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SINTESIS

La shigelosis es una enfermedad aguda gastrointestinal que afecta
mayoritariamente a los paises en desarrollo, en los cuales S. flexneri es la
especie predominante. La vigilancia epidemiologica de dicha afeccion es
trascendental para reconocer brotes, determinar prevalencia de serotipos y
conocer la diseminacion microbiana en tiempo y espacio. La tipificacion
mediante el uso de antisueros especificos para los diferentes antigenos
somaticos es considerada como el método "gold standard" y, desde hace
varias décadas, es el Unico parametro utilizado para clasificar Shigella a
nivel mundial. La serotipificacién tiene como desventajas la existencia de
cepas rugosas Y la cantidad y alto costo de los antisueros que se requieren
para llevarla a cabo. Se desarrollaron métodos moleculares basados en los
genes cromosémicos wzx y wzy (codifican para los antigenos O),
obteniéndose resultados concordantes entre la serotipificacion tradicional y
la identificacion molecular para los distintos serotipos de S. dysenteriae, S.
boydii y S. sonnei, pero no para S. flexneri (con la excepcion del serotipo 6).
En S. flexneri, las diferencias en el antigeno O entre los serotipos se deben a
la presencia de genes aportados por bacteriéfagos. El propdsito de este
trabajo fue desarrollar un método de tipificacibn a nivel molecular que
mediante la identificacion de los genes responsables de la sintesis del
antigeno O de S. flexneri permita obtener resultados que se correlacionen

con los obtenidos mediante el uso de los antisueros. Se disefiaron PCR
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multiples incluyendo iniciadores para los genes gtrB, gtrl, gtrll, gtrlV, gtrV,
gtrX, gtrlC, oac, wzx, rfc y Ipt-O que permitieron la identificacion de los 19
serotipos descriptos actualmente para S. flexneri. El objetivo fue logrado ya
que en las cepas evaluadas obtuvimos completa concordancia entre los
resultados de ambas metodologias (PCR mudltiples y aglutinacion en lamina).
El desarrollo de métodos de tipificacion a nivel genético contribuye a la

vigilancia epidemioldgica de S. flexneri.
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|. INTRODUCCION

I.1. Generalidades de Shigella

Los organismos del género Shigella pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no
esporulados, no productores de gas e inmdviles; son tipicamente no
fermentadores de lactosa y lisina decarboxilasa, acetato, mucato y citrato de
Christensen negativos. Excepciones son S. flexneri 6, S. boydii 13y S. boydii
14 que pueden producir gas a partir de glucosa, asi como S. sonnei que
fermenta lentamente la lactosa y puede ser mucato positivo (Edwards y
Ewing, 1986).

A diferencia de otros microorganismos de importancia médica y sanitaria
dentro de la familia Enterobacteriaceae, Shigella se clasifica solo en base a
su antigeno somético (antigeno O) ya que carece de antigenos flagelares

(antigenos H) y capsulares (antigenos K).

De acuerdo a caracteristicas serolégicas y bioquimicas Shigella se divide en
cuatro especies 0 serogrupos. En la tabla 1.1. se pueden observar las
reacciones bioquimicas consideradas para la diferenciacién entre las
especies de Shigella.

Tabla I.1. Reacciones bioquimicas caracteristicas de las especies de Shigella

Fermentacion Decarboxilacion
del manitol de la ornitina
S. dysenteriae : :
S. flexneri +1 -
S. boydii + -2
S. sonnei + +

- Mas del 90% de reacciones negativas
+ Mas del 90% de reacciones positivas
"1 Algunos serotipos de S. flexneri no fermentan el manitol
2 S. boydii 13 decarboxila la ornitina.
(Fuente: Edwards P. y Ewing W. 1986)



INTRODUCCION

Ademas, debido a diferencias en el antigeno O, cada una de las especies se
divide en serotipos. S. dysenteriae (serogrupo A) abarca los serotipos 1 al
15, S. flexneri (serogrupo B) abarca 13 serotipos, S. boydii (serogrupo C)
abarca los serotipos 1 al 20 y S. sonnei (serogrupo D) tiene un Unico serotipo

(van der Ploeg y col., 2010).

La serotipificacidon es el parametro mundialmente utilizado para clasificar
Shigella. Debido a la alta incidencia de S. flexneri en los paises en
desarrollo, a la variedad de antigenos presentes en esta especie y a ciertas
dificultades en dicha metodologia, se vuelve muy importante el desarrollo de
técnicas moleculares alternativas para realizar la tipificacion a nivel

molecular.

[.2. Shigelosis

Es una enfermedad aguda gastrointestinal que afecta principalmente a los
nifios menores de 5 afios e implica un grave problema de salud publica a
nivel mundial en términos sanitarios y econdmicos. Representa un
importante problema de salud principalmente en los paises en desarrollo,
pues la diseminacién y severidad de la infeccion se ven alli potenciadas
debido a pobres condiciones sanitarias, malnutricion, alto costo de los
antibioticos y aumento de la resistencia a los mismos (Nie y col., 2006;

Clemens y col., 1999).

Un aspecto clave en el combate de la enfermedad es la vigilancia
epidemioldgica, ya sea a largo plazo para evaluar las tendencias en
prevalencia de serotipos y asi establecer las intervenciones pertinentes,
como a corto plazo para por ejemplo, reconocer brotes y determinar el

alcance de la diseminacion microbiana en el tiempo y el espacio.

[.2.1. Transmision. Dosis infectiva

La shigelosis es una patologia asociada a malas condiciones de higiene. Los

seres humanos son el reservorio primario para Shigella, mientras que
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primates superiores en cautiverio pueden resultar hospederos accidentales
(Coimbray col., 1999; Hale, 1991).

Los estudios epidemioldgicos sobre Shigella establecieron que soélo diez
células pueden ser suficientes como dosis infectiva (Villalobo y Torres,
1998). El pequeiio inéculo necesario para causar infeccion es un grave
problema ya que torna muy facil la transmision persona-persona (Clemens y
col., 1999). Por otra parte la infeccion se ve favorecida por la existencia de

portadores asintomaticos.

El modo predominante de transmision es por contacto fecal-oral. Si bien los
responsables primarios de la transmision son las personas infectadas,

también existe el contagio por ingestion de agua o alimentos contaminados.

1.2.2. Aspectos clinicos de la enfermedad
La shigelosis es una infeccion invasiva del colon humano que abarca varias
manifestaciones clinicas; las mismas pueden ir desde una diarrea acuosa de
corto tiempo hasta una enfermedad aguda inflamatoria caracterizada por
fiebre, dolor intestinal y diarrea mucosa-sanguinolenta (Sansonetti, 2001).

El periodo de incubacién es de 1 a 4 dias y los primeros sintomas son fiebre,
malestar, dolor de cabeza y ocasionalmente vomitos. La diarrea acuosa es
frecuentemente la Unica manifestacion clinica de una infeccién suave; la
progresion a una disenteria franca puede ocurrir de horas a dias con
deposiciones frecuentes conteniendo sangre y moco, dolores abdominales y
tenesmo rectal. Cuando la infeccion es causada por organismos productores
de Shiga-toxina, el cuadro se puede complicar con anemia hemolitica
microangiopatica, la cual se manifiesta como sindrome urémico hemolitico
en nifos o como puarpura tromboética trombocitopénica en adultos. Muy
raramente Shigella se disemina a sitios distantes causando infecciones

focales como meningitis, artritis u osteomielitis (Clemens y col., 1999).

En individuos sanos, la mayoria de los episodios de shigelosis son

autolimitados y se resuelven en 5 a 7 dias sin dejar secuelas. En nifios
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malnutridos pueden surgir complicaciones metabdlicas (ej., deshidratacion,
hiponatremia, hipoglucemia) y complicaciones intestinales (ej., megacolon
toxico, prolapso rectal, perforacion intestinal). Las secuelas cronicas mas

comunes son diarrea persistente y malnutricion.

El sindrome de Reiter (comprende artritis, uretritis y conjuntivitis) es una
complicacion pos-infeccién rara que se observo en adultos luego de una

infeccion con S. flexneri (Clemens y col., 1999).

1.2.3. Patogénesis
Shigella tiene una alta capacidad para invadir y colonizar el epitelio intestinal
humano (Torres, 2004; Sansonetti, 2001).

En la figura I.1. puede observarse la representacion del mecanismo de

accion de Shigella en las células del epitelio intestinal.
Shigella

IpaB 4 Secrecion

Macroéfagos IpaC  tipo III

L4
@ IpaA .
Leucocitos IL-18 o : lem‘au.(.)n‘
PMF @ P de bacterias

Macroéfagos
Control de
crecimiento
Apoptosis bacteriano
de Macroéfagos
IpaB / Caspasa-1

Leucocitos
PMF

Figura 1.1. Representacion esquematica de la ruptura, invasion y destruccion
inflamatoria de la barrera intestinal.
(Fuente: Sansonetti, 2001)

La infeccion se inicia cuando la bacteria es captada por el tejido linfoide

asociado a las células M del intestino y luego es transocitada hacia el
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espacio subepitelial. Esta zona esta poblada por macrofagos que fagocitan
al bacilo, el cual lisa el fagosoma e inicia la apoptosis del macréfago, quien
libera citoquinas inflamatorias que promueven la infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN). La transmigracion de PMN hacia el lumen
intestinal permite la migracion reversa de la enterobacteria desde el lumen
hacia los espacios subepiteliales. Asi, Shigella infecta las células del epitelio
columnar induciendo su captacion endocitica, esta invasion también estimula
la liberacion de citoquinas inflamatorias que provocan el reclutamiento de
méas PMN (Torres, 2004; Sansonetti, 2001).

Dentro de la célula hospedera Shigella lisa la vacuola que la rodea
liberandose al citosol donde puede crecer y dividirse; ademas, en uno de sus
polos forma una cola de actina que favorece su movilidad en el citoplasma y
genera una proyeccion desde la superficie de la célula infectada hasta la
membrana lateral de la célula adyacente de modo que el microorganismo
resulta internalizado, empezando asi un nuevo ciclo de infeccion en una

nueva célula hospedera (Torres, 2004; Sansonetti, 2001; Hale, 1991).

La mayoria de los determinantes de virulencia responsables de la invasion a
las células epiteliales estan codificados en un plasmido de 214 kb que tiene
los genes necesarios para: (a) la produccion de antigenos de invasion (Ipas),
(b) la sintesis de un aparato de secrecién tipo lll (capaz de distribuir
proteinas efectoras de Shigella hacia la célula eucariética), (c) la induccién
de la captacién endocitica de la bacteria y disrupcién de las vacuolas
endociticas, (d) la diseminacion intra e intercelular y (e) la regulacién de los
genes de virulencia codificados en el plasmido. Si bien las secuencias
codificantes estan diseminadas en todo el plasmido, hay un bloque de 30 kb
(locus ipa/mxi-spa) que se considera la principal isla de patogenicidad (IPA),
necesaria y suficiente para causar la entrada a las células epiteliales via
macropinocitosis, la muerte apoptética de los macréfagos y la activacion de
los PMN (Sansonetti, 2001; Niyogi, 2005; Torres, 2004).
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Otro mecanismo de patogenicidad es la secrecion de toxinas. La
enterotoxina ShET1 se encuentra codificada en el cromosoma y se asocia
con el serotipo 2 de S. flexneri, mientras que la enterotoxina ShET2 esta
codificada en un plasmido y se encuentra diseminada entre todas las
especies y serotipos. Estas enterotoxinas causarian el sindrome diarreico

que precede a la disenteria bacilar.

Un factor de virulencia relacionado con S. dysenteriae 1 es su capacidad de
expresar la toxina Shiga, una citotoxina muy potente codificada en el
cromosoma de la bacteria y que en células mamiferas susceptibles inhibe la
sintesis proteica, causa destruccion capilar, hemorragia local y esta asociada

con el sindrome urémico hemolitico (Hale, 1991).

1.2.4. Diagnostico y tratamiento

Si bien se puede sospechar de una infeccidén por Shigella en base a signos
clinicos, el diagndstico dependera del aislamiento e identificacién del

organismo a partir de las heces.

Frecuentemente, los cultivos positivos son obtenidos de heces
mucosanguinolentas durante la fase aguda de la diarrea. El aislamiento de
Shigella implica un paso inicial de cultivo en medios selectivos/diferenciales
con incubacion aerdbica para inhibir el crecimiento de la flora normal
anaerobica. Los medios comunmente usados para el aislamiento primario
contienen sales biliares que inhiben el crecimiento de las bacterias Gram
positivas y un indicador de pH que diferencia los organismos fermentadores

de lactosa de aquellos que no lo son.

Luego de una incubacion durante 18 h a 37°C, las colonias incoloras son
sembradas en al menos tres medios diferenciales: TSI (Triple Sugar Iron),
acetato y LIA (Lisina Iron Agar). Resultados negativos para la utilizacion del
acetato y la decarboxilacion de lisina, junto con estria alcalina y fondo acido

sin formacion de gas en el TSI, se toma como una identificacion presuntiva
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de Shigella. La identificacion se confirma con los antisueros especificos para

serogrupo y serotipo mediante pruebas de aglutinacién en lamina.

Algunos biotipos de E. coli (inmoviles y fermentadores tardios de lactosa) de
la flora intestinal normal pueden asemejarse a Shigella, pero dichas
coliformes pueden ser diferenciadas por su capacidad de decarboxilar la
lisina (Hale, 1991). Es importante considerar que los microorganismos del
patogrupo enteroinvasivo de E. coli (EIEC) pueden confundirse
bioquimicamente con Shigella ya que son inmodviles, no fermentadores de

lactosa y lisina decarboxilasa negativos.

La shigelosis es una enfermedad autolimitada, la terapia antibiética solo se
recomienda en casos severos y/o ante la presencia de patologias de base.
Los agentes antimicrobianos recomendados por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) son: ampicilina, ciprofloxacina, norfloxacina y trimetoprima-
sulfametoxazol (Bopp y Wells, 2003).

[.2.5. Prevalencia en el mundo y en Argentina

Se estima que en el mundo ocurren anualmente mas de 164 millones de
infecciones por Shigella y en consecuencia cerca de 1 millon de muertes. El
99% de las infecciones suceden en los paises en vias de desarrollo; ademas
el 69% de los episodios y el 61% de las muertes atribuibles a shigelosis

involucran a ninos menores de 5 anos de edad.

En los paises desarrollados 77% de los casos son por S. sonnei, 16% por S.
flexneri, 2% por S. boydii y 1% por S. dysenteriae; mientras que en los
paises en desarrollo el 60% de los casos son debidos a S. flexneri, el 15% a
S. sonnei, el 6% a S. boydii y otro 6% a S. dysenteriae. Dentro de S. flexneri
el serotipo 2a es el de mayor incidencia (von Seidlein y col., 2006; Kotloff y
col., 1999; Adhikari y col., 1999).

Ante esta realidad la OMS priorizé el desarrollo de una vacuna contra S.

flexneri, sabiendo que la respuesta inmune que protege al hospedero contra
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este microorganismo esta dirigida contra el componente antigénico O del

lipopolisacéarido (LPS) (Allison y Verma, 2000).

En las tablas I.2. y 1.3. se muestran la morbilidad y la mortalidad causadas

por Shigella en paises en desarrollo.

Tabla I.2. Numero anual de episodios de diarrea por Shigella en nifios menores de

4 afios en paises en desarrollo

. Total de
: Pacientes . } .
Grupos de edades Pa(_:l_er_lte_s no _Pamentes epls_odlos
domiciliarios | . internados | de diarrea
internados .
por Shigella
0-11 meses
Numero anual de episodios de
diarrea 429.975.000 | 50.212.500 | 7.312.500
% de episodios con Shigella spp 3,2 6,3 6,5
Total de episodios de Shigella 13.759.200 3.163.390 475.315 17.397.905
1-4 afos
Numero anual de episodios de
diarrea 868.455.000 | 74.655.000 | 1.890.000
% de episodios con Shigella spp 9,1 22 16,5
Total de episodios de Shigella 79.029.405 | 16.424.100 311.850 95.765.355
92.788.605 | 19.587.490 787.165 | 113.163.260

(Fuente: Kotloff y col., 1999)

Tabla 1.3. Mortalidad anual estimada por grupos etéreos, debidas a shigelosis en

paises en desarrollo

0-11 meses 1-4 afios >5 afos
o o
N° de casos hospitalizados 475.315 311.850 741.850
infectados con Shigella spp
N° de casos hospitalizados por 66.070 29.315 60.830
shigelosis que murieron (%) (13,9) (9,4) (8,2)
N° de casos que murieron por
shigelosis, corregido por la 462.490 205.205 425.810
mortalidad fuera del hospital
Total de muertes por Shigella 1.093.505

(Fuente: Kotloff y col., 1999)
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En nuestro pais, el nimero de diarreas agudas es informado mediante
boletines epidemiolégicos confeccionados por el Ministerio de Salud en base
a los datos aportados por los diferentes hospitales al Sistema Nacional de
Vigilancia por Laboratorios (SIVILA). En la tabla 1.4. se detallan los registros

correspondientes al periodo 2007-2010.

Tabla I.4. NUumero anual de casos de diarreas agudas en la Argentina

Afio N° de casos
2007 813.719
2008 1.077.387
2009 1.128.500
2010 1.228.219

(Fuente: Direccion de Epidemiologia, Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud, SIVILA)

Si bien en Argentina las infecciones causadas por Shigella spp. no son de
declaracion obligatoria, el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de
Enterobacterias en base a los aislamientos que recibe y tipifica en el marco
de la Red Nacional de Diarreas Bacterianas y Patdogenos de Transmision
Alimentaria (RNDBYPTA) ubica al género Shigella como uno de los
principales organismos bacterianos causantes de diarrea. En la tabla 1.5. se

detallan los datos obtenidos durante el periodo 2007-2010.

Tabla I.5. Frecuencia (%) anual de diarreas causadas por los principales grupos

bacterianos.

2007 2008 2009 2010

Shigella 56,10% | 50,20% | 44,50% | 51,10%
Salmonella 31,30% | 29,90% | 34,00% | 22,20%
E.coli 0157 |10,10% | 10,20% | 10,30% | 6,20%

Campylobacter | 2,50% | 9,70% | 11,20% | 20,50%

(Fuente: Servicio Enterobacterias, LNR (INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”))



INTRODUCCION

En la tabla 1.6. puede observarse como en la Argentina al igual que en el
resto de los paises no desarrollados, S. flexneri es el serogrupo ampliamente
predominante.

Tabla 1.6. Distribucion de los serogrupos de Shigella en Argentina en el periodo
2007-2010.

o]
SEROGRUPO | . N°de
aislamientos S, flexneri
S. flexneri 2403 (71,9%) " 3-sonnel
S. boydii
S. sonnei 843 (25,2%) 25, dysenteriae
S. boydii 75 (2,2%)
S. dysenteriae 20 (0,6%)

Fuente: Servicio Enterobacterias, LNR (INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”)

I.3. Lipopolisacéarido (LPS) y antigeno O
1.3.1. Composicién del LPS

El LPS es un componente esencial de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas. Es un glucolipido complejo compuesto por 3 partes: lipido A
(region proximal), core de oligosacéaridos (zona intermedia) y cadena lateral
especifica (region distal). En la figura I.2. se muestra en forma esquematica

la composicion de la membrana en las bacterias Gram negativas.

Lipido Porina
A
Capa
Externade -|
ram
Negativa

Espacio
Peripldsmico

Figura 1.2. Composicion de la membrana en las bacterias Gram negativas.

(Fuente: Brock - Biologia de los microorganismos. 82 ed.)
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La region del lipido A es casi idéntica en todas las bacterias Gram negativas,
es un disacérido de glucosaminas unidas 3(1->6) con casi todos los grupos
—OH y —NH: sustituidos principalmente con &cidos grasos (siendo el
predominante el &cido [B-hidroximiristico); el lipido A ancla el LPS a la

membrana externa por uniones no covalentes y tiene actividad de

endotoxina (Simmons, 1971).

El core de oligosacaridos puede dividirse en dos fracciones, la fraccion del
nacleo interno que tiene dos tipos de azUcares exclusivos de bacterias Gram
negativas (2-ceto-3-desoxiocténico (KDO) y L-glicero-D-manoheptosa (Hep))
y la fraccion del ndcleo externo que esta formada por hexosas (glucosa,
galactosa, N-acetilglucosamina y algunas hexosas raras). La cadena lateral
especifica es un polisacarido compuesto por la repeticion (de hasta 40
veces) de unidades oligosacaridicas que se proyecta hacia el exterior de la
célula. Esta cadena lateral especifica es el antigeno O de las bacterias Gram
negativas (Simmons, 1971).

En la figura I.3A. puede observarse la representacion esquematica del LPS.

Antigeno O Core Lipido A

Figura I.3A. Esquema del LPS de una bacteria Gram negativa.
(Fuente: recuperado de http://www.biorom.uma.es/contenido/UPV_EHU/hc/sugar35b.htm#lIp)

La dnica region del LPS indispensable para la viabilidad es el lipido A. Las
bacterias que no sintetizan las cadenas laterales o el core pueden tener
afectadas distintas propiedades biologicas pero sobreviven (Simmons,
1971).

11
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Como puede observarse en la figura 1.3B., el polisacarido puede
esquematizarse en dos partes: la estructura basal que contiene los
determinantes antigénicos caracteristicos de rugosidad (R) y las cadenas
laterales del antigeno O que determinan la especificidad y las reacciones

cruzadas entre los diferentes serotipos (Simmons, 1971).
POLISACARIDO-O LISO (S)
A

— —
ESTRUCTURA BASAL H F---- H |
COMUN CONTENIENDO
DETERMINANTES ~ |—] - I - |
ESPECIFICOS DE
RUGOSIDAD n T ) I
- A -
Y ~

Estructura basal conteniendo:  Unidades repetitivas de las cadenas laterales O-

O-fosforil-etanolamina especificas, cada una conteniendo:
3-deoxy-2-oxo-octonato D-glucosa
L-glicero-D-manno-heptosa fosfato N-acetil-D-glucosamina
D-galactosa L-ramnosa

D-glucosa

-N-acetil-D-glucosamina

Figura 1.3B. Esquema del polisacéarido de S. flexneri.
(Fuente: Simmons, 1971)

[.3.2. Biosintesis del LPS

1.3.2.1. Sintesis de la estructura basal

La biosintesis comienza con un esqueleto de poliheptosa fosfato-
aldoheptosa y sigue con la adicién secuencial de glucosa, galactosa y N-
acetilglucosamina generando el crecimiento de la cadena lateral de la
estructura basal. Las cadenas laterales secundarias no se incorporan a la
molécula en crecimiento hasta que las cadenas laterales primarias del
core estén cubiertas con N-acetilglucosamina (Schnaitman y Klena, 1993;
Simmons, 1971).

En estado de LPS liso (S) la estructura basal esta oculta, mientras que en
el estado rugoso (R) se encuentra expuesta como consecuencia de
defectos enzimaticos que interrumpen la via biosintética del antigeno O
(Schnaitman y Klena, 1993; Simmons, 1971).

12
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1.3.2.2. Sintesis del antigeno O

Se inicia en el lado citoplasméatico de la membrana interna y consta de
tres etapas diferentes. En primer lugar, ocurre la adicion secuencial de
residuos de azucar a la estructura basal para formar la unidad repetitiva del
antigeno O unida al lipido transportador; este complejo anclado en la
membrana citoplasmatica es luego trasladado hacia el lado periplasmico por

la flipasa Wzx.

Luego, las unidades repetitivas de la cadena lateral primaria se polimerizan
por la accién de Wzy (polimerasa del antigeno O).

Una vez que la cadena del antigeno O estd completa, una ligasa une el
polimero antigeno O modificado al complejo lipido A-core. Finalmente, el
LPS completo es traslocado a la membrana externa (Korres y col., 2005;
Allison y Verma, 2000; Guan y col., 1999).

[.3.2.3. Transicion S-R

La mutacién de cepa lisa (S) a rugosa (R) ocurre cuando por defectos en
alguna enzima de la via biosintética se impide la incorporacién de las
cadenas laterales O especificas, con la consecuente exposicion de los

determinantes R de la region basal.

Aunque hay muchas deficiencias enzimaticas que dan mutantes R, existen
dos mecanismos reconocidos. Uno se debe a la pérdida de una sintetasa o
transferasa de la cadena lateral, resultando en la ausencia total de cadena
lateral O-especifica pero una estructura basal normal. El otro mecanismo se
debe a la pérdida de una sintetasa o transferasa basal, en esta situacion la
biosintesis de la cadena lateral O especifica ocurre normalmente pero no
puede ser transferida a la estructura basal incompleta ya que carece del

receptor apropiado (Simmons, 1971; Jhonston y col., 1967).

13
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1.4. S. flexneri
[.4.1. Antigeno O

Los diferentes serotipos de S. flexneri, con la excepcién del serotipo 6,
comparten un esqueleto compuesto por unidades repetitivas del
tetrasacarido N-acetilglucosamina-ramnosa-ramnosa-ramnosa. Esta cadena
primaria o antigeno basico O corresponde al serotipo Y y es el resultado de
la accion de las enzimas Wzx y Wzy, codificadas por genes cromosomicos
(Liu y col., 2008, Coimbra y col., 1999; Simmons, 1971).

Las diferencias grupo y tipo especificas (debidas a la adicion de residuos a-
glucosilos u O-acetilos en el tetrasacarido) son debidas a genes aportados
por fagos insertos en la bacteria (Allison y Verma, 2000; Coimbra y col.,
1999). Entonces, una vez sintetizada la estructura coincidente con el
serotipo Y, la biosintesis del antigeno O en S. flexneri se completa con la
incorporacion de cadenas laterales secundarias mediante una unién
especifica, dando Ilugar al mecanismo de conversibn de serotipo
(Schnaitman y Klena, 1993; Simmons, 1971). Por ejemplo, el serotipo 5a se
origina por la adicion de un residuo glucosilo via una unién ol1,3 a la
ramnosa Il de la unidad del antigeno O (Korres y col., 2005; Allison y col.,
2002; Adams y col., 2001; Allison y Verma, 2000; Adhikari y col., 1999;
Lindberg y col., 1978; Simmons, 1971).

1.4.2. Serotipos y estructuras

La determinacion del serotipo se basa en la aglutinacion del organismo con
un antisuero especifico (Mavris y col., 1997). En base a dichas reacciones
de aglutinacion S. flexneri se subdividio hasta el afio 2009 en los serotipos y
subserotipos detallados en la tabla I.7. (Brenner, 1984; van der Ploeg y col.,
2010).

Luego, en la tabla 1.8. se exponen los determinantes antigénicos que
confieren la especificidad para un determinado serotipo o factor grupal de S.

flexneri.

14
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Tabla 1.7. Serotipos de S. flexneri aceptados por el Subcomité de taxonomia de

Enterobacteriaceae.
Serotipo | Subserotipo | Férmula antigénica abreviada
la 1.4
1
1b 1.6
2a 11:3,4
2
2b 17,8
3 3a 111:6,7,8
3b 111:3,4,6
4a 1V:3,4
4
4b IV:6
5a V:3,4
5
5b V7,8
6 VI:(4)
X --17,8
Y --:3,4

(Fuente: van der Ploeg y col., 2010)

Tabla 1.8. Estructura molecular de los determinantes antigénicos de S. flexneri.

Factor

Determinante antigénico

a-glucosil-(=4)-N-acetilglucosamina

a-glucosil-(1->4)-Ramnosa

2-O-acetil-a-glucosil-(1>2)-Ramnosa

v

a-glucosil-(1->6)-N-acetilglucosamina

\Y

a-glucosil-(1->3)-Ramnosa

7,8

a-glucosil-(1->2)-Ramnosa

4

ramnosil-(1->4)-Ramnosa

3,4

ramnosil-(1->4)-Ramnosil-(1->6)-N-acetilglucosamina

(Fuente: Simmons, 1971)

15



INTRODUCCION

En la figura 1.4. se muestra la estructura quimica de los serotipos de S.

flexneri reconocidos hasta el afio 2009.

S. flexneri Y (--:3,4)

=28 phar el Rhan P Rhan

S. flexneri 1a (1:4) S. flexneri 1b (1:6)
— e »—?— —l:l—l:l—lfl—?—
S. flexneri 2a (11:3,4) S. flexneri 2b (11:7,8)
S. flexneri 3a (111:6,7,8) S. flexneri 3b (111:3,4,6)
S. flexneri 4a (1V:3,4) S. flexneri 4b (IV:6)
— ] ]
q 2 q
S. flexneri 5a (V:3,4) S. flexneri 5b (V:7,8)

—:I—l%l—:l—o—qw_—o—

S. flexneri X (--:7,8)

—l%l—l:l—l:l—o—

‘ Residuo Glucosilo ‘ Residuo Acetilo

Figura 1.4. Esquema de la composicién quimica de los diferentes serotipos de S.

flexneri.
(Fuente: Allison y Verma, 2000)
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1.4.3. Acerca de los bacteriéfagos

Las modificaciones que resultan en un nuevo serotipo son conferidas por
bacteriéfagos que se integran en el cromosoma hospedero formando un
profago estable que expresa los genes de conversion de serotipo. En todos
los casos, los genes de glucosilacion del antigeno O del genoma del fago
estan ubicados inmediatamente hacia el extremo 3’ del gen integrasa y del
sitio attP, mediando la integracion del fago en la region pro-lac del genoma
del hospedero (Mavris y col, 1997; Adams y col., 2001; Allison y Verma,
2000). En la figura I.5. puede observarse esquematicamente la organizacion
de algunos de los genes de modificacién del antigeno O.

aftlL orf1 o2 orf3 .or."-i orf5 1S600 int’

Strain Y53 ‘._ A p >
xis int attP orf6 o5 gtrv
sv IO
n attP orf2 bgt gitril
Sl > $Z0000
nt’  attP gtrA gtr8 gtrX
SfX C om0
argW int o120 0308 o443
£ cor /D) D
int oac
s -

’ Promoter M Terminator

Figura I.5. Organizacion de los genes de modificacién del antigeno O.

Los genes que codifican proteinas muestran mas del 85% de identidad y tienen el mismo color, orfl,
orf6, orf2 (Sfll) y 0120 son homdlogos al GtrA; orf2 (cepa Y53), orf5, bgt y 0306 son homdlogos al gtrB;
int e int” son los genes de integrasa completos o parciales respectivamente; xis, gen excisionasa; oac,
gen O-acetiltransferasa; argW, gen ARNt arginina; attP, attL y attR son los sitios de unién al fago.

(Fuente: Allison y Verma, 2000)

Los genes gtrA, gtrB (bgt) y gtrype codificados en el fago, estan involucrados
en la glucosilacion de la cadena primaria del antigeno O y son necesarios
para la conversion completa del serotipo (Korres y col., 2005; Allison y
Verma, 2000).

Los genes gtrA y gtrB se encuentran altamente conservados y son

intercambiables entre los serotipos, mientras que el gen gtrype €S Unico para
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cada bacteriéfago. La proteina glucosil-transferasa serotipo-especifica,
codificada por dicho gen, adiciona un residuo glucosilo mediante una unién
particular a un azucar especifico del tetrasacarido (Liu y col., 2008; Allison y
Verma, 2000).

Es importante considerar que los serotipos S. flexneri 3, X e Y no poseen
bacteriéfagos que les modifiquen el antigeno O asignandoles especificidad
de tipo; mientras que el serotipo Y no posee ningun bacteriéfago que
modifique su antigeno O, los serotipos S. flexneri 3 y X poseen bacteriéfagos
que modifican el antigeno O participando en el agregado de antigenos de
grupo. Por su parte, S. flexneri 6 no comparte la estructura bésica del

antigeno somatico del resto de los serotipos de S. flexneri.

En la tabla 1.9. se detalla la longitud descripta para cada uno de los genes de

los diferentes bacteriéfagos.

Tabla I.9. Longitud de los genes gtrA, gtrB y gtriype

Longitud de los genes (pb)

gtrA gtrB gtriype gtrA+gtrB+gtriype

Fago Sfl 362 920 1520 2802
Fago Sfll 362 929 1460 2745
Fago SfIV 362 914 1313 2588
Fago SfV 362 923 1253 2532

Los genes gtr tienen menor contenido GC que el genoma del hospedero,
que se estima en 50%. El contenido promedio GC para gtrA 'y girB es 42% y
para el gen gtrype €s menor al 35%. A continuacién se hace una breve

resefia de cada una de las proteinas codificadas por los genes gtr.

-GtrA: son proteinas integrales de membrana altamente conservadas, de
120 aminoécidos (aa) y muy hidrofébicas. Tienen actividad de flipasa (Korres
y col., 2005; Allison y Verma, 2000).
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-GtrB: tienen entre 305 y 309 aa, son altamente conservadas, con la mayor
variacion en los ultimos 20 aa. Son bactoprenol glucosil transferasas (Allison
y Verma, 2000).

- Glucosil transferasa serotipo-especifica (Gtriype): tienen un tamafio de entre
416 a 506 aa, 9 a 11 regiones transmembrana y comparten muy poca
homologia entre si. GtrV y GtrX son las mas similares en tamafio (417 y 416
aa) y secuencia (35,7% de identidad y 61,3% de similitud) y ambas catalizan
la adicion de un grupo glucosilo via una union ol-3 a la ramnosa Il y
ramnosa |, respectivamente. Gtrl y Gtrll son las Gtr mas grandes y catalizan
la formacion de uniones al-4 entre el grupo glucosilo agregado y la N-
acetilglucosamina y ramnosa lll respectivamente. A pesar de su naturaleza
heterogénea, todas las glucosil transferasas usan el mismo sustrato, UndP-

B-glucosa (Korres y col., 2005; Allison y Verma, 2000).

Ademas de las tres proteinas mencionadas, hay que considerar a la O-
acetiltransferasa (Oac) codificada por el gen oac del bacteriéfago Sf6. Esta
proteina tiene 333 aa, es relativamente hidrofobica y tiene 9 regiones
transmembrana (Adams y col., 2001; Allison y Verma, 2000).

Mientras que la O-acetilacion ocurre solo en el residuo ramosa Il (y genera
el epitope del factor de grupo 6), la glucosilacién puede ocurrir en cualquiera

de las tres ramnosas y en la N-acetilglucosamina (Mavris y col., 1997).

Las modificaciones realizadas por los fagos en el serotipo ayudan a que las
células lisogenizadas eviten la inmunidad pre-existente del hospedero y
proporcionan un mecanismo de autoproteccion para evitar que otros fagos

entren a las células alterando los sitios de adsorcién (Guan y col., 1999).

1.4.4. Actualizaciones en la serologia de S. flexneri

Ninguno de los serotipos descriptos a continuacién pueden ser tipificados
dentro del esquema vigente (tabla 1.7.).
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1.4.4.1. S. flexneri 1d, 7ay 7b: nuevos serotipos generados
por lainsercion de fagos

El serotipo 1d (1:7,8) esta provisto con dos bacteriéfagos, el Sf1 y el SfX
(Shashkov y col.,, 2013). En la figura 1.6. se esquematiza su estructura
quimica.

S. flexneri 1d (1:7,8)

* Residuo Glucosilo

Figura 1.6. Esquema de la composicién quimica del serotipo S. flexneri 1d.

El antigeno de los serotipos 7a 'y 7b consiste en el tetrasacérido basico de la
unidad repetitiva con un disacarido (dos residuos glucosilos) unido a la N-
acetilglucosamina. El primer glucosilo estd unido a la N-acetilglucosamina
via una unién a 1,4 (al igual que en los serotipos S. flexneri 1a'y 1b) y el
segundo glucosilo esta unido al primero via una unién a 1,2. Estos serotipos
fueron agrupados en base a la reaccion serolégica del dimero de glucosas
frente al anticuerpo monoclonal MASF 1c (Carlin y col., 1989; Wheler y
Carlin, 1988 EI-Gendy y col., 1999, Foster y col., 2011).

La adicion del segundo glucosilo del dimero es el resultado de la inserciéon
de un segundo fago (Sflc). Los genes gtrAic y gtrBic comparten menos del
75% de identidad a nivel nucleotidico con los genes gtrA y gtrB de los otros
fagos de S. flexneri y estan mas estrechamente relacionados a clusters gtr

de especies no S. flexneri (ej, Citrobacter koseri).
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En la figura I.7. se puede observar la estructura quimica de los serotipos 7a
y 7b.

S. flexneri 7a (VII:3,4) S. flexneri 7b (VII:6)

ol 4 2 aff 4

all 3 3

‘ Residuo Glucosilo * Residuo Acetilo

Figura I.7. Esquema de la composicion quimica de los serotipos S. flexneri 7a'y 7b.

.4.4.2. S. flexneri 4av, Xv e Yv. nuevos serotipos

generados por la adquisicion de plasmidos

Estos serotipos presentan aglutinacion positiva con el anticuerpo MASF V-1
gue reconoce el determinante antigénico E1037 (Carlin y col., 1989) cuya
estructura quimica se corresponde con la presencia de un grupo
fosfoetanolamina en la posicion 3 de la ramnosa Il y/o de la ramnosa lll,
dando lugar a antigenos O mono o bifosforilados (Knirel y col., 2013; Sun y
col., 2012; Perepelov y col., 2009).

El grupo fosfoetanolamina es producto de una fosfoetanolaminotransferasa
codificada en el gen Ipt-O, el cual se encuentra en un plasmido (Knirel y col.,
2013).

En la figura 1.8. se esquematiza la estructura quimica de los serotipos

monofosforilados S. flexneri 4a, Xv e Yv.

S. flexneri Xv (--: 7,8 - E1037) S. flexneri 4av (IV: 3,4 - E1037)

) Residuo
S. flexneri Yv (--: 3,4 - E1037) Fosfoetanolamina

_‘—'_‘IH—'_Q— ‘ Residuo Glucosilo
a3

Figura 1.8. Esquema de la composicion quimica de los serotipos monofosforilados

Xv, Yvy 4av de S. flexneri.
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1.4.4.3. Patrones de acetilacion y factor grupal 9 (FG 9)

Con la realizacién a partir del afio 2009 de estudios de espectroscopia de
RMN, se evidencié la presencia de grupos acetilos no descriptos

previamente. Dichos grupos acetilos fueron denominados FGO9.

Se encontr6 que los serotipos S. flexneri 1a, 1b, 2a, 5a, 6 e Y tenian un alto
porcentaje de acetilacion en la posicion 3 de la ramnosa Ill y menor
porcentaje en la posicion 4. Ademas, se detect6 acetilacion en la posicion 6
de la N-acetilglucosamina en los serotipos 2a, 3a, Y e Yv. (Wang y col.,
2014; Knirel y col., 2013; Perepelov y col., 2009).

Las acetilaciones de la ramnosa lll son realizadas por una acetiltransferasa
cuyo gen codificante se denomind oacB y es portado por una estructura de
tipo trasposon. ElI gen oacB es homologo del gen oac responsable de la
acetilacion que genera el antigeno del factor grupal 6. Por el contrario, la
acetiltransferasa de S. flexneri 6 estd codificada por el gen oacC (Wang y
col., 2014).

El conocimiento de las acetilaciones no descriptas previamente, permite
entender porque seroldgicamente en algunos cultivos no puede detectarse el
antigeno del factor grupal 3,4, a pesar de que es genéticamente constitutivo
en todos los serotipos de S. flexneri (con excepcion de S. flexneri 6). Cuando
hay simultdneamente glucosilacion de la N-acetilglucosamina y acetilacion
de la ramnosa |, se suprime la reactividad del epitope 3,4. La acetilacion de
la ramnosa Ill no afecta la reactividad del determinante 3,4, pero si interfiere
con la adicién del grupo fosfoetanolamina en la ramnosa lll, que entonces

ocurre en la ramnosa Il (Wang y col., 2014).

1.4.5. Serotipos circulantes

Historicamente en los paises en desarrollo, S. flexneri 2 fue el serotipo
ampliamente predominante, seguido por los serotipos 1, 3 y 6 con una

presencia muchisimo menor.

22



INTRODUCCION

En la Argentina al igual que ocurrié en otros paises, emergio el serotipo S.
flexneri Xv (Ye y col. 2010; Viias, van der Ploeg y col., datos no publicados).
La aparicion y diseminacion de este serotipo pudo ser abordada gracias a la
inmediata distribucion del antisuero de produccion nacional AA479 a los
hospitales publicos (listados en el Anexo 1) pertenecientes a la Red de
Diarreas (RNDyPBTA) (van der Ploeg y col., 2015). Entre los afios 2009 y
2011 el serotipo Xv se convirti6 en el segundo en prevalencia luego de S.
flexneri 2; dicha situacion fue notificada por la Direccion de Epidemiologia en

la semana 32 del afio 2011 como evento inusitado.

En la tabla 1.10. puede observarse el aumento de S. flexneri spp en
Argentina en el periodo 2007-2010. La totalidad de esos aislamientos
pudieron tipificarse como fenotipo E1037 positivo en base a su aglutinacién
con el antisuero AA479.

Tabla 1.10. Distribucion de serotipos de S. flexneri en el periodo 2007-2010.

S. flexneri
ai,\lstl)etlﬁwtiaelnotlgs Afio 1 2 3 6 4’05’YX spp
N % N % N % N | % | N| % | N %
670 2007 | 104 | 155 | 369 | 551 | 128 | 19,1 | 45 | 6,7 |17 | 25 7 1,0
577 2008 | 98 | 17,0 | 277 | 48,0 | 132 | 229 | 34 |59 26|45 | 10 1,7
445 2009 | 69 | 155 | 234 | 526 | 54 |121 | 12 |27 | 5 |11| 71 | 16,0
708 2010 | 53 7,5 345 | 48,7 | 81 | 114 | 14 [ 20| 0 | 0,0 | 215 | 304

Fuente: Servicio Enterobacterias, LNR (INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”)

Los numeros en color rojo en la tabla 1.10., reflejan como el incremento de
los aislamientos de S. flexneri spp (que correspondieron al serotipo Xv)
puede relacionarse con el descenso de los aislamientos del resto de los
serotipos de S. flexneri (con excepcién del serotipo 2).
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I.5. Métodos epidemioldgicos

Las técnicas de tipificacion se evallan en cuanto a su capacidad de
identificacion,  reproducibilidad, estabilidad, poder discriminatorio,
concordancia epidemiolégica, eficacia, facilidad en la aplicacion, rapidez en
la obtencion de resultados y versatilidad. Rara vez un método cumple
satisfactoriamente con todos los criterios de evaluacion, por lo cual se

recomienda el uso combinado de diversas técnicas (Vilchez y Alonso, 2009).

Los métodos de tipificacion se pueden agrupar en dos categorias:
fenotipicos y genotipicos. Los primeros caracterizan los productos de
expresion génica y pueden variar con las condiciones del cultivo, la fase de
crecimiento, la ocurrencia de mutaciones espontaneas o la pérdida o
ganancia de plasmidos, entre otras posibilidades. Los métodos genotipicos
se basan en el andlisis de la estructura genética de un organismo, por lo
tanto estdn menos sujetos a variacién natural y son independientes de los
cambios en el patron de expresion genética, ofreciendo asi mayor
estabilidad y reproducibilidad (Vilchez y Alonso, 2009).

1.5.1. Serotipificacion y métodos moleculares

En particular en el estudio de S. flexneri, la serotipificacion (método
fenotipico) es considerada el método "gold standard". Se han evaluado otros
meétodos tanto fenotipicos (antibiotipo, fagotipificacion) como genotipicos
(ribotipificacion), sin embargo los patrones obtenidos no son coincidentes
con la serotipificacion ya que en un mismo serotipo podemos encontrar
diferentes patrones plasmidicos o a la inversa, en cepas de diferentes
serotipos encontrar un patron plasmidico igual. Por esto es que los métodos
antes mencionados, pueden considerarse como estudios complementarios a
la serotipificaciéon, resultando en una discriminacién mas fina entre las cepas

gue no puede ser adquirida con un s6lo método (Faruque y col., 1992).

Si bien la serotipificacion es un método con una larga historia y un gran aval

en cuanto a su capacidad discriminatoria, presenta algunas desventajas,
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siendo la mas importante la variedad de antisueros especificos necesarios
para realizar la completa serotipificacion de un cultivo, convirtiéndolos en
reactivos de alto costo para paises en vias de desarrollo. Por otro lado,
durante el transporte y/o almacenamiento de los cultivos pueden existir
alteraciones enzimaticas que impiden la correcta sintesis y ensamblado del
antigeno O (cepas R), ante esta situacion, para favorecer la expresion
adecuada del antigeno de superficie se deben realizar procedimientos muy

laboriosos y que requieren de personal calificado.

En los dltimos afios, con el objeto de afrontar las dificultades descriptas para
la serotipificacidn, se inici6é el desarrollo de distintos métodos moleculares de

tipificacion mediante la deteccion de los genes especificos del antigeno O.

Inicialmente la Unica PCR diagnéstica descripta para Shigella estaba dirigida
especificamente hacia el gen ipaH, el cual esta presente en todos los
serotipos de los cuatro serogrupos de Shigella y en los serotipos
pertenecientes al patogrupo enteroinvasivo de E. coli (Dutta y col., 2001).

Posteriormente fueron publicadas un conjunto de PCR, cuyos blancos fueron
los genes wzx y wzy, que permitieron la identificacién de los 18 serotipos de
S. boydii, los 13 serotipos de S. dysenteriae, del serogrupo S. sonneiy de S.
flexneri 6. Sin embargo los otros serotipos de S. flexneri no pudieron ser
discriminados debido a que todos presentaron un mismo producto de
amplificacion (Li y col., 2009).

Recientemente se publicé la primera PCR de tipo multiple para identificar los
diferentes serotipos de S. flexneri, en donde no se incluy6 al serotipo 6 ni a

los nuevos serotipos descriptos en los ultimos afios (Suny col., 2011).

I.5.2. Consideraciones acerca de las PCR multiples
La amplificaciéon del ADN mediante técnicas de PCR es un procedimiento

simple, especifico y sensible.
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La PCR mdultiple es una variante en la que dos o0 mas genes son
amplificados simultdneamente en una misma reaccion. Las principales

ventajas de este sistema son el ahorro en tiempo, recursos y personal.

El disefio de los iniciadores es una de las etapas mas importantes a
considerar para obtener una PCR multiple con alta especificidad y
sensibilidad, para esto es importante evaluar mediante recursos
bioinforméticos que los pares de iniciadores posean semejantes eficiencias
de amplificaciobn. Los iniciadores deben cumplir con las siguientes
particularidades: temperaturas de alineamiento semejantes entre si y dentro
del intervalo 55° - 68 °C, una longitud de 18 a 30 bases, temperaturas de
fusién (Tm) entre 55° - 80 °C y 35-60% de contenido de purinas (%GC).
Ademas, debe predecirse la posibilidad de formacion de estructuras
secundarias intra e inter-iniciadores utilizando el valor de energia libre (AG°)
necesaria para su formacion, recomendandose no utilizar iniciadores con

valores menores a -8 kcal/mol de AG° (Henegariu y col., 1997).

En una PCR multiple, los iniciadores deben cumplir las reglas mucho mas
estrictamente que en las PCR simples. Sin embargo, el aumento del nimero
de iniciadores a disefiar no es la Unica dificultad al momento de plantear la
realizacion de una PCR multiple. También es importante considerar una
serie de parametros criticos algunos de los cuales se detallan en la tabla 1.11
(Henegariu y col., 1997).

Tabla I.11. Parametros criticos de la PCR y su potencial importancia

Parametro Importancia

Temperatura de extension Afecta el rendimiento de los productos de amplificacion

Temperatura de hibridacion Influye en la especificidad

Tiempo de hibridacién Influye en la especificidad

Altas concentraciones de dNTP inhiben la reaccion.
Balance dNTP/MgCl2 Mayores concentraciones de MgClz aumentan la
especificidad

Deben resolverse con facilidad por técnicas

Tamarfios de amplicones ;
convencionales.
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Ademas, es importante tener en cuenta que la concentracion de los
iniciadores debe ensayarse empiricamente y que los cambios en las marcas
de reactivos pueden afectar los resultados.

En el presente trabajo se desarrollaron PCR multiples con blanco en los
genes de los fagos responsables de la modificacion de los serotipos de S.
flexneri, evaludndose varios de los parametros antes enunciados con el fin
de optimizar los resultados.

Para preservar la continuidad de la informacion epidemiolégica basada en
los serotipos, se presto especial atencion a que los resultados obtenidos en
este desarrollo guarden correlacion con la serotipificacion, posibilitando asi
la comunicacion con los laboratorios que utilizan los métodos tradicionales.
En este sentido, se evalud la selectividad del método disefiado analizando
su exclusividad (capacidad de no detectar un rango relevante de cepas
relacionadas que pueden provocar reacciones cruzadas) y su inclusividad
(habilidad en detectar un rango de cepas verdaderamente positivas para los

analitos “blanco”).
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[.6. Hipodtesis

El desarrollo de ensayos de tipo PCR multiple basados en la amplificacion
especifica de los genes que codifican para los antigenos que confieren el
serotipo de S. flexneri, permitira disponer de un meétodo alternativo y

equiparable a la serotipificacion.
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[.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Obtener un método de caracterizacion génica que alcance a todos los
serotipos de S. flexneri y que guarde correlacion con la serotipificacion para

contribuir en la vigilancia epidemiologica.

1.7.2. Objetivos particulares

Disefiar iniciadores que permitan amplificar en forma especifica los

serotipos 1, 2, 4y 5 de S. flexneri y los antigenos de grupo 3,4 -6y 7,8.

Estandarizar una PCR mudltiple que permita, mediante la incorporacion de
iniciadores desarrollados de novo e iniciadores descriptos en la literatura

para el serotipo 6, la determinacion de los serotipos 1, 2, 4,5y 6.

Estandarizar una PCR multiple que permita, mediante la incorporacion de
iniciadores desarrollados de novo e iniciadores descriptos en la literatura
para el serotipo 7 y el antigeno de grupo E1037, la determinacién del

serotipo 7 y de los antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8 y E1037.

Comprobar la selectividad y reproducibilidad de ambos sistemas.
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I1.1. Disefio de novo de iniciadores
[1.1.1. Analisis de secuencias

Utilizando los recursos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), se realiz6 la busqueda en la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) del gen (rfc) que codifica para la

polimerasa del antigeno O, una de las enzimas responsables de la sintesis
del antigeno somatico de S. flexneri, asi como de los genes responsables de
modificar dicho antigeno originando los antigenos de serotipo 1, 2, 4y 5y de

grupo 6y 7,8.

En la tabla 1.1 se presenta el detalle de las secuencias a analizar.

Tabla Il.1. Organismo, gen y numero de acceso correspondiente de las secuencias

a analizar.
N° de Organismo / N° de Organismo /
Genes Genes
acceso Cepa acceso Cepa
gtrAl gtrA
S. flexneri 1a / Bacteriofago
AF139596 gtrBI Y53 NC_003444 gtrB Sfv
gtrl gtrVv
bgt ‘4 gtrA
AF02L347 tril BaCteSrfl'c')fago CP000266 trB S- flexneri 5 /
9 9 8401
gtrAl gtrVv
gtrBl S. flexneri 2a / AF056939 gtrA
AE005674 il 301 B Bacteri6fago
g 9 SfX
rfc L0O5001 gtrX
AF547987 i6
gtrAlV oac Bact(;r]!g fago
S. flexneri 4a /
AF288197 gtrBIV NCTC 8296
gtrlVv-sf
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Se construyé un alineamiento multiple utilizando el programa Bioedit
Sequence Alignment Editor 5.0.7. (Hall, 1999). Luego se evaluaron las
secuencias de los diferentes genes en cuanto a su nivel de homologia y
presencia de zonas variables, con el fin de encontrar las zonas apropiadas

para el disefio de los iniciadores correspondientes.

[1.1.2. Disefio in silico de iniciadores

Los iniciadores especificos para lograr la amplificacion de los genes
implicados en la expresion del antigeno somatico de especie de los serotipos
1, 2,4y 5yde los antigenos de grupo 6 y 7,8, fueron disefiados utilizando el
programa Primer3 Plus

(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input).

Con el fin de incluir dentro de una PCR multiple la amplificacion relacionada
con los serotipos 1, 2, 4, 5y 6, se buscé que los iniciadores generen
amplicones con tamafios de entre 350 y 900 pb; ademas se consider6 que el
producto de amplificacion a obtener con los iniciadores ya descriptos para el

serotipo 6 tendria un tamafio de 829 pb.

Para realizar una segunda PCR multiple, los iniciadores para la
determinacién de los antigenos de grupo 6 y 7,8 y del antigeno somético de
especie, se disefiaron buscando que generen amplicones con tamafos entre
100y 300 pb.

Las secuencias de los iniciadores disefiados fueron analizadas con la base

de datos de la plataforma BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools /blast/)

con el objeto de evaluar la especificidad de los mismos frente a ADN de
otros organismos y principalmente frente a los genomas disponibles para S.

flexneri.

En la tabla 11.2. se detallan las secuencias de los iniciadores disefiados de

novo y los tamafios esperados para los correspondientes amplicones.
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Tabla I1.2. Detalle de los iniciadores disefiados de novo.

Gen blanco Ty Tamafio | Serotipo
Iniciador Secuencia (5 — 3) (N acceso) | (°C)* de o factor
amplicon grupal
gtrB
SF GGTGCATGGATGATTATAGA (AE005674) 56,3 NA NA
gtrl
SF1 CCAATTATCCACGGTTGGTT (AF139596) 58,35 382 pb 1
gtrll
SF2 GCTTTAGCGATCTGCAGA (AE005674) 57,62 476 pb 2
gtrlv
SF4 GCTGCGCATGCAACTAGTAA (AF288197) 60,4 720 pb 4
gtrVv
SF5 TTCTGATACTTCCGGCATTG (CP000266) 58,35 592 pb 5
SFI TGTCGGTGCGATTATCAGTT ; 58,35
rc
(AE005674) 296 pb 3.4
SFr CCAAACAAGAACGTCGCTAA 58,35
FG6l ACCCTACCGCTTGAGTTCCT 62,4
oac
(AF547987) 183 pb 6
FGeér CAGTCCACGCAAAGGATACA 60,4
FGXI GGCTGATACAGGCAACATCA X 60,4
gtr
(AF056939) 251 pb 7.8
FGXr GGGTGGCAAACACTTTCATT 58,35
NA: no aplica.
T, =81.5416.6 x logNa* ]+ TG +C)_ 500
*Tm emitidos por Operon en base al célculo length length (www.operon.com)

Luego se verificaron las propiedades fisicoquimicas de los iniciadores
disefiados y la probabilidad de formar estructuras secundarias (horquillas,
autodimeros y/o heterodimeros). Para esta etapa se usé la herramienta
OligoAnalyzer 3.1, disponible en el sitio http://www.idtdna.com/calc/analyzer.
Una vez evaluados in silico, los iniciadores fueron solicitados para su

sintesis a la empresa Operon (EE.UU).
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[I.2. Evaluacion de los iniciadores descriptos en la literatura

Se utilizaron iniciadores descriptos para la amplificacion de los genes wzx (Li
y col., 2009), Ipt-O (Suny col., 2012) y gtriC (Sun y col., 2011). Dichos genes
codifican para la flipasa del antigeno O de S. flexneri 6, la sintesis del
antigeno de grupo E1037 y la modificacibn que genera el antigeno del

serotipo 7 respectivamente.

Considerando que los iniciadores para el serotipo 6 serian incluidos en la
PCR multiple para determinaciéon de serotipos de S. flexneri y los iniciadores
para el serotipo 7 y el antigeno de grupo E1037 se incluirian en la PCR
multiple para la determinacion de factores grupales, se utilizé el programa
OligoAnalyzer 3.1 para verificar las propiedades fisicoquimicas de estos

iniciadores y luego solicitar su sintesis a la empresa Operon (EE.UU).

En la tabla 1.3, se detalla la informacién concerniente a los iniciadores en

cuestion.

Tabla 11.3. Detalle de los iniciadores descriptos en la literatura.

Tm Gen blanco UELIENIE
Iniciador Secuencia (5'— 3’) ©C)* | (N° acceso) de ) Antigeno
amplicon
SF6forw TGGATTGACCAGAGCTGTTA 58,4 .
WZX serotipo
829pb
(EU294165) 6
SF6rev TACTATACCTGGCGTCCCAT 60,4
Ipt-OF ATCTAGTATTGTTGGCGTTA 54,2 factor
Ipt-O 1098pb grupal
Ipt-OR CCTTTTCTTGTGTTCTTATC 54,2 E1037
gtriICF AGGGAATGGCATTAGGGATG 62,6 i
gtrtiC 518pb serotipo
(FJ905303) 7
gtriCR GCTGCAAGTGGTTTTTGTTGGA | 60,8
T, =81.5416.6 x logNa* ]+ TG +C)_ 500
*Tm emitidos por Operon en base al calculo length  length (ywww.operon.com)
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[1.3. Cepas utilizadas

Se us6 un panel de 54 cepas de S. flexneri que incluyeron cultivos utilizados

para la produccion de antisueros y aislamientos provenientes de muestras

de materia fecal de origen humano. Dicho panel incluyé todos los serotipos

descriptos hasta el momento para S. flexneri (tabla 11.4) excepto S. flexneri

4c.

Las cepas empleadas en este trabajo fueron serotipificadas por aglutinacién

en lamina con antisueros policlonales monoespecificos elaborados en el

Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos (INPB, Argentina) y/o

anticuerpos monoclonales (Reagensia AB, Suecia). Todos los cultivos fueron

mantenidos a -70°C en caldo tripticasa soja con glicerina como conservante.

Tabla I1.4. Detalle y cantidad de los cultivos utilizados

Serotipo de S. Estructura N° de cepas
flexneri antigénica utilizadas

la I:4 5
1b 1:6 3
1d 1:7,8 1
2a 11:3,4 5
2b 11:7,8 4
3a 11:6,7,8 2
3b 111:3,4,6 4
4a IV:3,4 4
4av IV:3,4,E1037 1
4b IV:6 2
5a V:3,4 2
5b V7,8 3
6 VI:(4) 5
7a VII:3,4 1
b VII:3,4,6 1
X --17,8 4
Xv --:7,8,E1037 1
Y --:3,4 5
Yv --:3,4,E1037 1
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[I.4. Crecimiento bacteriano. Preparacion de suspension antigénica y

extraccion del ADN

Las cepas a estudiar fueron sembradas en 2 mL de caldo tripticasa soja e
incubadas con agitacion a 37°C durante 6 h. Luego se sembraron en una
placa y una estria conteniendo agar tripticasa soja y se incubaron a 37°C
durante 18 h.

Una colonia aislada en la placa se suspendié en 200 uL de agua milliQ;
dicha suspensiéon se calenté a 100 °C durante 20 minutos a Bafio Maria y
luego se centrifugd por 5 minutos a 7.000 rpm. El sobrenadante obtenido se
utiliz6 como templado para la PCR.

Por otro lado, el crecimiento de la estria fue cosechado con 1 mL de soluciéon
fisiologica formolada 5 %o. La suspension bacteriana resultante se utilizé

para realizar las reacciones de seroaglutinacion.

[I.5. Ensayos seroldgicos

Las pruebas de seroaglutinacion fueron realizadas por el método de
aglutinacion en lamina de acuerdo a las instrucciones provistas por cada
productor. Sobre una lamina de vidrio se enfrentaron 20 uL de la suspensién
bacteriana correspondiente con 20 pL del antisuero o del anticuerpo a
probar. Se mezclé por rotaciéon durante 1 minuto. La presencia o ausencia de
aglutinacion se observé bajo luz directa e intensa. Se consider6 una
aglutinacion positiva de 4+ o 3+ a una rapida aglutinacion con presencia de

fondo limpido o turbio respectivamente.

[1.6. Amplificacion del ADN (PCR)

La amplificacion se realiz6 en un termociclador Multigene Thermal Cycler
(Labnet International Inc., EE.UU) usando 20 ul de una mezcla (llamada de
ahora en mas "mezcla de reaccion") conteniendo Buffer Tris-HCI (pH 8.0) 20
mM, KCI 50 mM, MgClz 1,5 mM, 1 U de Tag ADN Polimerasa (Invitrogen,

Brasil) y deoxinucledsidos trifosfato 200 uM (Invitrogen, EE.UU), asi como
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también, cada uno de los iniciadores en la concentracion determinada
oportunamente.

Las condiciones generales establecidas para la amplificacién se detallan en
la tabla 11.5.

Tabla II.5. Condiciones generales de amplificacion.

Etapas Temperatura Tiempo Car;tiico:gg el
Incubacion 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion a evaluar a evaluar 30
Extension 72°C 1,5 minutos
Extension final 72°C 7 minutos 1

[1.7. Visualizacién de los productos de PCR

Diez microlitros de los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis
horizontal en un gel conteniendo 2% de agarosa (Biodynamics, Argentina)
en solucién tampén TAE (Tris-Acetato 10mM, EDTA 1mM). La electroforesis
se realizé a voltaje constante (90 voltios) durante 50 minutos.

Luego, el gel fue tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, EE.UU) en la
concentracion de 1ug/mL y examinado mediante un transiluminador (DNyA
Light; Labnet, EE.UU) de emision ultravioleta de 302 nm para visualizar las
bandas de ADN.

Para verificar el tamafio de los fragmentos se utilizaron marcadores de peso
molecular de ADN en los rangos 100 a 1000 pb (100-200-300-400-500-600-
700-800-900-1000 pb; Sigma, Argentina) y/o 50 a 2000 bp (50-100-200-300-
400-500-700-1000-1500-2000pb; Bio-Rad, EE.UU).

Los geles fueron fotografiados con el sistema de Documentacion digital
DOC-6490 (Biodynamics, Argentina).
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[1.8. PCR multiple para la determinacion de los serotipos 1, 2,4,5y 6 de
S. flexneri

11.8.1. Determinacion de la temperatura de hibridacion 6ptima

para llevar a cabo cada una de las PCR simples

El objetivo fue determinar una temperatura comun para todos los cebadores,
en la que se minimicen las reacciones inespecificas y se obtenga la banda
de amplificacién especifica en forma suficientemente intensa como para ser

visualizada en el gel.

Considerando los Tm de los iniciadores escogidos, se realizaron reacciones
de amplificaciéon utilizando seis temperaturas dentro del rango 51°C — 61°C.
La amplificacién se realiz6 utilizando cada uno de los correspondientes
iniciadores en la concentracion 1 uM. En la tabla 1.6 se detallan las

condiciones de amplificacion utilizadas.

Tabla 11.6. Condiciones de amplificacion utilizadas para determinar la temperatura

de hibridacién éptima en las PCR simples.

Etapas Temperatura Tiempo Car;tiico:gg ol
Incubacion 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94°C 1 minuto
Hibridacion variable 2 minutos 30
Extension 72°C 1,5 minutos
Extensién final 72°C 7 minutos 1

[1.8.2. Determinacién de la selectividad de cada una de las PCR

simples

La amplificacion se realizo en las mismas condiciones descriptas en el punto

11.8.1., utilizando 57°C como temperatura de hibridacién.
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Como control negativo se utilizé un templado de cada uno de los serotipos
detallados en la Tabla I1.7, mientras que como control positivo, se uso el total

de los templados disponibles para cada serotipo.

Tabla II.7. Controles utilizados en cada PCR simple.

Controles positivos —

PCR Controles negativos

Serotipos
S. flexneri 1 la-1b 2a—3a—-4a-5b-6-X-Y
S. flexneri 2 2a-2b lb-3a—-4a-5b-6-X-Y
S. flexneri 4 4a -4b lb-2a-3a-5b-6-X-Y
S. flexneri 5 5a -5b lb-2a-3a—-4a-6-X-Y
S. flexneri 6 6 1b-2a—-3a—-4a-5b-X-Y

11.8.3. Determinacion de la temperatura de hibridacion 6ptima

para llevar a cabo la PCR multiple

Una vez establecidas las posibles temperaturas de hibridacion para cada
una de las PCR simples y confirmada la selectividad de las mismas, se
procedio a realizar la PCR mudltiple con las mismas condiciones utilizadas en
la determinacién de temperatura de las PCR individuales aunque variando la
temperatura de hibridacidon. Las temperaturas utilizadas fueron: 53°C - 55°C
y 57°C.
Para cada uno de los serotipos evaluados se utilizaron 2 templados
diferentes.

11.8.4. Determinaciéon de la concentracion O6ptima de los
iniciadores para llevar a cabo la PCR multiple

Se realizaron amplificaciones con cada uno de los templados usando todos

los iniciadores en las concentraciones 0,125 uM, 0,25 uM 6 0,50 uM.

Para este ensayo se utilizaron los templados de los serotipos de S. flexneri
la, 2a, 4b, 5ay 6.
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11.8.5. Evaluacion con el total de los serotipos, de las condiciones
Optimas determinadas para realizar la PCR multiple
Una vez definida la temperatura y concentracion de cada iniciador éptima
para la realizacion de la PCR mudltiple, se evaluaron nuevamente los
serotipos convencionales, incorpordndose ademas los serotipos descriptos

en los ultimos afios, a saber: 1d, 4av, 7a, 7b, Xve Yv.

11.8.6. Determinacidn del tiempo de hibridacidén 6ptimo para llevar

a cabo la PCR multiple

Con el objetivo de analizar el efecto del tiempo de hibridacion sobre las
amplificaciones inespecificas, se realizaron ensayos con las condiciones
definidas previamente, pero utilizando los siguientes tiempos de hibridacion:
30 — 45 - 60y 90 segundos.

[1.9. PCR multiple para la determinaciéon del serotipo 7 y de los

antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8 y E1037 de S. flexneri

[1.9.1. Determinacién de las condiciones Optimas para la
determinacion de los antigenos de grupo 3,4 - 6 - 7,8 y E1037 de S.

flexneri

Se aplicaron las condiciones de tiempo y temperatura establecidas para la

PCR multiple de serotipos.

La amplificacion se realizé utilizando cada uno de los iniciadores en la
concentracion 0,25 uM. En base a los resultados obtenidos se repitio el
ensayo utilizando los iniciadores para el factor E1037 en concentracion 0,50
uM.
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11.9.2. Determinacion de las condiciones Optimas para la
incorporacion del serotipo 7 en la PCR multiple para la determinacién

de los antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8y E1037 de S. flexneri

Se aplicaron las condiciones de tiempo y temperatura establecidas para la
PCR multiple de serotipos.

La amplificacion se realizd utilizando cada uno de los iniciadores en la
concentracion 0,25 uM, excepto Ipt-OF y Ipt-OR que se utilizaron en

concentracion 0,50 uM.

[1.10. Secuenciacion de genes

Para comprobar la identidad del producto de amplificacion, se procedio a la
secuenciacion de aquellos genes que mostraron resultados aleatorios en los

diferentes ensayos.

A partir de un gel de agarosa, se purificaron las bandas de amplificacion
correspondientes utilizando el kit de purificacion "Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System" (Promega Corporation, EE.UU).

La secuenciacion se realiz6 en ambos sentidos, en el Servicio de
Neurovirosis del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (ANLIS -
"Dr. Carlos G. Malbran"), utilizando un secuenciador de ADN automatico
"ABI PRISM 337" y el sistema comercial "Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction" (Applied Biosystems Inc., EE.UU).
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I11.1. Evaluacién de los iniciadores

[11.1.1. Iniciadores disefiados de novo
La estrategia utilizada en el disefio de los iniciadores para la amplificacion de
los serotipos 1, 2, 4 y 5 de S. flexneri, considero la utilizacion de un unico
iniciador comun complementario al gen gtrB (altamente conservado entre
estos serotipos) y de un iniciador especifico para el gen gtrype de cada uno

de los cuatro bacteriéfagos.

En la figura Ill.1. se representa de manera esquematica el sitio de unién de

los iniciadores a los correspondientes genes.

gtrA gtrB
) Se— gtrl
— — gtrll
PR—— — gtriv
—-— G gtrv

Figura lll.1. Esquema de los sitios de unién de los iniciadores disefiados para la
amplificacién de los serotipos 1, 2, 4y 5 de S. flexneri.

En la figura Ill.2. se puede observar la alta homologia del extremo final entre
los genes gtrB de los fagos Sfl, Sf2, Sf4 y Sf5, asi como el sitio de
hibridacion del iniciador comuan disefiado. También puede observarse la gran
variabilidad de los genes gtrype que permitid disefiar iniciadores especificos

para cada uno de los serotipos y sus respectivos sitios de hibridacion.
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Figura l11.2. Alineamiento del extremo final de los genes gtrB y del comienzo de los

gtrype cON cada uno de los iniciadores

Para la identificacion del antigeno de grupo 7,8 se decidié utilizar
directamente al gen gtrX como blanco gendmico para el disefio de los
iniciadores directo y reverso dado que no se encontré ningun iniciador en la
region final del gen gtrB que fuera compatible con un producto de
amplificacion del tamafio planteado (100 a 300 pb).

Luego, para los antigenos de grupo 3,4 y 6 se eligieron iniciadores

recomendados por el programa para los genes wzx y oac respectivamente.

El resultado de las propiedas fisicoquimicas de los iniciadores disefiados se

detallan en la tabla Il1.1.
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Tabla lll.1. Propiedades fisicoquimicas de los iniciadores disefiados de novo.

AG (kcal/mol) necesaria

Iniciador pb % GC Tm (°C) parala formacion de:

horquillas  homodimeros

SF 20 40 49,3 -0,5 -7,05
SF1 20 45 53 -1,01 -6,97
SF2 18 50 52,3 -1,49 -13,39
SF4 20 50 56 -1,38 -13,8
SF5 20 45 52,5 0,8 -9,75
FGeol 20 45 53,4 -1,24 -6,34
FGé6r 20 50 54,8 -0,52 -5,02
SFI 20 45 54,1 -0,15 -5,19
SFr 20 45 53,3 1,43 -6,3

Cuando se analizaron los iniciadores SF, SF1, SF2, SF4, SF5, FGXI, FGXr,
FG6l y FG6r con la base de datos BLASTn, se obtuvo un resultado
satisfactorio en cuanto a la homologia exclusiva con las secuencias
correspondientes al gen esperado y en el organismo esperado. A modo de
ejemplo, se muestra en la figura Il1.3. el resultado de la busqueda obtenida
con la secuencia del iniciador SF1, para el cual se obtuvieron solamente dos
secuencias con 100% de identidad y e-values cercanos a cero. Dichas
secuencias forman parte, una de un bacteriéfago Sfl y la otra de un

aislamiento de S. flexneri 1.

En el caso de los iniciadores SFl y SFr, ademas de con las secuencias
esperadas dentro del grupo de S. flexneri, alinearon con los genes wzy que
codifican para la polimerasa del antigeno O de aislamientos pertenecientes a
los serotipos 013, 0129 y 0135 de E. coli.
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[11.1.2. Iniciadores descriptos en la literatura

Al ser analizados con la base de datos BLASTn, los seis iniciadores
presentaron resultados satisfactorios, alineando en forma Optima con las

secuencias correspondientes al gen esperado y en el organismo esperado.

En el caso del par de iniciadores para la amplificacion del gen wzx de S.
flexneri 6, también se observd un alineamiento perfecto con el gen wzx que

codifica para la flipasa del antigeno O del serotipo 0147 de E. coli.

El resultado de las propiedas fisicoquimicas de los iniciadores tomados de
otros trabajos, se detallan en la tabla 111.2.

Tabla Ill.2. Propiedades fisicoquimicas de los iniciadores descriptos en la literatura.

AG (kcal/mol) necesaria para

Iniciador pb % GC Tm (°C) la formacion de:

horquillas Homodimeros

SF6forw 20 45 53,4 -1,24 -6,34
SF6rev 20 50 54,8 -0,52 -5,02
Ipt-OF 20 35 48,5 1,71 -4,16
Ipt-OR 20 35 46,3 3,12 -1,47
gtriCF 20 50 54,6 3,12 -1,47
gtriCR 22 45,5 56,9 0,14 -7,05

[11.1.3. Iniciadores disefiados de novo vs descriptos en la
literatura

En las tablas de doble entrada I11.3. y Ill.4. puede observarse el valor de
energia libre (AG) que predice la posibilidad de formacién de heterodimeros
entre los diferentes iniciadores utilizados en cada una de las reacciones

multiples.
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Tabla Ill.3. Energia libre (kcal/mol) necesaria para la formacién de heterodimeros

entre los iniciadores a utilizar en la PCR mutiple de serotipos.

SF SF1 SF4 SF5 SF6forw  SF6rev
SF NA -8,07 -7,05 -10,48 -5,09 -5,02 -6,5
SF1 -8,07 NA -3,61 -5,24 -6,68 -8,07 -5,02
SF2 -7,05 -3,61 -7,05 -5,13 -5,13 -3,61
SF4 -10,48 -5,24 -7,05 NA -6,57 -4,74 -6,75
SF5 -5,09 -6,68 -5,13 -6,57 NA -5,13 -3,61
SF6forw -5,02 -8,07 -5,13 -4,74 -5,13 NA -6,62
SF6rev -6,5 -5,02 -3,61 -6,75 -3,61 -6,62 NA

NA: no aplica

Tabla 1ll.4. Energia libre (kcal/mol) necesaria para la formacion de heterodimeros

entre los iniciadores a utilizar en la PCR mutiple para la determinacion de los

antigenos de grupo y del serotipo 7.

SFI SFr FG6l FG6r FGXI FGXr Ipt-OF Ipt-OR gtriICF gtriCR
SFI NA -8,33 -8,02 -8,7 -7,56 -5,09 -3,61 -3,07 -5,09 -5,09
SFr -5,5 NA -5,5 -4,95 -3,14 -5,02 -7,18 -10,36 -5,02 -7,18
FG6l -8,02 -5,5 NA -6,24 -4,67 -7,48 -6,75 -1,6 -8,7 -5,5
FGér -8,7 -4,95 -6,24 NA -3,55 -6,37 -8,09 -8,56 -5,02 -6,6
FGXI -7,56 -3,14 -4,67 -3,55 NA -3,53 -7,19 -5,24 -5,0 -7,19
FGXr -5,09 -5,02 -7,48 -6,37 -3,53 NA -5,24 -6,58 -5,37 -6,84
Ipt-OF -3,61 -7,18 -6,75 -8,09 -7,19 -5,24 NA -3,07 -3,42 -3,90
Ipt-OR -3,07 -10,36 -1,6 -8,56 -5,24 -6,58 -3,07 NA -4,67 -5,5
gtriCF -5,09 -5,02 -8,7 -5,02 -5,0 -5,37 -3,42 -4,67 NA -5,09
gtriCR -5,09 -7,18 -5,5 -6,6 -7,19 -6,84 -3,90 -5,5 -5,09 NA

NA: no aplica

Los numeros que figuran en rojo en las dos tablas anteriores, son aquellos

pares de iniciadores que requieren un valor de energia libre menor al

recomendado para la formacién de heterodimeros. Dichos inciadores de

todas formas seran probados empiricamente.
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[11.2. Ajuste de la PCR multiple para la determinacion de los serotipos 1,

2,4,5y 6 de S. flexneri

[11.2.1. Determinacion de la temperatura de hibridacién optima

para llevar a cabo cada una de las PCR simples

Considerando los Tm de los iniciadores (tablas 11.2. y 11.3.) se evaluaron las

siguientes temperaturas: 51,2°C - 52,7°C - 54,3°C - 56,6°C - 59,3°C y 61°C.

Los resultados de las amplificaciones a las diferentes temperaturas para los

serotipos S. flexneri 1, 2, 4, 5y 6 se muestran en las figuras 111.4. y III.5.

12 3 45 6 7 8 910 11 12 13 12 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13

e flexneri 2b

R b s @ a  476DD

123 456 7 8 9 10 11 12 13 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

S. flexneri 4a S. flexneri 4b S. flexneri 5a S. flexneri 5b

;o S A - - i ' "
(s ahe Kl 8

Figura lll.4. Gradiente de temperatura para los serotipos S. flexneri 1, 2, 4y 5.
Calles 1 a 6: temperaturas 51,2°C - 52,7°C - 54,3°C - 56,6°C - 59,3°C - 61°C.

Calle 7: marcador de PM (rango 100 - 1000pb).
Calles 8 a 13: temperaturas 51,2°C - 52,7°C - 54,3°C - 56,6°C - 59,3°C - 61°C.

1.2 3 45 6 7

S. flexneri 6

. --—n-t“a 829pb
—
R
ey

wray
—
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Figura ll.5. Gradiente de temperatura para la amplificacion de S. flexneri 6.

Calles 1 a 6: S. flexneri 6, temperaturas 51,2°C - 52,7°C - 54,3°C - 56,6°C - 59,3°C - 61°C.

Calle 7: marcador de PM (rango 100 — 1000pb).
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Considerando la intensidad de las bandas observadas en las diferentes
temperaturas para cada serotipo, se define en la tabla IIl.5. el posible rango

de temperaturas a utilizar con cada iniciador para la hibridacion.

Tabla Ill.5. Posibles temperaturas de hibridacién

Rango de
o Tm
Iniciador temperaturas
(°C) .
posibles (°C)
SF 56,3 NA
SF1 58,3 54°C-59°C
SF2 57,6 53°C -59°C
SF4 60,4 51°C-57°C
SF5 58,3 51°C-59°C
SF6forw 58,4
54°C-61°C
SF6rev 60,4

NA: no aplica

Se selecciono la temperatura de 57°C para llevar a cabo la PCR mdltiple, ya
que a temperaturas superiores disminuye la intensidad de la banda obtenida
como producto de la amplificacion del serotipo 4b (figura 111.4.).

[11.2.2. Determinacién de la selectividad de cada una de las PCR

simples

En las pruebas realizadas para cada una de las PCR simples, se obtuvo
100% de especificidad (en términos de inclusividad y exclusividad). Cada
PCR amplificé el serotipo esperado, independientemente del subserotipo
que representara (ej: S. flexneri serotipo 1, subserotipo la o 1b) y no
amplific6 con ninguno de los otros serotipos de S. flexneri (datos no

mostrados).
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l11.2.3. Determinacién de la temperatura de hibridacién 6ptima
para llevar a cabo la PCR multiple

Cuando se realiz6 la PCR multiple en las condiciones establecidas como
Optimas para el conjunto de cada una de las PCR simples, los serotipos 1a,
1b, 2a, 2b, 4a, 5b y 6 mostraron la banda esperada y con una intensidad
apreciable, sin embargo, no se obtuvo amplificacién del serotipo 4b, y la
banda obtenida para el serotipo 5a resultd6 de muy baja intensidad. Con
respecto a los serotipos 3a, 3b, X e Y, como era esperable no se obtuvo
amplificacion alguna (figura 111.6).

1 2 34 56 78 91011121314

[ -
.-.
e e
- - . ..

il

Figura lll.6. Resultados de la PCR mudltiple realizada a 57°C.

Calle 1: S. flexneri 1a. Calle 2: S. flexneri 1b. Calle 3: S. flexneri 2a. Calle 4: S. flexneri 2b.
Calle 5: S. flexneri 3a. Calle 6: S. flexneri 3b. Calle 7: S. flexneri 4a. Calle 8: S. flexneri 4b.
Calle 9: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calle 10: S. flexneri 5a. Calle 11: S. flexneri
5b. Calle 12: S. flexneri 6. Calle 13: S. flexneri X. Calle 14: S. flexneri Y.

Con este primer resultado y sabiendo que en una PCR mudltiple hay varios
factores que pueden afectar los resultados con respecto a cada una de las
PCR simples, se decidio evaluar la amplificacion utilizando 55°C y 53°C

como temperatura de hibridacion.

Los resultados de ambas amplificaciones pueden apreciarse en las figuras
.7.y1.8.
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12 3 4 567 8 910111213 14

R ’ Ry

Figura lll.7. Resultados de la PCR multiple realizada a 55°C.

Calle 1: S. flexneri 1a. Calle 2: S. flexneri 1b. Calle 3: S. flexneri 2a. Calle 4: S. flexneri 2b.
Calle 5: S. flexneri 3a. Calle 6: S. flexneri 3b. Calle 7: S. flexneri 4a. Calle 8: S. flexneri 4b.
Calle 9: S. flexneri 5a. Calle 10: S. flexneri 5b. Calle 11: S. flexneri 6. Calle 12: marcador de
PM (rango 100 - 1000). Calle 13: S. flexneri X. Calle 14: S. flexneri Y.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 111.8. Resultados de la PCR multiple realizada a 53°C.

Calle 1: S. flexneri 1a. Calle 2: S. flexneri 1b. Calle 3: S. flexneri 2a. Calle 4: S. flexneri 2b.
Calle 5: S. flexneri 3a. Calle 6: S. flexneri 3b. Calle 7: S. flexneri 4a. Calle 8: S. flexneri 4b.
Calle 9: S. flexneri 5a. Calle 10: S. flexneri 5b. Calle 11: S. flexneri 6 Calle 12: S. flexneri X.
Calle 13: S. flexneri Y. Calle 14: marcador de PM (rango 100 - 1000).

Realizando la PCR multiple con 55°C de temperatura de hibridacion, pudo
resolverse la intensidad de la banda del serotipo 5a, sin embargo sigui6 sin

obtenerse la amplificacion del serotipo 4b (figura I11.7.).

La banda correspondiente a la amplificacién del serotipo 4b pudo observarse
cuando la reaccion se realiz6 con 53°C como temperatura de hibridacion,
pero a esta temperatura se observaron también amplificaciones
inespecificas con bandas de notoria intensidad en aproximadamente 120 pb
en casi todos los serotipos y una banda en aproximadamente 450 pb en el

serotipo 6 (figura I11.8.).
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La temperatura de hibridacion elegida para continuar con la puesta a punto
de esta PCR multiple fue 55°C. A esta temperatura se observo la correcta
amplificacion de todos los serotipos evaluados (con excepcion del serotipo

4b) y la ausencia de amplificaciones inespecificas.

La amplificacion de los cuatro templados de S. flexneri 4a a 55°C y a 57°C y
la no amplificacién de los dos templados de S. flexneri 4b a esas mismas
temperaturas, llevé a suponer que podria haber alguna diferencia en el gen
gtrlV de estos dos serotipos, razén por la cual se procedié a secuenciar el
producto de PCR del gen gtrlV de un aislamiento de cada uno de estos dos

serotipos.

I1l.2.4. Determinacion de la concentracion O6ptima de los

iniciadores para llevar a cabo la PCR multiple

El ensayo se realizd bajo el formato de PCR mudltiple, con el fin de evaluar la
Optima concentracion de cada iniciador dentro de la mezcla y asi contemplar
la posibilidad de acoplamiento inter-iniciadores.

En este ensayo se usaron concentraciones menores (0,50, 0,25 y 0,125 uM)

a la inicialmente utilizada (1 pM).

La figura 111.9. muestra los resultados de amplificacion obtenidos con las
diferentes concentraciones de iniciadores.
1 2 3 45 678 91011121314 1516

serotipo serotipo serotipo . serotipo serotipo
la 2a 4b 5a

Figura IIl.9. Resultados de la amplificacion variando las concentraciones de los
iniciadores.

Calles 1, 4, 8, 11 y 14: iniciadores en concentracion 0,5 puM.

Calles 2, 5, 9, 12 y 15: iniciadores en concentracion 0,25 uM.

Calles 3, 6, 10, 13 y 16: iniciadores en concentracion 0,125 uM.
Calle 7: marcador de PM (rango 100 - 1000
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En los serotipos 1, 2 y 5 no se observo diferencia alguna en la amplificacion
realizada con las diferentes concentraciones de iniciadores, razon por la cual

se elige la menor concentracién (0,125 uM).

A diferencia de lo que ocurria utilizando los iniciadores en la concentracion 1
uM, obtuvimos la amplificacion del serotipo 4b con las tres concentraciones
de iniciadores utilizadas. Se utilizara la concentracion 0,25 uM ya que en la
concentracion 0,125 uM hay una leve disminucion en la intensidad de la

banda.

La intensidad de la banda en el serotipo 6 es constante con las tres
concentraciones de iniciadores. Se elige la concentracion 0,25 uM debido a
que es la Unica en la que no se observa la presencia de bandas
inespecificas, aunque cabe aclarar que dicha situacion podria deberse a un

error experimental.

Siendo que el iniciador SF es el iniciador comun para la amplificacion de los
serotipos 1, 2, 4y 5, se utilizara en la concentracion 0,25 uM debido a que

es la mayor concentracion en la que se utiliza uno de los iniciadores (SF4).

[1l.2.5. Evaluacion con el total de los serotipos, de las

condiciones 6ptimas determinadas para realizar la PCR multiple

La figura 111.10. evidencia los resultados de la amplificacion realizada. Si bien
se observa la amplificacion especifica esperada para todos y cada uno de
los serotipos, incluido el serotipo 4b, aparecen muchas bandas debidas a
amplificaciones inespecificas, principalmente en los serotipos 3, 4, 6 y Xv.
Con estos resultados se procedioé a evaluar el efecto de diferentes tiempos

de hibridacion sobre la amplificacién inespecifica.

52



RESULTADOS

1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 111.10. Resultados de la PCR mudltiple con todos los serotipos descriptos.

Calle 1: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calle 2: S. flexneri 1a. Calle 3: S. flexneri 1b.
Calle 4: S. flexneri 1d. Calle 5: S. flexneri 2a. Calle 6: S. flexneri 2b. Calle 7: S. flexneri 3a.
Calle 8: S. flexneri 3b. Calle 9: S. flexneri 4a. Calle 10: S. flexneri 4b. Calle 11: S. flexneri 5a.
Calle 12: S. flexneri 5b. Calle 13: S. flexneri 6. Calle 14: S. flexneri 7a. Calle 15: S. flexneri
7b. Calle 16: S. flexneri X. Calle 17: S. flexneri Y. Calle 18: S. flexneri Xv. Calle 19: S.
flexneri Yv.

111.2.6. Determinacién del tiempo de hibridacién 6ptimo para llevar

a cabo la PCR multiple

Se realizé la amplificacion utilizando cuatro tiempos de hibridacion menores
al utilizado inicialmente (2 minutos). Los serotipos mas problematicos en
cuanto a la presencia de bandas inespecificas son aquellos que no tienen
banda especifica de serotipo (3, X, Xv, Y, Yv), de estos se eligi6é a S. flexneri
3 que es el mas importante por prevalencia. En la figura 1ll.11. pueden
observarse los resultados de las amplificaciones obtenidos con los diferentes

tiempos.

1 2 345 6 78 910111213

30s 45s Tm 1,5m

Figura lll.11. Resultados obtenidos con los diferentes tiempos de hibridacion
Calle 1: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calles 2, 5, 8 y 11: S. flexneri 1a. Calles 3, 6, 9
y 12: S. flexneri 2a. Calles 4, 7, 10 y 13: S. flexneri 3a.
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Se determind utilizar 1,5 minutos como tiempo para la hibridacion, a dicha
temperatura se observan con suficiente intensidad las bandas de
amplificacion esperadas y no se observa ninguna banda producto de
amplificacion inespecifica.

La amplificacion realizada con todos los serotipos utilizando el tiempo de

hibridacién antes indicado, puede observarse en la figura 111.12.

1 23 45 6 7 8 910 1 12 131415 16 17 18 19

829 pb

476 pb
592 pb

720 pb

Figura Ill.12. PCR mdltiple realizada a 55°C y durante 1,5 minutos como
condiciones de hibridacion

Calle 1: S. flexneri 7a. Calle 2: S. flexneri 7b. Calle 3: S. flexneri 1d. Calle 4: S. flexneri 1a.
Calle 5: S. flexneri 1b. Calle 6: S. flexneri 2a. Calle 7: S. flexneri 2b. Calle 8: S. flexneri 3a.
Calle 9: S. flexneri 3b. Calle 10: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calle 11: S. flexneri
4a. Calle 12: S. flexneri 4b. Calle 13: S. flexneri 5a. Calle 14: S. flexneri 5b. Calle 15: S.
flexneri 6. Calle 16: S. flexneri X. Calle 17: S. flexneri Y. Calle 18: S. flexneri Xv. Calle 19: S.
flexneri Yv.

[11.3. PCR multiple para la determinacion del serotipo 7 y de los
antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8y E1037 de S. flexneri

[11.3.1. Andlisis de las condiciones 6ptimas para la determinacién
de los antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8 y E1037 de S. flexneri

Se aplicaron las condiciones de tiempo y temperatura establecidas para la
PCR multipe de serotipos con el fin de poder realizar ambas reacciones en

paralelo.

Se uso inicialmente una concentracion 0,25 uM para cada iniciador. En la

figura 111.13. pueden visualizarse los resultados.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

[ | E1037

e e
- 7.8

Figura 111.13. Amplificaciones obtenidas con la PCR mudltiple para factores grupales.

Calle 1: S. flexneri 1a. Calle 2: S. flexneri 2a. Calle 3: S. flexneri 3a. Calle 4: S. flexneri 3b.
Calle 5: S. flexneri 4b. Calle 6: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calle 7: S. flexneri 5b.
Calle 8: S. flexneri 6. Calle 9: S. flexneri X. Calle 10: S. flexneri Y. Calle 11: S. flexneri Xv.
Calle 12: S. flexneri Yv.

Siendo que la banda correspondiente a la amplificacion del gen Ipt-O se ve
muy débil con respecto al resto de las bandas, se aumenté la concentracion
de los iniciadores Ipt-OF y Ipt-OR a 0,50 uM y se logré asi intensificar las

bandas en cuestion (figura I11.14.).

La tabla 111.6. detalla los genes amplificados para cada uno de los serotipos
de las fotos 111.13. y 111.14.
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Tabla lll.6. Detalle de los factores grupales en los serotipos evaluados

Factor grupal
Serotipo Tamario amplicén (pb)

(estructura

antigénica) 3.4 6 7.8 E1037

296 183 251 1098

S. flexneri 1a
(1:4)
S. flexneri 2a
(I1:4)
S. flexneri 3a
(11:6,7,8)

S. flexneri 3b
(11:3,4,6)
S. flexneri 4b
(IV:6)

S. flexneri 5b
(V:7,8)

S. flexneri 6
(VI:(4))

S. flexneri X
(--:7,8)

S. flexneri Y (--
:3,4)

S. flexneri Xv
(--:7,8,E1037)
S. flexneri Yv
(--:3,4,E1037)
S. flexneri 7a
(VII:3,4)

S. flexneri 7b
(VII:3,4,6)

° Gen presente

Gen ausente
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[11.3.2. Determinacion de las condiciones Optimas para

la

incorporacion del serotipo 7 en la PCR multiple para la determinacion

de los antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8 y E1037 de S. flexneri

Se realiz6 una nueva reaccion de amplificacion bajo las condiciones de

tiempo y temperatura establecidas para la PCR mdultipe de serotipos e

incorporando el par de iniciadores necesarios para la amplificacion del gen

gtriC.

Todos los iniciadores se utilizaron en la concentracién 0,25 uM, excepto Ipt-

OF y Ipt-OR que se utilizaron en la concentracion 0,50 uM.

En la figura 111.14. puede observarse la imagen de los resultados obtenidos;

ademas, en la tabla Ill.6. se muestra el detalle de los genes amplificados

para cada uno de los serotipos evaluados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

300 pb
e 200pb

100 pb
50 pb

Figura l111.14. Amplificaciones obtenidas en la PCR mudltiple para factores de grupo y

serotipo 7.

Calle 1: S. flexneri 1a. Calle 2: S. flexneri 2a. Calle 3: S. flexneri 3a. Calle 4: S. flexneri 3b.
Calle 5: S. flexneri 4b. Calle 6: marcador de PM (rango 100 - 1000). Calle 7: S. flexneri 5b.
Calle 8: S. flexneri 6. Calle 9: S. flexneri X. Calle 10: S. flexneri Y. Calle 11: S. flexneri Xv.
Calle 12: S. flexneri Yv. Calle 13: S. flexneri 7a. Calle 14: S. flexneri 7b. Calle 15: marcador

de PM (rango 50 - 2000).
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[ll.4. Secuenciacion de genes

Debido a las discrepancias observadas en cuanto a la amplificacion del gen
gtrlV entre los serotipos 4a y 4b, se procedi6 a la secuenciacion del producto
de amplificacion de dicho gen en un aislamiento de S. flexneri 4a y en uno
de S. flexneri 4b.

Se logré obtener una secuencia de 705 bases de longitud en el aislamiento
de S. flexneri 4a 'y de 715 bases en el aislamiento de S. flexneri 4b.

En la figura lll.15. puede observarse el alineamiento realizado con el
programa Bioedit, de las secuencias obtenidas como producto de la
secuenciacion, asi como la secuencia de los genes gtrB y gtrlV disponibles
en el GenBank. La homologia entre todas las secuencias es practicamente

total.

Cuando las secuencias obtenidas se cotejaron con la base de datos del
GenBank, solo se encontr6 identidad con dos secuencias, una perteneciente
al fago Sf4 y la otra a un aislamiento de S. flexneri 4a, esto puede apreciarse

en la figura 111.16.
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Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color Key for alighment scores

=40 40-50 80-200 >=200
@ ue ry |
1 1 | 1 | | |
1 100 200 300 400 500 600

o

DESCHptIUH Max | Total Query
score score cover value

i |
Shigella phage SV, complele genome 1218 1218 99% 0.0 99% KC8149301
Shigella fexneriintearase aene. parfal ods: and fype IV O-antigen modification qene cluster complete sequence 1206 1206 99% 00 99% AF288107.1

Ildent Accession

Figura II1.16. Identidad de los serotipos secuenciados con las secuencias del
GenBank

La necesidad particular de ajustar las condiciones para amplificar el serotipo
S. flexneri 4b, sin registrar mayores problemas en la amplificacion del
serotipo S. flexneri 4a, no puede explicarse por diferencias en las regiones
de hibridacion de los iniciadores. En el iniciador SF solamente hay una base
de diferencia con el aislamiento 4b secuenciado mientras que, al momento
de disefar el iniciador considerando la secuencia publicada, se
contemplaron diferencias en tres bases (para ambas, 4a y 4b). En cuanto al
iniciador SF4, no se observa diferencia alguna entre las zonas de hibridacion
de los aislamientos 4a y 4b, aunque es importante considerar que en S.
flexneri 4b solo logramos secuenciar el 75% de la zona de hibridacion. Estos

resultados pueden observarse en la figura 111.17.
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SF iniciador TGCATGGA@
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SF iniciador ‘ R
S. flexneri 4a RRATATCRAGGTTTGATARAGTZTTACTAGTTGCATGCG
SF4 iniciador ~TTACTAGTTGCATGCGERG
L AR

SF iniciador 4 T

8. flexneri 4b  BRAGT TACTAGTTGCAE@\

SF4 iniciador TTACTAGTTGCATGRGCAG
T —

—

Figura Ill.17. Identidad en la zona de hibridacién entre los serotipos secuenciados y

los iniciadores especificos

[11.5. Sintesis de la informacién minima necesaria para la realizacion de

las respectivas PCR multiples

En las tablas 111.7. y 111.8. se detalla la informacion necesaria para realizar la
PCR multiple correspondiente e identificar los serotipos 1, 2,4, 5,6y 7 o los

antigenos de grupo 3,4 — 6 — 7,8 y E1037 respectivamente.
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Tabla lll.7. Datos de interés para la identificacion de los serotipos mediante la PCR

mdltiple correspondiente.

) Subserotipos . . Tamano de
Serotipo a Iniciadores utilizados .
3 i que se espera |Gen o genes blanco 2 amplicon
identificar 58 (concentracion)
amplifiquen esperado
1a
1b
1 1d gtrB / gtrl SF (0,25 uM) - SF1 (0,125 pM) 382 pb
7a
7b
2 ;Z gtrB/ gtrll SF (0,25 uM) - SF2 (0,125 M) 476 pb
43
4 dav gtrB / gtr\v SF (0,25 uM) - SF4 (0,25 puM) 720 pb
ab
5 :: gtrB/ gtrv SF (0,25 uM) - SF5 (0,125 uM) 592 pb
6 NA wzx SF6s0ny (0,25 UM) - SF6,., (0,25 pM) 829 pb
7 ;Z gtric gtriCF (0,25 uM) - gtriCR (0,25 uM) 518 pb

NA: no aplica

Tabla II1.8. Datos de interés para la identificacion de los antigenos de grupo

mediante la PCR multiple correspondiente.

Antigeno
de grupo a
identificar

Subserotipos
que se espera
amplifiquen

Gen o genes blanco

Iniciadores utilizados
(concentracion)

Tamaiio de
amplicon
esperado

3,4

la-1b-1d
2a-2b
3a-3b
4a-4av-4b
5a-5b
7a-7b
X-Xv
Y-Yv

SFI (0,25 uM) - SFr (0,25 uM)

296 pb

1b
3a-3b

ab

7b

oac

FG6I (0,25 puM) - FG6r (0,25 uM)

183 pb

7,8

id
2b
3a
5b
X-Xv

gtrX

FGXI (0,25 uM) - FGXr (0,25 pM)

251 pb

E1037

4dav
Xv
Yv

Ipt-0

Ipt-OF (0,50 uM) - Ipt-OR (0,50 uM)

1098 pb
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[11.6. Analisis comparativo entre los resultados de tipificacion obtenidos

con la serologia convencional y con las PCR multiples

Puede observarse en la tabla 111.9. la correlacion encontrada entre los
resultados obtenidos mediante la tipificacion en base a reacciones de
aglutinacion del antigeno en estudio (utilizando antisueros y/o anticuerpos) y

los obtenidos mediante la amplificacion del gen correspondiente.

Tabla 1l1.9. Tabla comparativa entre los resultados de la aglutinacion vs los de la
amplificacion.

Aglutinacion positiva con:

Anticuerpo | . flexneri Amplificacion positiva del gen:

Antisuero policlonal
monoclonal | serotipo

wzx

I 1] mijw | v | vl 34| 6 |78 |AA479| MASFI1c gtrl | gtrll |gtrIV| gtrV | rfc* | oac | gtrX A

gtriC |Ipt-0

+ + 1a + +
+ g | g 1b + + +

rfc*: su amplificacion guarda directa relacion con la presencia del determinante antigénico 3,4.

+ Presencia de aglutinacion o amplificacion, segin corresponda.

Las celdas remarcadas en rojo indican las discrepancias encontradas entre
la deteccion del antigeno mediante serologia y la amplificacion del gen.
Dichas diferencias no se deben a amplificaciones inespecificas sino que
corresponden a la presencia especifica del gen detectado, mientras que el

epitope correspondiente no puede ser detectado con el antisuero especifico.
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En la figura I11.18. puede observarse a modo de ejemplo, para los serotipos
S. flexneri 3a, 5a, 5b, 6, Y e Yv, como la combinacion de bandas de ambas
PCR multiples dan un patron que inequivocamente se asocia con un serotipo

especifico.

Figura 111.18. Asignacion del serotipo con el patron de bandas obtenidas con ambas PCR
multiples.

Calles 1 a 6: amplificaciones realizadas con la PCR mudltiple de serotipos.

Calle 7: marcador de PM (rango 100 - 1000).

Calles 8 a 13: amplificaciones realizadas con la PCR mudltiple de factores de grupo.

Calle 14: marcador de PM (rango 50 - 2000).
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V. DISCUSION

La shigelosis es una enfermedad aguda gastrointestinal. Se estima que en el
mundo ocurren cada afio mas de 164 millones de infecciones por Shigella,
sucediendo el 99% en paises en vias de desarrollo y afectando
principalmente a los nifios menores de 5 afos. La infeccion por esta
enterobacteria implica, tanto en términos sanitarios como econdémicos, un
grave problema de salud publica a nivel mundial. A raiz de esta situacion, la
OMS tiene entre sus objetivos prioritarios la formulacion de una vacuna
contra S. flexneri, teniendo en cuenta que ésta es la especie predominante

en los paises no desarrollados (Kotloff y col., 1999).

Si bien en Argentina las infecciones causadas por Shigella spp. no son de
declaracion obligatoria, el LNR de Enterobacterias ubica a este género como
uno de los principales organismos bacterianos causantes de diarrea
asociada a brotes. Al igual que en el resto de los paises no desarrollados, S.
flexneri es la especie ampliamente prevalente (aproximadamente el 70% de

los casos).

Un aspecto clave en el combate de la enfermedad es la vigilancia
epidemioldgica que permite por ejemplo, conocer la diseminaciéon microbiana
en tiempo y espacio. Este aspecto es sumamente importante si se considera
qgue la inmunidad conferida por S. flexneri es serotipo-especifica (Noriega y
col., 1999), razén por la cual el conocimiento de los serotipos circulantes es

imprescindible al momento de considerar la formulacién de una vacuna.

La vigilancia epidemioldgica se realiza utilizando métodos de tipificacion en
los que se valora la utilidad de una determinada caracteristica en cuanto a

su estabilidad en la cepa y su diversidad inter-especie.
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Dentro de los métodos fenotipicos mas utilizados con los organismos del
género Shigella se encuentra la serotipificacion. Este método se basa en la
aglutinacion del organismo al ser enfrentado con un antisuero especifico
dirigido contra el antigeno O exhibido en su membrana externa. En base a
dichas reacciones de aglutinacién, S. flexneri se subdividid hasta el afio
2009 en 13 serotipos diferentes. Pero a partir del aio 1988 y con mayor
frecuencia en los Ultimos cinco afos, surgieron aislamientos de serotipos de
S. flexneri no descriptos previamente, que no pudieron ser tipificados dentro

del esquema vigente para la clasificacién en serotipos.

Entonces, si bien la serotipificacion tiene un gran aval en cuanto a su
capacidad discriminatoria y se considera el método “gold standard”; como
contrapartida, implica contar con un gran numero de antisueros especificos y
costosos y con cultivos que expresen adecuadamente su antigeno somatico
(cepas lisas). Ademas, el reconocimiento de nuevos serotipos evidencio las
limitaciones en los antisueros comerciales disponibles para detectar la

diversidad serologica de S. flexneri.

Con el objeto de contrarrestar las dificultades descriptas para la
serotipificacion, se emprendié el desarrollo de métodos para lograr dicha
clasificacion a nivel molecular. Frente a lo antes expuesto, seria
imprescindible que estos nuevos métodos guarden correlacion con la

serotipificacion.

Al momento de iniciar el desarrollo de una PCR multiple que permita obtener
para los serotipos de S. flexneri resultados equiparables a los obtenidos con

los antisueros, no existia ninguna publicacion que abordara este tema.

Recién en el afio 2009 se publicé un conjunto de PCR simples con las
cuales se podia determinar el serotipo 6 de S. flexneri, pero no diferenciar al
resto de los serotipos que generaban un mismo producto de amplificacion
debido a que se utilizo el gen cromosémico wzx como blanco (Li y col.,
2009).
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En nuestro enfoque metodologico, el blanco para la PCR son genes
especificos de serotipo insertos en el cromosoma bacteriano a través de

bacteriéfagos.

En el afio 2011 se publico la primera PCR de tipo multiple que permitid
identificar los diferentes serotipos de S. flexneri (Sun vy col., 2011). Esta PCR
no incluyd al serotipo 6 y la estrategia en cuanto al disefio de iniciadores
diferia de la planteada por nosotros.

Mientras que la mencionada PCR utiliza un par de iniciadores para cada uno
de los genes gtrype, Nuestro disefio consiste en utilizar, ademas de un
iniciador especifico en cada uno de los genes gtrype, Otro iniciador sobre el
gen gtrB que es comun y conservado entre los serotipos 1, 2, 4 y 5. De esta
forma se simplifica considerablemente el nimero de iniciadores involucrados
en la reaccion, haciendo descender la probabilidad de que se produzcan
amplificaciones no esperadas. Ademads, se incluyeron iniciadores para la
identificacion del serotipo 6, el cual ocupa en nuestro pais el cuarto lugar en

incidencia dentro de S. flexneri.

El desarrollo de una PCR multiple para determinar los factores de grupo, fue
planteada con el objeto de discriminar entre subserotipos, pero ademas se
considerd imprescindible para poder diferenciar los serotipos 3, X e Y, ya
gue estos no pueden ser discriminados entre si por no contar con ninguna

modificacion serotipo especifica.

Los iniciadores se disefiaron con el objetivo de que los tamafos de los
productos de amplificacion estén incluidos dentro de un rango determinado
(100 a 1000 pb) y considerando las recomendaciones para el disefio de

iniciadores, asi como la potencialidad de formar estructuras secundarias.

Los resultados obtenidos con la base de datos de la plataforma BLAST
indicaron una completa identidad entre las secuencias de los iniciadores SFl
y SFry el gen wzx de los serotipos 013, 0129 y 0135 de E. coli, asi como

entre los iniciadores SF6forw y SF6rev y el gen wzx del serotipo 0147 de E.
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coli. Dichos resultados eran esperables debido a que los serotipos 013,
0129 y 0135 de E. coli tienen la misma cadena primaria de antigeno O que
los serotipos de S. flexneri (con excepcion del 6), mas precisamente E. coli
0129 y O135 tienen idéntica estructura de antigeno O que S. flexneri 5a'y 4b
respectivamente (Hygge Blakeman y col., 1998); por su parte, E. coli 0147
tiene la misma cadena primaria de antigeno O que S. flexneri 6 (Perepelov y
col., 2010).

Sin embargo, la identidad encontrada entre dichos iniciadores y serotipos de
E. coli no interfiere con los resultados de la metodologia porque los serotipos
de E. coli implicados son infrecuentemente hallados y ademéas no estan
descriptos dentro del patogrupo EIEC, que es el Unico que bioquimicamente
podria confundirse con Shigella.

En cuanto a las diferentes etapas para el ajuste de las PCR multiples, es
importante rescatar la diferencia en la temperatura de hibridacion necesaria
para el funcionamiento 6ptimo de un mismo par de iniciadores en la PCR
simple y dentro de la PCR multiple. También pudo apreciarse la importancia
en la eleccién de la concentracion de iniciadores y de los diferentes tiempos
de hibridacién a elegir, con el fin de minimizar la apariciéon de bandas de
amplificacion inespecificas y obtener una intensidad apropiada de la banda

deseada.

Luego de haber estandarizado las condiciones de ambas PCR, se logré la
amplificacion de los productos esperados en forma facilmente identificable y
con ausencia de productos de amplificacion inespecificos que provoquen
confusién al momento de la visualizacion de las bandas y el analisis de los

resultados.

La emergencia de nuevos serotipos en los ultimos afios genero la necesidad
de poder incorporarlos a nuestra coleccion de cultivos para asi realizar un
control completo de nuestro sistema de PCR con todos los serotipos hasta
ahora descriptos. Asi, se incorporaron a la PCR multiple para la tipificacion
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molecular de los antigenos de grupo, los iniciadores descriptos para la
amplificacion de los genes relacionados con el serotipo 7 y el antigeno de
grupo E1037.

La estrategia de utilizar dos PCR mdltiples simultdneas que se
complementen posee dos ventajas. Por un lado, la facil visualizacion e
identificacion de las bandas correspondientes a los productos de
amplificacion. Por otra parte debido a la imposibilidad, en cuanto a
practicidad y costo, de incorporar controles positivos que representen a
todos los serotipos (habria que usar al menos siete controles), la presencia
de la banda correspondiente a la amplificacién del factor de grupo 3,4
(exceptuando en el serotipo 6), nos permite al menos garantizar que no hubo
inconvenientes en cuanto al proceso de extraccibon de ADN ni a las

condiciones de ciclado.

Como se esperaba, la banda correspondiente a la amplificacién del gen gtrl
se observo tanto en el serotipo 7 como en el serotipo 1, ya que los
aislamientos pertenecientes al serotipo 7 tienen los genes gtrl y gtrlC, ambos
provenientes de bacteriéfagos que glicosilan la cadena primaria del antigeno
0.

Con respecto a la diferencia entre los serotipos 4a y 4b en la amplificacion
del gen gtrlV en la PCR multiple, junto con la identidad observada entre
ambas secuencias obtenidas, se pone en evidencia la importancia que tiene
el ajuste de los diferentes parametros intervinientes en este tipo de

reacciones.

Otro de los objetivos principales que perseguia el trabajo también se ha
logrado ya que, al comparar los resultados obtenidos con la serotipificacion y
la PCR multiple, se pudo verificar que el sistema disefiado cumple con el

requisito de la correlacion entre ambas metodologias.

Con la PCR multiple desarrollada para identificar los serotipos, puede
reconocerse de forma inequivoca a los serotipos 2, 4, 5 y 6, siendo
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necesaria la segunda PCR multiple si se quiere conocer el subserotipo. Para
definir si un aislamiento corresponde al serotipo 1 o al 7, asi como para
diferenciar los serotipos 3, X e Y, resulta imprescindible el uso conjunto de

ambas PCR mudltiples.

Las ventajas del método de tipificacion molecular desarrollado son su
rapidez y su bajo costo en comparacion con el seroldgico utilizado
actualmente, que por ejemplo, para la identificacién del serotipo X requiere
ensayar hasta 10 antisueros diferentes. Ademas, puede ser realizado en
cualquier laboratorio de biologia molecular, sin necesidad de equipamiento
especifico ni mantenimiento de ceparios de Shigella. Por lo tanto,
consideramos de gran relevancia para el sistema de Salud Publica, que
dicha metodologia pueda ser utilizada en hospitales seleccionados como un

primer paso dentro de la vigilancia epidemiolégica de S. flexneri.

En el mes de mayo del afio 2012, se realizdé en Buenos Aires una reunién en
la que participaron los maximos referentes en Shigella a nivel mundial (ver
instituciones participantes en el anexo 2). Uno de los temas discutidos en
dicha reunién fue la metodologia a utilizar de ahora en mas para la vigilancia
epidemioldgica de S. flexneri, debido a que en la actualidad se dispone de
técnicas seroldgicas para la identificacion de un determinante antigénico
(antisueros policlonales y anticuerpos monoclonales) y técnicas de biologia
molecular para la identificacion de genes relacionados con la expresion de
dichos determinantes. Lamentablemente no se pudo llegar a una definicion,
ya que si bien en general se consideraba que debia utilizarse una Unica
metodologia como referencia, no hubo unanimidad con respecto a cual

utilizar.

En mi opinion, no sera posible la utilizacion de una uUnica técnica, sino que

ambas deberan complementarse.
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Si dentro de las técnicas seroldgicas evaluamos la eficacia de los resultados
obtenidos mediante el uso de reactivos monoclonales o policlonales,

rapidamente salen a la luz las limitaciones de ambos.

En la actualidad no existen anticuerpos monoclonales dirigidos hacia
epitopes conformacionales de Shigella, con lo cual no puede determinarse el
serotipo S. flexneri 3 (Carlin y col., 1986).

Por otro lado es imposible, en la produccion de los antisueros policlonales,
contemplar los determinantes antigénicos aun no descriptos, pudiendo asi
obtenerse antisueros que en algin momento presenten reactividad cruzada
con serotipos no descriptos. Esto se evidencio frente a la emergencia del
serotipo Xv, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos con antisueros
comerciales, dichos aislamientos se identificaban como serotipo 4 (Ye y col.,
2010).

En cuanto a las técnicas de biologia molecular, una desventaja importante
es la falta de una relacion directa entre la deteccion del gen y su expresion,
algo sustancialmente importante en cuanto a la epidemiologia. Ademas,
basandonos en la experiencia del serotipo 7, si no hubiera existido el
anticuerpo monoclonal especifico y se hubiera considerado la amplificacion
de los genes de los serotipos convencionales, S. flexneri 7 no hubiera sido

reconocida como tal sino que hubiera sido tipificada como S. flexneri 1.

Por lo tanto, en base a lo expuesto, a la posibilidad de que se detecten
nuevos epitopes y que, ademas de por la insercion de bacteriofagos, nuevos
serotipos pueden generarse por ganancia de plasmidos, es que la
identificacion de serotipos a través de la deteccion de sus genes ha sido un
gran avance que permite complementar a la serotipificacion tradicional.
Ademas esta tecnologia puede adaptarse mas facilmente que la serologia
para ampliar la vigilancia epidemiolégica de la enfermedad.

Para la inclusibn de ambas metodologias, es imprescindible la

implementacion de un protocolo avalado a nivel internacional por los
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principales centros de salud, con el objetivo de poder arribar en forma
confiable al serotipo correspondiente y lograr una contribucion global en lo

gue respecta a la vigilancia epidemiolégica de S. flexneri.
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1. Se logro el disefio de iniciadores para la amplificacién especifica de
los serotipos 1, 2, 4 y 5 de S. flexneri, cumpliendo los parametros

establecidos en la estrategia de disefio.

2. Se logro el disefio de iniciadores para la amplificacién especifica de
los antigenos de grupo 3,4 -6y 7,8.

3. Se estandariz6 una PCR mudltiple que permitira ser utilizada para la
vigilancia epidemioldgica de los serotipos 1/7, 2, 4, 5y 6 de S. flexneri.

4. Se estandarizé una segunda PCR multiple que permitira determinar
la presencia de los genes correspondientes al antigeno de serotipo 7 y a los
antigenos de grupo 3,4 -6 - 7,8 y E1037.

5. Se verifico la selectividad y reproducibilidad de ambos sistemas.

6. Se determiné que el sistema disefiado ofrece una herramienta
molecular que guarda correlacion con el método convencional de
serotipificacion, ya que mediante el uso conjunto de ambas PCR multiples,
es posible identificar los siguientes 19 serotipos de S. flexneri: 1a - 1b - 1d -
2a-2b-3a-3b-4a-4av-4b-5a-5b-6-7a-7b-X-Xv-Y-Yw
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VI. TRABAJOS FUTUROS

Elaborar un marcador de tamafo molecular que contenga los
fragmentos amplificados para cada uno de los genes en estudio. Esto
facilitaria la visualizacion e identificacion de las bandas obtenidas
como producto de la amplificacion del aislamiento a estudiar.

Disefar iniciadores para el recientemente descripto factor grupal 9.

. Evaluar su presencia en los diferentes cultivos de la
coleccion del servicio Antigenos y Antisueros.

. Comprobar la relacion planteada entre presencia del
factor grupal 9 y ausencia de reactividad con el antigeno de grupo 3,4.

. Incluir la deteccion del factor grupal 9 dentro de la PCR

multiple para la determinacion de antigenos de grupo.

Validar el sistema de PCR multiples para su potencial utilizacién en el

diagndstico epidemioldgico.

Evaluar la factibilidad de que el plasmido poseedor del gen Ipt-O haya

sido transferido a cepas de E. coli.

Cooperar en el disefio de un protocolo de tipificacion que incluya las
técnicas serologicas y de biologia molecular para permitir la correcta

identificacion de los serotipos de S. flexneri.
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Nomenclatura de Shigella.

o Participar en la generacion de un consenso internacional
para la nomenclatura de S. flexneri considerando los nuevos
determinantes antigénicos. Este objetivo fue propuesto en la reunién
internacional de Shigella realizada en el afio 2012.

o Analizar la estabilidad en el tiempo del plasmido
poseedor del gen Ipt-O en los cultivos, con el fin de definir su inclusién

0 no para la asignacion de un nuevo serotipo en la nomenclatura.
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ANEXO 1

Red Nacional de Diarreas y Patdégenos Bacterianos de Transmision
Alimentaria

Coordinacion: Dra. Marta Rivas (Servicio Fisiopatogenia - INEI-ANLIS "Dr.
Carlos G. Malbran")

Referentes Nacionales: Dra. Susana Bruno (Servicio Antigenos vy
Antisueros, INPB-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran") y Dra. Mariana Pichel
(Servicio Enterobacterias - INEI-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran™)

Buenos Aires (prov): Htal. San Juan de Dios (RJ) — Htal. Penna (RT) —
Htal. Pifieiro (RT) — Htal. Petrona Paroissien (RT) - Htal. Eva Peroén; Htal.

de Agudos Sor Maria Ludovica; Instituto Nacional de Epidemiologia “Dr.
Juan Jara”; Htal. Nacional “Prof. Dr. Alejandro Posadas”; Htal. Evita de
Lanas, Htal. Belgrano, Htal. Blas Dubarry, Htal. Ofativia, Htal. Posadas
(Guernica), Htal. Cecilia Grieson, Htal. T. Calculta, Htal. L.Melendez, Htal.
San Pedro, Htal. Orellana, Htal. Alejandro Korn, Htal. Municipal San Roque,
Htal. Vte Lopez y Planes, Htal. Interzonal de Agudos Glemes, Htal. lllia,

Htal. Ramoén Carrillo.
Catamarca: Htal. de Nifios de Catamarca; Htal. Interzonal San Juan Bautista.

Chaco: Direccion de Laboratorios-MSP Chaco (RJ) - Laboratorio
Central de Salud Publica (RT) - Htal Perrando; Htal de Castelli; Htal 4 de

junio.

Chubut: Direccion control de Patologias Prevalentes (RJ) — Laboratorio
de Patologias Prevalentes (RT) - Htal. Regional de Comodoro Rivadavia;
Htal. Rural Cholila, Htal. Rural Corcovado, Htal. Rural Dolavon; Htal. Rural El
Hoyo, Htal. Rural Gaiman Jhon Evans, Htal. Rural José de San Martin, Htal.
Rural Lago Puelo, Htal. Rural Rio Mayor, Htal. Rural Rio Senguer, Htal.
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Rural Sarmiento, Htal. Rural Tecka, Htal. Rural Trevelin, Htal. Subzonal Dr.
Andres Isola, Htal. Subzonal El Maiten, Htal. Subzonal Santa Teresita, Htal.
Zonal Esquel, Laboratorio de la Direccion Pcial. de PP y Epidemiologia,

Laboratorio de la Direccién Pcial de Salud Ambiental ( Bromatologia).

Ciudad de Buenos Aires: Htal. Durand (RJ) - Htal. de Infecciosas
“Francisco Javier Muhiz” (RT) - Htal. Fernandez (RT) — Htal. Borda, Htal.

Elizalde Casa Cuna, Htal. Santa Lucia, Htal. E. Tornu, Htal. Lagleyze, Htal.

Zubizarreta, Htal. Argerich, Htal. Maria Curie, Htal. Gutierrez, Htal. Alvarez,
Htal. de Quemados, Htal. Ramos Mejia, Htal. Pirovano, Htal. Ferrer, Htal.
Santojani, Htal. Velez Sarsfield, Htal. Moyano, Htal. Pifiero, Htal. Udaondo,

Htal. Penna, Htal. De Rehabilitacién Manuel Rocca.

Cérdoba: Laboratorio Central (RJ) - Htal. Guillermo Rawson (RT) - Htal.
de Nifios de la Santisima Trinidad de Cordoba.

Corrientes: Departamento de Bioquimica Ministerio de Salud Publica
(RJ) - Hospital Pediatrico Juan Pablo Il (RT) — Facultad de Medicina.

Entre Rios: Lab Provincial de Epidemiologia (RJ) — Htal. San Martin (RT)
— Htal. Centenario (RT) - Facultad de Bromatologia (UNER).

Formosa: Lab. Vig. Epidemiol6gica Htal. La Madre y el Nifio (RJ) - Min.
Desarrollo Humano-Lab. Vigilancia Epidemiolégica (RT) - Htal. Central de
Formosa; Htal. de la Madre y el Nifio, Htal. Estanislao del Campo, Htal. Pozo
del Tigre, Htal. Posta C. Salazar, Htal. Ibarrefia, Htal. Laguna Yerma, Htal. El
Potrillo, Htal. Comandante Fontana, Htal. Belgrano, Htal. Laguna Blanca,
Htal. General Glemez, Htal. El Colorado, Htal. Villafafie, Htal. Pirané, Htal.
Palo Santo, Htal. Mision Laishi, Centro de Salud Eva Perdn, Centro de Salud
Pablo Bargas, Centro de Salud 2 de Abril, Centro de Salud Antenor Gauna.

Jujuy: Dpto. Bioquim. Min. de Bienestar Social (RJ) - Htal. Pablo Soria,
Htal. de Ninos “Dr. Héctor Quintana”, Htal. Nuestra Senora del Carmen,

Centro Sanitario Dr. Carlos Alvarado, Htal. Nuestra Sefiora del Rosario, Htal.
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Dr. Jorge Uro, Laboratorio Central, Htal. Nuestra Sefiora del Pilar, Htal. Dr.
Arturo Zabala, Htal. Nuestra Sefiora del Valle, Htal. San Miguel, Htal. San
Roque, Htal. Dr. Salvador Mazza, Htal. Pres. Escolastico Zegada, Htal.
General Belgrano, Htal. Dr. Oscar Orias, Htal. Ing. C. Snopek, Htal. Ntra.
Sra. de la Buena Esperanza, Htal. Wenceslao Gallardo, Htal. Guillermo C.
Paterson, Htal. Calilegua, Htal. Maimara, Htal. Susques, Htal. Monterrico,

Htal. La Mendieta, Puesto de Salud Caimancito.

La Pampa: Coordinacién Ejecutiva de Epidemiologia (RJ) - Htal. Lucio
Molas (RT) - Establecimiento Asistencial Gobernador Centeno, Laboratorio

Central de Bromatologia.

La Rioja: Redes de Laboratorio (RJ) - Htal. Regional "Dr. Enrique Vera
Barros” (RT) — Htal. Eduardo Neira, Htal. Luis Agote, Htal. Pasteur, Htal.
San Nicolas.

Mendoza: Dpto. Epidemiol. Coord. Red de Laboratorios de la Provincia
(RJ) - Htal. Pediatrico “Dr. Humberto Notti” (RT) — Centro de Salud
Guaymallén, Centro de Salud Las Heras, Centro de Salud Godoy Cruz, Htal.
Regional Alvear, Htal. Central, Htal. EI Carmen, Htal. Lagomagiore, Htal.
Lencinas, Htal. Malargue, Htal. Paroisiens, Htal. Perrupato, Htal. Scaravelli,
Htal. Schestakow, Htal. Sicoli, Htal. Pereyra, Htal. Saporiti, Htal. Eva Peron,
Htal. Gral. Las Heras, Htal. Gaihac, Htal. Tagarelli, Htal. Ramon Carrillo,
Htal. Raffo, Htal. Central de Mendoza.

Misiones: Dir. de Bioquimica Min. Salud Publica (RJ) - Htal. Provincial de
Pediatria (RT) -. Htal. “Dr. R. Madariaga”, Htal. SAMIC Obera, Htal. SAMIC
El Dorado, Htal. SAMIC Lenadro N. Alem, Htal. De Area Jardin América,
Htal. SAMIC de Iguazu, Htal. De Fatima, Htal. Balifia, Htal. De Montecarlo,

Lab. De Bromatologia de Salud Publica.

Neuquén: Subsecretaria de Salud. Dir de Redes de Laboratorios (RJ) -
Htal. Heller (RT) -; Htal. Provincial de Neuguén "Dr. Castro Rendén”, Htal.
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Andacollo, Htal. Loncopue, Htal. Las Lajas, Htal. Picun Leufu, Htal. Senillosa,
Htal.Chocon, Htal. Buta Ranquil, Htal. Alumine, Htal. Villa La Angostura, Htal.
Piedra del Aguila, Htal. Rincon de los Sauces, Htal. Chanar, Htal. Chos
Malal, Htal. Zapala, Htal. San Martin de los Andes, Htal. Junin de los Andes,
Htal. Cutralcd, Htal. Centenario, Htal. Plottier, Htal. Bouquet Roldan.

Rio Negro: Direccién de Epidemiologia (RJ) - Htal. Zonal de Bariloche
(RT) - Htal. Area Cipolletti., Htal. A. Zatti, Htal. Fco. Lopez Lima, Htal. Dr. P.
Moguillansky, Htal. R. Carrillo, Htal. Allen, Htal. Catriel, Htal. Chimpay, Htal.
Choele Choel, Htal. Cinco Saltos, Htal. Comallo, Htal. Coronel Belisle, Htal.
El Bolson, Htal. Gral. Conesa, Htal. Ing. Huergo, Htal. Ing. Jacobacci, Htal.
Lamarque, Htal. Las Grutas, Htal. Los Menucos, Htal. Luis Beltran, Htal.
Maquinchao, Htal. Rio Colorado, Htal. San Antonio Oeste, Htal. Sierra
Colorada, Htal. Sierra Grande, Htal. Valcheta, Htal. Villa Regina. Salta:
Programa de Bioquimica. M.S.P (RJ) - Htal. Materno Infantil de Salta, Htal.
San Vicente de Paul, Htal. Joaquin Castellanos, Htal. J. D. Perdn, Htal. Del
Milagro, Htal. Nuestra Sefiora del Rosario, Htal. San Bernardo, Htal. Gral.
Mosconi, Htal. San Roque, Htal. Dr. Elias Anna, Htal. Cnel. Juan Sola, Htal.
Ntra. Sra. Del Carmen, Htal. Melchora F. De Cornejo, Htal. Dr. O. Costas,
Htal. Dr. A. Hoygaard, Htal. San Rafael, Htal. Dr. Joaquin Corbalan, Htal.
Sta. Teresita, Centro de Salud Villa Primavera, Centro de Salud El Manjon,
Centro de Salud Villa Lavalle, Centro de Salud Barrio Castafares, Centro

Barrio Provipo, Centro de Salud Barrio Solidaridad, Htal. Dr. Fco. Herrera.

San Juan: Secret. De Estado de Salud Publica. Of de Div Bioquimica
(RJ) - Htal. Guillermo Rawson; Htal. Marcial Quiroga, C. S. Municip. Santa
Lucia, C.S. Comandante Cabot, C. S. Dr. Alfonso Barassi, C. S. Dr. Ramon
Carrillo, C. S Ullum, Htal Dr. Aldo Canton, Hta. Barreal, Htal Dr. Federico
Cantén, C.1.C Pocito, C. S. Mons. Italo Distefano, Htal Dr. Ventura Lloveras,
Htal Dr. Alejandro Albarracin, C. S. Santa Rosa, C. S. Dra. Stella Molina,
Htal. San Roque, Htal. Dr. Rizo Esparza, Htal Dr. Tomas Peron, C. S. Mons
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Baez Laspiur, C. S Rene Favaloro, Htal. Dr. Cesar Aguilar, Htal. Dr. Jose

Giordano.

San Luis: Laboratorio de Salud Publica (RJ) — Complejo Sanitario San
Luis (RT) — Lab .Hospital Juarez Rocha, Lab Hospital del Sur, Lab. Hospital
del Oeste, Lab. Hospital Juana Koslay, Lab. Hospital de la Punta, Lab.
Hospital Concaran, Hosp Braulio Moyano, Lab. Central Malvinas Argentinas,

Lab. Hospital J. D. Perén, Lab. Hospital Cerro de la Cruz, Lab Bromatologia.

Santa Cruz: Htal. Regional de Rio Gallegos (RJ) — Htal. Gdor. Gregores,
Htal. Pto. Santa Cruz, Htal. Cdte. Luis Piedrabuena Il, Htal. 28 de
Noviembre, Htal. Pto. Deseado, Htal. Pico Truncado, Htal. Perito Moreno,
Htal. Los Antiguos, Htal. Las heras, Htal. Rio Turbio, Htal. ElI Calafate, Htal.
Pto. San Julidn, Htal. Caleta Olivia.

Santa Fe: Laboratorio Central de Santa Fe (RJ) - Htal. de Nifos “V. J.
Vilela”; Htal. de Nifios "Dr. O. Allasia"; Htal. Espanol de Rosario; Htal. Cullen;
Htal Centenario, Htal. Frere, SAMCO V.Constitucion, SAMCO EI Treébol,
SAMCO Casilda, SAMCO Ceres, SAMCO Sa Pereyra, SAMCO V:Tuerto,
Hosp.C.Alvarez, Hosp.M.y Lo6pez, Hosp.Sayago, Hosp.Reconquista,
Hosp.Carrasco, Hosp.Alberdi, Hosp.Protomédico, Hosp.R.Saenz Pefia,
Hosp.Nifios Zona Norte, Hosp.lturraspe, Hosp.Eva Perén, Laboratorio de

Bromatologia.

Santiago del Estero: Hosp. Independencia, (RJ) — Htal. De Nifios

Francisco Viano (RT) - Htal. Regional "Dr. Ramén Carrillo", Htal de Nifios

“"Eva Perén".

Tierra Del Fuego: Htal. Regional de Rio Grande; Htal. Regional de Ushuaia.

Tucuméan: Div. Bioquimica SIPROSA Tucuman (RJ) - Htal. Del Nifio
Jesus (RT) — Htal. Centro de Salud, Inst. Maternidad Ntra Sra de las
Mercedes, Htal. Pte. Nicolas Avellaneda, Htal. Angel C. Padilla, Htal.
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Regional de Concepcion, Htal. Gral Lamadrid de Monteros, Direccion de

Bromatologia de la Pcia Tucuman.

Los laboratorios periféricos articulan su funcionamiento en la Red con los
correspondientes Referentes Tematicos (RT) y Referentes Jurisdiccionales
(RJ).
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ANEXO 2

Instituciones participantes en la reunidon organizada sobre la tematica

de Shigella (mayo del 2012. Buenos Aires, Argentina).

Argentina: Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - Instituto
Nacional de Produccién de Bioldgicos.

Australia: The Australian National University.

Bangladesh: International Center for Diarrhoeal Disease Research.

China: China Office US CDC, Centre for Health Protection.

Dinamarca: Statens Serum Institute.

EE.UU: Centers for Disease Control and Prevention - Center for Vaccine
Development - University of Texas - Walter Reed Army Institute of Research
- National Institutes of Health - Program for Appropiate Technology in Health.
Francia: Institut Pasteur.

India: National Institute of Cholera and Enteric Diseases.

Inglaterra: Wellcome Trust Sanger Institute - Colindale Health Protection
Agency - Imperial College.

Israel: Tel Aviv University.

Organizaciéon Panamericana de la Salud

Sudafrica: National Institute for Communicable Diseases.
Suecia: Etvax AB.

World Health Organization
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