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Resumen. Se investigó la presencia de E. coli productora de shiga toxina
y rotavirus en heces de 90 niños diarreicos con edades comprendidas entre 0 y
3 años. De cada muestra se tomaron tres alícuotas: una se sometió a enrique-
cimiento previo para E. coli O157, con otra se hizo siembra directa en placas
con agar MacConkey-Sorbitol y Rojo Eosina con MUG y la ultima se congeló a
–70°C para el análisis posterior de rotavirus. La búsqueda de E. coli O157 se
realizó por inmunocromatografía in vitro de Coris Bioconcept (Bélgica) y
O157:H7 por serología con antisueros FUVESIN. La presencia del antígeno
O157 (rbfO157) y de los genes que codifican para las shiga toxinas (stx1 y

stx2) se determinó por PCR. Los rotavirus se detectaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida. Las 90 muestras de heces analizadas resultaron nega-
tivas para el antígeno O157 y para O157:H7. La PCR corroboró que 9 cepas
sospechosas aisladas de los medios de cultivos, eran cepas STEC no O157 y
portadoras del gen stx1, mostrando un 10% de positividad. La electroforesis
para el ARN viral detectó rotavirus en 21 (23,33%) muestras. Se confirma el
predominio de rotavirus y se sugiere que la circulación de cepas STEC no
0157, es un indicio de la participación de estas cepas en la etiología de las
diarreas agudas.
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Molecular detection of shiga toxin-producing (stx1)
Escherichia coli and rotavirus in stools of children with
diarrhea.
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Abstract. The presence of E. coli producer of shiga toxin and rotavirus
was investigated in 90 stool samples from children less than 3 years old with
diarrhea. Three aliquots were separated from each sample: the first one un-
derwent previous enrichment for E. coli O157, the second one was plated on
agar MacConkey-Sorbitol and Red Eosine with MUG, and the last one was
frozen at -70°C for the later analysis of rotavirus. The search of the antigen
O157 of E. coli was carried out by immunochromatography in vitro of Coris
Bioconcept (Belgium). The presence of the antigen O157 (rbf O157) and the
genes that code for the shiga toxin (stx1 y stx2) were determined by PCR.
Rotavirus were detected by electrophoresis in polyacrylamide gels. The 90
samples analyzed by immunochromatography were negative for the antigen
O157. The isolates were STEC strains non O157 and contained the gene sx1,
showing a 10% of positivity. The electrophoresis for the viral RNA detected
rotavirus in 21 (23.33%) samples. This result confirms the rotavirus preva-
lence and suggests, that the circulation of STEC strains non O157 is an indi-
cation of the involvement of these strains in the ethiology of acute diarrheas.
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INTRODUCCIÓN

Las enfermedades diarreicas son una
de las causas más comunes de morbilidad y
mortalidad que afecta principalmente a la
población infantil (1). A razón de factores
socioeconómicos y nutricionales, la proba-
bilidad de que un niño muera por enferme-
dad diarreica antes de los 7 años, puede lle-
gar al 50% (2).

Con respecto a la etiología bacteriana,
Escherichia coli como flora habitual del in-
testino, representa uno de los microorga-
nismos de importancia en el humano, debi-
do a que agrupa diversas cepas que causan
padecimientos extraintestinales y a otras
que se destacan entre los principales agen-
tes etiológicos del síndrome diarreico (3).

La Escherichia coli productora de shiga
toxina (STEC) ha emergido como un patóge-
no entérico de origen zoonótico, de conside-
rable importancia en la salud pública tanto
en países desarrollados como en vías de de-
sarrollo. El rango de manifestaciones clíni-
cas debidas a la infección por cepas STEC,
varía desde una infección asintomática, dia-
rrea acuosa, hasta enfermedad severa con
diarrea sanguinolenta o colitis hemorrágica
y síndrome urémico hemolítico (SUH) (4).

Entre los serotipos de E. coli que per-
tenecen al grupo STEC, el serotipo ente-
rohemorrágico O157:H7 ha sido el que ha
recibido mayor atención debido a su espe-
cial virulencia que se ve reflejada por el ele-
vado número de afectados en cada uno de
los brotes (5).
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Las cepas STEC de origen humano,
animal o de alimentos, pueden producir
una o más citotoxinas que forman parte de
la familia de las toxinas shiga (stxs). Estas
citotoxinas (stx1 y stx2), son el principal
mecanismo de patogenicidad de E. coli en-
terohemorrágica O157:H7 junto con otros
factores de virulencia (6). Sin embargo,
otros 200 serotipos STEC no- O157 tam-
bién han sido identificados como producto-
res de estas toxinas, en forma conjunta o
separada (stx1 y/o stx2) y han estado invo-
lucrados en enfermedades diarreicas en hu-
manos (7-11). Son capaces de causar brotes
o casos aislados y en ocasiones no se logra
establecer la fuente de contaminación, aun-
que se sabe que se pueden aislar de las mis-
mas fuentes que las cepas del serotipo
O157:H7 (12).

El consumo de alimentos contamina-
dos, el contacto directo e indirecto con ani-
males y la transmisión persona a persona,
han sido señalados como las vías más im-
portantes de transmisión de STEC (13).
Esta última vía de infección ha sido docu-
mentada en jardines maternales y de infan-
tes y en centros de asistencia a enfermos
mentales (14).

Las STEC se encuentran ampliamente
distribuidas en el mundo, y aunque muchos
casos esporádicos y brotes de colitis hemo-
rrágica han sido reportados en naciones in-
dustrializadas, las infecciones humanas aso-
ciadas con cepas STEC de E. coli, también
han sido descritas en algunos países de La-
tinoamérica incluyendo Chile, Brasil y
Argentina (15).

Argentina se ubica como uno de los
países con frecuencias de detección de
STEC O157 y no-0157 cercanos al 30%. En
este país, el SUH es endémico y constituye
la primera causa pediátrica de insuficiencia
renal aguda y la segunda de insuficiencia
renal crónica; además, es responsable del
20% de los transplantes renales en niños y
adolescentes (16).

En Venezuela, la data sobre los cuadros
de diarrea aguda ubican a los rotavirus del
grupo A como la principal causa de diarrea
en niños menores de 5 años y responsable
del 33% de los episodios de diarreas que re-
quieren hospitalización y del 23% de las dia-
rreas que requieren tratamiento médico
(17,18). Si bien los rotavirus son de vital
consideración a la hora de evaluar heces dia-
rreicas, es conveniente la identificación de
otros agentes etiológicos como la E. coli pro-
ductora de shiga toxinas (STEC), que pue-
den ser responsable de cuadros de diarrea
aguda en la población infantil venezolana.

Cabe destacar que en nuestro país solo
se ha descrito la presencia de STEC O157
en muestras de alimentos (19) y en heces
de ganado bovino (20). Sin embargo, la in-
cidencia de las STEC no-O157 no ha sido
documentada, motivo por el cual se llevó a
cabo el presente estudio cuyo objetivo prin-
cipal fue la de evaluar la posible interven-
ción de cepas STEC no-O157 en heces dia-
rreicas de niños que acudieron a la emer-
gencia de un centro ambulatorio de la ciu-
dad de Cumaná, Venezuela.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras
El estudio incluyó una población de 90

niños con edades comprendidas entre 0 y 3
años que acudieron al ambulatorio “Arquí-
medes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cu-
maná, Venezuela, en el período comprendi-
do entre mayo y septiembre de 2004. Los
criterios de inclusión en el estudio fueron:
ser diarreicos y no haber recibido algún tra-
tamiento previo con antibióticos. En el mo-
mento de la recolección de las muestras, se
solicitó el consentimiento informado de los
padres, para que la misma formara parte
del estudio y luego se tomaron los datos del
niño. Una vez recolectadas las muestras fe-
cales, estas fueron refrigeradas y transpor-
tadas al laboratorio para su análisis.
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Procesamiento de las muestras
De cada una de las muestras de heces

se tomaron tres alícuotas. La primera para
llevar a cabo un enriquecimiento previo
para E. coli 0157:H7, en 10 mL de caldo
tripticasa de soya suplementado con novo-
biocina (20 mg/L) a 37°C por 8 horas. La
segunda porción, fue sembrada de forma di-
recta en placas que contenían agar Mac-
Conkey-Sorbitol y Rojo Eosina con MUG,
para la detección de actividad de
Beta-D-glucoronidasa y fermentación de
sorbitol (21) a 37°C por 24 horas. La terce-
ra se congeló (–70°C).

Detección del antígeno 0157 por
inmunocromatografía

Para la detección de E. coli O157:H7
en las heces se realizó el ensayo de inmuno-
cromatografía in vitro Coris Bioconcept
(Science Park Crealys- Bélgica). Esta es una
prueba de uso rápido cuya especificidad es
medida por un anticuerpo monoclonal espe-
cífico para lipolisacáridos de E. coli

O157:H7, conjugados con partículas de oro
coloidal y unido a una membrana de nitro-
celulosa.

Siguiendo las indicaciones del fabri-
cante, del caldo tripticasa de soya suple-
mentado con novobiocina, se tomaron 0,25
mL y se colocaron en tubo de ensayo peque-
ño junto con 0,25 mL del buffer de dilución
que trae el estuche. Se mezcló para homo-
geneizar la solución y se colocó la tira sen-
sibilizada en la dirección que indicaba la
flecha.

Después de 15 min se leyeron los resul-
tados, los cuales se interpretaron del si-
guiente modo: la formación de una línea se
consideró negativo, dos líneas como positi-
vo y ninguna como inválido.

Serología
Este ensayo fue necesario para descar-

tar la posible presencia de cepas pertene-
cientes al serogrupo enterohemorrágico

O157:H7 y estar seguros de los resultados
hallados por inmunocromatografía.

La caracterización serológica se llevó a
cabo mediante la técnica de aglutinación
en lámina con antisueros polivalentes ela-
borados por la Fundación Venezolana para
el Estudio de la Salud Infantil (FUVESIN)
(22). El antisuero utilizado estuvo confor-
mado con anticuerpos específicos para el
serogrupo enterohemorrágico (O157:H7)
de E. coli. Para la prueba, se tomaron en
consideración todas aquellas colonias sos-
pechosas que desarrollaron en los medios
MacConkey-Sorbitol y Rojo Eosina con
MUG.

Identificación por PCR del gen que
codifica para el antígeno 0157 (rbfO157)
y el gen que codifica la expresión
de las shigas toxinas (stx1 y stx2)

De las placas con agar MacConkey-Sor-
bitol se aislaron de 5 a 10 colonias caracte-
rísticas de E. coli para la extracción del
ADN. Esta se llevó a cabo siguiendo las pau-
tas de Leotta y col. (16). En resumen: con
las cepas aisladas se procedió a la prepara-
ción de una suspensión bacteriana en un
caldo LB (Luria Bertani). Se centrifugó a
10.000 rpm por 5 minutos. Se descartó el
sobrenadante y se le agregó a cada tubo
150 µL de solución de triton X-100 al 1% en
buffer TE 1X. Luego se hirvió durante 15
minutos. Se centrifugó nuevamente a
10.000 rpm por 5 minutos. Se conservó el
sobrenadante, el cual fue utilizado como
blanco en la técnica de PCR. Una vez extraí-
do el ADN, se procedió a realizar un ensayo
de PCR multiplex utilizando 3 pares de oli-
gonucleótidos iniciadores para amplificar
un fragmento de los genes rfb0157, stx1 y

stx2.
Se utilizó un volumen final de 50 µL de

la mezcla de reacción de PCR que contiene
5 µL de buffer PCR 10X, 2 µL de dinonu-
cleótidos (dNTPs), 1,5 µL de Cl2Mg (Invitro-
gen Life Tecnologies; Brasil), 0,2 µL del oli-
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gonucleótido rfb0157, 1µL de los oligonu-
cleótidos stx1 y stx2, cuyas se secuencias se
reflejan en la Tabla I, 0,2 µL de taq polime-
rasa, 36,9 µL de agua para PCR y 2 µL de
ADN molde.

Como control positivo, se utilizó el
ADN molde de la cepa 417 (E. coli O157:H7
productora de shiga toxina I y II) certifica-
da por el Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismos (23). Como control ne-
gativo se utilizó mezcla de reacción de PCR
sin ADN templado.

Las condiciones de amplificación fue-
ron 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ci-
clos a 94°C por 30 seg, 58°C por 30 seg y
72°C por 2 minutos. Los productos amplifi-
cados fueron corridos en un gel de agarosa
2% a 8 voltios por 50 min. Las bandas fue-
ron visualizadas en un transluminador de
luz UV, con tinción de bromuro de etidio.

Detección de rotavirus tipo A
Se procedió hacer una evaluación adi-

cional para determinar la participación ac-
tiva o la posible interacción de otros pató-
genos entéricos. Dicha evaluación consistió
en determinar la presencia de rotavirus del
grupo A, por ser éste uno de los principales
agentes causales de la enfermedad diarreica
aguda en nuestro país.

Para el momento de la realización de
este estudio, nuestro laboratorio solo con-
taba con la técnica de PAGE (electroforesis

en gel de poliacrilamida), con el cual proce-
dimos a llevar a cabo el ensayo.

Las muestras fecales mantenidas a
–70°C, se descongelaron y se diluyeron en
una proporción 1:4 en buffer de acetato de
sodio 0,1 M (pH 5.0) que contenía SDS al
1% (p/v). Luego se les añadió un volumen
igual de una mezcla de fenol-cloroformo 3:2
(v/v) y se agitó vigorosamente por 3 min.
La emulsión resultante se centrifugó por 20
min y al sobrenadante se le adicionó etanol
frío para precipitar el ácido nucleico duran-
te toda la noche (24). Luego se centrifugó
a 14.000 r.p.m por 15 minutos y al sedi-
mento resultante se le añadió 40 µL de buf-
fer de disociación (Tris-HCl 1 M pH 7,8;
20% de SDS; 0,1% azul de bromofenol y 25%
de glicerol), se calentó en baño de maría a
65°C aproximadamente por 4 min para su
resuspensión antes de colocarse en los po-
zos del gel espaciador para la corrida elec-
troforética.

La electroforesis se realizó en geles
planos de poliacrilamida, siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Laemli (25) pero
omitiendo el SDS en todos los buffers. La
corrida se llevó a cabo a temperatura am-
biente con una corriente constante de 30
mA y a un voltaje inicial de aproximada-
mente 60V, durante 14 horas. Una vez
completada la corrida, se desmontó el gel
y se procedió a la tinción con nitrato de
plata (26).
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TABLA I
SECUENCIAS DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS INICIADORES EN LA TÉCNICA DE PCR

PARA LA DETECCIÓN DEL ANTÍGENO 0157 (rbfO157) Y EL GEN QUE CODIFICA LA EXPRESIÓN
DE LA SHIGAS TOXINAS (stx1 y stx2)

Primer Secuencias de los oligonucleótidos (5’-3’) Tamaño de la banda esperada

O157a CGGACATCC ATGTGATATGG
259 pb

O157b TTGCCTATGTACAGCTAATCC

Stx1 a GAAGAGTCCGTGGGATTACG
130 pb

Stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA

Stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT
346 pb

Stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT



RESULTADOS

Las noventa muestras de heces diarrei-
cas analizadas por inmunocromatografía
(Coris Bioconcept-Bélgica) fueron negati-
vas para el antígeno O157 de E. coli, aun
cuando 9 (10%) cepas habían mostrado ca-
racterísticas particulares de E. coli O157:
H7 (sorbitol y MUG negativas) en los me-
dios selectivos usados en el estudio.

Para confirmar los resultados obteni-
dos por inmunocromatografía y estar segu-
ros de que las 9 cepas sospechosas aisladas
a partir de los medios de cultivos no son
STEC de tipo enterohemorrágico se realizó
un ensayo con antisuero específico para
identificar el serotipo O157:H7. Los resul-
tados fueron negativos, debido que ninguna
de las cepas aglutinó con el antisuero.

Posterior a la detección por inmuno-
cromatografía y prueba de aglutinación con
antisuero, un PCR multiplex fue llevado a
cabo usando oligonucleótidos iniciadores
de los genes stx1, stx2 y O157. En el ensayo
de PCR (Fig. 1), las 9 cepas aisladas no po-
seían los genes que codifican para el sero-

grupo O157 y la producción de stx2, pero si
contaban con genes para la producción de
stx1 (130 pb), poniendo en evidencia la
presencia de cepas de E. coli STEC no
O157, productora de shiga toxina stx1.

La mayor positividad de cepas produc-
toras de shiga toxina (stx1) de E. coli, se
observó en niños mayores de 24 meses de
edad (Tabla II).

Adicional a la identificación de cepas
STEC no O157, el estudio reveló un porcen-
taje relativamente alto (23,33%) de rotavi-
rus en muestras de heces diarreicas que re-
sultaron negativas para E. coli STEC, espe-
cíficamente las procedentes de niños inclui-
dos en el grupo etario de 0-12 meses
(38,88%) (Tabla II). No se observó interac-
ción de rotavirus y E. coli productor de
(stx1), por cuanto ambas etiologías no es-
tuvieron presentes en un mismo paciente.

DISCUSIÓN

Los resultados hallados por inmuno-
cromatografía y serología, sugieren la no
participación de cepas STEC del tipo ente-
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Fig. 1. Amplificación por PCR para el gen RFBO157, STX (2) y STX(1). Pozos: (1) Marcador de Peso
Molecular; (2) Cepa 10 (3); Cepa 22 (4); Cepa 32 (5); Cepa 42 (6); Cepa 45 (7); Cepa 48 (8);
Cepa 50 (9); Cepa 61 (10); Cepa 74 (11) E. coli O157:H7 Certificada (417) Productor de
STX1 y STX2 (12) Control negativo.



rohemorrágico (O157:H7) en la etiología
de los casos de diarrea analizados.

El desarrollo de la técnica de PCR co-
rroboró lo hallado tanto por inmunocroma-
tografía y serología, al no amplificar se-
cuencias específicas del gen O157. No obs-
tante, la PCR puso en evidencia la capaci-
dad de producción de shiga toxinas del tipo
stx1 en las 9 (10%) cepas de E. coli aisla-
das, sugiriendo la intervención de STEC
no-O157 capaces de producir shiga toxina
del tipo 1 y en especial en niños mayores de
24 meses de edad.

El porcentaje de STEC productoras de
shiga toxina 1 halladas en este estudio,
coinciden con los reportados por Gomez y
col. (13) en un estudio realizado en un bro-
te de gastroenteritis en un jardín maternal
de la ciudad de Mar de Plata, Argentina,
donde la detección de stx1 fue positiva y la
edad media de los niños afectados fue de
23,6 ± 13,9 meses. De igual modo, en un
estudio realizado en Brasil (27) la frecuen-
cia de cepas STEC no-O157 varió notable-
mente entre los serogrupos estudiados, y
los niños más afectados correspondieron al
grupo etario con edades comprendidas en-
tre 1 y 5 años.

Vidal y col. (28) en un estudio realiza-
do en niños chilenos, lograron identificar
por PCR 8 cepas STEC de pacientes con
diarrea esporádica. Dos de las cepas tenían
el gen stx2 y 6 fueron no-O157 y tenían el
gen stx1.

En la descripción de las posibles cau-
sas de contaminación con cepas STEC
no-O157 de la población infantil evaluada
en este estudio, hace presumir que tanto el
consumo de alimentos contaminados así
como el contacto de persona a persona, po-
drían ser las principales vías de transmisión
de estas cepas, dado que las condiciones
inadecuadas de higiene son señalados como
uno de los principales factores de riesgo
para los niños, tanto en el hogar, así como
en los maternales o centros de cuidado dia-
rio. Estas vías de transmisión han sido do-
cumentadas y se ha señalado su relación
con brotes por STEC (13, 14).

A igual que la E. coli O157, el estudio
de las infecciones por STEC no-O157 con fi-
nes clínicos y epidemiológicos, tiene hoy en
día gran relevancia, sobre todo en países en
vías de desarrollo, donde las condiciones de
saneamiento ambiental no son óptimas y el
control de calidad microbiológica de los ali-
mentos no es riguroso (29).

Sin embargo, los estudios epidemioló-
gicos de los agentes causales de la enferme-
dad diarreica aguda en el mundo, suminis-
tran datos que han creado paradigmas en el
conocimiento de esta enfermedad (3). Una
de ellas consiste en que la enfermedad dia-
rreica viral está presente en la población in-
fantil en niveles más altos que las causadas
por bacterias o parásitos, con un grupo de
alto riesgo conformado por niños entre 6 y
24 meses de edad.
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TABLA II
PRESENCIA DE ROTAVIRUS HUMANOS (RVH) Y CEPAS STEC NO 0157 (STX1) COMPARADO

CON LA EDAD DE LOS NIÑOS QUE ACUDIERON AL AMBULATORIO
“ARQUÍMEDES FUENTES SERRANO” DE LA CIUDAD DE CUMANÁ, VENEZUELA

Edad en
meses

N° total
de casos

N° de casos
positivos a RVH

% de casos
positivos a RVH

N° de casos
positivos STEC

(Stx1)

% de casos
positivos a STEC

(Stx1)

0-12 meses 36 14 38,88% 2 6,25%

13-24 meses 23 3 13,04% 0 0

> 24 meses 31 4 12,90% 7 25,92%



Lo anteriormente expuesto, nos hizo
suponer que la baja positividad de cuadros
diarreicos de origen bacteriano en niños
con edades comprendidas entre los 1 y 2
años, podría ser el reflejo de un brote cau-
sado principalmente por un agente viral,
posiblemente rotavirus.

La corrida electroforética en geles de
poliacrilamida para la identificación de un
patrón electroforético de ARN correspon-
diente a rotavirus, mostró que 23,33% de
los niños con problemas de diarrea que acu-
dieron a la emergencia del ambulatorio
“Arquímedes Fuentes Serrano”, fueron cau-
sados por rotavirus del grupo A, y que a di-
ferencia de los niños que mostraron una in-
fección con cepas STEC no-O157 de E. coli,
la población infantil más afectada fue la
comprendida entre 0 y 12 meses, edades
que según muchos investigadores, son las
consideradas como las de más alto riesgo
para adquirir una enfermedad diarreica
aguda causada por rotavirus (1, 26).

La alta positividad de casos diarreicos
por rotavirus hallados en este estudio, por
una técnica (PAGE) menos sensible que la
de ELISA, sugiere que este patógeno entéri-
co sigue siendo uno de los principales agen-
tes causales de diarrea en nuestro país, no
obstante, la circulación de cepas STEC
no-O157 de E. coli refuerza la necesidad de
realizar futuros estudios sobre la epidemio-
logía, serología, patogénesis y rol en las di-
ferentes formas de diarreas, dado que la he-
terogeneidad genética entre los subtipos de
shiga toxina y otros factores de virulencia,
pueden generar diferencias en la patogeni-
cidad de diferentes poblaciones STEC en
humanos.
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