoria de las cepas EHEC poseen un plasmido de gran
tamafio (60 MDa) que tiene el gen esixA que codifica una
hemolisina (EHEC-HIlyA). Portan ademas una isla de
patogenicidad denominada LEE (locus of enterocyte
effacement) de 35 kb, ubicada en el cromosoma bacteriano,
que contiene, entre otros, el gen eae que codifica la
intimina, los genes esp (Escherichia coli secreted proteins),
el gen tir que codifica para el receptor translocado de
intimina y los genes para la sintesis del sistema de secrecion
tipo III (16).

Los rumiantes, especialmente el ganado bovino, constituyen
el principal reservorio de STEC. Los animales adultos son
en general portadores asintomaticos de estos gérmenes
mientras que los mas jovenes (terneros, corderos, etc.) luego
del destete pueden padecer enfermedades causadas por estos
agentes (17).

Los objetivos de este trabajo fueron, establecer las
caracteristicas de las cepas STEC recuperadas de nifios con
SUH, e informar sobre algunas de las manifestaciones
clinicas y caracteristicas epidemiologicas de estos casos.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo como parte de un
programa piloto de vigilancia y consolidacion de un
laboratorio central con cobertura nacional para el
diagnoéstico etiologico de los casos de SUH y para la
caracterizacion de cepas STEC de diferentes origenes.

Poblacion de estudio
Se incluyeron todos los nifios con diagnodstico de SUH
cuyas muestras de materias fecales se enviaron, entre 2002
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y 2013, al laboratorio de Enteropatéogenos Bacterianos del
Departamento de Bacteriologia y Virologia (Instituto de
Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de 1la
Republica) para la busqueda de STEC. El diagnéstico de
SUH se establecié por la aparicion en forma aguda de las
siguientes alteraciones: anemia (valor de Hb < 10.5 g/dl);
trombocitopenia (recuento plaquetario <150,000 /uL) y
nivel de creatinina sérica por encima del valor superior del
rango normal para la edad.

Algunos datos de los niflos como: sexo, edad, procedencia,
tipo de cobertura sanitaria, asi como la informacién sobre el
comienzo de los sintomas, tipo de diarrea previa al SUH y
fecha de aparicion, necesidad de tratamiento dialitico, y
tratamiento con antibioticos, se obtuvieron de la planilla que
acompafiaba a las muestras de heces y que fue completada
por el médico tratante.

Estudio microbiologico

De cada nifio se analizd una sola muestra de materias
fecales obtenida por defecacion espontdnea luego del
diagnoéstico de SUH. Las muestras se enviaron refrigeradas
al departamento de Bacteriologia y Virologia para la
deteccion de STEC. Las mismas se estudiaron de acuerdo
al procedimiento descrito previamente (18). Para el
aislamiento de STEC se utilizaron medios de cultivo
selectivos y diferenciales como agar MacConkey y agar
MacConkey sorbitol (MCS). También se sembraron tubos
con caldo digerido triptico de soya (TSB) con el agregado
de cefixime a una concentracion final de 0,05 pug/ml y
telurito de potasio a una concentracion final de 2,5 pg/ml
(CT-TSB) para el enriquecimiento de STEC.

Cuando hubo crecimiento se estudiaron entre 30 y 50
colonias sospechosas de Escherichia coli por nifio. Para la
extraccion del ADN bacteriano se utilizo el procedimiento
de lisis por calor ya descrito (19).

La deteccion de STEC se realizd por PCR (polymerase
chain reaction) de tiempo final para sectores de los genes
stx] 'y stx2 siguiendo el procedimiento detallado
previamente (18). Las caracteristicas de los cebadores
utilizados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccion de STEC.

Gen  Cebador Secuencia 5°-3" Temp. Tam.

sixl STXI-F GAAGAGTCCGTGGGATTACG 550 130
STX1-R AGCGATGCAGCTATTAATAA

st STX2-F  TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 550 349
STX2-R GCTCTGGATGCATCTCTGGT

Temp.= Temperatura de annealing. Tam.= Fuente:

Elaboracion propia.

Tamailo del amplicon.

La presencia de secuencias relacionadas con los genes
adicionales de virulencia eae y ehxA se establecié también
por PCR de acuerdo al protocolo previamente explicado
(18). Los cebadores utilizados y el tamaiio de los
amplicones se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la caracterizacion de las cepas
STEC.

Gen _ Cebador Secuencia 5°-3" Temp. Tam.

eae EAE-F GAGAATGAAATAGAAGTCGT 5500 775

EAE-R GCGGTATCTTTCGCGTAATCGCC
A HLY-F GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 60°C 1551
e HLY-R TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA

Temp.= Temperatura de annealing. Tam.= Fuente:

Elaboracion propia.

Tamailo del amplicon.

El subtipo o variante del gen eae se determin6 por PCR de
acuerdo al procedimiento descrito previamente (19).

La serotipificaciéon de los cultivos STEC se realizd con
sueros comerciales y sueros policlonales propios preparados
en conejos en nuestro Departamento.

El estudio de la sensibilidad a los siguientes
antimicrobianos:  amicacina, ampicilina, cefoxitina,
ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacina, cloramfenicol,

colistina, gentamicina acido nalidixico, nitrofurantoina,
estreptomicina, tetraciclina, y trimetoprima-sulfametoxazol
(Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) se realizé por la
técnica de disco-difusion en agar siguiendo las
recomendaciones de la CLSI (20).

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo Se calculé la mediana,
rango, promedio y desviacion estandar para la variable
edad. En las demas variables se calcularon frecuencias
absolutas y frecuencias relativas. El software usado fue
Microsoft Office 2007.

Aspectos éticos

El estudio se realiz6 atendiendo y respetando los principios
éticos contenidos en la Declaracion de Helsinki del afio
1975 actualizada en 2013 y de acuerdo a lo previsto en el
Decreto N° 189/998 del 21 de julio de 1998 del Ministerio
de Salud Publica (MSP) de Uruguay. En todo momento se
mantuvo la confidencialidad de los datos y el anonimato de
los pacientes.

Resultados

Caracteristicas de la poblacion

Se estudiaron 43 muestras de materias fecales obtenidas de
43 nifios con diagndstico de SUH. El 75% fueron del sexo
femenino, la mediana de dad fue de 29 meses, con un rango
de 8 meses a 8 afios y el promedio fue de 29 + 11,9 meses.
La mayoria de los casos (76%) ocurrieron en los meses
calidos del afio (enero-marzo, y octubre-diciembre). E1 60%
de estos nifios tenian cobertura de salud privada, y el 65%
provenian del interior de pais, de zonas urbanas poco
pobladas. La mayoria (80%) presentaban el antecedente de
diarrea con sangre previo a la aparicion del SUH vy casi el
70% habian recibido al menos una dosis de algun
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antibidtico antes de obtener la muestra de heces. E1 60% de
estos nifios requirid tratamiento dialitico en la etapa aguda.

Hallazgos microbiologicos
En el 30% de los casos (13/43 nifios) no hubo crecimiento
bacteriano en los medios de cultivo utilizados.

En 7 de 30 nifios (23%) en los que si hubo crecimiento se
recuperaron 8 cepas STEC. Un niflo presentd co-infeccion
por 2 serogrupos STEC diferentes, 026 y OI145. Las
caracteristicas de las cepas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las cepas STEC recuperadas en Uruguay a
partir de niiios con SUH.

o Al Genotipo o e

1 2002 OND! stx2; eae'; ehxA si

. stx2; eae y1; .

2 2002 O157:H7 A si

. stx1/2; eae y2; .

3 2004 O111:HNM N si
026H11 stx1; eae Bl;

4 2005 - ;’”‘A = si
. stx2; eae P2;

O145:HNT A

. stxl; eae B; .

5 2005 026:H11 N si
X stx2; eae B2;

6 2013 O145:HNT A no

: stx1/2; eae B1, .

7 2013 026:HNM N si

" OND, serogrupo no confirmado por aglutinacién lenta en tubo. Aglutinacion en
lamina con suero 0124 positiva. La cepa no estuvo disponible para estudios
posteriores.

* Nifio con coinfeccion por 2 serogrupos STEC, 026 y 0145,

Fuente: Elaboracion propia.

Todas las cepas STEC presentaron los genes eae y ehxA 'y
fueron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados.

Discusion

En Uruguay desde el afio 2008 los casos de SUH son de
denuncia obligatoria. Sin embargo, al no figurar como
entidad claramente definida, el equipo de salud no los
reconoce como sujetos a notificacion obligatoria y por lo
tanto no denuncia todos los casos, lo que determina que no
haya un registro adecuado de los mismos.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos durante este periodo
y asumiendo que por cada nifio estudiado puede haber 3 a 5
no detectados, en Uruguay ocurren unos 15 casos de SUH
por afio; con una incidencia aproximada de 5/100.000 nifios
menores de 5 afios. En Argentina, donde el SUH es de
notificacion obligatoria y se dispone de un correcto sistema
de vigilancia, en el afio 2013 se denunciaron mas de 300
casos con una tasa de 14/100.000 nifios menores de 5 afios

Q).

Esta diferencia podria deberse a varios factores, algunos
conocidos y otros no tanto. En Argentina es frecuente el
sistema feed-lot o engorde intensivo del ganado vacuno a
corral, en tanto en Uruguay se hace principalmente a

pradera. En este tipo de sistemas los animales se alimentan
con granos de salvado, cebada o maiz. Estos, junto al estrés
del encierro, producen alteraciones en la ecologia intestinal
del ganado que a su vez favorecerian la eliminacion de
STEC OI57 en mayores cantidades y por periodos
prolongados (22, 23).

Otros factores, como relacion cabezas de ganado
vacuno/habitantes, higiene durante la faena, habitos
culinarios o potencial virulento de las cepas STEC
prevalentes, podrian ser responsables de las diferentes
incidencias observadas en distintos paises. En Uruguay hay
una relacion alta entre cabezas de ganado y habitantes (12
millones/3,3 millones), similar o incluso mayor a la
informada en Argentina; sin embargo el nimero de casos de
SUH es menor (24).

En Brasil los casos de SUH también son de denuncia
obligatoria a partir del afio 2000. Sin embargo por razones
similares a las encontradas en Uruguay y en otros paises de
la region, la incidencia es indefinida (25).

Como sucede en otras zonas de la region, los casos de SUH
analizados en este trabajo ocurrieron predominantemente en
los meses calidos, afectando nifios pequefios provenientes
de hogares ubicados fuera de la capital y con cobertura
privada de salud. La mayoria estuvieron precedidos por
episodios de diarrea con sangre y casi todos recibieron
tratamiento con antibidticos antes de tomar las muestras de
heces (25, 26, 27, 28).

Los datos microbioldgicos sugieren que en nuestro pais, a
diferencia de lo que ocurre en Argentina, las cepas STEC
no-0157 serian més prevalentes que los cultivos O157. Sin
embargo, no se puede descartar su participacion en los nifios
en los que no hubo desarrollo bacteriano o lo hubo pero no
se logro recuperar cultivos STEC (29).

La deteccion de anticuerpos anti-LPS 0157 en nifios con
SUH podria ayudar a dilucidar esta cuestion (30). Sin
embargo, en un estudio que incluyé 59 nifios con diarrea
aguda, sin tratamiento antibidtico previo, tampoco
recuperamos STEC OI57 y en cambio se identificaron
cepas de los serogrupos 026 y O153. Algo similar ocurrid
en otro estudio que incluy6 a 249 nifios con diarrea aguda
sanguinolenta (19, 31).

Estos hallazgos estarian a favor de la hipdtesis ya
mencionada; sin embargo se requieren estudios con mayor
namero de casos de SUH para descartarla o confirmarla.

Por otro lado, durante el mismo periodo de estudio, se
recuperaron 2 cepas de STEC OI5H:H7 a partir de 2
mujeres adultas con infeccion del tracto urinario (ITU) pero
sin SUH-PTT. Este resultado junto con hallazgos de cepas
STEC O157:H7 en alimentos para consumo humano
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confirman que este serotipo estd presente en el pais; por lo
tanto existe la chance de que ocurran mas casos de
enfermedad causados por este agente (18, 32).

El porcentaje de recuperacion de STEC (21%) en estos
nifios con SUH fue menor al comunicado (26%) por
Schindler y cols. en Missouri-USA (33).

Este  resultado  podria deberse a 3  factores
fundamentalmente: a) al tiempo transcurrido entre el
comienzo de la diarrea y la aparicion de SUH (en algunos
casos fue mayor a 10 dias); b) a que muchos de estos nifios
(70%) estaban recibiendo antibidticos en el momento de
tomar las muestras de heces y c¢) a que en otras regiones
como Missouri mas del 90% de las cepas recuperadas
correspondieron a STEC 0157, esto facilita su deteccion ya
que al no fermentar D-sorbitol, las colonias de este
serogrupo son facilmente reconocibles (33).

La utilizacion de cultivos celulares que permiten demostrar
la presencia de toxinas libres en materias fecales de estos
nifios podria superar ambos inconvenientes y mejorar
nuestro conocimiento de la relacion STEC-SUH. El ensayo
tiene 2 ventajas frente al cultivo e identificacion de STEC a
partir de materias fecales: el resultado no es afectado por el
uso de antibidticos y se mantiene positivo por mas tiempo.
Sin embargo es un procedimiento trabajoso que requiere
tiempo, infraestructura adecuada para el mantenimiento de
los cultivos celulares y disponibilidad de anticuerpos
monoclonales para el ensayo de neutralizacion; ademas, no
permite identificar los serogrupos/serotipos responsables
(34).

Las 8 cepas STEC recuperadas presentaron los factores de
virulencia asociados con severidad de la enfermedad y todas
fueron sensibles a los antibidticos ensayados.

Los resultados de este trabajo al igual que los obtenidos en
estudios similares realizados en paises de la region aportan
al conocimiento general del SUH y también al conocimiento
de las caracteristicas microbioldgicas de las cepas STEC
que circulan en la region (26, 27, 30, 35)

Conclusiones

La mayoria de los casos ocurren en nifios menores de 5 afios
con antecedentes de diarrea con sangre, provenientes de
hogares ubicados fuera de Montevideo. Los cultivos STEC
no-0157 son mas prevalentes que los 0157, todas tienen los
factores adicionales de virulencia reconocidos y son
sensibles a los antimicrobianos.

El brote de SUH causado por Escherichia coli O104:H4 que
ocurrié en 2011 en Alemania confirm6 la potencialidad para
causar dafio que presentan los diferentes virotipos de

Escherichia coli y su capacidad para transferir material
genético, el que codifica factores de virulencia y el que
confiere mecanismos de resistencia a los antimicrobianos,
entre otros. Pero sobre todo puso de manifiesto la
necesidad de que cada regiéon o pais disponga de uno o
varios laboratorios de referencia con infraestructura
adecuada y personal técnico formado en el estudio de los
diferentes virotipos, asi como de un correcto sistema de
vigilancia, captacién y denuncia de los casos de SUH. De
esta forma, ante situaciones similares se podran tomar
medidas correctas, (evitando falsas alarmas y graves
impactos econémicos), para controlar o mitigar los efectos
de estos microorganismos sobre la salud humana.
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