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RESUMEN

Shigella flexneri (S. flexneri) es el principal serogrupo del género causal de diarreas en
el mundo y Argentina, se reconocen 13 serotipos segun el esquema de serotipificacion
cuya Ultima revision realizd Brenner en 1984. Desde entonces, se reportaron en el
mundo nuevos serotipos, llegando a 20, segln algunos autores

Si bien la serologia es la técnica tradicional de serotipificacion, se han
desarrollado técnicas para la serotipificacion molecular, como por ejemplo las basadas
en PCR multiple.

En Argentina, se encuentra constituida la Red de Diarreas y Enteropatdgenos de
Transmision Alimentaria, cuyo Laboratorio de Referencia Nacional (LNR) para Shigella
spp. (Servicio Enterobacterias, INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”) recibe aislamientos
de casos esporadicos y asociados a brote de S. flexneri en el marco de la vigilancia.
Ademas, desde el 2004, el LNR coordina la Red PulseNet (PN) América Latina y
Caribe de epidemiologia molecular para la vigilancia de infecciones bacterianas
transmitidas por alimentos, que utiliza protocolos estandarizados de Electroforesis en
Campo Pulsado (PFGE) para la subtipificacion de bacterias, contando desde 2009 con
un protocolo especifico para S. flexneri.

Por otra parte, ese mismo afio, se comenz6 el estudio de un grupo de
aislamientos no tipificables emergentes en el pais, denominados “Atipicos”, que ya en

2011 tenian una prevalencia similar a la del serotipo 2, mayoritario hasta el momento.

En la Parte 1 de este trabajo, se estudié la diversidad genética y distribucion
témporo-espacial de 840 aislamientos incorporados en la Base de Datos Nacional de
perfiles genéticos S. flexneri, incluyendo 7 serotipos y “Atipicos”, recuperados en casos
esporadicos y de brote entre 2004-2014.

La diversidad fue de 404 subtipos genéticos, en ocasiones persistentes en tiempo
y lugar. Dentro de cada serotipo, se encontr6 mayor relacion genética entre si que con
otros, y a su vez la diversidad encontrada permitio discriminar subtipos para su
aplicacion en epidemiologia molecular. Ademas, se pudieron estudiar y confirmar la
ocurrencia de 16 brotes.

En la Parte 2, se profundizo la caracterizacion de aislamientos de S. flexneri
“Atipicos” mediante PFGE, Mapeo de Genoma Completo y serotipificacion molecular
por PCR. Se establecio que los 2 aislamientos “Atipicos” estudiados pertenecian a los
serotipos Xv (por X variante) y 4av (por 4a variante). Ademas, aplicando una PCR para

serotipificacion molecular, se determindé en otros 77 aislamientos “Atipicos”, la
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existencia no solo de los serotipos Xv y 4av, sino también del serotipo Yv (por Y
variante).

En conclusion, en este trabajo, se obtuvo conocimiento de la diversidad genética
de cepas circulantes causales de casos esporadicos y asociados a brotes de diarrea en el
pais. Constituyéndose una Base de Datos Nacional de subtipos genéticos de S. flexneri
que servira de base para la vigilancia y estudios de brotes por epidemiologia molecular.

Ademas, se caracterizé a un grupo de aislamientos “Atipicos” detectados desde
2009, identificandose 3 serotipos nunca antes descriptos en el pais, proponiéndose la
nomenclatura Xv, YV y 4av, utilizada en la bibliografia actual, hasta tanto se llegue a un
consenso mundial. Por altimo, se implementd como alternativa a la serologia, una
herramienta complementaria, versatil, rpida y accesible, para la identificacion de todos

los serotipos y subserotipos conocidos hasta el momento de S. flexneri.
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Shigella

Caracteristicas bioquimicas y serologicas generales del género Shigella

SPpP.

El genero Shigella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram
negativos, no moviles, no formadores de esporas y anaerobios facultativos. Fue descripto por
primera vez en 1897 por el médico japonés Kiyoshi Shiga como Bacillus dysenteriae, agente
causal de disenteria bacilar, distinguiendo asi a estos microorganismos de Bacillus coli (hoy
Escherichia coli). Hoy dia, en cuanto a la taxonomia de Shigella y Escherichia coli (E. coli),
estd reconocido en la literatura que ambos microorganismos tienen suficientes similitudes
para ser considerados de la misma especie. Esto se ha demostrado con estudios
principalmente basados en secuencia de genes “houskeeping” y secuencias genémicas (Pupo
y col., 2000; Manual de Microbiologia Clinica de la AAM, 2016). Sin embargo, se continlia
considerando a Shigella como un género aparte, principalmente debido a su significancia
clinica asi como a la asociacion de este género con la disenteria.

El género Shigella se compone de cuatro especies/serogrupos: Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri y Shigella sonnei. Salvo esta ultima, las demés especies
se clasifican en serotipos y subserotipos, reconociéndose al momento 20, 15 y 19 subserotipos
respectivamente (Molecular Medical Microbiology, 2015); sin embargo estos nimeros varian
en la literatura, particularmente respecto a S. flexneri, encontrandose diversas publicaciones
con propuestas de nuevos serotipos provisionales.

Entre las pruebas bioquimicas que sirven para diferenciar estas cuatro especies, se
pueden mencionar, la fermentacion del manitol, decarboxilacion de la ornitina y el ONPG
(orto-nitrofenilgalactopiranosido). S. sonnei es positiva para las tres pruebas, S. dysenteriae
negativa para las 3 pruebas, y S. flexneri junto a S. boydii son positivas para la fermentacion
del manitol. En este Gltimo caso, se puede completar su identificacion por serologia (Manual
de Procedimientos Diagnostico y Caracterizacion de Shigella spp., 2007).

La serologia de especie se realiza por aglutinacion en lamina con antisueros
polivalentes especificos. En Argentina se disponen de dichos antisueros, producidos
localmente en el Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos, INPB-ANLIS “Carlos G.
Malbran” (INPB). Para S. boydii se dispone de dos antisueros: Osh-CI(-) que aglutina los
serotipos indol negativo (1,2,3,4,6,8,10,12 y 14) y el Osh-CI(+) que aglutina los serotipos
indol positivo (5,7,9,11,13 y 15). Del mismo modo, para S. dysenteriae se producen los

antisueros polivalentes Osh-Al (+) que aglutina los serotipos indol positivos (2,7 y 8) vy el
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Osh-Al (-) que aglutina los serotipos indol negativos (1,3, 4, 5, 6, 9 y 10). En el caso de S.
sonnei, se cuenta con un antisuero polivalente denominado Osh-D. Por ultimo, el suero anti-S.
flexneri, polivalente Osh-B, aglutina a todos los serotipos de esta especie (Manual de

Procedimientos Diagnoéstico y Caracterizacion de Shigella spp., 2007).

Epidemiologia

Los miembros del género Shigella spp. son causales de diarrea, constituyendo un
problema de salud publica mundial. Se estima que ocurren aproximadamente 164,7 millones
de casos de shigelosis por afio en el mundo, que afectan principalmente a la poblacion de
menores de 5 afios de edad en paises en desarrollo (163,2 millones) y causan la muerte de 1,1
millon de personas (Molecular Medical Microbiology, 2015).

Shigella tiene una baja dosis infectiva, siendo suficiente la ingesta de 10 a 100 células
para causar enfermedad. El intestino humano es reconocido como el hébitat y reservorio
natural de Shigella spp., aunque también se ha aislado de primates, como monos Yy
chimpancés. Las infecciones por Shigella spp. se transmiten principalmente de persona a
persona por via fecal-oral y por ingesta de alimentos o aguas contaminadas con heces
humanas. Este patdgeno se encuentra mayormente asociado a condiciones sanitarias
deficientes y de hacinamiento. En lugares donde el tratamiento de los desechos sanitarios es
inadecuado, las moscas domésticas pueden ser vectores para la transmision de la shigelosis
(Niyogi, 2005).

Los casos presentan un patrén estacional con aumento de las infecciones en el periodo
estival. Se han observado numerosos brotes familiares, en el ambito de instituciones cerradas
como jardines maternales y comedores debido a la transmisidén entre personas y/o por
contaminacion de alimentos durante su manipulacion. También se registraron brotes en la
comunidad, asociados a deficiencias en el tratamiento o disponibilidad de agua para consumo
(Manual de Microbiologia Clinica de la AAM, 2016).

La prevalencia de los serogrupos y serotipos de Shigella en el mundo va variando a
través del tiempo. Actualmente, S sonnei es aislada principalmente en paises desarrollados
(80% de los aislamientos), mientras que S. flexneri es mayormente causal de shigelosis en
paises en desarrollo. Afortunadamente, no se han reportado en los ultimos afios casos por S.
dysenteriae 1 productor de toxina Shiga (Ashkenazi y Cohen, 2013). En nuestro pais, S.
flexneri es el serogrupo mas frecuente, seguido por S. sonnei; mientras que S. boydii y S.

dysenteriae se aislan en ese orden, con menor frecuencia.
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Shigelosis: manifestaciones clinicas y tratamiento

La morbi-mortalidad de las infecciones por Shigella spp. depende de la edad de la
persona, de su estado nutricional, de la magnitud de la dosis infectante y en ocasiones del
serotipo del microorganismo. A excepcion de S. dysenteriae serotipo 1, la mayoria de los
serotipos de Shigella causan diarrea, frecuentemente sanguinolenta y/o inflamatoria
(disenteria) que en pacientes inmunocompetentes resuelve entre los 5y 7 dias, y que ademas
puede estar acompafiada por fiebre y dolor abdominal. EI tiempo de incubacién es de entre
uno y dos dias. Las personas pueden ser portadoras asintomaticas transmitiendo la bacteria a
otros pacientes susceptibles, por ejemplo manipulando alimentos. S. dysenteriae serotipo 1
produce la forma méas severa de la enfermedad, con una tasa de letalidad del 20%. Los
microorganismos de este serotipo, no identificado hasta ahora en la Argentina, son capaces de
producir toxina Shiga, ocasionando sindrome urémico hemolitico (Manual de Microbiologia
Clinica de la AAM, 2016).

El tratamiento con antibioticos, puede reducir la severidad de los sintomas vy el riesgo
de complicaciones, asi como acortar el periodo de excrecion del microorganismo en las
deposiciones y su consecuente transmision. El tratamiento empirico recomendado para las
infecciones que lo requieran incluye alguno de los siguientes agentes antimicrobianos:
azitromicina (AZI), ciprofloxacina (CIP) o ceftriaxona en nifios, y fluorquinolonas (FQ) en
adultos (Molecular Medical Microbiology, 2015; WHO Guidelines for control of Shigellosis,
2005). Otras medidas a tomar consisten en la rehidratacion oral o cuando esto no sea posible,
por via intravenosa; restitucion de la alimentacion y suplementacion con zinc. Los
medicamentos para acortar o eliminar las deposiciones deben ser evitados (WHO Guidelines
for control of Shigellosis, 2005).

Resistencia a antimicrobianos

En el mundo se han reportado ciertas tendencias en relacion a la resistencia a
antimicrobianos en Shigella spp. Pueden mencionarse, el aumento de resistencia a CIP y acido
nalixidico (NAL) en Asia y Africa en comparacion con Europa y América. También, el
aumento a la resistencia a las FQ en paises en desarrollo, como en India, donde se detectd un
aumento del 50%. Aislamientos de S. flexneri serotipo 1c con resistencia a ampicilina (AMP),
trimetoprima/sulfametoxazol (TMS) vy tetraciclinas (TET) reportados en Bangladesh,

Vietnam, Egipto e India, mientras que en China se encontrd resistencia a CIP y cefalosporinas
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de 3™ generacién (C3G) en este serotipo. Por ultimo, los emergentes aislamientos de S.
flexneri Xv en China que mostraron un perfil de multirresistencia a antimicrobianos,
incluyendo TET, estreptomicina, estreptotricina, cloranfenicol (CMP), AMP y trimetroprima
(Molecular Medical Microbiology, 2015; Sun y col., 2011; WHO Guidelines for control of
Shigellosis, 2005).

En Argentina, la Red WHONET de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
aplica estrictas normas de control de calidad interno y esté integrada por laboratorios de todo
el pais. En esta red, la sensibilidad a los antimicrobianos mediante el método de difusion con
discos se realiza segin normas CLSI, evaluando la actividad a distintas drogas. El protocolo
vigente desde el afio 2005 para Shigella spp. es: AMP, TMS, CIP, cefpodoxima (POD), NAL,
fosfomicina (FOS) y CMP. Entre los afios 1994 y 2009, se encontrd que los porcentajes de
resistencia a FOS, CIP, C3G vy nitrofuranos fueron muy bajos o nulos, mientras que se
encontré resistencia principalmente a AMP, TMS y CMP en las cuatro especies con
variabilidad entre ellas. En el caso de S. flexneri, la resistencia a AMP en ese periodo fue del
orden del 80%, a CMP del 70% y a TMS del 50%, encontrandose un aumento sostenido desde
1996 (40% de resistencia) y una disminucion de resistencia a TMS de un 80% en 1996 a 50%
en 2009. Si bien se observa resistencia a las drogas de primera eleccién, se cuenta con varias

alternativas de tratamiento para Shigelosis en Argentina (Galas y col., 2010).

Vacunas

Actualmente hay varias vacunas en desarrollo en distintos estadios de prueba, pero no
existe aln ninguna aprobada para su uso. Gracias a los avances en el conocimiento de los
mecanismos de virulencia y las estructuras antigénicas que provocan respuesta inmune contra
el patdgeno, diversas estrategias han sido desarrolladas con el fin de lograr obtener una
vacuna que sea eficiente y segura. Algunos estudios mostraron que la duracion de la
proteccion a un dado serotipo fue limitada en el tiempo, mientras que otros mostraron
diferencia en la eficiencia segun el rango etario (Passwell y col., 2010). Otra cuestion que
hizo dificil contar con una vacuna eficiente es que la inmunidad contra Shigella es serotipo
especifica. Se postula la necesidad de contar con una vacuna, ya que debido a la baja dosis
infectiva necesaria para causar enfermedad, las medidas de higiene no son suficientes para
erradicar la shigelosis en aéreas endémicas, ademas, al ser el humano el principal reservorio,

una vacuna eficaz podria conllevar a una reduccién significativa de la enfermedad.
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Las ultimas estrategias tienen como objetivo desarrollar una vacuna que sea al menos
pentavalente, para cubrir un rango poblacional amplio, dadas las diferencias regionales de la
prevalencia de los distintos serogrupos y serotipos en el mundo. Una vacuna contra S.
dysenteriae 1, S. sonnei, S, flexneri 2a, S. flexneri 3a y S. flexneri 6 cubriria al 75% de los
casos mundiales. Ademas se asume que se lograria proteccion cruzada contra otros 11
serotipos de S. flexneri adicionales, con los cuales se comparten determinantes antigenicos.

Se considera que hay dos enfoques para el desarrollo de una vacuna multivalente
contra Shigella: combinar varias vacunas serotipo especificas en una sola, o utilizar antigenos
con reaccién cruzada en los distintos serotipo. Por otra parte, existen prototipos de vacunas
tanto de cepa viva-atenuada como de cepa inactivada, ya sea celular o de subunidades
(Ashkenazi y Cohen, 2013).

En este contexto, resulta de relevancia el conocimiento oportuno de los serotipos y
subserotipos circulantes en el mundo, como también los subtipos genéticos predominantes en
cada region, a fin de proveer informacion especifica y actualizada a ser considerada en el

desarrollo de las formulas vacunales.

Patogenia

Shigella spp. es un patdgeno invasivo, que puede atravesar el epitelio intestinal, evadir
la fagocitosis por macréfagos y diseminarse a las células intestinales adyacentes. La infeccion
por S. flexneri comienza cuando atraviesa las células M del epitelio intestinal, las cuales son
especializadas y constantemente toman particulas del lumen para translocarlas a la mucosa,
desencadenando la respuesta inmune (Figura 1). Shigella causa su propia internalizacion a las
células a través del Sistema de Secrecion Tipo 3 (SST3). Se transloca a la mucosa intestinal y
es capturada por los macrofagos, donde evade su degradacion disparando un mecanismo
similar a la apostosis, desencadenante de sefiales proinflamatorias que causan su liberacion
del macrofago. Asi logran invadir las células epiteliales desde la membrana basolateral y
desplazarse hacia células adyacentes a traves del citoplasma por polimerizacion de la actina.
Las sefiales proinflamatorias desencadenadas en el macréfago, inducen la respuesta inmune
innata a través de la secrecion de interleuquina 18 (IL-18) que actuara en células “natural
killers” (NKk-cell) provocando a su vez la secrecion de Interferon y (INF-y) desencadenando la
activacion inmune (Figura 1). Por otra parte, la atraccion de polimorfonucleares (PNM)
mediante la interleuquina -1p (IL-1B) secretada por macrofagos e interleuquina-8 (IL-8)

secretada por células epiteliales infectadas (esto es estimulado por el factor de transcripcion
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NF-kB), produce el influjo de estas células contribuyendo con la desintegracion del epitelio,
facilitando la invasion de un mayor nimero de bacterias (Figura 1). La infeccion se resuelve
cuando los PMN fagocitan y matan a las bacterias patdgenas (Manual de Microbiologia
Clinica de la AAM, 2016).

Figura 1: Patogénesis de Shigella spp. basado en estudios de S. flexneri
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Figura adaptada de Schoeder y col., 2008.

Shigella posee factores de virulencia codificados en el cromosoma y en un gran
plasmido. El plasmido lleva la informacién genética para la sintesis de la maquinaria
molecular que hace posible la invasion y supervivencia intracelular, principalmente para el
SST3. Tanto en el cromosoma, como en el pldsmido de virulencia de Shigella, se observaron
evidencias de la dinamica de adquisicion de genes por transferencia horizontal, como
numerosas secuencias de insercion (IS) y marcadores de rearreglos gendémicos, como las islas
de patogenicidad. Estas diferencias conllevan a la diversidad de fenotipos de virulencia.
Shigella produce las enterotoxinas, SHET 1, codificada en el cromosoma de S. flexneri 2a y
raramente en otros serotipos y SHET2 codificada en el plasmido de virulencia, encontrada en
algunos serotipos y en Escherichia coli enteroinvasiva, ambas inducen acumulacion de fluido
en el modelo de asa de conejo, tanto in vivo como in vitro lo cual estd involucrado en la
diarrea acuosa inicial durante la infeccion temprana. Por ultimo, la toxina Shiga (enterotdxica,
neurotoxica y citotoxica) se ha encontrado Unicamente en S. dysenteriae 1 y esta codificada en
el cromosoma. Esta toxina esté relacionada con el desarrollo del sindrome urémico hemolitico

(Nigoyi, 2005).
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Estructura antigénica de serotipos y subserotipos en Shigella flexneri

Al dia de hoy, el “International Committe on Systematic Bacteriology, Subcommittee

on the taxonomy of Enterobacteriaceae” reconoce 13 serotipos y subserotipos de S. flexneri:
1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 44, 4b, 5a, 5b, 6, X e Y (Ewing, 1949; Brenner, 1984) (Tabla 1).

Tabla 1: Serotipos y subserotipos de Shigella flexneri.

Esquema basado en Ewing, 1949 y revisado por Brenner, 1984.

Serologia
Serotipo Antigenos de tipo Antigenos grupales | Formula
I I I 1v v VI]34 6 78] antigénica
la + +/- 1:(3,4)
1b + +- 4+ 1:(3,4),6
2a + +/- 11:(3,4)
2b + + 11:7,8
3a + +- o+ + 111:(3,4),6,7,8
3b + +- 4+ 111:(3,4),6
4a + +/- 1V:(3,4)
4b + + IV:6
5a i+ +/- V:(3,4)
5b + + V7,8
6 VI:-
X + -7.8
Y + -:3,4

“+”: aglutinacion positiva con el antisuero especifico; “+/-” y (): puede o no detectarse el antigeno por serologia.

Estos serotipos se basan en la estructura y combinacion de ciertos determinantes

presentes en el antigeno somatico O del lipopolisacarido de la membrana externa (LPS), ya

gue esta bacteria no posee antigenos flagelares (H) o capsulares (K).

La estructura basica del antigeno O, que se refiere al denominado serotipo Y, se

compone de repeticiones de un tetrasacarido compuesto por 1 residuo N-acetil-D-glucosamina

y 3 residuos L-Ramnosa (excepto serotipo 6). La diversidad de serotipos y subserotipos esta

dada por la adicion de residuos glucosil u O-acetil con una union especifica en distintas L-

Ramnosas de la estructura basica, donde cada modificacidon correspondera a un determinante

antigénico (Figura 2, A). Estos, se clasifican en factores de tipo (FT), designados con

nameros romanos (I, 11, I, IV, V y VI) y factores grupales (FG), designados con numeros
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arabigos (3,4; 6 y 7,8). Los factores de tipo son encontrados en un solo serotipo (por ej. factor
de tipo I, determina a los serotipos la y 1b), mientras que los factores grupales pueden
encontrarse en distintos serotipos (por ej. FG 7,8 se encuentra en los serotipos 2b, 3a, 5b y X)
(Carlin y col., 1989) (Tabla 1). Esta estructura del antigeno somatico O, confiere la
especificidad de la respuesta inmune contra un dado serotipo (Allison y Verma, 2000).

Sin embargo, esta clasificacion y esquema de serotipificacion se encuentra
desactualizado, ya que en los ultimos afios se han identificado nuevas combinaciones
antigénicas y nuevos determinantes antigénicos que dieron lugar a nuevas variantes o
serotipos provisionales.

Uno de ellos, es el determinante antigénico denominado “E1037”, que corresponde a
un residuo de fosfoetanolamina unido al tetrasacarido repetitivo del LPS en la Ramnosa' o
Ramnosa "' en posicion 3, dependiendo en que serotipo se encuentre (Sun y col., 2013). Este
antigeno, se ha identificado en S. flexneri serotipo Y, X y 4a; estas combinaciones de serotipo
y antigeno “E1037” fueron denominadas como Y variante (Yv), X variante (Xv), y 4a variante
(4av), también se reportd este antigeno en algunos aislamientos del serotipo 6 (Sun y col.,
2012) (Figura 2, B).

Otro determinante antigénico, no contemplado en el esquema original de Ewing y
Brenner, es el denominado “1c¢” que define al serotipo provisional lc. Esta definido por la
adicion de un disacéarido, de dos grupos glucosil, al tetrasacarido repetitivo del LPS y es
propuesto por la comunidad cientifica como serotipo 7, con dos subserotipos (Jakhetia y col.,
2014; Stagg y col., 2008; Stagg y col., 2009; Taludker y col., 2003).

12
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Figura 2: Composicion quimica de las modificaciones en los antigenos O de los

diferentes serotipos de S. flexneri
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Los distintos serotipos difieren en la adicion, con una unién especifica, de un grupo glucosil, O-acetil o
fosfoetanolamina a diferentes azlcares de la unidad repetida de tetrasacarido del LPS.

A) Estructura del Antigeno O de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6, Y, X y sus subserotipos. Los genes especificos se
indican entre paréntesis. Figura adaptada de Suny col., 2011.

B) Estructura del Antigeno O en los serotipos propuestos: a) Xv b) Yv ¢) 4av. Figura adaptada de Sun y col.,
2012.
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Bases geneticas de la seroconversion en Shigella flexneri

Los genes localizados en el loci rfb/rfc estdn involucrados en la biosintesis del
esqueleto basico del antigeno O (serotipo Y). Una vez completa la cadena del Antigeno O, es
transferida al core del Lipido A por la ligasa Rfa y una vez ensamblada la molécula del LPS,
es transportada a la membrana externa.

Las bases genéticas de la seroconversion o cambio de serotipo en una cepa
determinada de S. flexneri, estan dadas por la adquisicion y expresion de genes codificados en
el ADN de bacteriofagos que se integran en sitios especificos del genoma hospedador de S.
flexneri. Hasta el momento se han descrito 7 bacteriéfagos, Sfl, Sflc, Sfll, Sf6, SflV, SfV y
SfX responsables de todas las modificaciones en el antigeno O conocidas hasta el momento
(Sun y col., 2012). La glucosilacion de los antigenos O, estd dada por 3 genes, gtrA y gtrB
(conservados en todos los serotipos) y gtr “type”. Este ultimo comprende diferentes alelos que
codifican para una glucosiltransferasa especifica de cada serotipo, estos son los genes gtrl,
gtrll, gtrlV, gtrV y gtrX que dan los serotipos 1, 2, 4, 5 (codifican para los FT I, I, IVy V) y
X (codifican para el FG 7,8), respectivamente. Por otra parte, la O-acetilacion en Ramnosa!'
depende del gen oac que codifica para una O-acetil transferasa, cuya accion resulta en la
sintesis del FG 6 (serotipos 1b, 4b) y ademas correspondiente a la modificacion del tipo 3
(serotipos 3a'y 3b) (Allison y Verma, 2000; Sun y col., 2011) (Figura 2, A).

La modificacion con fosfoetanolamina (antigeno “E1037”) esta dada por una
transferasa especifica codificada en un gen plasmidico, opt (antes denominado Ipt-O) (Suny
col., 2012; Sun y col., 2013).

Serotipificacion por aglutinacién con antisueros especificos en Shigella

flexneri

El diagndstico seroldgico, se realiza por aglutinacion en placa enfrentando el
aislamiento en estudio con un antisuero policlonal especifico, producido mediante la
inoculacion en conejos de cultivos bacterianos inmunizantes desnaturalizados por calor y
absorbidos con cepas heterdlogas para lograr especificidad. Para determinar los serotipos de
S. flexneri, pueden utilizarse antisueros de tipo policlonales, que determinan los serotipos 1 al
6. Ademas, en combinacion con la aglutinacion de antisueros de grupo (3,4; 6 y 7,8) pueden
identificarse los subserotipos.

En Argentina, el INPB produce los antisueros policlonales necesarios para la
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serotipificacion referencial de Shigella en el marco de la Red de Diarreas y Patdgenos de
Transmision Alimentaria (Red de Diarreas), proveyendo de estos insumos al Laboratorio de
Referencia Nacional (LNR) del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS
“Carlos G.. Malbran” (INEI-ANLIS) y a los laboratorios de la red. EI LNR cuenta con los
antisueros polivalentes para deteccion de las 4 especies de Shigella, y en el caso de S. flexneri
los antisueros monovalentes para los serotipos 1 al 6.

También existen antisueros monoclonales para S. flexneri (MASF) para la
identificacion de serotipos y subserotipos de S. flexneri, los cuales no presentan reaccion
cruzada pero son de dificil acceso en la region de América Latina debido a su elevado costo.
Entre ellos se encuentran el MASF-B que reconoce el antigeno putativo 1 presente en todas
las cepas de S. flexneri; MASF I, II, IV-2, V y VI especificos para los serotipos 1, 2,4, 5,y 6
respectivamente; MASF V-1 que reconoce el epitope “E1037” presente en los serotipos Xv,
Yv, 4av; MASF 1c especifico para S. flexneri serotipo provisional 1c; MASF Y-5, MASF 6 y
MASF 7,8 especificos para los FG 3,4; 6 y 7,8 respectivamente. (Carlin y col., 1989) (Tabla
1).

Serotipificaciéon molecular

En los ultimos afios se han desarrollado diversos métodos de serotipificacion
molecular en bacterias, incluyendo Shigella, basados en distintas estrategias para la deteccién
de los genes responsables de la expresion de proteinas involucradas en la biosintesis de los
antigenos que dan especificidad de serotipo en cada microorganismo. Algunos de estos
métodos, comprenden aquellos basados en el método de “Reaccién en Cadena de la
Polimerasa” (PCR) (Arrach y col., 2008; Sun y col., 2011; Tanmoy y col., 2016), PCR “Real-
Time” (Gentle y col., 2016) o en microarrays de ADN (Li y col., 2006). Otros, utilizan
programas informaticos que comparan los patrones de RFLP (polimorfismo del largo de los
fragmentos de restriccion) de ciertos locus (Coimbra y col., 2010); tecnologia Luminex
(Carter y col., 2016; Fitzgerald y col., 2007) y maés recientemente, secuenciacion de genoma
completo (Gentle y col., 2016; Hyden y col., 2016).

En el LNR se implement6 la PCR multiple para la serotipificacién molecular de todos
los serotipos conocidos de S. flexneri desarrollada por Sun y col en 2011, como se detalla mas
adelante en el punto 2.2 de la seccion Materiales y Métodos.
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Shigella flexneri: Nuevas variantes y serotipos emergentes en los

Ultimos anos en el mundo

En 1988, se identificaron en Rusia aislamientos que fueron denominados S. flexneri
4c, dado que mostraban aglutinacion positiva con los antisueros de tipo 1V de Denka Seiken
pero no podian clasificarse como subserotipo “a” o “b” conocidos hasta el momento (Tabla
1), ya que mostraban aglutinacion con el FG 7,8, por lo cual se les asigno el subserotipo “c”
(Pryamukhina y Khomenko, 1988). Sin embargo, esta denominacién nunca fue incluida en el
esquema de serotipificacion.

Luego, en 2010, se reportd la emergencia de aislamientos de S. flexneri
multirresistentes en China, denominados como Xv -por X variante-, el cual mostrd una
prevalencia mayor a la del serotipo 2a que habia sido el mayoritario en el periodo 2002 —
2007 en la provincia de Henan (Ye y col.,, 2010). Se demostré que estos aislamientos
derivaban del serotipo X, presentando el FG 7,8 y habiendo adquirido adicionalmente el
antigeno “E1037” (Ye y col., 2010) (Tabla 2). Dado que estos aislamientos no aglutinaban
con el antisuero monoclonal (MASF 1V-2) y si con el antisuero comercial Denka Seiken de
tipo 1V (especifico para el serotipo 4), quedd en evidencia que éste Ultimo reconocia antigenos
adicionales, presumiblemente al antigeno “E1037” (Sun y col., 2012). Esto sugiere que los
aislamientos denominados 4c en Rusia, correspondian en realidad a los identificados como Xv
en China, ya que fueron identificados con el antisuero IV de Denka Seiken y no con el
monoclonal.

Por otra parte, en Bangladesh se han identificado aislamientos de serotipo 4
(confirmados con MASF IV) que ademés poseen el antigeno “E1037”, que fueron
denominados inicialmente “S. flexneri Type 4” (Taludker y col., 2001; Taludker y col., 2002).
Este mismo subserotipo se encontrd también en China, donde se propuso la designacion “4av”
-por 4a variante- (Sun y col., 2012), ademéas de en otros paises como Australia y Rusia
(Perepelov y col., 2009), (Tabla 2).

También se identifico la presencia del antigeno “E1037” en aislamientos de S. flexneri
Y, los cuales han sido reportados en China como S. flexneri Yv -por Y variante- (Sun y col.,
2013), (Tabla 2).

Otro serotipo emergente, corresponde a aislamientos que poseen el antigeno
denominado 1c por algunos autores (Taludker y col., 2003), y propuesto como serotipo 7a por
otros investigadores (Foster y col., 2011), (Tabla 2). Una variante de este serotipo que

aglutina con el MASF 1c y presenta ademas el FG 6 ha sido propuesta como S. flexneri 7b
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(Foster y col., 2011), (Tabla 2). S. flexneri portador del antigeno 1c, se ha aislado en diversos
lugares como, Bangladesh, Egipto, Indonesia, Pakistan y Vietnam (Stagg y col., 2008; Stagg y
col., 2009; Taludker y col., 2002).

Finalmente, otro serotipo recientemente reportado corresponde al denominado “1d”, el
cual posee el FT1yel FG 7,8 (Luo y col., 2012; Shashkov y col., 2013), (Tabla 2).

En resumen, existen hasta la actualidad al menos 20 serotipos y subserotipos de S.
flexneri identificados, caracterizados y aislados en al menos un pais, aunque la mayoria de
ellos ya han sido recuperados en varias regiones del mundo (Tabla 2). Esto evidencia la
necesidad de una actualizacidon y armonizacion de la taxonomia y nomenclatura vigente de S.
flexneri propuesta por Ewing en 1949 y revisada por Brenner en 1984 (Tabla 1), la cual dado
los avances en el conocimiento de las estructuras antigénicas asi como genéticas y de
gendmica, ha quedado obsoleta, dando lugar a que distintos grupos en el mundo propongan
nomenclaturas diferentes para serotipos que son en esencia el mismo (por ej.: 4c y Xv; Type 4

y 4av).
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Tabla 2: Serotipos y subserotipos de Shigella flexneri. Esquema basado en serologia y PCR incorporando los serotipos emergentes.

Serologia PCR

Serotipo Antigenos de tipo Antigenos grupales Formula

MASF IV-1/ . wzx1-5 gtrl gtrIC gtrll oac gtrlV gtrV gtrX opt wzx6

1 2 3 4 5 6 MASFlc|34 6 78 (1) antigenica

AA479
la + +/- 1:(3,4) + +
1b + - + 1:(3,4),6 + + +
1d + + 1:7,8 + + +
2a A +/- 11:(3,4) + +
2b + + 11:7,8 + + +
3a + -+ o+ 111:(3,4),6,7,8 + + +
3b + +H- o+ 11:(3,4),6 + +
4a + +/- 1V:(3,4) + +
4b + + IV:6 + + +
4ay @ + +- o IV;\J,L;),I:J.UJ + .
5a + +/- V:(34) + +
5b + + V7,8 + -
6 + VI:- - +
6b + + VI:E1037 - + +
7a (1c) + VIl:- + +
7b + + VII:6 + + +
X + -7,8 +
Xy @ + + -17,8,E1037 + =
Y + =34 +
yv @ +/- + -(3,4),E1037  + +

1) Se encontrd correlacion entre el antisuero “AA479” y el MASF IV-1 que detecta al antigeno “E1037”, propuesto como antigeno grupal por encontrarse en maltiples

serotipos.

(2) estos serotipos muestran reaccion cruzada con el antisuero de tipo 1V comercial Denka Seiken, con antisuero el monoclonal (MASF 1V-1) o de tipo 4 de produccion
local del INPB no se obtiene aglutinacion en estos serotipos.

“+”y «-: resultado positivo o negativo para la aglutinacidn con el antisuero especifico o para amplificacién por PCR para el gen especifico;

“+/-: deteccién por serologia variable.
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Epidemiologia molecular y Subtipificacion

La epidemiologia molecular surgi6 como consecuencia de la integracion entre la
biologia molecular y la investigacion epidemiologica tradicional. Puede definirse como “una
ciencia enfocada al estudio a nivel molecular, de la etiologia, distribucién y prevencién de
enfermedades genéticas, infecciosas y ambientales en las poblaciones humanas, de animales y
de plantas y sus posibles interacciones”.

La aplicacion de la biologia molecular a la identificacion de subtipos microbianos y
sus relaciones permite principalmente identificar y confirmar brotes, identificar la fuente de
contaminacion y rutas de diseminacién, evaluar si un aislamiento es parte del brote o si se
relaciona con casos esporadicos, confirmar la asociacién con un vehiculo o vector, determinar
si una infeccion es nueva o recurrente y realizar analisis de clonalidad para establecer
relaciones genéticas entre dos o méas microorganismos, comparando perfiles de ADN o
“fingerprinting” de varios aislamientos a la vez (Manual “X Curso Epidemiologia Molecular
en la Vigilancia de las Infecciones Bacterianas”, 2013).

En relacion al estudio de brotes, en particular de enfermedades de transmision
alimentaria (E.T.A), pueden ser definidos como “un incidente que involucra a dos o mas
personas, quienes manifiestan una enfermedad similar, los mismos sintomas, excretan los
mismos patdgenos, y se observa una asociacion epidemiolégica de tiempo, lugar y persona
que sugiere la exposicion a una misma fuente de infeccion”. Se pueden diferenciar los brotes
epidémicos, en los cuales ademas se detecta un aumento en el nimero de casos esperado para
un determinado tiempo y lugar. La asociacion se establece en términos de: tiempo (aparicion
de casos con sintomas similares al cabo de horas o dias), lugar (alimentos del mismo origen,
lugar de consumo, asistencia a un mismo evento social o familiar, residencia en la misma
zona, etc.) y persona (comer los mismos alimentos, tener la misma ocupacion, etc.) (Manual
“X Curso Epidemiologia Molecular en la Vigilancia de las Infecciones Bacterianas”, 2013).

Numerosos métodos aplicados a la subtipificacion molecular de bacterias se han
desarrollado desde hace mas de 20 afios constituyendo una valiosa herramienta para la
epidemiologia molecular. Comenzando con aquellos basados en la amplificacion de distintos
tipos de secuencias de ADN mediante PCR. Por ejemplo, de elementos palindrémicos
extragénicos repetitivos (REP-PCR), amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RADP-
PCR), polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP-PCR) y
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polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP-PCR) entre otros (Olive y
Bean, 1999); hasta llegar a los basados en secuenciacion completa del genoma como los
estudios de polimorfismo de un solo nucleotido o SNP (“Single Nucleotide Polymorphism™)
(den Bakker y col., 2011; Sabat y col., 2013; Stasiewicz y col., 2015) u otras tecnologias
como Mapeo de Genoma Completo (WGM por “Whole Genome Mapping”, antes
denominado “Optical Mapping”), (Fey y col., 2012; Kotewicz y col., 2008; Schwartz y col.,
1993). Si bien estas Gltimas, y en particular las basadas en secuenciacion, han avanzado
mucho y comienzan a ser utilizadas no so6lo en investigacion sino también en vigilancia y
epidemiologia molecular en todo el mundo, en las Ultimas décadas han sido desarrollados una
variedad de otros métodos, que aun en la actualidad siguen siendo utilizados ampliamente
como técnicas de referencia o entre ellos, “Pulsed-field Gel Electrophoresis” o Electroforesis
en Campo Pulsado (PFGE), “Multiple-Locus Variable number tdndem repeat Analysys” Y
(MLVA) “MultiLocus Sequence Type” (MLST).

En cuanto a MLVA, esté basado en el analisis del polimorfismo de un cierto nimero de
secuencias repetitivas en tandem (VNTRs) seleccionadas para cada microorganismo
(usualmente serotipo especifico) (Sabat y col., 2013). Se desarrollaron numerosos protocolos
para Shigella (Gorgé y col., 2007; Liang y col., 2007) e incluso para S. flexneri, aunque en
este caso, no es posible contar con un solo protocolo que incluya a todos los serotipos, lo cual
hace dificil su implementacion para vigilancia o estudios de brotes, ademas se ha encontrado
que el poder de resolucion entre los aislamientos de S. flexneri fue similar al encontrado
mediante PFGE (Wang y col., 2009).

Otra técnica ampliamente utilizada para subtipificacién es MLST, la cual se basa en la
secuenciacion de 7 genes “housekeeping”, altamente conservados. Es por esto que se ha
encontrado mayor utilidad de este método en estudios filogenéticos donde se evidencian
cambios de larga data, a diferencia de MLVA o PFGE mas utilizados en contextos de brotes y
vigilancia en tiempo real (Choi y col., 2007; Jenke y col., 2011).

PFGE, es considerada la técnica “Gold standard” para estudios de epidemiologia
molecular de bacterias patdgenas, y fue la metodologia escogida para subtipificar bacterias en
el marco de la Red PulseNet (PN) de epidemiologia molecular para la vigilancia de
infecciones bacterianas transmitidas por alimentos. Esta red creada por el Centro para el
Control de las Enfermedades (CDC), de USA (Gerner-Smidt y col., 2006; Swaminathan y

col., 2006; www.pulsenetinternational.org), se ha extendido a todas las regiones del mundo
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como PulseNet Internacional. En Argentina, el LNR, junto a OPS-OMS (Organizacion
Panamericana de la Salud-Organizacion Mundial de la Salud), actia como coordinador de
PulseNet América Latina y Caribe desde sus inicios en la region durante el afio 2004.

La técnica de PFGE consta de un protocolo basico que consiste en la lisis de las
células bacterianas para la liberacion del ADN cromosomal, su corte con una o dos enzimas
de restriccion apropiadas, la electroforesis de esos fragmentos de ADN, seguidos por su
tincién, visualizacion y posterior anéalisis para establecer la relacion genética entre los
aislamientos. Los perfiles genéticos generados son altamente discriminatorios (comparados
con otros métodos basados en PCR) estables y reproducibles. Lo interesante, es que a partir de
la obtencion de perfiles genéticos a través de protocolos estandarizados y validados, hace
posible la creacion de una base de datos para su comparacion intra e inter-laboratorio, lo que
permite el andlisis de subtipos circulantes a nivel regional (Ribot y col., 2006, Campos y col.,
2010; Brengi y col., 2012; Pichel y col., 2012).

En el marco de esta red, en el LNR, se estableci6 en 2006 una Base de Datos Nacional
(BDN) de perfiles genéticos de aislamientos de Shigella spp. obtenidos por PFGE utilizando
el protocolo estandarizado para S. sonnei (Ribot y col., 2006). Los brotes por S. flexneri
también se analizaban con este mismo protocolo, pero los resultados no fueron dptimos para
esta especie. Durante el periodo 2008-2011, se llevé a cabo en el marco de la Red PN
Internacional el desarrollo y estandarizacion de un protocolo de PFGE para S. flexneri con el
objeto de contar con un protocolo especialmente desarrollado para este serogrupo, que
arrojase resultados robustos y reproducibles. Una vez finalizado este proceso de
estandarizacion, el protocolo propuesto, fue sometido a una validacién internacional
multilaboratorial, liderada por el LNR, de la cual participaron 9 laboratorios pertenecientes a
PN Internacional (PN Asia, PN Europa, PN USAy PN Latinoamérica y Caribe) (Pichel y col.,
2012).

Desde 2009, se utiliza este nuevo protocolo para realizar la subtipificacion molecular
de aislamientos asociados a casos esporadicos y de brotes. Surgio asi, la necesidad de crear
una nueva base de datos para S. flexneri, que ademas incluyera datos retrospectivos de perfiles
genéticos circulantes en el pais en afios previos para contar con un historial contra el cual
comparar los nuevos aislamientos y realizar estudios de relacion genetica y diseminacion
témporo-espacial.

Otra metodologia que puede ser utilizada para estudios de epidemiologia molecular es
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el Mapeo de Genoma Completo (WGM). Mediante esta tecnologia, se puede obtener un mapa
de restriccion del genoma completo (“Whole Genome Map™) ordenado y de alta resolucion de
un aislamiento (bacterias, levaduras, hongos), realizando la lectura sin corrida electroforética,
PCR o secuenciacion (http://opgen.com/genomic-services/what-is-whole-genome-mapping).

Mediante el uso de una enzima de restriccion de alta frecuencia de corte (entre 300 y
500 sitios) se crea un patron Unico especifico de un genoma, con miles de moléculas que son
luego ensambladas creando el mapa del genoma completo. Constituye una herramienta para la
finalizacion del ensamblado de secuencias completas, genémica comparativa, verificacion de
la tipificacion, y para estudios de epidemiologia de alta resolucion (Onmus-Leone y col.,
2013; Schwartz y col., 1993). También, mediante un programa propio del sistema, pueden
crearse los mapas de restriccion del genoma completo “in silico” de cualquier cepa de interés
o de referencia contra la cual interese comparar las cepas en estudio, siempre y cuando se
disponga de su secuencia genémica completa, por ejemplo en GenBank, en este caso, no es
necesario contar con el cultivo.

De este modo, se pudo comparar en el presente trabajo un aislamiento de S. flexneri
Xv de origen chino, cuya secuencia estaba disponible en GenBank, con cepas de origen

argentino que fueron analizadas por Mapeo de Genoma completo.

Shigella en Argentina

Vigilancia epidemioldgica y prevalencia de Shigella spp. en Argentina

En Argentina, los casos de diarrea aguda son de notificacion obligatoria, la
notificacion clinica se realiza semanalmente en la modalidad agrupada por edad a través del
modulo C2 del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS). Por otra parte, los
laboratorios de las instituciones de salud que participan en el Sistema de Vigilancia
Laboratorial (SIVILA) del SNVS, notifican los casos estudiados por coprocultivo, y aquellos
positivos, también por grupo de edad. Los casos de diarreas causados por bacterias conforman
entre el 10 y el 25% de los coprocultivos positivos. Entre las diarreas bacterianas que se
vigilan, se encuentran las producidas por Bacillus cereus, Campylobacter, E. coli, Salmonella,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica y Shigella. Este Gltimo género constituye el agente
bacteriano mas frecuentemente aislado en casos de diarrea aguda con coprocultivo positivo

(aproximadamente el 65%), siendo S. flexneri el serogrupo principal (aproximadamente el
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75%). (Boletin Integrado de Vigilancia, N° 128 SE28, 2012; N° 203 SE 3, 2014).

El LNR de la Red de Diarreas para Shigella spp. estd ubicado en el Servicio
Enterobacterias del INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”. La mision de esta red es fortalecer el
sistema de vigilancia de las diarreas y patdgenos de transmision alimentaria a través de la
organizacion de una red nacional, con componentes de las reas humana y de alimentos, para
obtener un diagnostico microbiolégico confiable, oportuno y reproducible que pueda ser
utilizado en el mejoramiento de la atencion del paciente y en la prevencion de brotes.

En el marco de la Red de Diarreas, existen pautas para la derivacion de muestras, las
cuales fueron revisadas en 2013, estableciéndose que debian remitirse al LNR: los
aislamientos confirmados como S. sonnei y S. flexneri serotipo 1, 2, 3 y “Atipicos AA479”
(en el siguiente parrafo de esta introduccién se profundiza sobre estos aislamientos)
recuperados durante 3 dias definidos al mes, lo cual se estimdé que correspondia a
aproximadamente el 10% mensual de estos serotipos mas frecuentes; el 100% de los
aislamientos confirmados como serotipo 6 y el 100% de los “no tipificables” (S. flexneri con
serotipo sin determinar), a fin de completar su caracterizacion y realizar estudios de
subtipificacion.

En este contexto, en el LNR se estudiaron 9151 aislamientos de Shigella spp. durante
el periodo 2004-2014. Estos aislamientos fueron de origen humano, principalmente
recuperados de muestras de materia fecal de casos de diarrea, pero también de muestras de
fluido vaginal de casos de vaginitis en nifias (N= 78, 0.85%) (Della Gaspera y col., 2012), de
sangre en casos sepsis (N= 15, 0.16%) (Brengi y col., 2013) y orina en casos de infeccion
urinaria (N= 3, 0.03%). Uno solo de los aislamientos recibidos, identificado como S. sonnei,
fue aislado de una pasta de avellana utilizada para elaborar una rosca vienesa de elaboracion
casera, en el marco de un brote alimentario que involucr6 a 5 afectados, miembros de una
familia. En el estudio de este brote, los anlisis de PFGE realizados tanto en el aislamiento de
origen alimentario como de los casos clinicos mostraron un idéntico perfil genético,
confirmando al alimento como fuente de infeccion (Della Gaspera y col., 2015). Este
constituye el primer hallazgo de aislamiento de Shigella en alimentos remitido al LNR, ya que
si bien con frecuencia los estudios epidemioldgicos realizados sugieren un alimento,
principalmente al agua, como fuente probable de infeccion, nunca se pudo recuperar Shigella
spp. de una fuente alimentaria en los brotes estudiados en el LNR (Pichel y col., 2007; Brengi
y col., 2010).
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La mayoria de los 9151 aislamientos de Shigella spp. analizados entre 2004 y 2014
(9055, 99%), fueron derivados en el marco de la red por los laboratorios de referencia
jurisdiccional de las provincias. En este periodo, el serogrupo prevalente fue S. flexneri,
representando el 71.2% (6511 aislamientos), seguido por S. sonnei con el 26.1% (2385
aislamientos). S. boydii represento el 2.3% del total (209 aislamientos), de los cuales el 86.1%
fueron del serotipo 2, pero también se identificaron en el pais al menos una vez los serotipos
4, 10, 5y 14 en ese orden de frecuencia. Por ultimo, Shigella dysenteriae (0,5%), fue el
menos frecuentemente aislado, con 46 aislamientos remitidos al LNR, entre los cuales se
identificaron los serotipos 2 'y 3 (56,5 y 34,8 %), y en algunas ocasiones el serotipo 5.

Dentro de la especie S. flexneri, del total de 6511 aislamientos estudiados en el LNR,
la frecuencia por serotipo fue: S. flexneri 2 (50,8 %), S. flexneri 1 (14.2%), S. flexneri 3 (14.1
%), S. flexneri “Atipicos AA479”, (9.9%), S. flexneri 6 (4.0%), S. flexneri 5 (0.9%), S. flexneri
4 (0.8%) y no tipificables (3.8%).

Emergencia de aislamientos de S. flexneri “Atipicos” en Argentina —

Resultados preliminares

En relacion a los aislamientos “no tipificables”, recibieron esta denominacion aquellos
identificados como S. flexneri, por bioguimica y aglutinacion positiva con el antisuero
polivalente Osh-B, pero de los cuales no pudo determinarse el serotipo, con los antisueros de
tipo 1 al 6 producidos en el INPB ni con el uso adicional de antisueros comerciales (Denka
Seiken, Japon) empleados para confirmacion de resultados dudosos, cuando estuvieran
disponibles. Cabe destacar que el uso de antisueros comerciales es fundamental para
identificar por serologia los serotipos X e Y, los cuales solo presentan aglutinacién positiva
con los FG 7,8 y 3,4 respectivamente. Sin embargo estos antisueros no se incluyen de forma
habitual en el esquema de serotipificacién debido a que no son producidos regularmente por
el INPB, y los reactivos comerciales suelen estar disponibles en cantidad limitada, en
consecuencia estos serotipos quedaban en ocasiones sin ser identificados por serologia.

Entre 2004 y 2008, los aislamientos que el LNR no pudo tipificar, fueron solo 11
(0.3%) de los aislamientos estudiados. Pero en 2009 el nimero de estos aislamientos
ascendio, constituyendo el 13 % de los estudiados ese afio (58 aislamientos), mientras que en
2010 fue un 29,6 % (209 aislamientos).
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Este hallazgo, coincidié con el comienzo del proyecto denominado “MIDAS”
(“Models of Infectious Disease Agent Study”), el cual comenzo a desarrollarse en 2009 como
una colaboracion entre el Departamento Bacteriologia del INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”
y un grupo de investigacion del Departamento de medicina poblacional de la Universidad de
Harvard. En este proyecto se implementé una novedosa herramienta de deteccion de brotes
(programa informdatico denominado “SaTScan”) utilizando la informacion de tipificacion y
resistencia a antimicrobianos de Shigella spp. de la base de datos de la Red WHONET
Argentina (Stelling y col., 2010). En sus inicios conté con los datos de 7 laboratorios de 3
provincias (Neuquén, Rio Negro, La Pampa), y desde enero de 2012, se incorporaron 12
laboratorios de otras 3 provincias (Cordoba, San Luis y Mendoza) (Vifias y col., 2013). Este
programa fue utilizado para realizar estudios prospectivos de vigilancia en tiempo real. En el
marco de este proyecto, también se detectd un rapido aumento y diseminacion de aislamientos
de S. flexneri “no tipificables”. Entre enero de 2009 y marzo de 2011, los aislamientos de S.
flexneri “no tipificables” cargados en la base WHONET en el marco del proyecto “MIDAS”
constituyeron el 42.3 % del total de aislamientos de S. flexneri caracterizados en las tres
provincias participantes en el proyecto en su etapa inicial. Estos aislamientos comenzaron a
ser enviados al LNR para su caracterizacion y subtipificacion por PFGE.

A raiz de estos eventos, y a fin de contar con una herramienta diagndstica para
identificar al nuevo serotipo emergente en Argentina, el Servicio Antigenos y Antisueros del
INPB-ANLIS desarrollé un antisuero policlonal por inoculacion en conejos de un cultivo
elegido al azar de una de las cepas “no tipificable” tomada como prototipo (cepa N° 479/09).
Esta cepa presentaba un patron de PFGE compartido con otros aislamientos “no tipificables”
analizados hasta ese momento. El antisuero denominado “AA479” comenzo a utilizarse en el
LNR, posteriormente fue distribuido a los laboratorios incluidos en el proyecto “MIDAS”, y
mas tarde a toda la Red de Diarreas. En base a estudios posteriores, se determind que este
antisuero detecta el determinante antigénico “E1037” descripto en las cepas denominadas
provisionalmente como Xv, Yv y 4v por Sun y col. (Van Der Ploeg y col., 2015; Sun y col.,
2012).

Desde el segundo semestre de 2010, el LNR comenz0 a usar este antisuero para la
serotipificacion de S. flexneri. Asi, durante este afio, de 209 aislamientos “no tipificables” con
los antisueros de tipo, se analizaron 40 con el nuevo antisuero “AA479, obteniéndose

resultados positivos. A estos aislamientos se los comenzo6 a denominar “Atipicos AA479”. En
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los subsiguientes afios, se continud identificando aislamientos “Atipicos AA479”: en 2011
mostraron aglutinacion positiva para el antisuero “AA479” 190 de un total de 194 “no
tipificables”; en 2012 fueron 180 de un total de 187 “no tipificables”; en 2013 y 2014 todos
los aislamientos pudieron ser tipificados, dentro de los cuales se identificaron 122 y 109
“Atipicos AA479”, respectivamente.

En este punto vale aclarar, que debido al aumento en la prevalencia de
aislamientos “Atipicos AA479” recibidos desde el 2010, con el fin de optimizar los reactivos,
se establecio un flujograma de prueba de los antisueros siguiendo la tendencia de prevalencia
de serotipos. De este modo se establecio el orden de prueba de cada antisuero hasta obtener un
resultado positivo: en primer lugar el antisuero 2, continuando con el antisuero “AA479”, 1,
3, 6, 4 y 5. Por lo tanto, cuando se obtenia aglutinacion con el antisuero “AA479”, no se
continuaba el test con los subsiguientes antisueros y de definia su tipificacion como S. flexneri
“Atipico AA479”.

A fin de profundizar el estudio de estos aislamientos, se caracterizd fenotipicamente
una seleccion que incluyo 16 S. flexneri “Atipicos” junto a tres aislamientos de S. flexneri 4,
dos de S. flexneri X, y tres de S. flexneri Y, como cepas de referencia para su comparacion,
basandonos en los resultados obtenidos por Ye y col.,, en 2010. Se realizaron pruebas
bioquimicas basicas para clasificacion de Shigella spp. (Edwards y Ewing, 1986) y
caracterizacion serologica con antisueros locales (incluido el “AA479”), comerciales (Denka
Seiken, Japén, factores de tipo y grupales) y MASF V-1 (Reagensia AB, Suecia). Entre los 16
aislamientos “Atipicos AA479” estudiados, todas las pruebas arrojaron resultados fenotipicos
concordantes con los descriptos en aislamientos emergentes en China de los denominados
serotipo Xv (15 aislamientos) y 4av (1 aislamientos) (Ye y col., 2010; Sun y col., 2012).

Cabe destacar que en cuanto a la resistencia a los antimicrobianos, los aislamientos Xv
identificados en China, presentaban un perfil de multirresistencia, con resistencia a
Ampicilina y Acido Nalixidico, Cloranfenicol, Tetraciclina y Trimetoprima/Sulfametoxazol
(Ye y col., 2010), sin embargo, en este aspecto segun la vigilancia realizada por la Red
WHONET, hasta el momento no se observo en los aislamientos de S. flexneri “Atipicos
AA479” autoctonos perfiles de multirresistencia inusuales, sino que dichos aislamientos
mostraron perfiles habituales en frecuencia y espectro de antimicrobianos de la especie
(resistencia a Ampicilina y Trimetoprima/Sulfametoxazol) (Galas y col., 2010).

En 2011, se profundizé la caracterizacion molecular de aislamientos “Atipicos
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AA479”, con estudios realizados durante una pasantia en la Agencia de Proteccién y
Promocion de la Salud de Ontario, Laboratorio de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud
de Canada (OAHPP-NIH, Canadd), en colaboracion con el Dr. Roberto Melano. Los
resultados obtenidos forman parte de este trabajo.

Los eventos antes mencionados a nivel mundial y local en relacion a la emergencia de
nuevos serotipos de S. flexneri, junto a observaciones similares descriptas en S. boydii
(Ansaruzzaman y col., 2005; Grimont y col., 2007) y S. dysenteriae (Shmilovitz y col., 1985;
Ansaruzzaman y col., 1995; Taludker y col., 2007) en diversas regiones del mundo, motivaron
la organizacion de la “Reunion Internacional de Shigella”, llevada a cabo en mayo de 2012,
en Buenos Aires. EI LNR coordiné su organizacion junto con el Centro Internacional para la
Investigacion de Enfermedades Diarreicas, Bangladesh (ICDDR, B) y la OPS-OMS.
Participaron 36 profesionales de 14 paises, principalmente de Laboratorios de Referencia en
Patogenos Bacterianos de la familia Enterobacteriaceae, abarcando expertos en diversas
aéreas como identificacion y caracterizaciéon fenotipica y genotipica, desarrollo de vacunas,
vigilancia, epidemiologia y gendémica. Entre los temas de relevancia expuestos y discutidos,
se incluyeron la emergencia de aislamientos “Atipicos” en el mundo; caracterizacion, revision
y actualizacion de la nomenclatura vigente y herramientas para el diagnéstico molecular, en
especial de la especie S. flexneri. En relacion a este Gltimo tdpico, se conformé un grupo de
trabajo colaborativo con el objetivo de evaluar y validar una PCR multiple desarrollada y
estandarizada por el grupo del National Institute for Communicable Disease Control and
Prevention (CDC), China (Sun y col., 2011). Esta PCR puede identificar tanto los serotipos y
subserotipos tradicionales descriptos en el esquema vigente (Ewing, 1949; Brenner, 1984)
como también los determinantes antigénicos encontrados en las variantes emergentes en el
mundo en los dltimos afios y en Argentina (Luo y col., 2012; Sun y col., 2012; Sun y col.,
2013; Taludker y col., 2001; Taludker y col., 2002; Taludker y col., 2003; Ye y col., 2010).

El LNR formo parte de este grupo de trabajo como participante y coordinador del
proyecto junto al CDC-China, quienes hicieron en los ultimos afios una gran contribucion al
estudio y diagnostico molecular de dichas variantes. A mediados de 2014 se concluyeron las
pruebas de validacién internacional de esta PCR multiple de la cual participaron 7
laboratorios internacionales, se analizaron los resultados de 100 muestras ensayadas por PCR
(78 cepas de colecciones internacionales y 22 cepas autoctonas seleccionadas por cada

laboratorio de su propia coleccién). Luego se realiz6 la puesta a punto en el LNR para su
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incorporacion como teécnica de serotipificacion molecular. Con su incorporacion, pudo
obtenerse una caracterizacion mas precisa y en un mayor numero de cepas “Atipicas AA479”
circulantes en el pais segln se presenta en este trabajo, con el fin de establecer a que variante

pertenecian.

Justificacion del proyecto. Impacto e implicancias en las actividades y

programas del LNR en Salud Pdblica.

Por todo lo expuesto en la introduccion, queda en evidencia que en Argentina Shigella
spp. es uno de los principales agentes etioldgicos causales de brotes y casos esporadicos de
diarreas, siendo el serogrupo predominante S. flexneri.

En el LNR se realiza desde 2004 vigilancia epidemiolégica molecular en el marco de
la Red PulseNet de todos los aislamientos asociados a brotes y una seleccion de casos
esporadicos por PFGE de Shigella spp. A fines de 2009 se comenzd a usar un protocolo
desarrollado especificamente para S. flexneri. Luego, se cred y alojé en el LNR la nueva BDN
de perfiles genéticos, pero sin contar con datos retrospectivos de aislamientos circulantes en el
pais ni con un analisis global de la diversidad genética y diseminacion témporo-espacial de
clones circulantes en el pais, a lo cual las actividades desarrolladas en este trabajo
contribuyen. Este marco de analisis retrospectivo tendra impacto directo en las actividades de
vigilancia epidemioldgica, para la prevencion y control de S. flexneri.

Por otra parte, a partir de la emergencia y rapida diseminacion de una variante atipica
de S. flexneri, en el LNR se han realizado ensayos de caracterizacion feno y genotipica de una
seleccién de estos aislamientos. Sin embargo, no se habia logrado completar, hasta ahora, la
clasificacion de esta variante. Con este fin, se propuso el desarrollo de una pasantia en la
OAHPP-NIH de Canada para realizar un analisis por mapeo de genoma completo. Por Gltimo,
se propuso la aplicacion de un protocolo de PCR para la serotipificacion molecular, para
conseguir identificar las diversas variantes descriptas en la bibliografia internacional.

En su conjunto, las actividades desarrolladas en el presente trabajo, contribuiran al
fortalecimiento de la vigilancia de la shigelosis, asi como la clasificacion de cepas Atipicas de
S. flexneri, ambas actividades de relevancia para nuestras funciones como Laboratorio de

Referencia Nacional y Centro de Referencia Regional de América del Sur.
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OBJETIVOS GENERALES

Parte 1- Estudiar la diversidad genética y diseminacion témporo-espacial de aislamientos de
Shigella flexneri incorporados en la base de datos de perfiles genéticos de PFGE, incluyendo
diferentes serotipos recuperados de casos de diarrea esporadicos y asociados a brote en
Argentina, durante el periodo 2004 — 2014.

Parte 2- Profundizar la caracterizacion de aislamientos “Atipicos” de S. flexneri emergentes

en el pais, mediante técnicas moleculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS - Parte 1

1.1- Obtener, analizar e incorporar a la Base de Datos Nacional de perfiles genéticos
de Shigella flexneri, los patrones electroforéticos de una seleccion de aislamientos
recuperados de casos de diarrea esporadicos y asociados a brote, de distintos serotipos y
regiones geograficas del pais, durante el periodo 2004-2014.

1.2- Realizar dendogramas comparativos de los perfiles genéticos obtenidos para
estudiar la diversidad genética y distribucién témporo-espacial de los subtipos circulantes
identificados de cada serotipo.

1.3- Estudiar la diversidad genética y distribucion témporo-espacial de aislamientos

estudiados en un contexto de brote.

OBJETIVOS ESPECIFICOS - Parte 2

2.1- Profundizar la caracterizacion molecular de aislamientos de S. flexneri “Atipicos
AA479” mediante el estudio de perfiles genéticos por PFGE y mapas de restriccion genémico
obtenidos por Mapeo de Genoma Completo. Comparar estos mapas de restriccion con el
mapa creado “in-silico” de un aislamiento perteneciente al denominado serotipo Xv
identificado en China.

2.2- Completar la caracterizacion de los aislamientos “Atipicos AA479” de Argentina
por serotipificacion molecular con PCR multiple, para identificar en un nidmero mayor de
cepas a que variante pertenecen.

2.3- Estudiar la relacién genética por PFGE de las variantes identificadas por PCR.
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MATERIALES Y METODOS

Parte 1 - Estudio de la diversidad genética y diseminacion témporo-espacial de

aislamientos de S. flexneri incorporados a la Base de datos de perfiles genéticos de
PFGE.
1.1 Seleccion de aislamientos de S. flexneri para su incorporacién a la base de

datos de perfiles genéticos circulantes en Argentina.

Periodo 2004-2008: Se analizaron retrospectivamente 46 aislamientos antes estudiados

con el protocolo para S. sonnei (Ribot y col., 2006). La seleccion incluy6é 13 aislamientos
asociados a 5 brotes (de entre 7 brotes y 20 aislamientos totales) y 33 de casos esporadicos.
La seleccidn incluyd aislamientos de los serotipos 1, 2, 3, 4, 6, Y y “Atipicos AA479” (Tabla
3).

Periodo 2009- junio de 2014: desde 2009 se comenz6 a utilizar el nuevo protocolo de

PFGE para S. flexneri, pero ain no se realizaba vigilancia activa, es por eso que la mayor
cantidad de aislamientos corridos de ese afio corresponden a aislamientos emergentes
“Atipicos” (no se disponia atin del antisuero “AA479”), ademas de aislamientos asociados a
brote (11 aislamientos de S. flexneri 2), (Tabla 3). A partir de 2010 comenzé a analizarse un
nimero mayor de aislamientos. Los criterios de seleccion para el analisis por PFGE fueron
establecidos en el LNR incluyendo el estudio de todos los aislamientos asociados a sospecha
de brote y una seleccién de aislamientos de casos esporadicos de distintas regiones del pais y
serotipos para contar con diversidad de lugar de aislamiento y serotipos. Se analizé un total de
794 aislamientos remitidos al LNR en este periodo (Tabla 3).

En total, se seleccionaron 840 aislamientos de los serotipos 1, 2, 3, 4, 6, Y, X, y
Atipicos “AA479” (Tabla 3), recuperados entre 2004 y junio de 2014. EIl origen de los
aislamientos fue principalmente de muestras de materia fecal, pero también de fluido vaginal
(N=22), sangre (N=3) y de orina (N=1).

Se defini6 como aislamientos “Atipicos AA479” aquellos que siendo identificados
como S. flexneri por pruebas bioquimicas y aglutinacion con el antisuero polivalente OshB,
mostraron también reaccion positiva con el antisuero “AA479”. Una seleccion de estos
aislamientos fueron estudiados posteriormente por PCR para ampliar su caracterizacion, estos

resultados se muestran mas adelante en la Seccidn 2.2 de la Parte 2 de este trabajo.
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Tabla 3: Numero de aislamientos ingresados a la Base de Datos de perfiles genéticos de PFGE de S. flexneri.

) Esporadicos (E Total
Serotipo poradicos (E) 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 . %
Brote (B) Serotipo

S. flexneri 1 E L 3 L L2 1 20 3 19 108 12,9%
_ E 3 6 1 21 52 21 58 58 35 .

S. flexneri 2 5 3 1 1 ) s(1)  5(1) 285  33,9%
_ E 3 1 1 18 21 14 15 .

S. flexneri 3 5 3 ) 4(2) 87  10,4%
S. flexneri 4 E L L L 3 0,3%
S. flexneri 6 : 2 L 2 4 10 8 2 33 3,9%

B 4
S. flexneri X E L 3 2 2 L 9 1,1%
) E 1 1 2 1 5 11 1

S. flexnert Y 5 3 25 3,0%
e E 0 1 2 2 3 28 48 45 61 59 24 .

S. flexneri "Atipicas 5 s N 290  34,5%

Total Afio "6 13 12 " 7 8 64 138 115 170 188 = 99 840 100,0%

Se distinguen los aislamientos recuperados de casos esporadicos (E) y de casos asociados a brote (B), por afio de aislamiento y serotipo identificado.
(1) Aislamientos asociados a un mismo brote extendido en el tiempo.

(2) Incluye aislamientos asociados a dos brotes distintos.
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1.2 Subtipificacién molecular por PFGE

Los perfiles genéticos se obtuvieron utilizando el protocolo estandarizado y validado
para S. flexneri de la Red PN Internacional (Pichel y col., 2012). A continuacion, se detallan
brevemente los pasos principales del protocolo (Figura 3).

Suspension celular

Se prepar6 cada suspension celular en un tubo “eppendorf” con 1 ml de buffer de
suspension celular (BSC: Tris 100 mM: EDTA 100 mM, pH 8) tomando parte del crecimiento
de la placa de agar con un hisopo humedecido en BSC girando suavemente para que las
células se dispersen en forma homogénea y se minimice la formacién de aerosoles. Se ajusto
la concentracion de cada suspension celular en espectrofotometro a una longitud de onda de
610 nm. para llegar a una densidad Optica (absorbancia) de 1, ya sea diluyendo con BSC o

agregando células adicionales para un volumen final de 200pl.

Bloques de agarosa y Lisis enzimatica

Se adiciono a los 200 pl de cada suspension celular, 20 pl de Proteinasa K (20mg/ml)
y a continuacién 200 ul de agarosa fundida al 1% (SeaKem Gold, Lonza, USA) en TE 1X
(Tris 10 mM: EDTA 1 mM, pH 8). Inmediatamente se distribuy6 parte de la mezcla en un
pocillo de un molde reutilizable (Figura 3). Se dejo solidificar a temperatura ambiente por 10
min. Se sumergi6 cada bloque de agarosa en un tubo plastico rotulado con 5 ml de buffer de
lisis celular (Tris 50 mM: EDTA 50 mM, pH 8 + Sarcosyl 1%) y 25 pl de Proteinasa K
(20mg/ml). Se incubaron los tubos en un bafio termostatizado a 54°C con agitacion constante
por 2 horas. Luego se realizaron 2 lavados con agua calidad molecular estéril para eliminar
los detritos celulares, y 4 lavados con TE 1X cada 10 min. Se conservé cada bloque de
agarosa conteniendo el ADN genomico en un tubo individual rotulado con TE 1X a 4°C hasta
realizar la restriccion enzimatica. Ademas, se conservd cada cultivo en freezer a -80°C en
caldo Tripticasa Soya y glicerol al 20% para poder realizar futuros ensayos de ser necesario
(por ej. PCR).

Digestion enzimatica del ADN genémico
Se coloco una porcion del bloque de agarosa de aprox. 2 mm en un tubo pléstico de
1.5 ml. Se agregaron 200 pl de la mezcla de restriccion: buffer de la enzima en concentracion

final 1X, 30 U/muestra de la enzima de restriccion y agua calidad molecular c.s.p. 200 pl. Las
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enzimas de restriccion usadas para la digestion del ADN fueron: Notl (Fermentas, Termo
Scientific, Lituania; o Invitrogen, Life Technologies, USA) como primaria y Xbal (Fermentas,
Termo Scientific, Lituania) como secundaria para confirmar la relacién genética,
principalmente en casos asociados a brotes. Se utiliz6 como cepa estandar para la
normalizacion de patrones con el programa BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Bélgica, la cepa patron utilizada en los protocolos de PFGE de PulseNet Internacional
Salmonella enterica serovar Braenderup H9812 (Ribot y col., 2006) cuyo ADN fue digerido
siempre con la enzima Xbal (Fermentas, Termo Scientific, Lituania) de acuerdo al protocolo
estandarizado de la Red PN. Se incub6 a 37°C por 4 horas, (Figura 3).

Gel de Agarosa

Se elimind la mezcla de restriccién y se colocaron los bloques de agarosa en cada
diente del peine para geles de 10 o 15 calles, donde se colocaron 3 0 4 cepas estandar,
respectivamente, para la posterior normalizacion del gel en el BioNumerics (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium). Se agreg6 la agarosa fundida al 1% (SeaKem Gold, Lonza,
USA) disuelta en buffer Tris-Borato EDTA (TBE) 0.5X (100 ml en un gel de 10 calles, 150
ml en un gel de 15 calles). Se dejo solidificar antes de colocar el gel en la cuba electroforética
conteniendo 2200 ml de buffer TBE 0.5X, (Figura 3).

Corrida electroforética

La corrida electroforética se realizd en un equipo CHEF DRIIlI System (BioRad
Laboratories, Hercules, California, USA) bajo las siguientes condiciones: tiempo de pulso
inicial de 5 seg., tiempo de pulso final de 35 seg., voltaje de 6, angulo de 120°, tiempo de
corrida de 17 o 18 h. (gel de 10 calles y de 15 calles, respectivamente), modulo de

enfriamiento a 14°C y la bomba fija en 70 para un flujo de 1 L/minuto, (Figura 3).

Tincion y captura de imagen

La tincion del gel se realiz6 con una solucion de Bromuro de Etidio (Invitrogen, Life
Technologies, USA) diluyendo 100 pul de la solucion concentrada (10 mg/ml) en 1000 ml de
agua destilada o en una solucion de Gel Red (Biotium, USA) diluyendo 80 pl y 3,4 g NaCl en
400 ml de agua destilada (Figura 3).

La imagen se capturd con el Gel-Doc System (BioRad, Hercules, California, USA)
mediante el programa Quantity One v.4.5.1 de BioRad Laboratories. Se guardo la imagen del

gel como archivo *.tiff para su analisis con el programa BioNumerics (Figura 3).
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Figura 3: Esquema del protocolo de PFGE para S. flexneri
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1.3 Base de datos y normalizacion de los geles contra un perfil estandar

Se cre6 una nueva base de datos denominada “Shigella flexneri” con el programa
BioNumerics v. 4.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Hasta el 2014, se utiliz6
en esta base de datos un marco de analisis o “script” provisorio (este marco aporta una corrida
“patron” de la cepa estandar de referencia para la normalizacion de los geles de PFGE)
desarrollado por CDC, USA. Para el ingreso de los geles de PFGE a la base de datos se cargd
cada imagen *tiff y antes de analizar cada perfil electroforético se realiz6 una etapa de
normalizacion en la cual se alinea cada banda de la cepa patrdon incluida en varias posiciones
en el gel con el Estandar Global de la BDN (Hunter y col., 2005) (Figura 4). El script
especifico, constituye el Estandar Global y determina de qué forma debe correr la cepa

estandar bajo las condiciones establecidas por cada protocolo. En 2014, se actualiz6 la version
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del BioNumerics a v5.1 y se recibidé un nuevo “script” con modificaciones en algunas de las
bandas de la cepa estandar consideradas para la normalizacién, respecto al utilizado hasta el
momento. Por este motivo, todas las imagenes *tiff que habian sido cargadas hasta el
momento, debieron ser reingresadas a la base de datos y normalizadas contra el nuevo
Estdndar Global, asi, los perfiles de PFGE fueron verificados con este nuevo marco de

analisis.

Figura 4: Normalizacion de un gel de PFGE en BioNumerics previo al andlisis de los
perfiles electroforeéticos.
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La cepa utilizada como patrén, Salmonella entérica serovar Braenderup H9812 (calles 1, 5, 10 y 15) se alinea
con el Estandar Global de la BDN (bandas de la izquierda con sus respectivos pesos moleculares). Arriba:
previo a la normalizacién. Abajo: posterior a la normalizacidn, las lineas celestes y amarillas a lo largo de cada
calle indican una adecuada normalizacidn del gel, en este caso, la intensidad de los colores es tenue debido a una
correcta normalizacion.
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1.4 Ingreso de los perfiles genéticos y analisis de relacion genética

Una vez normalizada la imagen de cada gel, se marcaron las bandas de cada perfil.
Luego, se ingresaron los datos epidemioldgicos disponibles: fecha de aislamiento, origen de la
muestra, serotipo, provincia, ciudad, etc. El analisis de relacion genética se realizé por medio
de dendogramas utilizando el coeficiente de similitud de Dice y el algoritmo UPGMA con
tolerancia en la posicion de bandas y optimizacion del 1,5%. A cada perfil de bandas distinto,
se le asigno un cddigo de patron siguiendo los lineamientos de la Red PN con el siguiente
formato: por ej. ARJZXN11.0001 donde AR= Argentina, JZX= Shigella flexneri, N11= Notl o
X01= Xbal, 0001= numero consecutivo asignado a cada perfil de bandas determinado.

Del mismo modo, en el caso de aislamientos asociados a brote, una vez que el mismo
fue confirmado tanto epidemiolégicamente como por PFGE, se asigné un codigo, siguiendo la
siguiente denominacion: por ej. ARIM1307NEJZX-10 donde ARIM= Argentina Instituto
Malbran, 1307= brote ocurrido en julio de 2013, NE= provincia de Neuquén, JZX= Shigella
flexneri, 10 = primer brote del 2013 (“Outbreak™).

Por altimo, para establecer un pardmetro de la diversidad genética del serogrupo y de
cada serotipo, se calculd un indice (1) dividiendo el total de aislamientos de un determinado
serotipo por la cantidad de perfiles de PFGE distintos encontrados dentro del mismo. Asi, un |
igual a 1 muestra que todos los aislamientos mostraron perfiles genéticos diferentes y un |

igual a 100 que todos los aislamientos mostraron idénticos perfiles.
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Parte 2 - Caracterizacion molecular de una seleccion de aislamientos “Atipicos” de S.

flexneri

2.1 Comparacion de genomas por PFGE y Mapeo de Genoma Completo (“Whole
Genome Mapping” o WGM)

Los perfiles genéticos de los aislamientos “Atipicos” por PFGE se obtuvieron
siguiendo el protocolo estandarizado para S. flexneri (Pichel y col., 2012) como se detall6 en
el punto 1.2 de Materiales y Métodos. El analisis y dendogramas se realizaron como se
detall6 en los puntos 1.3 y 1.4 de Materiales y Métodos.

Los estudios de Mapeo de Genoma Completo, se llevaron a cabo durante una pasantia
realizada en la OAHPP-NIH, Canadé, en junio de 2011, en colaboracion con el Dr. Roberto

Melano.

Aislamientos

Para estos estudios, se seleccionaron 4 cepas de S. flexneri de Argentina: un
aislamiento de serotipo X (N° 730/09), un aislamiento de serotipo 4a (N° 1944/06) y dos
aislamientos “Atipicos AA479” (N° 479/06 y 79/10). Todos ellos, habian sido analizados en
un estudio preliminar cuando se comenzaron a detectar los aislamientos “Atipicos” (ver
seccion Introduccién, Emergencia de aislamientos de S. flexneri “Atipicos” en Argentina—
Resultados preliminares). Los aislamientos “Atipicos” habian sido caracterizados por
serologia como: S. flexneri X y S. flexneri 4 y ademas positivos para “AA479” y MASF TV-1
(cepas N°479/09 y 79/10, respectivamente), concordante con los serotipos Xv y 4av
postulados en la bibliografia (Tabla 4).
Ademas, se utilizé la secuencia gendmica de la cepa S. flexneri Xv 2002017 (ndmero de
acceso de GenBank CP001383) perteneciente a un aislamiento de China para la obtencién del

mapa de genoma completo in-silico.
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Tabla 4: Aislamientos seleccionados para el estudio por Mapeo de Genoma Completo (WGM).

Resultados de serologia

(INPB) (INPB) (DS) (INPB/DS) (INPB/DS) (INPB) (Reagensia)
1944/06 2006 CABA - + + + - - - S. flexneri 4a
79110 2009 Jujuy ) N . ) ) . . S. flexneri At|p|c"aA€\479
(concordante con "4av")
730/09 2009 Rio Negro - - - - + - - S. flexneri X
479/09 2009  Neuquén - ] + ) + s S. flexneri "Atipica AA479

(concordante con "Xv")

FG = antisuero de factor grupal; DS = antisuero monovalentes comercial marca Denka Seiken, Japén; INPB = antisuero monovalente producido por el Instituto

Nacional de Produccion de Bioldgicos; MASF IV- | = antisuero monoclonal que detecta el determinante antigénico "E1037" presente en aislamientos 4av, Yv y Xv.
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Mapeo de Genoma Completo (WGM , “Whole Genome Mapping”)

Estos estudios se realizaron con los insumos provistos por la OAHPP-NIH, Canada y

los procedimientos establecidos por OpGen inc., USA.

Por medio de esta tecnologia, el ADN obtenido por lisis celular conforma una libreria
de fragmentos mayores a 200 kb, los cuales se capturan en canales formados entre una
superficie fluida de agarosa y una lamina de vidrio cargada positivamente. EI ADN se siembra
para llenar los canales por capilaridad (Figura 5, B). Debido a la interaccion electroestatica
entre las cargas positiva y negativa del vidrio y las moléculas, el ADN se inmoviliza y adopta
una conformacion elongada, dejandolo accesible para la restriccion enzimatica.

Los Mapas de Restriccion de Moléculas Unicas “SMRMs” se obtienen con una
digestion enzimatica in-situ tras lo cual se registran y miden los fragmentos derivados con un
microscopio de fluorescencia automatizado (“Optical Mapper™), los sitios de corte se
identifican como “gaps” debido a que las hebras de ADN al cortarse se retraen. Con esta
informacion, el “Optical Mapper” podra ensamblar todos los “SMRMSs” hasta lograr
circularizar un  mapa consenso  (“Optical Map”) del genoma completo

(http://opgen.com/Stories/what-is-whole-genome-mapping), (Figura 6, Figura 7).

Los pasos de este procedimiento se detallan a continuacion:

Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion del ADN bacteriano utilizando el kit comercial Argus ™
HMW DNA Isolation Kit (OpGen inc., USA). Brevemente, a partir de una colonia pequefia
(~2mm) suspendida en 500 pl de buffer de lavado celular (Argus ™ HMW DNA Isolation
Kit, OpGen inc., USA), se centrifugé a 5000g x 5 min. a T° amb. EIl pellet obtenido se
resuspendio en 100 pl de buffer de aislamiento (Argus™ HMW DNA Isolation Kit, OpGen
inc., USA) y se mezcl6 por inversién muy suavemente para resuspender las células. Se incubo
a 56 °C x 30 min. hasta que se aclaro la solucion y se centrifugd a 5000g x 5 min. a T° amb.
Se obtuvo en el sobrenadante el ADN “stock”, el cual fue diluido con buffer de dilucion
(Argus™ HMW DNA lIsolation Kit, OpGen inc., USA) en 3 proporciones (1:5, 1:10, 1:20) y
refrigerado a (4-8) °C por 18 hs. Fue importante minimizar la ruptura mecéanica del ADN
mediante pipeteo con puntas de pipeta de orificio ancho, ya que lo deseado eran fragmentos
de ADN mayores a 200kb.
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Control de calidad y sembrado del ADN en la tarjeta optica

Una vez obtenido el ADN stock y sus diluciones, se realizé un control de la calidad de
los fragmentos para asegurar 6ptimos resultados al continuar con el procedimiento. Para ello,
se ensambl6 la tarjeta optica “Q Card” (Argus™ Q Card Kit, OpGen inc., USA), (Figura 5A)
colocando la superficie de vidrio (Argus™ Surface, OpGen inc., USA) y la superficie fluida
formadora de canales “CFD” (“Channel Forming Device”, Argus™ Map Card Il Kit for
Microbial, OpGen inc., USA). Se sembraron 2,5 ul de ADN (“stock™), el cual lleno los
canales paralelos del CFD (Figura 5B, izq) por capilaridad, quedando capturado,
inmovilizado y linear. Se retird la CFD y se adicionaron 125 pl del colorante intercalarte de
ADN JOJO-1 (Argus ™ Stain Kit, OpGen, USA). Se visualiz6 la muestra colocando la tarjeta
con aceite de inmersion en el “Optical Mapper” (Argus Optical Mapping System, OpGen Inc,
USA), (Figura 6). Se observo visualmente tanto el largo de los fragmentos como su cantidad.
Una muestra de calidad aceptable para continuar con el protocolo consiste en fragmentos
mayores a 200 kb y en una concentracion de aproximadamente 10 moléculas por cuadro. En
este ultimo caso se procedia con una nueva “Q-Card” usando una dilucion del ADN stock.

La tarjeta Optica o “Map Card” se ensamblo de igual modo que tarjeta de calidad,

colocando la “CFD” y sembrando 2,5 ul de ADN (Figura 5B, derecha).

Figura 5: Mapeo de Genoma Completo: tarjeta de control de calidad del ADN y

siembra del ADN en la tarjeta dptica.
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A) El control de calidad del ADN se realiza en una tarjeta (Q Card) que consta de 3 posiciones, en este
paso, se selecciona la concentracion dptima para continuar con el procedimiento. B) En esta tarjeta
Optica “MapCard” se ensambla la superficie formadora de canales “CFD” donde se deposita el ADN
por capilaridad, se retira la “CFD” y se cubre el ADN con un cubreobjetos, quedando preparada para la

restriccion enzimatica.
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Digestion enzimatica del ADN genémico

Se selecciond la enzima de restriccion con el programa “Argus Enzyme Chooser”
(OpGen Inc, USA). Este programa realiza digestiones virtuales sobre secuencias de
referencia, y selecciona aquellas enzimas que generen un tamafio de fragmentos promedio de
entre 6 y 12 kb y un tamafio méximo menor a 80 kb. En este caso se usaron las secuencias
gendmicas de S. flexneri disponibles en GenBank: S.flexneri 2a str, 2457T; S. flexneri 2a str,
301; S. flexneri 5 str, 8401). Las enzimas recomendadas fueron Aflll y Ncol, se utiliz6 esta
ultima dada su disponibilidad en el laboratorio.

Se realizd la restriccion enzimatica insertando la tarjeta dptica con el ADN en el
procesador (Figura 6), se cargaron los reactivos en la tarjeta: 250 ul de Buffer de reaccion
(220 pl de agua, 25 pl buffer de enzima, 2,5 ul BSA y 2,5 pl Tritén X-100); 250 pl de
solucién de enzima (265 pl agua, 25 pl buffer de enzima, 2,5 pl BSA, 2,5 pl Tritén X-100 y
5 pl de enzima Ncol)(Argus™ Enzyme Kit Ncol, OpGen inc., USA); 250 pl del colorante
intercalante JOJO-1 y 600 pl de Antifide (protector del colorante JOJO-1); (Argus ™ Stain
Kit, OpGen, USA) para la tincion de los fragmentos de ADN gendmico obtenidos.

Procesamiento de los fragmentos de ADN para obtener el mapa de restriccion gendémico

Luego de la digestion enzimatica, se colocd aceite de inmersion en la tarjeta Optica
antes de ubicarla en el equipo “Optical Mapper” (Argus Optical Mapping System, OpGen
Inc, USA), (Figura 6). Se sefial6 el primer y Gltimo canal para indicarle al equipo donde sacar
las fotografias. El equipo obtuvo las imagenes de los “SMRMS” por microscopia de
fluorescencia, estas fueron procesadas automaticamente usando su propio programa de
adquisicion de imagenes (OpGen Inc.), el cual detecta los sitios de corte y calcula el tamafio
de los fragmentos resultantes de la restriccién usando un algoritmo de conversion de unidad
de imagen digital (pixel) a kilobases (Figura 7).

Los “SMRMs” solapantes entre si fueron alineados y ensamblados en un genoma
CONSeNso por un programa propio bajo parametros preestablecidos (Argus Assembly software,
OpGen inc., USA). Dado que con estos parametros, no se conseguia la circularizaciéon del
genoma completo, se modifico de 12 a 10 el pardmetro de cantidad de sitios de restriccion
requeriros para incluir a una molécula de ADN en el analisis (se bajo 2 unidades para que
fuesen incluidas mayor cantidad de moléculas, ya que algunos genomas no lograban
circularizar por falta de informacion al ser el valor preestablecido mas restrictivo (Figura 7).

Por ultimo, utilizando el programa “Map Solver”, se compararon los mapas gendmicos

obtenidos de cada aislamiento para obtener un dendograma de similitud genética mediante el
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método UPGMA

También se compararon los mapas gendémicos de los aislamientos de Argentina con el
mapa Optico “in-silico” generado con el programa “Map Solver” (OpGen Inc., USA) a partir
de la secuencia publicada en GenBank del aislamiento Shigella flexneri Xv (N°2002017) de
origen chino (NCBI CP001383).

Figura 6: Equipamiento para el Mapeo de Genoma Completo.

Tarjeta optica en el procesador de la restriccion enzimatica

Equipamiento del “Argus Optical Mapping System”, OpGen Inc, USA

Arriba: procesador para la digestion enziméatica. Medio: imagen de los fragmentos de ADN luego de la
digestion enzimatica y tincién. Abajo a la izquierda: equipo para colocar aceite de inmersion en la tarjeta
Optica; Abajo a la derecha: tarjeta Optica colocada en una de las tres posiciones disponibles en el “Optical

Mapper” (Argus Optical Mapping System, OpGen Inc, USA).
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Figura 7: Mapeo de Genoma Completo: procesamiento de los fragmentos de ADN obtenidos

de la restriccidn enzimatica.

| “SMRMs” alineados y ensamblados en un Mapa de Restriccion del Genoma Completo |

: ]
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| Mapa concenso |

Las imégenes obtenidas por microscopia de fluorescencia son analizadas por un programa de adquisicion de
imagenes que obtiene el tamafio de los fragmentos dentro de cada Mapa de Restriccion de Moléculas Unicas o

“SMRMs”. El programa de ensamblaje alinea y ensambla los “SMRMs” en un genoma consenso.

2.2 Serotipificacion molecular por PCR multiple

Aislamientos

Se analizaron por PCR 79 aislamientos de Shigella flexneri “Atipicos” positivos para
el antisuero “AA479” remitidos al LNR entre 2005 y 2014 (Tabla 5). Estos aislamientos
fueron seleccionados abarcando distintos perfiles de PFGE con al menos un aislamiento
representativo de cada de cada ciudad donde se identific al menos un caso “Atipico AA479”
y también de cada brote estudiado de dichos aislamientos. De los patrones de PFGE

mayoritarios, se analiz6 mas de un aislamiento en caso de haber de distintas ciudades y afios.
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Tabla 5: Aislamientos de S. flexneri “Atipicos AA479” estudiados por PFGE y PCR.

Serotipo 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Total 2005-2014
 PFGE 1 2 2 3 28 48 49 61 68 28 290

S. flexneri

AIPICAAMIY" beo 1 9 2 2 4 12 12 16 18 10 79

Protocolo de PCR

Para complementar los resultados obtenidos por serotipificacion tradicional
(aglutinacion en placa), se implement6 un protocolo de PCR para determinar la presencia de
genes involucrados en la biosintesis de los antigenos somaticos especificos de serotipo en S.
flexneri. El protocolo utilizado corresponde a una adaptacion del método publicado por Sun 'y
col. en 2011, posteriormente complementado por el mismo grupo en 2012, con el disefio de
cebadores especificos para la deteccion del gen plasmidico opt. (Sun y col., 2011; Suny col.,
2012). Las secuencias especificas de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 6. El
protocolo original desarrollado por Sun y col, fue sometido a evaluacion y validacion
internacional como ya se detallé (Introduccion, pag. 27). Si bien se obtuvo una muy buena
correlacion entre los resultados de la serotipificacion fenotipica y genotipica por PCR, se
identificaron algunas cuestiones a considerar en el protocolo, por lo que para la puesta a punto
en nuestro laboratorio se realizaron modificaciones detalladas méas adelante en la seccion

“Amplificacion de secuencias especificas”.

Extraccion de ADN

Los templados de ADN se prepararon por el método de hervido, a partir de cultivos
puros crecidos en LB agar o TSA, 18 h., a 37°C. Se tomaron 2 a 3 colonias y se suspendieron
en 100 pl de agua calidad molecular, se hirvié la solucién durante 10 minutos a 100°C, se
dejo enfriar por 5 min. y se centrifugo 10 min. a 13.000 g y 4°C. Se trasvaso el sobrenadante a

un nuevo tubo.

Amplificacion de secuencias especificas

Se realizaron tres modificaciones principales respecto al método original: por un lado
se separ0 a 2 de los genes (gtrX y gtrIC) en una segunda reaccion (PCR2) a la que se le sumo
el gen opt que no estaba incluido previamente; se aumentd la concentracion final de los
cebadores de este Gltimo gen; y por Gltimo se puso a punto la PCR1 con una marca comercial
alternativa y mas econdémica de mezcla de reaccion y la PCR2 con taq polimerasa

recombinante.
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Estos cambios se debieron a que en los estudios de validacion internacional del
protocolo se observo que los productos de los genes gtrl y opt migraban en posiciones
similares, 1122 y 1098 pb, respectivamente, lo cual en ocasiones dificultaba la lectura
pudiendo confundir a los serotipos 1d y Xv (positivo para gtrl y gtrX; y positivo para opt y
gtrX, respectivamente). Ademas, un laboratorio report6 obtener resultados negativos del gen
opt en la reaccion maltiple y resultado positivo si se realizaba reaccién simple solo para este
gen. Este mismo inconveniente surgio en nuestro laboratorio cuando se hicieron pruebas
utilizando otra marca comercial de mezcla de reaccion, distinta de la utilizada en el método
original y en la validacion (Quiagen), la cual resultaba muy onerosa para ser implementada en
la rutina. Asi, se puso a punto la segunda reaccion (PCR2) incluyendo a los 3 genes de
factores grupales: gtrX, gtrlC y opt, con una concentracion final de este Ultimo aumentada y

utilizando taq polimerasa recombinante (Tabla 6).

Para la PCR 1, se us6 una mezcla de reaccion comercial lista para usar (Kapa 2GFast
Multiplex Mix PCR Kit, Biosystems). En volumen final de 25ul y concentracion final de 1X
conteniendo 1U de Taq polimerasa Hot Start, 0,2 mM de desoxinucle6tidos y 3,0 mM de
Cl2Mg>. Todos los cebadores de reaccion se usaron en concentracion final de 0,2 uM (Tabla
6) a partir de una mezcla con una concentracién de 2 uM. Se agregaron 3 pl de templado. El
protocolo de amplificacion comun a todas las PCR, de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor, tuvo las siguientes condiciones: 3 min. de desnaturalizacion a 95°C, seguidos de
30 ciclos de desnaturalizacion de 15 seg. a 95°C, 30 seg. de apareamiento a 60°C y una
extension de 60 seg. a 72°C.

Para la PCR 2, se usaron 2,5U por reaccion de Tag Polimerasa recombinante
(Invitrogen o Fermentas) junto a su buffer en concentracion final 1X y Cl:Mg2 en
concentracion final de 1,5 mM, desoxinucledtidos en concentracion final de 0,2 mM,
cebadores especificos para los genes gtrX y gtr1C en concentracion final de 0,2 uM y cebador
para el gen opt-O en 0,4 uM (Tabla 6) a partir de una mezcla con 2 mM (gtrX y gtrlC) y 4
UM (opt), se agregaron 3 pl de templado y agua calidad molecular para un volumen final de
reaccion de 25 pl. El protocolo de amplificacion tuvo las siguientes condiciones: 3 min. de
desnaturalizacion a 95°C, seguidos de 30 ciclos de desnaturalizacion de 45 seg. a 94°C, 30
seg. de apareamiento a 55°C, una extension de 90 seg. a 72°C, y una extension final de 10
min. a 72°C.
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PCR simple para el serotipo 6

Cuando no hubo amplificacién para ninguno de los genes, incluso el gen wzxis, se
ensayo6 la PCR simple con cebadores especificos para el serotipo 6. Se usaron 2U por reaccion
de Taq Polimerasa recombinante junto a su buffer en concentracion final 1X y Cl-Mg> en
concentracion final de 1,5 mM, desoxinucle6tidos en concentracién final de 0,2 mM (Tabla
6), cebadores especificos para el gen wzxs en concentracion final de 0,2 uM, 3 pl de templado
y agua calidad molecular para un volumen final de reaccién de 25 pl. La amplificacion se
llevo a cabo bajo las siguientes condiciones de ciclado: 3min. de desnaturalizacion a 95°C,
seguidos de 30 ciclos de desnaturalizacion de 45 seg. a 94°C, 30 seg. de apareamiento a 55°C,

una extension de 90 seg. a 72°C, y una extension final de 10 min. a 72°C.

Tabla 6: Condiciones y concentraciones de los cebadores especificos de la PCR para los
serotipos de S. flexneri.

PCR 1
Gen  Amplicon cc. final Espeuflc!dadde Secuencia de cebadores (57-3") Referencia
target (pb) serotipo
WIX 15 780 0.2 uM la5 XY, Xv, F CACTTGTTGGGTATGCTGG Liy col., 2009
Yv, 4av R CCGGCAAACAGATTAGAAA
F CTGTTAGGTGATGATGGCTTAG
gtrl 1122 0,2 uM la, 1b, 1c R ATTGAACGCCTCCTTGOTATGE Suny col., 2011
F ATTTATTGTTATTGGGGGTGGTTG
gtrll 1272 0,2 M 2a, 2b R ATTTGITCTTTATTTGCTGGTT Suny col., 2011
F CTGTTCGGCTTTGAAAGTGCTG
oac 604 0,2 uM 1b, 3a, 3b, 4b R CGTA GTACATAGCAAGCAAAGA Suny col., 2011
F ATGITCCTCCTTCTTCCTTT
gtriv 378 0,2 uM 4a, 4b, 4av R TCCTGATGCTACCTTATCCA Suny col., 2011
F AATACGATTCTCCTGGTGCTAAAC
gtrv 905 0,2 uM 5a, 5b R TA ATTGCTTGTATCTTTCAT Suny col., 2011
PCR 2
gtrX 425 0,2uM  2b, 33, 5b, X, Xv F_AATGCT T TAATCACCTT Suny col., 2011
R GAGACGGCTTCTCCATGTTTTGCT
F  AGGGAATGGCATTAGGGATCGG
gtriC 518 0,2 uM 1c R GCTGCAAGTGGTTTTTGIT Suny col., 2011
F ATCTAGTATTGTTGGCGTTA
opt 1098 0,4 uM Xv, Yv, 4av R CCTTTTCTTGTGTTCTTATG Suny co., 2012

PCR simple (serotipo 6)

WZX ¢ 739 0,2 uM 6 F_TTAAGAGCGATCATTTC Liy col., 2009

R CCATCCAAGCGGACATT
La PCR desarrollada por Sun y col., 2011 fue modificada separando algunos genes especificos de factores

grupales en una segunda reaccion (PCR2) y aumentando la concentracion de los cebadores del gen opt.
cc.final= concentracion de los cebadores en la reaccion final, O= orientacion de los cebadores, F= secuencia del

cebador “foward”, R= secuencia del cebador “reverse”.
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Corrida electroforeética, tincion y fotodocumentacion:

Los amplicones se sembraron en gel de agarosa al 1.5% en Buffer Tris-Acetato-EDTA
1X (TAE, 40 mM, EDTA 1 mM). Una vez disuelta la agarosa, se agregaron 8 ul de Syber Safe
(Invitrogen, Life Technologies, USA) en 100 ml de agarosa. Se agregd a cada tubo de
reaccion loading buffer en concentracion final 1X y se sembraron 5 pl parala PCR 1y 10 pl
para la PCR 2 y PCR simple. Se hizo la corrida electroforética a 100V durante 40 min. Se
capturo la imagen con el fotodocumentador Gel Doc System (BioRad, Hercules, California,
USA).

Cepas control

En la Tabla 7 se muestran las cepas control utilizadas en las 3 reacciones de
amplificacion realizadas, las cuales cubren todos los genes involucrados. Como control
negativo de la reaccion, se agreg6 un tubo extra con la mezcla de reaccién sin templado de
ADN.

Tabla 7: Cepas control utilizadas para las PCR mdltiples de serotipos de S. flexneri.

Cepa Genes Tamario del amplicon (pb)

PCR multiple 1 (wzx .5, gtrl, gtrll, oac, gtrlV, gtrV)

S. flexneri 1b gtrl ,wzx 5 , 0ac 1122, 782, 604
S. flexneri 2b gtril, wzx 45, gtrX 1272, 782, 425
S. flexneri 4b WZX 1.5, 0ac, gtrlv 782, 604, 378
S. flexneri 5a gtrV, wzx 5 905, 782

PCR multiple 2 (gtrX, opt, gtr1C)

S. flexneri Xv opt, wzX.s, gtrX 1098, 782, 425
S. flexneri 1c gtrlwzx 1.5 gtrlC 1122, 782, 518
PCR simple serotipo 6 (wzxg)

S. flexneri 6 WZX g 739

Se sefialan los genes amplificados en cada cepa control y el tamafio de amplicon esperado (en pares de bases).

Entre paréntesis los genes detectados en cada reaccion.
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2.3 Relacion genética por PFGE de las variantes “Atipicas” identificadas por PCR

Se realizaron dendogramas comparativos incluyendo a los aislamientos “Atipicos
AA479” identificados por serotipificacion molecular para establecer la relacion genética
entre las distintas variantes. Los dendogramas se realizaron como se detallé en la seccion 1.4

de Materiales y Métodos - Parte 1.
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RESULTADQOS — Parte 1

Parte 1 - Estudio de la diversidad genética de aislamientos de S. flexneri incorporados a
la Base de datos de perfiles genéticos de PFGE.

En esta seccion, se muestran los resultados del andlisis de los perfiles genéticos
obtenidos por PFGE de 840 aislamientos de S. flexneri recuperados entre enero de 2004 y

junio de 2014 en Argentina.

1.1 Diversidad geogréfica y temporal de los aislamientos incorporados a la BDN.

En la Figura 8 se muestra la distribucién por provincia de la cantidad de perfiles
genéticos que fueron ingresados a la BDN, los cuales corresponden a aislamientos remitidos
al LNR por laboratorios de 21 provincias y C.A.B.A. Las regiones mas representadas fueron
Buenos Aires, Neuguén, Rio Negro, Jujuy, C.A.B.A., Coérdoba, La Pampa y Salta, tanto en
cantidad de cepas como en los afios de aislamiento (Figura 9). Otras regiones, como San Juan
y Catamarca, cuentan con un numero considerable de aislamientos, pero correspondientes

solo a ciertos afios del periodo estudiado (Figura 9).

Figura 8: NUumero de aislamientos ingresados a la Base de Datos Nacional de perfiles

genéticos de S. flexneri por lugar de origen.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: provincias. Cada barra vertical representa la cantidad de

aislamientos ingresados a la BDN de cada provincia, se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.
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Figura 9: Numero de aislamientos ingresados a la Base de Datos Nacional de perfiles

genéticos de S. flexneri por lugar de origen y afio de aislamiento.
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Eje vertical: nimero de aislamientos; Eje horizontal: provincias. Cada barra, ademas de representar el total de
aislamientos ingresados de cada provincia, discrimina en distintos colores los afios de aislamiento, teniendo en

cuenta la fecha en que se aisl6 S. flexneri de la muestra.

1.2 Diversidad genética y ramas principales determinadas en el dendograma total.

Entre los 840 aislamientos de S. flexneri ingresados a la BDN, se identificaron 404
perfiles genéticos distintos (patrones de bandas) con la enzima primaria Notl, con similitudes
entre 59.5 y 100%. El indice de Diversidad calculado fue de 2,1.

Como primer analisis de la diversidad genética total encontrada, se analizd el
dendograma completo compactado, pudiéndose definir principalmente ocho grupos o ramas
de aislamientos més diferenciados (Figura 10 A; Figuras Al a A8 del Anexo).

La rama 1, estuvo compuesta por 284 aislamientos que presentaron 104 perfiles de
PFGE con similitud entre 80 y 100%. Estos aislamientos fueron recuperados entre 2005 y
2014. Dentro de esta rama se agruparon principalmente aislamientos de S. flexneri “Atipicos
AA479” (N=268), junto con 9 aislamientos del serotipo X (8 de ellos confirmados por PCR),
cuatro del serotipo Y, y uno de los serotipos 1, 2 y 3 (Figura 10 B; Figura, A1 Anexo). El
serotipo de estos Ultimos tres aislamientos mencionados, fue corroborado mediante PCR a

partir de la misma colonia utilizada para el PFGE, mostrando resultados concordantes,
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excepto el aislamiento de serotipo 3, que fue determinado por este método como serotipo 1y
subserotipo b, al igual que el otro aislamiento de serotipo 1. No se determind en este trabajo la
causa de esta discrepancia, que podria deberse a que el gen no fue expresado en la colonia
estudiada, o el antigeno 1 no fue detectado por el antisuero.

La rama 2 comprendié un pequefio grupo de cinco aislamientos de serotipo 3 (tres
pertenecientes a un brote de 2005 y dos de casos esporadicos) relacionados entre si con el 84 a
97% de similitud. De este grupo, se desprende un aislamiento del serotipo 1 con solo 67% de
similitud (verificado como serotipo 1 por PCR), g no mostré mayor identidad con el resto del
arbol (Figura 10 B; Figura A2, Anexo).

La rama 3 agrupd 122 aislamientos cuyos perfiles de PFGE (80) mostraron similitudes
entre 79 y 100%. La mayoria de estos aislamientos, recuperados en los afios 2006, 2009 y
2010 a 2014 correspondieron al serotipo 1 (N=105), otros 16 al serotipo 3 (de los cuales
nueve dieron positivo para el gen gtrl por PCR) y uno “Atipico AA479” (Figura 10 B;
Figura A3, Anexo).

La rama 4, compuesta por 304 aislamientos recuperados entre 2004 y 2014 incluyé 123
perfiles de PFGE con similitudes entre 80 y 100%. Esta rama comprendid principalmente
aislamientos del serotipo 2 (N=284), entre ellos 30 aislamientos asociados a seis brotes
estudiados en ese periodo y 12 aislamiento involucrados en 2 posibles eventos en el marco del
proyecto “MIDAS”. Estos ultimos no contaron con estudio epidemioldgico que permitiera la
confirmacion del brote, con lo cual se identificaron como un “cluster” de aislamientos (grupo
de aislamientos de perfil indistinguible recuperados en un periodo de tiempo acotado)
(ARIM1203RNJZX-1c y ARIM1201C0OJZX-1c). Ademas, se agruparon 19 aislamientos de
serotipo Y, 3 de ellos asociados a un brote estudiado en 2014. Fueron confirmados por PCR
17 de estos aislamientos. Por Gltimo, se encontr6 en esta rama un aislamiento del serotipo 3
(confirmado por PCR como 3b), (Figura 10 B; Figura A4, Anexo).

En la rama 5, se encontraron 64 aislamientos con 44 perfiles de PFGE diferentes y
similitudes entre 77 y 100 %, de 2006, 2008 y 2010 a 2014. De éstos, 63 pertenecieron al
serotipo 3, incluyendo seis aislamientos asociados a dos brotes estudiados y un aislamiento al
serotipo 1 (confirmado por PCR como 1b), (Figura 10 B; Figura A5, Anexo).

En la Rama 6, se ubicaron los 33 aislamientos del serotipo 6, aislados en 2004, 2005,
2007 y 2010 a 2014. Mostraron similitud entre el 78 y 100 % e incluyeron cuatro aislamientos
estudiados en un brote. También agrup6 un aislamiento de serotipo 4a (confirmado por PCR)
al final de la rama, con un 73% de similitud (Figura 10 B; Figura A6, Anexo).

Por ultimo, se observaron dos pequefias ramas diferenciadas, la Rama 7 compuesta por

solo cinco aislamientos “Atipicos AA479” de 2010 y altamente relacionados (94 a 100% de
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similitud), y uno de serotipo 3 (confirmado por PCR como 3a). Este Gltimo mostr6 solo 74%
de similitud con los anteriores (Figura 10 B; Figura A7, Anexo). Y la Rama 8, ubicada al
final del dendograma, agrup6 21 aislamientos recuperados entre 2005 y 2014, con similitudes
de entre el 70 y 100%. Incluy6 17 aislamientos “Atipicos AA479”, siendo este grupo el méas
alejado del resto de los aislamientos “Atipicos” fueron también estudiados en su totalidad por
PCR, identificandose una nueva variante dentro de ellos (4av), estos resultados son
desarrollados mas adelante en las secciones 2.2 y 2.3 de los Resultados-Parte 2. Ademas
agruparon dos aislamientos del serotipo 4a (confirmados por PCR) y dos del serotipo Y
(confirmados por PCR) (Figura 10 B; Figura A8, Anexo).
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Figura 10: Diversidad genética y ramas principales identificadas en el dendograma total.
A) Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de 840 aislamientos de S. flexneri donde
se observan 8 ramas principales.

RAMA 1

RAMA 2

RAMA 3

8

En cuadros de colores se sefialan los perfiles agrupados en cada rama identificada con un ndmero.
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Figura 10 B): Datos de los aislamientos incluidos dentro de cada rama identificada
en la Figura 10 A).

RAMA

e % similitud Afios Serotipos N %
Sf " Atipicos A479" 268 | 924
Sf X o | 100
RAMA 1
80-100 2005 a 2014
284/ 104 Sfy 4 16
Sf1-2-3 ldecl 09-0,3-11
RAMA 2 84-97 2005, 2008, 2014 SF3 5 | 58
66 N 2004 Sf1 109
Sf1 105 973
et 79-100 2006, 2009y 201022014  Sf3 6 184
Sf "Atipicos AA479" 1 03
Sf2 284 997
RAMA 4 f
s 80-100 2004 2 2014 SfY 19 7
Sf3 1 11
Sf3 63 | 724
RAMA 5 )
i 77-100 2006, 2008 y 2010-2014
1 1 0,9
78-100 Sf6 3 100
N r———— 2004, 2005, 2007 y 2010 a 2014 ,
73 Sf4 1 333
RAMA 7 94-100 2010 St "Atipicos AA479" 4 14
6/4 7 2011 Sf3 111
Sf"Atipicos AA4T" 17 | 59
RAMA 8 r
e 70-100 2005 a 2014 Sf4 2 666
Sfy 2 8

En las columnas, de izquierda a derecha, se sefialan: Cantidad de aislamientos total y cantidad de perfiles de

PFGE diferentes de cada rama (NCaislam/perfiles); el porcentaje (%) de similitud minimo y maximo encontrado

entre los aislamientos de cada rama; Afios de aislamiento de los perfiles de cada serotipo incluidos en cada rama,

Serotipos incluidos en cada rama; cantidad de aislamientos (N) de cada serotipo encontrado; porcentaje (%) del

N indicado en cada linea respecto al total de aislamientos de dicho serotipo. Se sefialan en negrita los serotipos

que incluyen un % mayoritario de sus aislamientos en dicha rama.
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1.3 Andlisis de diversidad genética y distribucion témporo-espacial de los subtipos

circulantes identificados por PFGE, por serotipo.

1.3.1 Shigella flexneri serotipo 2
Se ingresaron a la BDN 285 aislamientos tipificados como serotipo 2, recuperados en
19 provincias y C.A.B.A., entre 2004 y Junio de 2014 (Tabla 3, Figura 11 Ay B). Pueden

verse los perfiles genéticos de estos aislamientos en las Figuras A4 y Al del Anexo.

Figura 11: Aislamientos de S. flexneri serotipo 2 ingresados a la Base de Datos Nacional de

perfiles genéticos. A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provinciay C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.

Se realiz6 el dendograma de relacion genética incluyendo a estos 285 aislamientos del
serotipo 2, y se observd una diversidad genética entre el 78 y 100 % de similitud, con un
indice de diversidad 1= 2,66. Al analizar los perfiles de PFGE, se encontraron 107 patrones de
bandas diferentes: 83 aislamientos mostraron un perfil de bandas unico (patrones Unicos); 12
patrones agruparon dos aislamientos cada uno; cuatro patrones estuvieron compuestos por tres
aislamientos cada uno; tres patrones agruparon cada uno 4, 5 y 7 aislamientos; dos patrones
fueron compartidos por 10 aislamientos cada uno; y se identificaron 3 patrones mayoritarios

que incluyeron 17, 54 y 59 aislamientos respectivamente (Figura 12).
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Figura 12: Diversidad genética de S. flexneri serotipo 2
Patrones de Notl-PFGE

17 aislamientos @ Patrones Unicos
6%

Entre 2y 10
aislamientos por
patréon (N=72)
25%

OEntre 2 y 10 aislamientos por
54 aislamientos patron

19%
OARJZXN11.0074

Mas de 17
aislamientos por
patrén (N=130)
46%

OARJZXN11.0020

59 aislamientos
L OARJZXN11.0059

En las barras que se desprenden del gréfico principal, se sefialan la cantidad y porcentaje correspondiente a los

aislamientos de cada uno de los 3 patrones mayoritarios identificados dentro del serotipo.

Respecto a los patrones que agruparon mayor cantidad de aislamientos, cabe mencionar el
ARJZN11.0074 (Figura 12), integrado mayormente por aislamientos estudiados en el
contexto de un brote ocurrido en San Luis en 2009 (N=11, Tabla 8), junto con seis
aislamientos provenientes de Bs. As., Neuquéen y Rio Negro entre 2009 y 2014.

El patron ARJZN11.0020, con 54 aislamientos (Figura 12), incluyd seis casos
recuperados en C.A.B.A., 4 recuperados entre 2005 y 2014 y dos asociados a un brote
ocurrido en 2006 (Tabla 8); 20 procedentes de Rio Negro (Viedma y Cipolletti) recuperados
entre 2009 y 2013. Este patron también fue identificado en La Pampa desde el 2005 hasta
2012 y en otras 9 provincias se lo ha aislado al menos una vez. Por ultimo, el patrén
ARJZN11.0059, fue encontrado en 59 aislamientos (Figura 12). En 2011, 2012 y 2014 se
estudiaron 15 aislamientos asociados a brotes ocurridos en C.A.B.A, Neuquén y Misiones,
respectivamente (Tabla 8). En las tres provincias, ya se habia encontrado el mismo subtipo en
afios anteriores a la ocurrencia de los eventos. Otra provincia donde se encontro este subtipo
en varias oportunidades es Buenos Aires, con 16 aislamientos estudiados de seis ciudades,
identificados entre 2010 y 2014. También en Rio Negro se encontrd este subtipo circulante
desde 2010 en al menos tres ciudades; ademas fue identificado en otras siete provincias,

ademas de las ya mencionadas (Figura A4, Anexo).
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1.3.2 Shigella flexneri serotipo 1

Se incorporaron a la BDN los perfiles genéticos de 108 aislamientos de este serotipo
provenientes de aislamientos recuperados en 16 provincias y C.A.B.A en 2004, 2006, 2009 y
2010 (Tabla 3, Figura 13, Ay B). Pueden verse los perfiles genéticos de estos aislamientos
en las Figuras Al, A2, A3 y A5 del Anexo.

Figura 13: Aislamientos de S. flexneri serotipo 1 ingresados a la Base de Datos Nacional de

perfiles genéticos. A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provincia y C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.

Se encontraron 71 perfiles genéticos diferentes, entre los cuales se distinguen: 59
patrones Unicos, cinco patrones con dos aislamientos cada uno, cuatro patrones de tres
aislamientos cada uno, y tres patrones con 4, 6 y 17 aislamientos cada uno (Figura 14). El
indice () calculado fue de 1,58.

Entre los tres subtipos mayoritarios, se encontraron el ARJZXN11.0062 con cuatro
aislamientos (Figura 14) (Buenos Aires, 2011 (N=2); Chaco, 2012 y San Luis, 2013); el
ARJZXN11.0121 con seis aislamientos en total (Figura 14), de Buenos Aires (N= 3, 2010 y
2013, de los cuales 2 fueron identificados por PCR como subserotipo 1b), Rio Negro (N= 2,
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2013) y Salta (2013), y el patron ARJZXN11.0125, encontrado en 17 aislamientos (Figura
14) recuperados entre 2010 y 2014 en ocho provincias y C.A.B.A. (Figura A3, Anexo)

Figura 14: Diversidad genética de S. flexneri serotipo 1.
Patrones de Not I-PFGE
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. ; O ARJZXN11.0062
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25% 17 aislamientos
15% OARJZXN11.0121

O ARJZXN11.0125

En las barras que se desprenden del grafico principal, se sefialan la cantidad y porcentaje, respecto al total,

correspondiente a los aislamientos de cada uno de los 3 patrones mayoritarios identificados dentro del serotipo.

1.3.3 Shigella flexneri serotipo 3

Este serotipo estuvo representado por 87 aislamientos ingresados a la BDN. Se
estudiaron aislamientos recuperados en 16 provincias y C.A.B.A entre 2005 y 2014 (excepto
2007), principalmente de Buenos Aires, Neuquén, Cordoba, Rio Negro y C.A.B.A. De las
restantes 12 provincias se analizaron 1 a 3 tres cepas en el periodo estudiado (Tabla 3, Figura
15, A) y B). Pueden verse los perfiles genéticos de estos aislamientos en las Figuras A4, A2,
A3, A4, A5y A7 del Anexo.
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Figura 15: Aislamientos de S. flexneri serotipo 3 ingresados a la Base de Datos Nacional de

perfiles genéticos. A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provincia y C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.

De estos 87 aislamientos tipificados por serologia como serotipo 3, se estudiaron 25 por
PCR, ya que se observé que agrupaban con perfiles del serotipo 1. De éstos, 15 se
confirmaron como serotipo 3 de los cuales 10 fueron identificados como subserotipo 3b
(positivos para los genes wzxis y 0ac) y 5 como subserotipo “3a” (Wzxi.s, 0ac y gtrX). Por
otra parte, 10 aislamientos mostraron resultados compatibles con el serotipo 1, subserotipo
“b” (positivos para los genes Wzxi-s, gtrl y oac).

La diversidad de subtipos genéticos encontrada fue de 63 perfiles de bandas diferentes,
lo que arroja un indice de diversidad 1= 1,38.

De los 63 perfiles, 54 fueron patrones tnicos. Cinco patrones agruparon dos aislamientos
cada uno, tres de ellos con casos asociados a brotes ocurridos en tres ciudades de Cordoba en
2008 y 2013 (ARJZXN11.0151, ARJZXN11.0292 y ARJZXN11.0293) (Tabla 8), mientras
que otro patron correspondio a dos aislamientos recuperados el mismo dia en un hospital de
San Luis en 2012, pero en este caso no hubo estudio epidemioldgico que respalde el resultado
y la ocurrencia del evento (ARJZXN11.0230). Un patron fue identificado en cuatro
aislamientos de las provincias limitrofes de Neuquén y Rio Negro desde 2010; y tres patrones
mayoritarios agruparon 5 y 9 aislamientos (Figura 16). Los patrones que agruparon 5

aislamientos fueron dos (Figura 16), ARJZXN11.0121 que incluydé un caso posteriormente
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identificado por PCR como serotipo 1b, casualmente este patron ya fue mencionado antes
dado que fue encontrado en 6 aislamientos del serotipo 1, dos de ellos también tipificados
como subserotipo 1b por PCR. El otro patron, ARJZXN11.0141 (Figura 16), fue encontrado
Unicamente en 2010 y 2012 en Neuquén y Rio Negro, respectivamente. Por ultimo, el patron
que mas aislamientos agrupo, fue el ARJZXN11.0140 (Figura 16), con 7 aislamientos de
Neuquén recuperados en el transcurso de una misma semana en el afio 2011; este grupo de
casos constituyd un “cluster”, ya que no hubo estudios epidemioldgicos que avalaran el
posible nexo entre los casos evidenciado por los resultados de genotipificacion. Este patrén
también se encontrd en aislamientos de dos casos esporadicos de C.A.B.A de 2013 (Figura
A3, Anexo).

Figura 16: Diversidad genética de S. flexneri serotipo 3.
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1.3.4 Shigella flexneri serotipo 6

Se incorporaron a la BDN 33 aislamientos del serotipo 6, remitidos por 9 provincias y
C.A.B.A, durante los afios 2004, 2005, 2007 y 2010 a 2014 (Tabla 3, Figura 17).
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Figura 17: Aislamientos de S. flexneri serotipo 6 ingresados a la Base de Datos Nacional de

perfiles genéticos. A) Cantidad por afo de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provincia y C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.

Se encontraron 24 perfiles genéticos diferentes, con similitudes que fueron desde el 78 al
100%, de los cuales 18 fueron unicos (Figura 18). El indice de diversidad calculado fue I=
1,37.

Ademas hubo cinco patrones que agruparon a dos aislamientos cada uno (Figura 18).
Vale mencionar al ARJZXN11.0017 y ARJZXN11.0018 relacionados entre si por un 90.3% de
similitud, que correspondieron a cuatro casos estudiados en el marco de un brote ocurrido en
Rio Negro, Cipolletti en 2007. El patron mayoritario, ARJZXN11.0029 (Figura 18), agrup6

aislamientos de cuatro provincias entre 2010 y 2013 (Figura A6, Anexo).

Figura 18: Diversidad genética de S. flexneri serotipo 6.
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1.3.5 Shigella flexneri serotipo 4

Este serotipo estuvo representado solo por tres aislamientos 4a (subserotipo determinado
por PCR), que mostraron perfiles con 70,6 al 87 % de similitud entre si (Tabla 3). Al ser
todos los perfiles diferentes, el indice de diversidad calculado fue I= 1.

Los aislamientos fueron recuperados en Salta (Oran), C.A.B.A'y Cordoba en 2005, 2006
y 2010 respectivamente (Figura A7 y A8, Anexo).

Mas adelante, en la Parte 2, punto 2.2 de Resultados, se muestran los resultados de seis
aislamientos adicionales, de los cuales uno fue inicialmente determinado como serotipo 4,
mientras que otros 5 se tipificaron como “Atipicos” con el antisuero AA479, y posteriormente

como parte de este trabajo, se identificaron por PCR como serotipo 4av.

1.3.6 Shigella flexneri serotipo Y

Este serotipo cuenta con 25 aislamientos ingresados en la BDN correspondientes a casos
esporédicos y de brote recuperados en 10 provincias y C.A.B.A, a partir de 2008 (Tabla 3,
Figura 19).

Figura 19: Aislamientos de S. flexneri serotipo Y ingresados a la Base de Datos Nacional

de perfiles genéticos. A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provinciay C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.
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Se identificaron perfiles del serotipo Y dentro de ramas que agruparon mayormente
perfiles de los serotipos “Atipicos” y 2 (Figura 10 B, Figura Al, A4 y A8, Anexo).

En su mayoria se encontraron perfiles genéticos diferentes con un indice de diversidad
I= 1,04. Dentro de estos perfiles genéticos, 23 fueron patrones unicos con un rango de
similitud amplio de entre el 58 y 100 %. Luego, el patrén ARJZXN11.0109 fue encontrado en
dos aislamientos de distintas provincias y afios (Santa Fe y La Pampa en 2010 y 2012,
respectivamente). El otro patron que se identifico en dos aislamientos fueron estudiados en el
contexto de un brote familiar en 2014 (Tabla 8).

Hay que mencionar que recientemente, con la incorporacion de la PCR mudltiple al
esquema de serotipificacion, asi como el uso de antisueros grupales comerciales en algunos
casos, fue posible comenzar a determinar este serotipo circulante en el pais. De este modo, 23
de los 25 aislamientos de este serotipo, fueron determinados por PCR multiple, siendo
positivos Unicamente para el gen wzxis, mientras que en los otros dos aislamientos fue

completada su tipificacion utilizando antisueros grupales comerciales.

1.3.7 Shigella flexneri serotipo X

Se ingresaron subtipos genéticos de 9 aislamientos de este serotipo, remitidos por 7
provincias y C.A.B.A. entre 2009 y 2014 (Tabla 3, Figura 20), todos ellos dentro de la
misma Rama que los “Atipicos AA479” (Figura Al, Anexo).

La diversidad genética fue de 7 patrones diferentes, 6 Unicos y otro compartido por tres
aislamientos recuperados en 2009 en Santa Rosa y en 2010 en C.A.B.A y Jujuy. Dos de estos
7 patrones, tambiéen se encontraron en aislamientos de S. flexneri “Atipicos AA479”. El indice
de diversidad fue 1= 1,28.
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Figura 20: Aislamientos de S. flexneri serotipo X ingresados a la Base de Datos Nacional

de perfiles genéticos. A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.

1.5 1.5

1.0 = 1.0 S
0.5 0.5
0.0

-3 o O N ™M = 8_53"{%8%@

S = = = = =2 = 5 D @ =

S OO o o E S S5 0 3 & §H =

N N N N N &6 <3Z fr

o o

Ao | ©C == &

A

Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provinciay C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.

1.3.8 Shigella flexneri “Atipicos AA479”

Se ingresaron a la BDN los perfiles genéticos de 290 aislamientos tipificados como S.
flexneri “Atipicos AA479”. Estos aislamientos fueron recuperados desde 2005 (solo 8
aislamientos previos al 2009) en 17 provincias y C.A.B.A (Tabla 3, Figura 21, A) y B).
Pueden verse los perfiles genéticos de estos aislamientos en las Figuras Al, A3, A7 y A8 del

Anexo.

Al observar la tipografia general del dendograma de relacion genética incluyendo solo a
estos perfiles, se observaron 4 grupos bien diferenciados de patrones de bandas. El
mayoritario, que agrupé al 92,4% de los aislamientos, incluyé perfiles de PFGE con
similitudes de entre 81.5 y 100 %. Los otros tres grupos de patrones estuvieron diferenciados
del principal con 63% de similitud. Caracteristicas a destacar de estos tres pequefios grupos
diferenciados, son que uno de ellos esta compuesto solo por aislamientos recuperados durante
2010 en tres sitios distintos (Bs. As., Jujuy y Cordoba) (pueden verse en la Figura A7,
Anexo), otro por aislamientos asociados a un estudio de brote en C.A.B.A durante 2014 y el

ultimo por aislamientos pertenecientes a dos variantes Atipicas que no son las maés
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frecuentemente aisladas, portadoras de los genes descriptos para las variantes denominadas Yv
y 4av por Sun y col. (pueden verse en la Figura A8, Anexo), (ver mas adelante detalles de los
resultados de PCR en el punto 2.2 de Resultados — Parte 2).

Entre los 290 aislamientos “Atipicos AA479”, se identificaron 112 perfiles genéticos
diferentes, obteniéndose un indice de diversidad 1= 2,59. De ellos, 83 fueron Unicos; 11
patrones fueron presentados por dos aislamientos cada uno; cuatro patrones por tres
aislamientos cada uno; siete patrones por cuatro aislamientos cada uno; y los patrones

predominantes con 6, 8, 12, 23, 24, 35 y 37 aislamientos cada uno. (Figura 22).

Figura 21: Aislamientos de S. flexneri serotipo “Atipicos AA479” ingresados a la Base de
Datos Nacional de perfiles genéticos.

A) Cantidad por afio de aislamiento. B) Cantidad por provincia.
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Eje vertical: nimero de aislamientos, Eje horizontal: En A) afio de aislamiento, en B) provincias.
A) Cada barra representa la cantidad de aislamientos recuperados ese afio. B) Cada barra representa la cantidad

de aislamientos de cada provinciay C.A.B.A. Se sefiala el nimero en el extremo superior de cada barra.
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Figura 22: Diversidad genética de S. flexneri "Atipicos AA479"
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En las barras que se desprenden del grafico principal, se sefialan la cantidad y porcentaje, respecto al total,

correspondiente a los aislamientos de cada uno de los 4 patrones mayoritarios identificados dentro del serotipo.

Entre los cuatro patrones con mayor numero de aislamientos, el denominado con el
cédigo ARJZXN11.0032 (Figura 22), fue identificado en 23 aislamientos, recuperados en 10
provincias y C.A.B.A entre 2009 y 2014. De los cinco lugares de donde se analizé6 mas de un
aislamiento, en C.A.B.A. fue encontrado en distintos afios (entre 2011 y 2013) y en Neuquén
no solo en distintos afios (2009, 2010, 2011 Y 2013) sino también en 3 ciudades (Figura Al,
Anexo). El segundo patrén a mencionar, ARJZXN11.0035 (Figura 22), incluy6 aislamientos
recibidos de 7 provincias y C.A.B.A, entre 2010 y 2013. Este patrén incluyé dos aislamientos
recuperados en el lapso de dos meses en muestras de fluido vaginal en una nifia con vaginitis.
También se encontr6 este patrdn en cinco casos de diarrea asociados a un brote en San Juan
durante 2013 (Tabla 8). En Mendoza, Neuquén y C.A.B.A se encontrd este patron en mas de
un afio (Figura Al, Anexo). El patron ARJZXN11.0019 (Figura 22), agrup6 35 aislamientos
de 10 provincias y C.A.B.A entre 2010 y 2014. En las ciudades de Cordoba, Salta, Santa Rosa
y Trelew se encontrd este patron en distintos afios. Mientras que en las provincias de Buenos
Aires, Jujuy, Neuquén y Rio Negro se lo identifico en distintos afios y ciudades. También
agrupd con estos aislamientos 1 identificado como serotipo X (Figura Al, Anexo).

Por dltimo, el patrén ARJZXN11.0027 (Figura 22), agrupd la mayor cantidad de
aislamientos (N= 37) de 7 provincias entre 2009 y 2014. En Neuquén se identificd este patron
en aislamientos asociados a un brote ocurrido en 2012 (Tabla 8), y se vio que este subtipo
genético circulaba en la region desde 2009. Ademas en Buenos Aires, La Pampa y Jujuy se lo

encontrd en distintas ciudades y afios (Figura Al, Anexo).
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1.4 Estudio de aislamientos asociados a brotes por PFGE.

Antes de 2009, cuando se utilizaba el protocolo de PFGE de Shigella sonnei, se
estudiaron 20 aislamientos asociados a 7 brotes. Como parte de este trabajo y con el objeto de
contar con los perfiles genéticos de estos aislamientos en la BDN, se volvieron a correr bajo el
nuevo protocolo estandarizado y validado para S. flexneri con la primera enzima de
restriccion, Notl, 13 aislamientos asociados a cinco de estos brotes. De éstos, tres brotes

fueron también estudiados con la segunda enzima de restriccion, Xbal (Tabla 8).

Considerando todo el periodo 2004 — 2014, se ingresaron a la BDN los perfiles genéticos
de 63 aislamientos asociados a 16 brotes distintos. En la Tabla 8 se muestran los datos de los
brotes estudiados por PFGE con el protocolo estandarizado y validado para S. flexneri e

ingresados a la BDN.

En 8 brotes, los perfiles de bandas encontrados en los aislamientos asociados, mostraron
un perfil de bandas indistinguible entre si. Ademas, cuatro de estos brotes también se
estudiaron con la segunda enzima de restricciéon, la cual confirmé el resultado obtenido con la
primera enzima, mostrando un 100% de similitud entre los perfiles genéticos (3 brotes) y un
97.7% de similitud (1 brote). Estos resultados, sumados al vinculo epidemioldgico de los
casos, permitieron confirmar la existencia de cada brote, aunque no asi la fuente de infeccion
comun, ya que si bien en algunos estudios epidemiolégicos se sugeria un alimento como

fuente de infeccidn, nunca se remitieron al LNR aislamientos para su estudio.

En los demas brotes estudiados, se encontr6 entre los aislamientos, mas de un subtipo
genético, pero altamente relacionados, en estos casos se consideraron dichos aislamientos
parte del brote al interpretar los resultados en base a los datos epidemioldgicos existentes

(nexo entre los casos establecido por un estudio epidemioldgico del brote).

Dentro de los 22 subtipos genéticos encontrados entre los aislamientos asociados a
brotes, cinco fueron identificados también en aislamientos de casos esporadicos. Entre ellos,
el patrén ARJZXN11.0059, que ademas es el perfil genético mas frecuente de este serotipo, se
encontrd en tres brotes distintos asi como en 46 casos esporadicos de S. flexneri serotipo 2. En
las regiones donde ocurrieron los brotes (C.A.B.A., 2011; Neuquén, 2012-2013; Misiones,
2014) ya habia sido identificado este subtipo genético con anterioridad, ademas de en otras 10

provincias desde 2004.
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Otro subtipo que causé mas de un brote fue el denominado ARJZXN11.0074, el tercer
subtipo mayoritario del serotipo 2 (San Luis, 2009; Neuguén, 2012), que también se identifico
en otros cinco casos esporadicos de Buenos Aires entre el 2010 y el 2014, y Rio Negro en
2009, pero no hay en la BDN otros casos de Neuquén o San Luis. El patron ARJZXN11.0020,
el segundo mas representado en la BDN dentro del serotipo 2, agrupd ademas de dos
aislamientos asociados a un brote en C.A.B.A. en 2006, otros 52 de casos esporadicos de 11
provincias desde 2005; también en C.A.B.A. ya circulaba este subtipo desde el afio previo al
brote y se siguio6 identificando hasta 2014. El patron ARJZXN11.0035 encontrado en cinco
aislamientos asociados a un brote en San Juan durante 2013, también se encontraba
circulando en el pais desde al menos 2010 en otras seis provincias y C.A.B.A., aunque no se
estudiaron otros aislamientos de la misma provincia que hayan mostrado este perfil de bandas.
Por dltimo, el patron ARJZXN11.00292, identificado en dos casos del brote en Gral. Cabrera,
Cordoba, se encontro en otro aislamiento de la misma ciudad recuperado un mes despues del
brote comunitario.

Los restantes 17 patrones encontrados en los aislamientos asociados a brote estudiados,

mostraron patrones Unicos, no encontrandose en la BDN otros perfiles genéticos iguales.
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Tabla 8: Brotes causados por S. flexneri ocurridos entre 2005 - 2014 estudiados por PFGE.

Aislamientos Aislamientos
Mes Serotino Provincia,  ingresados Patrones % similitud  ingresados Patrones % similitud Cédiao de brote Descrincion
Afio P Giudad  alaBDN  Notl-PFGE Notl-PFGE alaBDN  Xbal-PFGE Xbal-PFGE E P
Not|-PFGE Xba I-PFGE
. ARJZXN11.0159 Brote en un jardin de infantes, 20 afectados, 8|
Agosto Buenos Aires, o L .
2005 3 Ensenada 3 ARJZXN11.0149 92,90% 2 ARJZXX01.0061 100% ARIMO0508BAJZX-10 aislamientos remitidos al LNR. Alimentos
ARJZXN11.0133 sospechosos: facturas, leche.
Diciembre ARJZXN11.0020 o ) 4 Primos asistentes a un cumpleafios, 3
2006 2 CABA $ ARJZXN11.0103 93,30% 2 ARIZXX0L.0020 100% ARIMOGI2CFIZX-10 afectados, 3 aislamientos remitidos al LNR
- . Dos brotes familiares, 6 casos, 2 probables
Abril Rio Negro, ARJZXN11.0017 0 " PR . B
2007 6 Cipollett 4 ARJZXNLL0018 90% 2 ARJZXX01.0020 95,5% ARIM0704RNJZX-10 fuentes de infeccion. Un mismo subtipo en|
ambos brotes propagandose en la zona.
Agosto 5 Cordoba, 2 ARJZXNILOISL  100% NR - - ARIMOS0GCBIZX-10  Brote comunitario, 5 afectados.
2008 La Cumbrecita
Asistentes a dos eventos sociales el mismo fin
Octubre Santa F de semana con igual empresa de catering, 57
2008 2 ;a mz FZ' 1 ARJZXN1L0171 - NR - - ARIMOBL0SFIZX-20 afectados en total. Se estudi6 1 caso de cadal
brote remitido al LNR. 100% de similitud por|
PFGE.
Octubre San Luis Brote comunitario. Al menos 30 afectados.
2009 2 San Lui 11 ARJZXN11.0074 100% 1 ARJZXX01.0007 100% ARIM0910SLIZX-10  No se recuper6 Shigella de los alimentos|
anLuis estudiados.
’;‘;{f 2 CABA. 2 ARJZXN11.0059 100% 2 ARJZXX01.0006 100% ARIM1105CFJZX-10  Brote familiar, dos hermanos afectados.

Brote comunitario en contexto de una fiesta,

Agosto  "Atipico San Luis, ) ) _,, Estudios de agua dieron no apta para el
2011 AAATG" Salinas 4 ARJZXN11.0177 100% 4 ARJZXX01.0072 100% ARIM1108SLJZX-20 consumo, aung no se aislo Shigella. De los 4

casos remitidos, 3 con nexo epidemioldgico.

Diciembre Nequén, ARJZXN11.0059 0 Brote comunitario, asistentes a una fiesta dej
2012 Centenario 7 ARIZXNILOOTE T NR . i ARIMIZZNEIZX-L0 . amiento,

Febrero  “Atipico San Juan,

0 . N ~ .
2013 AALTS" Media Agua 5 ARJZXN11.0035 100% NR ARIM1302SJJZX-10  Brote comunitario.

Junio Cérdoba, ARIZXNILO291 Brote comunitario, sospecha del agua pero no|

2013 3 Gral. Cabrera 2 ARIZXNIL0292 90,3% NR ARIM1306CBJZX-20 se recupera_ron aislamientos. Se aislo S.sonnei
y S. flexneri.
Julio 3 Cordoba, 2 ARIZXNILO293  100% NR : : ARIMIS07CBIZX-3 D05 C3S0S. 1m0 se. confitml el - nexq
2013 Obispo Trejo epidemioldgico.
Julio “Atipico Neugquén, ARJZXN11.0305 Brote comunitario, reporte por aumento de|
. . 0 ) g )
2013 A4TO" Jumgsslos 4 ARIZXNLL0306 97,1a100% 3 ARJZXX01.0035 100% ARIM1307NEJZX-40 nimero de casos.
Febrero Misiones, ARJZXN11.0059 ARJZXX01.0096 Brote comunitario, Barrio Santa Rita
\ " 0 2 \ )
2014 2 Obera 6 ARIZXN1LO0gs " 2 100% s ARIZXx0L0vg7  STBa100%  ARIMIAOMUZX-LO - oo ti6n de aumento del nimero de casos.
Agosto  "Atipico ) ARJZXX01.0098 0 g
2014 AATO" CABA 4 ARJZXN11.0330 100% 4 ARIZXX0L0099 97,7a100%  ARIM1408CFJZX-20 Brote enun hogar.
Octubre ARJZXN11.0338 ARJZXX01.0102 -
)0/ )0/ 5
2014 Y CABA. 3 ARJZXNLL0348 96,7 a 100% 3 ARIZXX010103 97,5a100%  ARIM1410CFJZX-30 Brote familiar.

Estos perfiles se encuentran ingresados a la Base de Datos Nacional con el protocolo de S. flexneri.
El mes y afio indicado corresponde a la ocurrencia del brote, el % de similitud para Notl-PFGE y Xbal-PFGE
observado entre los aislamientos estudiados segin el método UPGMA, coeficiente de Dice con una tolerancia

del 1,5%, codigo de brote asignado a cada evento, breve descripcién de las circunstancias de cada evento.
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Parte 2- Caracterizacion molecular de una seleccién de aislamientos “Atipicos AA479”
de S. flexneri por PFGE, Mapeo de Genoma Completo (“Whole Genome Mapping” o
WGM) y PCR.

2.1 Comparacién de genomas por PFGE y WGM

En esta seccion, se presentan los resultados del estudio de cuatro aislamientos autoctonos
incluyendo “Atipicos AA479” (cepas N° 479/09 y N° 79/10) y otros de serotipo X y 4 para su
comparacion (cepas N° 730/09 y N° 1944/06, respectivamente), seleccionados para una
caracterizacion mas profunda por PFGE y WGM (Tabla 4). Ademas, se incluyd en el analisis
por WGM el mapa de restriccion de la secuencia de la cepa S. flexneri Xv N° 2002017
(nimero de acceso de GenBank CP001383) perteneciente a un aislamiento de China.

Al generar los dendogramas de relacion genética por PFGE de los cuatro aislamientos, se
encontro entre el serotipo X y la cepa N° 479/09 una alta relacién con 90,9% de similitud y
dos bandas de diferencia (Figura 23, cuadro verde). Mientras que, el aislamiento de serotipo
4a y la cepa N° 79/10 mostraron relacion entre si con 87% de similitud y tres bandas de
diferencia (Figura 23, cuadro rojo). Por el contrario, los dos aislamientos “Atipicos”
(compatibles con Xv y 4av) mostraron perfiles de PFGE diferentes entre si, con solo un
64,3% de similitud y 10 bandas de diferencia (Figura 23).

Figura 23: Dendograma de relacién genética por Notl-PFGE de aislamientos autéctonos:

S. flexneri serotipo X, 4ay “Atipicos AA479”.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Notl PFGE-Not|
S N°cepa  Lugar Afio Serotipo
— I SF1944/06 CABA. 2006 4a
— L L SF7910  Jujuy 2009 "Atipico AA4TY"
BRI SF479/00 Neuquén 2009  "Atipico AA479"
—L L LU || sFr3009 RioNegro 2009 X

Se sefialan en cuadros rojo y verde los aislamientos que muestran mayor relacion genética entre si.
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El andlisis de los mapas de restriccion por WGM de estos cuatro aislamientos de
Argentina sumado al generado in-silico de la secuencia de S. flexneri Xv de China, confirmé
la relacion genética encontrada por PFGE. Se vio que el aislamiento “Atipico AA479”
autoctono N° 479/09 mostro mas del 98% de similitud (1,8% de diferencia) con el aislamiento
serotipo X autdctono, y mas del 96% de similitud con la cepa Xv de China (Figura 24). Asi,
los resultados de PFGE y WGM sugieren que el aislamiento “Atipico AA479” probablemente
corresponde a la misma variante identificada y estudiada en China, ambas relacionadas con el

serotipo X de S. flexneri.

Figura 24: Dendograma de relacion genética de los mapas de restriccién por Mapeo de
Genoma Completo de aislamientos autdctonos “Atipico AA479” y X junto a un aislamiento

Xv de origen chino.

Map Similarity Cluster using UPGMA

S. flexnerl Xy, N°2002017 (China)

I S. flexneri “Atipica”, N 479/09 (Argentina)
L S. flexnerl X, N° 730/09 (Argentina)

Percent Difference

El Mapa de Genoma Completo del aislamiento N°2002017 fue generado in-silico.

Por otra parte, el aislamiento de serotipo 4a y la cepa “Atipica AA479” N° 79/10 resultaron
altamente relacionados con el 95% de similitud (5% de diferencia), y muy distantes de los
aislamientos Xv de China y “Atipico AA479” N° 479/09, con solo el 40% de similitud (60%
de diferencia), confirmando que se trata de linajes y serotipos diferentes aunque comparten el

determinante antigénico “E1037” (Figura 25).
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Figura 25: Dendograma de relacion genética de los mapas de restriccion por Mapeo de
Genoma Completo de aislamientos autdctonos 4a 'y “Atipicas AA479” junto a un aislamiento

Xv de origen Chino.

Map Similarity Cluster using UPGMA
S fiexneri “Atipica”, N° 79/10 {Argentina)

L S fliexner 4a, N° 1944/06 (Argentina)

= S fiexneri Xv, N°2002017 (China)
L S flexneri “Atipica”, N°479/09 (Argentina)

I 1 1 1 1 1 1 1 T 1 1 1 1

B0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

Percent Difference

El Mapa de Genoma Completo del aislamiento N°2002017 fue generado in-silico.

2.2 Caracterizacion de aislamientos “Atipicos” por serotipificacion molecular (PCR

multiple)

En esta seccion, se muestran los resultados de serotipificacion molecular por PCR
multiple, de 79 aislamientos seleccionados entre los 290 “Atipicos AA479” estudiados por
PFGE en la Parte 1 de este trabajo (Tabla 5).

Se identificaron: 59 aislamientos positivos para los genes wxzis, gtrX y opt (Figura 26,
cuadro negro); 14 positivos para wxz 1.5 y opt (Figura 26, cuadro verde), y 6 positivos para
los genes wxzis, gtrlV y opt (Figura 26, cuadro rojo). Estas variantes serian compatibles con

las identificadas como Xv, Yv y 4v, respectivamente.
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Figura 26: PCR multiple de S. flexneri, protocolo modificado a partir del desarrollado
por Suny col., 2011.

M1 2 C1C2C3C4 C-M M 1 MC1 C2 C3C4 C-
PCR 1
e - Ees L.
WINESTITL A et halie ULl
-— - — > 08C(604pb) o e
- - L, gtV (378pb)<— —
MI11l2/c5¢c6 c-M M1 M C6 C5 C5 C-
PCR 2
-— - E —» Opt(1098 pb) «— - -
! p— i‘; —» gtriC (518 pb) «— E . —_
- - - -— —» gtrX(425pb) *—

Imagen izquierda: calle 1, cuadro rojo: S. flexneri 4av, positivo para wzxi-s, gtrlV (PCR 1, arriba) y opt (PCR

2, abajo); calle 2, cuadro negro: S. flexneri Xv, positivo para wzxi.s, (PCR 1, arriba), gtrX y opt (PCR 2, abajo.

Imagen Derecha: calle 1, cuadro verde: S. flexneri Yv, positivo para wzxis (PCR 1, arriba) y opt (PCR 2,

abajo).
M: marcador de peso molecular 100bp. C1: cepa control S. flexneri 1b, C2: cepa control S. flexneri 2b, C3: cepa
control S. flexneri 4b, C4: cepa control S. flexneri 5a, C5: cepa control S. flexneri Xv, C6: cepa control S.

flexneri 1c, C-: control negativo (agua).

Como se detalld en la Parte 1 - seccion 1.3.8, estos aislamientos fueron identificados en
17 provincias y C.A.B.A, en la Figura 27 se muestran los resultados de PCR por provincia.
En todas ellas se identificaron aislamientos compatibles con S. flexneri Xv, en ocho provincias
compatibles con S. flexneri Yv y en cinco provincias compatibles con S. flexneri 4av.

Ademas, se determiné que los aislamientos de S. flexneri “Atipicos AA479” estudiados
por PFGE asociados a cuatro brotes (Tabla 8), fueron en todos los casos positivos para los

genes wxzys, gtrX y opt (compatibles con Xv).
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Figura 27: Aislamientos de S. flexneri “Atipicos AA479” estudiados por PCR.
A) Cantidad de aislamientos de cada serotipo identificado por PCR.
B) Distribucion por provincia de aislamientos “Atipicos AA479” estudiados por PCR.

Al
e
PCR PCR
S. flexneri 4v S. flexneri 4v
B s. flexneri Xv B S. flexneri Xv
60 I s. flexneri Yv B s flexneriYv
8 40 g
s 5
g £
5 o
% ©
o b4
b4
20
0 7
o
2
< 0
: 6<§35§828585288523¢8
8 En58SE05E29298335
=1 <<E5:®E'ﬂmmgg’zmgcmg
= 9 < OEGC Q@ g8
< g £ T 0 @
: 20 3 80 S—'zz-n% g0
) ¢ 0 0
Serotipo ] Provincia

En el extremo superior de cada barra se sefiala el nimero de aislamientos indicado por cada barra.

2.3 Relacion genética por PFGE de las nuevas variantes “Atipicas AA479”
identificadas por PCR.

Se realizaron nuevos dendogramas incluyendo solo aislamientos “Atipicos AA479” cuyo
serotipo habia sido identificado por PCR, a fin de analizar la relacion genética entre los

diferentes serotipos y subserotipos identificados dentro de este grupo.

Al estudiar la ubicacién en el arbol total descripto en seccion 1.2 de la Parte 1 de
Resultados, de los 59 aislamientos de S. flexneri identificados por PCR como S. flexneri Xv,
se vio que 53 se ubicaron en la Rama 1 (Figura Al, Anexo) que agrupaba a la mayoria de los
aislamientos “Atipicos AA479”, otros 3 aislamientos estaban ubicados en la Rama 7 (Figura

A7, Anexo) y los restantes 3 aislamientos ubicados en la Rama 8 (Figura A8, Anexo),
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(Figura 10 Ay B).

Comparando solo a los 59 aislamientos entre si, se observé la misma tendencia: una gran
rama principal con similitud entre el 84 y 100% que agrup0 a 53 aislamientos (Figura 28,
Rama A) que se corresponderia con la Rama 1 del arbol general (Figura 10), y otros dos
grupos de menor relacion genética que comprendieron tres aislamientos cada uno. EIl primero,
con 66% de similitud respecto a la rama A, incluy6 3 aislamientos recuperados con dos meses
de diferencia en 2014 en el mismo Hospital Pediatrico de C.A.B.A (Figura 28, Rama B),
incluidos en la Rama 8 del arbol total (Figura 10). Mientras que los tres aislamientos del otro
grupo, fueron recuperados en el mismo afio, 2010, pero en distintas provincias (Figura 28,
Rama C), incluidos en la Rama 7 del arbol total (Figura 10).

Cabe mencionar que la cepa N° 479/09, utilizada para la obtencion del antisuero
diagndstico y como prototipo en los analisis de WGM mostr6 un perfil de PFGE incluido en

la rama mayoritaria A, como se ve en la Figura 28.
Al agruparlos junto con el serotipo X, se encontré que tres subtipos de los aislamientos

compatibles con Xv mostraron 100% de similitud con patrones del serotipo X (Figura 29,

cuadros rojos).
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Figura 28: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de 59 aislamientos de

S. flexneri “Atipicos AA479” identificados por PCR como serotipo Xv.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Notl PFGE-Not|
N°cepa Pcia. Ciudad Afic PCR Paurén PFGE Céd. Brote
.88 %
SF1043/08 Jujuy San Martin 2007 S. flexneri Xv ARJZXN11.0003
— SF2310/10  LaPampa Santa Rosa 2010 S.flexneriXv  ARJZXN11.0070
SF1154/14 Buenos Air. La Plata 2014 S. flexneri Xv ARJZXN11.0287
SF1835/10 Buenos Air. El Palomar 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0031
SF460/11 Cordoba Coérdoba 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0172
SF465/10 Jujuy San Martin 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0024
II SF630/12 LaPampa Santa Rosa 2012 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0213
m SF638/12 La Pampa Santa Rosa 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0213
Il SF1006/12  Neuquén  Neuquén 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0027
u m SF611/10 Rio Negro  Cipolletti 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0027
"I SF637/12 La Pampa Santa Rosa 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0027
H ‘ SF720/12 Buenos Air. Bahia Blanca 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0027
Il SF85/12 Buenos Air. Rafael Calzada 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0027
”l SF894/13 Mendoza  Guaymallén 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0337
] SF1344/13  Corrientes  Corrientes 2013 S.flexneriXv  ARJZXN11.0215
{‘ II} SF848/13 LaPampa General Pico 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0215
SF1489/13 Neuquén Neuquén 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0007
*l‘ SF2004/10 Jujuy San Martin 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0019
' SF478/13 La Pampa Santa Rosa 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0019
| ﬂ' SF1317/12  LaRioja  LaRioja 2012 S.flexneriXv  ARJZXN11.0006
1l SF1582/13  Catamarca S.F.delV.de Cata. 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0019
Il | SF873/14 Cordoba  Parana 2014 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0019
\ | SF1371/11  Sanluis  Salinas 2011 S.flexneriXv  ARJZXN11.0177 ARIM1108SLJIZX-20
‘ SF1372/11 San Luis Balde 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0177 ARIM1108SLJZX-20
|| | sF137311  sanLuis  SanLuis 2011 S.flexneriXv  ARJZXN11.0177 ARIM1108SLJIZX-20
| SF1596/11 Cordoba Cordoba 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0043
] SF683/14 Jujuy San Salvador de Juj. 2014 S. flexneri Xv ARJZXN11.0022
] SF1010/12 Neuquén Neuquén 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0197
‘ SF665/12 Neuquén Centenario 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0197
‘ SF222/14 Chaco Resistencia 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0300
‘ SF2118/10 Rio Negro Viedma 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0011
_E l SF911/08 Neuquén Neuquén 2008 S. flexneri Xv ARJZXN11.0010
) SF1438/11 Mendoza Guaymallén 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0035
| { SF522/11 Neuquén  Neuquén 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0035
‘ ‘ SF790/13 SanJuan  SanJuan 2013 S. flexneri Xv ARJZXN11.0035 ARIM1302SJJZX-10
u E I B j | SF667/14 SantaFe  Santa Fe 2014 S. flexneri Xv ARJZXN11.0001
I BIIER SF10/13 CABA. CABA. 2012 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0032
M SF199/12 Salta Salta 2012 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0032
||| T | SF466/11 Mendoza ~ Guaymallén 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0032
ll l ||| || | ‘ SF642/11 Neuquén Neuquén 2011 S. flexneri Xv ARJZXN11.0032
BRI IR SF645/12 Chubut Trelew 2012 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0032
W SF859/14 Catamarca S.F.del V. de Cata. 2014 S. flexneri Xv ARJZXN11.0032
I W SF474/11 Mendoza ~ Guaymallén 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0041
] H | __SF2024/10 _ BuenosAir |aPlaia 2010 S flexneriXv ___ ARJZXN11.0388
<q I ‘ SF479/09 Neuquén Neuquén 2009 S. flexneri Xv ARJZXN11.0006
ﬂ| [T SF11047 Suquen Gnin de 165 Andes 2013 S, Tlexnen Xv ARJZXN11.0305 ARIM1307NEJZX-40
m | m| | ] SF1506/12  Jujuy San Salvador de Juj. 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0196
It KRN SF695/12 Jujuy San Salvador de Juj. 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0048
L l B SF1303/13  Catamarca S.F.delV.de Cata. 2013 S.flexneriXv  ARJZXN11.0341
S ||| I T SF25/13 Santa Cruz Rio Gallegos 2012 S. flexneri Xv ARJZXN11.0270
_: rl W SF83/10 Jujuy San Martin 2009 S.flexneriXv  ARJZXN11.0112
(NERIIY RN SF966/13 C.ABA. CABA. 2013 S.flexneriXxv  ARJZXN11.0335
[T TR SriEEziaa o it oDl 2012 P ; ARIZNALL 0348
i “]mm\‘ = SF1564/14 C.ABA. C.ABA. 2014 S.flexneriXv  ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
k| SF1565/14 C.ABA. C.ABA. 2014 S.flexneriXv  ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
| SF1570/14 ___C.ABA. ___ CABA. 2014 S. flexneri Xv____ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
NI SF1551/10  Buenos Air. Junin 2010 S.flexneriXv  ARJZXN11.0161
|||||||| || ||” \ SF1563/10  Jujuy San Salvador de Juj. 2010 S. flexneri Xv ARJZXN11.0161
[ 1 PRI A SF1773/10  Cérdoba  Cérdoba 2010 S. flexneri Xv  ARJZXN11.0160

Se sefialan en cuadros tres ramas de agrupamiento de perfiles genéticos (A, B y C) y en oval negro la cepa

B
C

N° 479/09, utilizada como prototipo de aislamientos “Atipicos” emergentes en Argentina para su estudio por

Mapeo de Genoma Completo y para la obtencion del antisuero diagndstico.
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Figura 29: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de aislamientos de
S. flexneri identificados por PCR como serotipo Xv y 9 aislamientos de serotipo X.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Notl PFGE-Not|

N° cepa Provincia Ciudad Afio  Serotipo PCR  Patrén Notl-PFGE

SF1043/08  Jujuy San Martin 2007 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0003

|: : SF2310/10 La Pampa Santa Rosa 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0070

g SF1384/12  Buenos Aires  La Plata 2012 X S. flexneri X ARJZXN11.0019

ﬁ SF2004/10  Jujuy San Martin 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0019

‘ SF1372/11  San Luis Balde 2011 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0177

SF2118/10  Rio Negro Viedma 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0011

_| | SF894/13 Mendoza Guaymallén 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0337

SF730/09 Rio Negro Cipolletti 2009 X S. flexneri X ARJZXN11.0026

-I: SF911/08 Neuquén Neuquén 2008 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0010

SF1010/12  Neuquén Neuquén 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0197

-I: “3 = SF222/14 Chaco Resistencia 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0300

SF1006/12  Neuquén Neuquén 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0027

SF11/11 C.ABA. C.ABA. 2010 X S. flexneri X ARJZXN11.0027

i SF185/10 La Pampa Santa Rosa 2009 X S. flexneri X ARJZXN11.0027

SF570/10 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2010 X S. flexneri X ARJZXN11.0027

| SF638/12 La Pampa Santa Rosa 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0213

. SF477/13 La Pampa Santa Rosa 2013 X S. flexneri X ARJZXN11.0307

SF1154/14  Buenos Aires La Plata 2014 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0287

-[ SF1835/10 Buenos Aires  El Palomar 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0031

SF1438/11  Mendoza Guaymallén 2011 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0035

‘I:{ SF545/14 Neuquén Neuquén 2014 X NR ARJZXN11.0035

SF667/14 Santa Fe Santa Fe 2014 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0001

SF1317/12  LaRioja La Rioja 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0006

SF2024/10  Buenos Aires La Plata 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0388

SF1104/13  Neuquén Junin de los Andes 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0305

SF1133/13  Salta Salta 2013 X S. flexneri X ARJZXN11.0354

SF1489/13  Neuquén Neuquén 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0007

SF848/13 La Pampa General Pico 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0215

SF10/13 C.ABA. C.ABA. 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0032

{ SF1506/12  Jujuy San Salvador de Jujuy 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0196

SF695/12 Jujuy San Salvador de Jujuy 2012 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0048

SF460/11 Cordoba Cérdoba 2011 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0172

SF465/10 Jujuy San Martin 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0024

E . ' q SF1596/11  Cérdoba Cérdoba 2011 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0043

l SF683/14 Jujuy San Salvador de Jujuy 2014 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0022

| SF420/12 Chubut Puerto Madryn 2012 X S. flexneri X ARJZXN11.0232

I SF474/11 Mendoza Guaymallén 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0041

| “ SF1303/13  Catamarca S.F. del V. de Catamarca2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0341

' ' SF83/10 Jujuy San Martin 2009 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0112

E I “ SF966/13 C.AB.A. C.ABA. 2013 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0335

L I 1 SF25/13 SantaCruz  Rio Gallegos 2012 "Atipico AA479" S, flexneri Xv ARJZXN11.0270

L U N SF1557/13  Buenos Aires  La Plata 2013 "Atipico AA479" S flexneri Xv ARJZXN11.0318

| 111 ' I SF1564/14 C.ABA. CABA. 2014  "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0330

i || I SF1563/10  Jujuy San Salvador de Jujuy 2010 "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0161

[ I SF1773/10  Cérdoba Cérdoba 2010  "Atipico AA479"  S. flexneri Xv ARJZXN11.0160

Se selecciono un aislamiento de serotipo Xv representativo de cada patrén de PFGE obtenido. En cuadros rojos

se sefialan aislamientos de ambos serotipos que mostraron un patrén de bandas con 100% de similitud.

De los aislamientos identificados como positivos para wxz 15 y opt (compatible con Yv),
en el arbol general seis de ellos mostraron mayor relacién genetica con los aislamientos de la
Rama 1 (Figura 10, Figura Al, Anexo) y siete con los de la Rama 8 (Figura 10, Figura A8,
Anexo). Uno solo de estos aislamientos (N °1655/12) se agrupd junto a cepas de serotipo 1y
3 de la Rama 3 (Figura 10, Figura A3, Anexo).
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Al hacer un dendograma de comparacion entre los perfiles de los 14 aislamientos entre
si, se observaron dispuestos en tres grupos diferenciados. Un grupo con similitud entre sus
perfiles mayor al 85%, con cinco aislamientos recuperados entre 2005 y 2010 en distintas
provincias (Figura 30, Rama A). Otro, compuesto solo por dos aislamientos con 92% de
similitud y una sola banda de diferencia, ambos de 2011 y remitidos por el mismo Hospital
Pediatrico de La Plata (Figura 30, Rama B). El tercero, agrup0 a siete aislamientos de

variadas regiones y afios (Figura 30, Rama C) (Figura 30).

Figura 30: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de 14 aislamientos de

S. flexneri “Atipicos AA479” identificados por PCR como serotipo Yv.

Dice (Opt:L.50%) (Tol 1.5%-L5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Notl PFGE-Not|

Nocepa  Pcia. Ciudad  Afo  PCR  Patron PFGE

||| | |||| | |  SFL4007 Cérdoba  Cordoba 2010  S.flexneri Yv  ARJZXN11.0166

_[ |||| |||||| | | SF32007  Sata General Gilemes 2007  S. flexneri Yv - ARJZXN11.0169 A
— | || |||||M \ | SF171/08  RioNegro  Cipollett 2008 S.flexneri Yv  ARJZXN11.0285
S u “m SF908/05  Buenos Aires La Plata 2005 . flexneri Yv  ARJZXN11.0117
| SF1216/06 Santa Fe Santa Fe 2006  S.flexneri Yv  ARJZXN11.0102
"t SF1716/11 Buenos Aires La Plata 2011 . flexneri Yv ARJZXN110069
I [ SF1735/11 Buenos Aires La Plata 2011 S.flexneri Yv - ARJZXN11.0077
’ | | || sFi2s6i13  sata Salta 2013 S.flexneri Yv  ARJZXN11.0343
1 W DRI sFise213 Newquen  dunin 2013 S.flexneri Yv - ARJZXN11.0073
ﬂ "““M“ ‘|| SF1267/13 Buenos Aires Mar del Plata 2013  S. flexneri Yv  ARJZXN11.0012

‘ﬁ || |||| |||||| || SF24613  Neuquén  Neuguén 03 S fexnerivv ARIZXN1L00z7 | C
" “ ||w||| || SF579/09  Neuquén Junin de los And. 2009 S. flexneri Yv  ARJZXN11.0030
||| ||| I || sre2riz3  Chubut Trelew 2013 S.flexneri Yv  ARJZXN11.0298
S _II || |||||| || SF1655112 Mendoza  Guaymalén 2012 S.flexneriYv ARJZXNLL0119

Se sefialan en cuadros rojo, verde y azul las ramas de agrupamiento de perfiles genéticos (A, By C).

Cuando se compararon incluyendo los perfiles del serotipo Y, se encontraron perfiles con
gran similitud (una sola banda de diferencia), pero ninguno mostré identidad del 100%
(Figura 31).
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Figura 31: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de 14 aislamientos de S. flexneri
Yv y 25 aislamientos de serotipo Y.

Qlce (@ pl:1 S0%) (Thl 1 S%.-1.5%) (He 00X B+ 00T) OOT- 100.0%]

PFGE Nat| PFGE-Notl o Sy i 4 ;
N°cepa Provincia  Afio  Serotipo PCR PatronNofl-PFGE
g, 8 8
SF1421110  Jujuy 2010 X S. flexneri Y ARJZXN11.0167
SF320V07  Salta 2007 “Afipico AA4TY S flexneri Yy ARJZXN11.0169
SF1140/07 Cérdoba 2010 “Afipico AA4TE S flexneriYy  ARJZXN11.0166
SFO0&05  BuenosAires 2005 "Afipico AA4TY S flexneri Yy ARJZXN11.0117
SF171/08  RioNegro 2008 “Afipico AA4TY S flexneri Yy ARJZXN11.0285
SF10408  Neuquén 2008 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0246
SF1216/06 Santa Fe 2006 “Afipico AA4TY S flexneri Yy ARJZXN11.0102

SF1716/11  Buenos Aires 2011 "Atipico AA4TY S flexmeriYy  ARJZXN11.0069
SF1735/11  Buenos Aires 2011 "Atipico AA4TY S flexmeri Yy ARJZXN11.0077

SF366(14  Cérdoba 204 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0315
SF758%13  SanJuan 2013 Y. S. flexneri Y ARJZXN11.0314
SF1749/11  Salta 2011 Y. S flexneriyY  ARJZXN11.0168
SFG8&12 CABA M2 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0222
SFO11M13  Jujuy M3 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0325
SF1125M3 Neuquén M3 Y S flexneriy  ARJZX{N11.0358
SF1572114 CABA 2014 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0348
SF1575/114 CABA 2014 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0348
SF15871114 CABA 2014 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0338
SF63713  BuenosAires 2013 Y S. flexneri Y ARJZXN11.0312
SF1039/13 BuenosAires 2013 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0322
SF187313  Jujuy 203 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0360
SF247/112  Cérdoba 2012 Y S. flexneri Y ARJZXN11.0204
SF1165/10 Santa Fe 2010 Y S flexneriy  ARJZXN11.0108
SF29812  LaPampa 202 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0109
SF42713  Chubut 2013 "Afipico AA4TY S flexneriYy  ARJZXN11.0298
SF1406/13  Jujuy 2013 X S flexneriy  ARJZXN11.0344
SF241/14  Catarmarca 2M3 Y ARJZXN11.0198
SF35&14  Cérdoba 203 Y ARJZXN11.0211
SF1267/13 BuenosAires 2013 "Atipico AA4TY S flexmeriYy  ARJZXN11.0012
SF892/13  Mendoza 203 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0007
SF246/13  Neuquén 2013 "Afipico AA4TY S flexneriYvy  ARJZXN11.0027
SF57%09  Neuquén 2009 “Afipico AA4TY S flexneriYy  ARJZXN11.0030
SF8A713  BuenosAires 2013 Y S. flexneri Y ARJZXN11.0339
SF1655/12 Mendoza 2012 “Afipico AA4TY S flexneriYy  ARJZXN11.0118
SF1820M12 Salta M2 Y S flexneriyY  ARJZXN11.0266
SF1256/13 Salta 2013 “Afipico AA4TY S flexneriYvy  ARJZXN11.0343
SF138213  Neuquén 2013 “Afipico AA4TY S flexneriYy  ARJZXN11.0073
SF492/12  BuenosAires 2012 Y S. flexneri Y ARJZXN11.03 7
SF472/09  LaPampa 2009 Y S flexneriy  ARJZXN11.0046

Se sefialan en cuadros rojos aislamientos Y e Yv que mostraron perfiles con una sola banda de diferencia.

Por ultimo, analizando la ubicacion en el dendograma general de los seis aislamientos
“Atipicos AA479” identificados por PCR como compatibles con S. flexneri 4av, se observd

gue se ubicaron todos en la Rama 8 (Figura 10, Figura A8, Anexo), la méas distante y de
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menor similitud con el resto de los perfiles genéticos (ver Resultados, Parte 1, punto 1.2).

Al comparar estos aislamientos entre si, se observaron dos ramas. Una con 3
aislamientos con mas de 93% de similitud (1 a 2 bandas de diferencia),(Figura 32, Rama A)
que incluyd cepas procedentes de Jujuy, Santa Fe y Buenos Aires, de 2010, 2013 y 2014; y
otra compuesta por dos aislamientos de Salta y Neuquén con 95% de similitud y una banda de
diferencia (Figura 32, Rama B). El aislamiento restante mostr6 un perfil genético diferente,
con 74% de similitud con respecto a las dos ramas mencionadas y entre 4 y 8 bandas de
diferencia con los demas subtipos; cabe destacar que este aislamiento fue también el mas

alejado en el tiempo, ya que se aisl6 en 2006 (Figura 32).

Figura 32: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de 6 aislamientos de

S. flexneri “Atipicos AA479” identificados por PCR como serotipo 4av.

Dice (Opt:1 50°%) (Tol 1.5%-15%)(H>00% $50.0%) P.0%-1000%)]
PFGE Hotl PFGE-Notl

D N° cepa Provincia Ciudad Afio PCR  Patron Nofl-PFGE

SFE71/14  Santa Fe Santa Fe 2014 S flexneridav  ARJZXN11.0165

Jujuy San Martin 2009 S flexneridav  ARJZXN11 0156 | A

SF116/13  Buenos Aires  La Plata 2013 S flexneridav  ARJZXN11.0221

t |..
l

| i SF109114  Salta Salta 2014 S flexneridav  ARJZXN11.0164
L IR SF2OM3  Newquén  Centenaio 2012 S flexneridav  ARJIXNI1 0249 | B
T TTTT T SF2057406  Salta Oran 2006 5. flexneridav  ARJZXNT1 0101

Se sefialan en cuadros de color rojo y azul las ramas de agrupamiento de perfiles con mayor relacién genética (A
y B) y en dvalo negro el aislamiento N° 79/10, utilizado como prototipo de aislamientos “Atipicos AA479”

emergentes en Argentina para su estudio por Mapeo de Genoma Completo.

Al incluir en la comparacion también a los tres aislamientos de serotipo 4a, se observo
alta relacion genetica entre los perfiles del 4av. En la Figura 31, se sefialan dos grupos
compuestos por ambos serotipos, en los dos casos con diferencia de una sola banda (Figura
33).
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Figura 33: Dendograma de relacion genética por Notl-PFGE de aislamientos de
S. flexneri 4a 'y 4av.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Not| PFGE-Notl

N°cepa  Provincia Ciudad Afio PCR Patron Not-IPFGE

SF671/14 Santa Fe SantaFe 2014 S.flexneridav ARJZXN11.0165
SF79/10  Jujuy San Martin - 2009  S. flexneri 4av ARJZXN11.0156
SF998/10 Cérdoba Cérboba 2010 S.flexnerida  ARJZXN11.0142
SF116/13 Buenos Aires La Plata 2013  S.flexneridav  ARJZXN11.0221
SF1944/06 C.A.B.A. CABA. 2006 S.flexnerida  ARJZXN11.0170

SF1091/14 Salta Salta 2014  S.flexneridav  ARJZXN11.0164
SF229/13 Neuguén Centenario 2012  S.flexneridav  ARJZXN11.0249
SF2057/06 Salta Orén 2006 S.flexneridav  ARJZXN11.0101
SF163/06 Salta Orén 2005 S.flexnerida  ARJZXN11.0158

Se sefialan en cuadros rojo y azul los grupos de perfiles de ambos serotipos altamente relacionados entre si, con
una sola banda de diferencia.
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Las enfermedades diarreicas agudas constituyen una de las mayores causas de morbi-
mortalidad en nifios menores de 5 afios, principalmente en los paises en desarrollo, segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(http:/iwww.who.int/immunization/highlights/2015/immunization_highlights_2015_full/en/index3.html).

Las diarreas bacterianas representan aproximadamente entre el 10 y el 20% de todas
las diarreas. Dentro de estas, Shigella spp. es el patdgeno bacteriano mas frecuentemente
aislado, y S. flexneri el serogrupo prevalente. En Argentina se observa el mismo escenario,
segun los datos recabados por el Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud, el Sistema de
Vigilancia Laboratorial y el Laboratorio de Referencia Nacional de la Red de Diarreas,
Shigella es el principal agente etiol6gico aislado en muestras de casos de diarreas agudas en
menores de 5 afios y presenta un comportamiento estacional con aumento de casos en verano.
También S. flexneri es el serogrupo prevalente a nivel global en el pais, siendo causal de
infecciones esporédicas y brotes (Boletin Integrado de Vigilancia N° 128 - SE 28, 2012;
Boletin Integrado de Vigilancia N° 203 - SE 3, 2014).

Desde fines de la década de los "90, se incorporaron en el LNR técnicas de
subtipificacion molecular que permitieron desarrollar estudios de diversidad genética de
diferentes patdgenos de transmision alimentaria, como Salmonella spp., E. coli productor de
toxina Shiga y Shigella spp, entre otros. La aplicacién de protocolos estandarizados de PFGE,
en el marco de la Red PulseNet, fue de gran utilidad para implementar la vigilancia por
epidemiologia molecular de estos patdgenos y ha sido aplicado ademas al estudio de brotes,
como también para la caracterizacion de subtipos circulantes en el pais y su comparacion con
los de otras regiones (Brengi y col., 2010; Brengi y col., 2012; Campos y col., 2011; Della
Gaspera y col., 2015; Pichel y col., 2007; Vifias y col., 2012; Vifas y col., 2013).

En el presente trabajo, se pudo aplicar un protocolo de PFGE validado para S. flexneri
(Pichel y col., 2012) para la subtipificacion y analisis de la diversidad genética y diseminacion
témporo-espacial de una seleccion de aislamientos (algunos de ellos retrospectivamente) de
distintos serotipos recibidos en el LNR. Como resultado, se logré obtener una Base de Datos
Nacional (BDN) con 840 perfiles genéticos que cuenta con aislamientos recuperados durante
10 afios en todo el pais (2004-2014) constituyendo una herramienta valiosa en la vigilancia y
estudio de brotes causados por este patdgeno. Esta base de datos cuenta con aislamientos de
21 provincias y C.A.B.A, quedaron fuera del andlisis Santiago del Estero y Tierra del Fuego

por no enviar aislamientos (excepto 5 remitidos por Tierra del fuego en 2004 que no fueron
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seleccionados por ser los Unicos del periodo). En este aspecto, se destaca la importancia de

mejorar y reforzar la vigilancia en estos lugares.

La diversidad genética de S. flexneri fue amplia, encontrandose 404 perfiles genéticos
diferentes (subtipos), dentro de los cuales hubo aislamientos que solo mostraron una relacion
genética en el dendograma correspondiente a una similitud del 59.5 %.

Se incluyeron en la BDN los perfiles de PFGE de 7 serotipos (1, 2, 3,4, 6, Xe Y) y de
aislamientos “Atipicos AA479” (entre los cuales en este trabajo se identificaron por PCR 3
serotipos variantes diferentes). Los serotipos 2 y “Atipicos AA479”, estuvieron representados
igualitariamente en la BDN, representando aproximadamente un tercio de los aislamientos
totales cada uno (33,9 y 34,5 %), este hecho puede explicarse en el primer caso dada la
prevalencia en el pais del serotipo 2 durante todo el periodo de estudio (50,8 % de las cepas
recibidas en el LNR), y en el segundo caso debido al uso del PFGE como herramienta para
una primera caracterizacion de estas cepas emergentes en 2009 (hasta que se conté con el
antisuero AA479 y la serotipificacion molecular) y a su aumento al segundo lugar de
prevalencia después del serotipo 2 desde 2010. Estos factores hicieron que ambos serotipos
fuesen estudiados en mayor porcentaje que el resto. De igual modo, de los serotipos 1, 3y 6
que siguieron en prevalencia en este periodo (14,2%; 14.1% y 4%) fueron analizados por
PFGE en porcentajes similares y cercanos al 10% (11,7, 9,5 y 12,7 %). Esto se vio reflejado
en el hecho de que las cantidades incluidas en la BDN (12,9, 10,4 y 3,9 %) fuesen similares a
la prevalencia nacional de estos serotipos segun los datos del LNR.

En cuanto a los serotipos poco frecuentes, X e Y, cabe destacar que comenzaron a
determinarse en mayor numero a partir de la incorporacion en la serotipificacion de S. flexneri
de la PCR mudltiple descripta en este trabajo. Se incorporaron a la BDN 9 y 25 aislamientos de
dichos serotipos (22% y 42% de los remitidos al LNR) y se planifica incrementar este
porcentaje para poder obtener un mayor conocimiento de estos subtipos genéticos.

En relacién al serotipo 4, en el LNR se tipificaron 55 aislamientos entre 2004-2014
(todos previos al 2010, excepto uno de 2013), de los cuales solo se estudiaron por PFGE tres
de ellos, para los cuales la serologia fue re-confirmada por PCR mdltiple (correspondiendo al
subserotipo 4a). Esto se debe, a que en muchas ocasiones al no disponer de antisuero de tipo 4
del INPB, se utilizaba el antisuero comercial Denka Seiken, que segin se comprob6 en
diversas publicaciones (Ye y col., 2010; Sun y col., 2012) como durante el desarrollo de esta
tesis, muestra reaccion cruzada con los aislamientos que presentan el determinante antigénico

“E1037” como los “Atipicos” aqui estudiados (pudiendo pertenecer a cualquiera de los 3
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serotipos variantes descriptos). Por este motivo, no se incorporaran a la BDN otros
aislamientos de serotipo 4 hasta confirmar su tipificacion con antisuero monovalente del
INPB o bien por PCR multiple, para descartar que no se trate de serotipos Xv, Yv o0 4av que
dieron positivos para el tipo IV por reaccion cruzada. Si bien el nimero de cepas estudiadas
no permitio hacer un andlisis profundo de la diversidad y diseminacion de este serotipo,
fueron incluidos para poder compararlos con los identificados como serotipo 4av, de
relevancia para este trabajo.

Por ultimo, el serotipo 5 es también muy poco frecuente en Argentina, especialmente
en los ultimos afios. Se tipificaron en el LNR 57 aislamientos durante el periodo de estudio,
representando el 0,9% del total, de los cuales el 81% se recuperaron antes de 2009. Dada la
baja prevalencia de este serotipo a partir de este afio, no se prioriz6 su estudio retrospectivo
por PFGE. Se cuenta con dos aislamientos de este serotipo en la BDN, los cuales fueron
analizados en el marco del estudio multicéntrico de validacion del protocolo de PFGE, pero
no se incluyeron en el anélisis de este trabajo dado el bajo nimero.

Lo antes mencionado, da cuenta de que esta BDN cuenta con datos representativos de
todos los serotipos y los emergentes “Atipicos AA479, salvo el 4 y 5, lo cual es de relevancia
para su uso en vigilancia, pudiendo detectar tempranamente la emergencia de nuevos subtipos
circulantes, asi como para el estudio de brotes. Para extender esto a todos los serotipos
circulantes, son tareas pendientes a realizar en el LNR la incorporacién de aislamientos de los

serotipos 4 y 5.

En cuanto al la relacién genética dentro de los distintos serotipos, se observé que en
general, los aislamientos de cada uno se agruparon formando ramas en el dendograma con
mayor relacion genética entre si que con otros serotipos. Asi, los serotipos 1, 2, 3,6, X, Yy
Atipicos, agruparon al 97%, 99,6%, 72,4%, 100%, 89% y 76% de sus aislamientos,
respectivamente, en ramas diferenciadas unas de otras. Sin embargo, salvo para el serotipo 6
que agrupd al 100% de sus aislamientos en una rama bien diferenciada, se encontrd cierta
diversidad dentro de un mismo serotipo, permitiendo la aplicaciébn de PFGE para la
subtipificacion molecular y estudios de brotes. El hecho de que los perfiles genéticos de S.
flexneri serotipo 6 no hayan agrupado junto a otros serotipos, como ocurrio en otros casos, €es
concordante con los estudios que postulan un origen independiente y evolucién convergente
de los distintos serogrupos y serotipos del género (incluso de E. coli) y en particular en
relacion al serotipo 6, que tanto por estudios fenotipicos (estructura del antigeno O) y

genotipicos (de secuencias gendmicas) muestran que forma un linaje separado de los demas
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serotipos e incluso mas relacionado con el serogrupo S. boydii (Ashton y col., 2014; Connor y
col., 2015).

Al calcular el indice de diversidad de cada serotipo (I) (total de aislamientos sobre
cantidad de perfiles de PFGE), se observo que los dos que presentaron mayores indices, y por
ende puede inferirse menor diversidad genética, son los serotipo 2 y Atipicos (I= 2,66 y 2,59
respectivamente). Mientras que los serotipos 1, 3 'y 6 con indices mas cercanosa 1 (I= 1,58 y
I= 1,38, I= 1,37, respectivamente) presentarian mayor diversidad genética. Los demas
serotipos, mostraron incluso menores indices (mayor diversidad), pero a la vez se encuentran
menos representados en la BDN, con lo cual puede ser necesario analizar un mayor nimero
de aislamientos antes de afirmar que se trata de serotipos menos clonales que los antes
mencionados (serotipo X con un 1= 1,28 y N= 9, serotipo Y con un I= 1.04 y N= 25 y serotipo
4 conunl=1yN=3).

Al analizar la diversidad genética dentro de cada serotipo, en el caso de S. flexneri 2,
se observo que 29% de los aislamientos mostraron un perfil de bandas Unico, y 46%
estuvieron agrupados en 3 subtipos genéticos mayoritarios, los cuales a su vez fueron causales
de brotes en distintos lugares y momentos. Dos de estos subtipos, ademas fueron identificados
tanto antes como después de los brotes en la misma provincia asi como en otras. Por ejemplo,
el patron ARJZN11.0020, causal de un brote en C.A.B.A. en 2006, fue identificado ya desde
2005 y hasta 2014 también en otras 11 provincias. El patron ARJZN11.0059 que causé 3
brotes (C.A.B.A., 2011; Neuquén, 2012 y Misiones, 2014) fue encontrado en casos
esporadicos de la misma provincia en afios previos a la ocurrencia de dichos brotes, asi como
en otras 10 provincias, en ambos casos, estos perfiles fueron los dos mas frecuentes des
serotipo 2 incluidos en la BDN.

Los aislamientos “Atipicos AA479” fueron detectados en 2009. Sin embargo, cuando
se analizaron aislamientos no tipificables previos a ese afio, 8 fueron también identificados
como “Atipicos AA479”. De éstos, 7 mostraron perfiles genéticos que no volvieron a
encontrarse en los aislamientos estudiados de afios posteriores, pero 1 de Neuquen de 2008,
fue luego recuperado en la misma provincia en 2009 y mas tarde en C.A.B.A, en 2012 y 2013.
Los demas aislamientos previos a 2009, se aislaron en distintos lugares, demostrando que ya
circulaban en el pais desde al menos 2005 (2005 en Bs. As.; 2006 en Salta y Santa Fe; 2007
en Salta y Jujuy; 2008 en Cordoba y Rio Negro). Por otra parte, se encontraron cuatro grupos

de mayor similitud en sus perfiles genéticos, uno de ellos incluyé a la mayoria de los
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aislamientos (93%) y en los otros 3 se encontraron ciertas caracteristicas particulares: un
grupo formado solo por aislamientos de un brote, otro por aislamientos de un solo afio y el
tercero por aislamientos portadores de genes compatibles con las variantes Yv y 4av. Ademas,
entre los 112 subtipos genéticos, el 29% (N=83) fueron patrones unicos y un 41% (N=119)
distribuido en 4 patrones mayoritarios. Se determind en estos Ultimos, una amplia
diseminacion y persistencia en el tiempo, habiéndose identificado a estos patrones en al
menos 7 sitios y en mas de un afio. Hubo casos donde hubo persistencia en tiempo y lugar e
incluso asociacién a brotes (Patron ARJZXN11.0027, brote en Neuquén en 2012, subtipo
presente desde al menos 2009; ARJZXN11.0032 persistente en C.A.B.A. y Neuquén).

El serotipo 1, con 71 perfiles genéticos diferentes, se estudid principalmente en 5
provincias (80% de los aislamientos) y a partir del 2010. Se cuenta con pocos aislamientos de
afios previos (N=5) y de otras 10 provincias de donde se incluyeron entre 1 y 4 aislamientos
de cada una. No se estudiaron brotes por este serotipo en este periodo y el patron mayoritario
agrup6 al 24% de los aislamientos estudiados (N= 17), recuperados en 8 provincias y
C.A.B.A. entre 2010 y 2014. Entre el resto de los patrones, no se observd mayor persistencia
en un lugar.

En cuanto al serotipo 3, cuando se observd su ubicacion en el arbol total de relacion
genética, se vio que en muchos casos se agrupaban en medio de aislamientos del serotipo 1.
Por este motivo se realizd PCR de 25 aislamientos para confirmar el resultado, encontrandose
que 10 dieron resultados compatibles con el serotipo 1b. Cabe destacar que el serotipo 3 no
presenta factores antigénicos de tipo y su deteccion tanto seroldgica como genética se basa en
los factores grupales, uno de los cuales es compartido por los serotipos 3 y 1b (FG6 o gen
oac). Queda sin responder si la falta de deteccion del antigeno de tipo 1 fenotipicamente se
debid¢ a falencias en los ensayos de serotipificacion o si el gen fue detectado en la cepa pero el
antigeno no estaba siendo expresado, por alguna mutacién u otra posible causa genética. La
representatividad geogréafica fue baja en este serotipo, contando la BDN con perfiles de 5
provincias principalmente aunque hay también de 1 a 3 perfiles de otras 12; y en cuanto a los
anos, los aislamientos ingresados en la BDN fueron mayoritariamente de 2010 en adelante
(87%).

En el serotipo 6, la diversidad encontrada fue mayor adn, con 18 patrones Gnicos, y un
patrén mayoritario encontrado en 5 ocasiones, solo se cuentan con dos o mas aislamientos de
6 provincias (de otras 4 se analizaron solo un aislamiento).

En el serotipo Y, la situacion fue similar, ya que dentro de los 25 aislamientos

estudiados, solo dos mostraron idéntico perfil, y correspondieron a casos asociados a un brote.
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En cuanto a la diseminacion de los subtipos en tiempo y espacio, no pueden sacarse
conclusiones, debida a la escasa informacion disponible, solo se disponen mas de dos
aislamientos a partir de 2012, los cuales se encontraron en mas de una localizacion.

Por ultimo, los 9 aislamientos estudiados del serotipo X, se encontraron en la Rama
principal que agrupo al 93% (N= 268) de los aislamientos “Atipicos AA479”, de los cuales 59
fueron estudiados por PCR, siendo en su mayoria (53) del serotipo Xv, denotando la relacion
genética entre ambos serotipos.

Entonces, en relacion a los perfiles genéticos encontrados dentro de los serotipos mas
prevalentes: 2, “Atipicos AA479”, 3 y 1, se pudo demostrar que existen determinados
subtipos clonales con capacidad de persistir en el tiempo, y que ademas estan ampliamente
diseminados en el territorio nacional bajo vigilancia, que oportunamente fueron y podrian en
el futuro volver a ser causales de un aumento en el nimero de infecciones y/o de eventos de
brote.

En conclusion, dado que en el LNR se siguen los lineamientos de la Red de
subtipificacion de patdgenos bacterianos “PulseNet” por medio de protocolos estandarizados
y validados, fue posible la creacidon de bases de datos de perfiles genéticos circulantes en el
pais. Esto permitié comparar, intra e inter-laboratorio, los perfiles genéticos de patdgenos
transmitidos por alimentos para su vigilancia. En la region de Latinoamérica y Caribe, ya
existen bases de datos regionales de Salmonella, Shigella sonnei, E coli 0157, Campylobacter
y Vibrio Cholerae.

En este trabajo se ha mostrado el proceso de creacion de una BDN de perfiles
genéticos por PFGE de S. flexneri para su vigilancia a nivel nacional. A raiz de esto,
prontamente se establecerd también una base de datos regional para Shigella flexneri lo que
permitira que Argentina y los deméas paises de la region que integran la Red PulseNet,
ingresen sus perfiles genéticos, permitiendo el analisis de la distribucion y diseminacion de
los subtipos, como su asociacion a brotes, a nivel regional.

A partir de la incorporacion a la BDN de un gran namero de aislamientos causales de
casos esporadicos y de brotes de diarrea, se pudo obtener un conocimiento de los subtipos
clonales existentes en el pais, asi como su diseminacion témporo-espacial. Esto, constituye
una herramienta muy valiosa para la vigilancia epidemioldgica asi como para la investigacion
de brotes. Respecto a esto Gltimo, se mostré en este trabajo que el PFGE constituye una
valiosa herramienta de estudio y confirmacién de brotes, pero a su vez los resultados
obtenidos del estudio de diversidad y diseminacion, destacan la importancia de contar con un

estudio epidemioldgico para poder sacar conclusiones, ya que la identificacién de un mismo
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subtipo genético no es un hallazgo inusual y solo en un contexto epidemioldgico dado puede
ser confirmatorio de la ocurrencia de tal evento. En ocasiones, no se cuenta con dicho estudio,
con lo cual solo puede identificarse al grupo de perfiles como un “cluster” de aislamientos
(idénticos genéticamente y recuperados en un lapso de tiempo acotado), esto de todos modos
es de relevancia, ya que puede contribuir a una deteccion temprana desde el laboratorio. Por
ultimo, esta herramienta demostro ser de utilidad en otro tipo de estudios de relevancia
clinica, como por ejemplo, frente a un caso de vaginitis a repeticion en una nifia, donde los
estudios por PFGE sugirieron que se trataba de una recidiva o bien reinfeccién a partir de la

misma fuente de infeccion persistente en el ambiente de la nifia.

Por otra parte, gracias a la vigilancia realizada para los enteropatégenos en el pais,
entre ellos Shigella flexneri, tanto por los laboratorios provinciales en el marco de la Red de
Diarreas, como en el LNR, se identific6 en 2009 la emergencia de nuevos serotipos
circulantes denominados en ese momento como “Atipicos”, los cuales pudieron ser estudiados
tempranamente por PFGE. Se demostrd alta relacion genética entre ellos y distinta a los
aislamientos hasta ese momento estudiados, sugiriendo la emergencia de un nuevo serotipo.
En este trabajo, se obtuvieron importantes resultados que ayudaron al conocimiento y mayor
caracterizacion de estos aislamientos “Atipicos”, que habian sido previamente reportados con
similares caracteristicas en otras regiones del mundo (Taludker y col., 2001; Taludker y col.,
2002; Ye y col., 2010; Perepelov y col., 2009; Sun y col., 2012).

A partir de su primera identificacion en 2009 en unas pocas provincias, estos
aislamientos comenzaron a producir cada vez un mayor nimero de casos hasta llegar a ser
aislados de casos esporadicos como de brotes en 21 provincias y C.A.B.A, siendo el segundo
serotipo mas frecuente en los Gltimos afios, después del serotipo 2, tendencia que continta
hasta la actualidad.

Los estudios aqui reportados, abarcaron tanto PFGE, técnica “Gold standard” en
epidemiologia molecular y ampliamente utilizada en el mundo para la vigilancia como para el
estudio de brotes, asi como “Mapeo de Genoma Completo o “Whole Genome Mapping”
(WGM), que tiene mayor resolucion que el PFGE dado que el genoma es digerido con
enzimas de restriccion de alta frecuencia de corte, mientras que en el PFGE se utilizan
enzimas de corte poco frecuente. Dado que esta Ultima tecnologia no se encuentra disponible
en el pais y que su costo es mucho mas elevado, estos estudios fueron realizados en un
namero reducido de cepas, en colaboracion con el Dr. Roberto Melano, del OAHPP-NIH,

Canada. Los resultados obtenidos por PFGE confirmados con una técnica mas discriminatoria
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como WGM mostraron que los aislamientos autoctonos tipificados por serologia como X y X
portador del gen opt (“Atipico AA479”") mostraron estar altamente relacionados con el 90,9%
y 98% de similitud por cada técnica, respectivamente. Lo novedoso y concluyente, fue que se
pudo incluir en la comparacion el patron de bandas obtenido “in- silico” del aislamiento
Chino Xv N° 2002017, cuya secuencia se encontraba disponible en GenBank. Se encontr6 una
similitud en los perfiles de esta cepa Xv de origen Chino y el aislamiento “Atipico” autdctono
de mas del 96%, sugiriendo una alta relacion genética. También se demostro la alta relacion
genética de los aislamientos 4a y 4a portador del gen opt (“Atipico AA479”), confirmando
que eran variantes del mismo serotipo (se los postula como subserotipos).

La tercera metodologia aplicada al estudio de estos aislamientos “Atipicos AA479”,
fue una PCR multiple de punto final. Este protocolo demostrd ser util en la tipificacion de
todos los serotipos conocidos de S. flexneri, incluidos Xv, Yv y 4av, segun la denominacién
propuesta por Sun y col., asi como para otros serotipos ain no encontrados en el pais (1d) y
otros recientemente identificados como el “1c” o serotipo 7 segin se postula a nivel
internacional (Brengi y col., 2017, Jakhetia y col., 2014). Es una excepcion el serotipo 6, el
cual se identifica en una reaccién simple complementaria (Sun y col., 2011; Sun y col., 2012).
Dado que su implementacién fue sencilla, y su costo accesible, se pudo analizar por PCR un
gran numero de aislamientos tipificados como “Atipicos AA479” con el antisuero de
produccion local “AA479”, el cual fue demostrado que correlaciona con el antisuero MASF
IV-I para la deteccion del antigeno E1037 (van der Ploeg y col., 2015; Vifas y col., 2012),
llegando a determinar el serotipo en un mayor nimero de cepas. Esta metodologia de
serotipificacion molecular por PCR resultd en una herramienta de especial utilidad para la
identificacion serotipos y subserotipos de S. flexneri, incluyendo los recientemente descriptos,
en comparacion con la tipificacién por la técnica convencional (serologia), (Brengi y col.,
2016). Ademas del antisuero “AA479”, producido con relativa facilidad, se precisarian para
poder discriminar al serotipo “Atipico” mas frecuentemente aislado (Xv), el antisuero FG7,8,
el cual no es provisto regularmente por el INPB, debido a su dificil y costosa elaboracion;
mientras que los reactivos comerciales resultan inaccesibles por su costo para ser usados de
rutina en un alto nimero de ensayos. Las cepas que fuesen negativas para el FG 7,8, deberian
enfrentarse con el antisuero monovalente de tipo 4 de produccion local, que dada la baja
frecuencia de este serotipo en el pais se encuentra disponible de manera limitada y ademas no
es distribuido en la Red de Diarreas. En este caso no hay una alternativa comercial, ya que

como se mencion0 previamente, el antisuero de tipo IV de Denka Seiken, muestra reaccion
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cruzada con el determinante antigénico “E1037” presente en los aislamientos ‘“Atipicos
AA479”, y el antisuero monoclonal, MASF IV-2, tiene un costo demasiado elevado.

Por ultimo, los aislamientos que fuesen negativos con el FG7,8 y FT4,
corresponderian al serotipo Yv. Por todo esto, la deteccion por serologia de estos nuevos
serotipos, en muchos casos no seria posible ni atn en el LNR, quedando muchos aislamientos
con la tipificaciéon incompleta.

Por otra parte, aplicar la serotipificacion molecular, permitiria también obtener una
tipificacion completa de todos los deméas serotipos, pudiendo identificar ademas el
subserotipo.

Consideramos que esto es esencial y relevante, tanto para el LNR como para su
transferencia a los laboratorios de la Red de Diarreas y a otros laboratorios de Argentina que
pudieran requerir la implementacién de este analisis.

Por todos los resultados de caracterizacion mencionados en este trabajo para los
aislamientos emergentes en el pais denominados “Atipicos AA479” (PFGE, WGM y PCR),
concluimos que las cepas circulantes a nivel local pertenecian a las mismas variantes
identificadas en otras regiones del mundo, principalmente en China.

Hasta tanto se lleve a cabo una revision consensuada a nivel mundial para la
clasificacion y nomenclatura de S. flexneri, proponemos adoptar en el pais las designaciones
sugeridas por Sun y col, llamando a las variantes locales de la misma manera: “Xv” (X
variante) a las cepas portadoras de los genes gtrX y opt; “Yv” (Y variante) a las cepas
portadoras Unicamente del gen opt y “4av” (4a variante) a las cepas portadoras de los genes

gtrlV y opt (Brengi y col., 2016).

Como conclusiones de esta segunda parte del presente trabajo, podemos decir que a
través del estudio por técnicas de mayor resolucién se pudo determinar la relaciéon genética
con una variante reportada en China y diseminada en otros paises.

A su vez, la incorporacién de una técnica de facil implementacion y moderado costo,
permitid contar con una identificacion completa de los serotipos “Atipicos” circulantes, que a
través de la tecnica tradicional por serologia, no resultaba posible de ser realizada en
porcentaje mayor de aislamientos, perdiéndose valiosa informacion. Se logré asi determinar
que existen tres nuevos serotipos circulantes y diseminados en el pais (Brengi y col., 2016).

Dado que el gen opt, responsable de la modificacion del LPS con un grupo
fosfoetanolamina que da lugar al determinante antigénico “E1037” esta codificado en un

plasmido, se sugiere que podria potencialmente ser adquirido por otros serotipos de S.
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flexneri. Si bien hasta el momento solo se lo ha encontrado en aislamientos de serotipo Y, X y
4, en ensayos de laboratorio, se ha logrado transformar cepas de todos los serotipos con este
plasmido confiriéndoles un fenotipo “E1037” positivo, lo que sugiere que potencialmente lo
mismo podria ocurrir en la naturaleza (Suny col., 2013, Sun y col., 2014).

De acuerdo a lo antes mencionado, se destaca la importancia de continuar con la
vigilancia epidemioldgica de este patdgeno, principal agente bacteriano asociado a casos de
diarreas en Argentina, para detectar tempranamente cambios en la diseminacion y prevalencia
de los subtipos circulantes en el pais, asi como la identificacion de serotipos y subserotipos
circulantes, informacion que ademas oportunamente pueda ser relevante en el contexto del
desarrollo de formulaciones vacunales en estudio, las cuales constituyen una posible via de

control y prevencion.
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En este trabajo, se muestran los resultados del analisis de una amplia seleccién de
aislamientos incluidos en la Base de Datos Nacional de subtipos genéticos de S. flexneri por
PFGE. Esta metodologia, considerada hasta el momento “Gold standard” en epidemiologia
molecular, es aplicada en nuestro laboratorio desde los inicios del 2000, y desde 2009 se
cuenta con un protocolo especifico para esta especie.

Pudieron obtenerse los perfiles genéticos de 840 aislamientos, considerando el periodo
2004-2014, tipificados en su mayoria (99%) en el marco de la Red de Diarrea, como parte del
rol como centro de referencia nacional para Shigella.

El andlisis de estos perfiles de PFGE, permitio establecer la diversidad genética de la
especie, identificAndose 404 patrones diferentes. De éstos, 329 fueron Unicos, es decir que
fueron identificados en 1 solo aislamiento. Los restantes 436 aislamientos estudiados se
agruparon en 75 perfiles diferentes, muchos de ellos analizados particularmente en este
trabajo por ser considerados mayoritarios, ampliamente diseminados y persistentes. Asi, se
demostrd la gran diversidad que presenta este microorganismo, a la vez que se identificaron
subtipos clonales circulantes ampliamente diseminados en todo el pais y persistentes a lo
largo del tiempo.

Se pudo determinar que solo los aislamientos del serotipo 6, agruparon en un 100% en
una rama bien diferenciada del resto de los serotipos, denotando la importancia para el resto
de los serotipos de contar con una serotipificacion previa acertada. Esto va en consonancia
con la evidencia de transferencia horizontal de los genes asociados a la expresion de antigenos
somaticos en S. flexneri, de manera que serotipificacion y PFGE resultan necesarios y
complementarios para una caracterizacién mas precisa en el marco de la vigilancia.

Se analizaron los perfiles de bandas por serotipo, encontrdndose que los mas
representados y que también mostraron menor diversidad genética fueron los serotipos 2 y
“Atipicos AA479”, respectivamente. Los serotipos que siguen en frecuencia en nuestro pais,
1, 3 y 6, mostraron mayor diversidad en sus subtipos genéticos. Los demas serotipos
ingresados en la base de datos, Y, X, y 4 también mostraron gran diversidad, sin embargo no
cuentan con un gran numero de cepas, con lo cual no pueden sacarse demasiadas conclusiones
acerca de su clonalidad y resulta de importancia continuar ingresando perfiles de estos
serotipos en la BDN.

Esta BDN, asi como la informacion aqui obtenida, constituye la base para continuar
con la vigilancia epidemiologica y estudio de brotes por S. flexneri, asi como la deteccion de

nuevos subtipos y/o nuevas variantes diseminadas en el pais, como ya ocurrid con las
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variantes “Atipicas AA479”, que fueron oportunamente estudiadas por PFGE, determinandose

que pertenecian a un grupo genético diferente a los estudiados hasta el momento.

En relacion a lo ultimo mencionado, en este trabajo se estudiaron por tres métodos
genotipicos, aislamientos “Atipicos” emergentes, estableciéndose que pertenecian a tres
serotipos nunca antes identificados en el pais, los cuales son denominados en la bibliografia
reciente como “Xv”, “Yv” y “4av” provisionalmente, hasta tanto se establezca una
nomenclatura consensuada a nivel mundial. Primero fueron estudiados 2 aislamientos
“Atipicos AA479”, estableciéndose que mostraban similitud con el serotipo X y 4a en cada
caso. Por medio de su estudio por Mapeo de Genoma Completo, herramienta de
epidemiologia molecular de alta resolucion, se confirmé este resultado, y adicionalmente se
establecio la identidad genética del aislamiento que habia mostrado mayor relacién con el
serotipo X, con un aislamiento de origen Chino, bien caracterizado como serotipo Xv.

Por altimo, se estudié por PCR una mayor cantidad de aislamientos autdctonos
“Atipicos AA479”, portadores del antigeno E1037, el cual fue encontrado a nivel mundial
hasta el momento en los serotipos Xv, YV y 4av. Se identificaron en las 79 cepas estudiadas,
aislamientos pertenecientes a los 3 serotipos.

La PCR realizada en este trabajo, fue implementada como herramienta para la
serotipificacion molecular de este patdgeno, otorgandole al LNR la capacidad de identificar
no solo todos los serotipos, sino también los subserotipos descriptos hasta el momento en la
bibliografia, incluyendo las 3 variantes mencionadas, emergentes en el pais en los Gltimos
afios, lo cual no seria posible mediante la técnica serolégica tradicional dada la disponibilidad
actual de reactivos en el LNR y en la Red de Diarreas. Este protocolo podréa ser transferido
facilmente a la Red y a otros laboratorios de Argentina que lo requieran.
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Figura Al: Rama 1 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

PFGE-Not|
) . ; N°cepa Provincia Ciudad Afo Muestra  Serotipo Patrén PFGE
SF463/10 Jujuy San Martin 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0001
SF667/14 Santa Fe Santa Fe 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0001
SF74/10 C.ABA. C.ABA. 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0001
SF951/10 Mendoza Guaymallén 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0001
SF897/14 Jujuy San Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0385
SF1010/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
SF254/14 Catamarca S.F. del V. de Catamarca 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
: SF487/12 Buenos Aires  Lanus 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
SF665/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
SF666/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
SF676/14 Buenos Aires La Plata 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0197
SF1598/13 Catamarca S.F. del V. de Catamarca 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0023
B SF1573/11 Salta Salta 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0041
: SF474/11 Mendoza Guaymallén 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0041
SF420/12 Chubut Puerto Madryn 2012 Materia fecal X ARJZXN11.0232
SF1025/13 Buenos Aires  El Palomar 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0336
_ SF1498/12 Buenos Aires  El Palomar 2012 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0172
SF460/11 Coérdoba Coérdoba 2011 Materia fecal “"Atipica AA479" ARJZXN11.0172
— SF461/11 Cordoba Cordoba 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0172
SF222/14 Chaco Resistencia 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0300
SF1596/11 Coérdoba Coérdoba 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0043
| SF1732/11 Buenos Aires La Plata 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0043
SF459/11 Cordoba Cordoba 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0043
SF1241/10 salta salta 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0022
SF683/14 Jujuy San Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0022
SF879/10 Neuquén Centenario 2010 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0022
i SF977/10 Mendoza Guaymallén 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0021
SF1122/13 Catamarca S.F. del V. de Catamarca 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0342
SF1299/13 Catamarca S.F. del V. de Catamarca 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0342
SF465/10 Jujuy San Martin 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0024
‘I 1 BRI i SF618/10 Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| R B SF894/13 Mendoza Guaymallén 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0337
| RN i SF1006/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| i Ty | SF1007/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
J Bobab=Lbd ¥ 1) | | SF1008/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| I EE Bl Em ] SF1009/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
) | EE REE A EE SF1011/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| - ' . . ‘ ‘ | ‘ | l | SF1012/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| bbbl | | SF1014/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| B4 EELIE |l | SF1015/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
|| ek 2 | SF1016/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0027
B ! ' A NEE N | SF1098/11 Neuquén Neuquén 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| kL) ol | SF1099/11 Neuquén Neuquén 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
FET TIE % | SF11/11 C.ABA. C.AB.A. 2010 Fluido vaginal X ARJZXN11.0027
IR il | SF1109/12 Jujuy San Martin 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
AR EIIE | SF116/14 La Pampa Santa Rosa 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
i . W riire i | SF1318/12 La Rioja La Rioja 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| YgiR = | SF1460/10  Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0027
| TiN SF1719/12 Jujuy San Salvador de Jujuy 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
‘_ ' 14E ) SF1803/11 Jujuy San Martin 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
1 FIEETH SF185/10 La Pampa Santa Rosa 2009 Materia fecal X ARJZXN11.0027
I SF1919/10 Neuquén Neuquén 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
- SF236/14 Catamarca S.F. del V. de Catamarca 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF246/13 Neuquén Neuquén 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF296/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF475/14 Jujuy San Ssalvador de Jujuy 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF484/11 La Pampa General Pico 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF570/10 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2010 Materia fecal X ARJZXN11.0027
SF574/09 Neuquén Centenario 2009 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF611/10 Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF612/10 Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF617/10 Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF629/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF637/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF718/12 Buenos Aires  Bahia Blanca 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF720/12 Buenos Aires Bahia Blanca 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF729/14 Jujuy San Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF81/10 Jujuy San Martin 2009 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF836/14 Buenos Aires  Lanus 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
SF85/12 Buenos Aires Rafael Calzada 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
> “’s SF898/10 Rio Negro General Roca 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0027
“ ] | j ; SF1175/10 C.ABA. C.AB.A. 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0213
11 % SF231/13 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0213
I 1K) | SF630/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0213
_ " ] SF638/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0213
' l | SF406/13 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0042
_| n 13 | SF487/11 Neuquén Junin de los Andes 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0042
‘ ‘ | SF1705/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0031
"} ' l . | SF1835/10 Buenos Aires  El Palomar 2010 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0031
| 5 | | ' 3 | | SF355/11 Buenos Aires Bahia Blanca 2011 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0031
i ' | | I | | SF494/09 Neugquén Centenario 2009 Materia fecal Atipica AA479" ARJZXN11.0031
ET W% L 11 A SF235/13 Neugquén Centenario 2012 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0245
I 1 Fiml YN | SF572/14 Salta Salta 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0245
. 1Y | 111 §abill | SF1046/12 La Pampa Santa Rosa 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
B 11 -1 1] e | SF1187/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
A | T IEREE | 14 | SF1188/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
| " . [ ] .m TN | SF1344/13 Corrientes Corrientes 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
F By BEINLY ¥ UL | SF233/13 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
" | . ' " | [ | F | | | | SF581/12 Buenos Aires  El Palomar 2012 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
m AL e | b4 SF678/12 C.ABA. C.ABA. 2012 Materia fecal “Atipica AA479" ARJZXN11.0215
1R BRI | SF848/13 La Pampa General Pico 2013 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0215
p | — 1 [T TN | | © SF1071/14 Buenos Aires  El Palomar 2014 Materia fecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0282
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N°cepa Provincia

SF477/13
SF1569/12
SF77/10
SF1639/11
SF1710/12
SF558/12
SF567/09
SF639/12
SF738/13
SF1260/13
SF134/13
SF1383/12
SF1384/12
SF1433/12
SF1493/13
SF1556/10
SF1567/11
SF1582/13
SF1861/10
SF2004/10
SF207/11
SF230/13
SF2309/10
SF245/13
SF394/14
SF428/13
SF461/10
SF467/10
SF470/10
SF478/09
SF478/13
SF564/09
SF566/09
SF66/10
SF713/13
SF751/14
SF873/14
SF997/10
SF714/13
SF1305/11
SF1306/11
SF178/11
SF2118/10
SF1371/11
SF1372/11
SF1373/11
SF1374/11
SF1696/12
SF1267/13
SF412/09
SF563/09
SF1311/13
SF1317/12
SF1391/13
SF140/13
SF1575/11
SF571/09
SF735/13
SF736/13
SF737/13
SF826/10
SF255/13
SF1489/13
SF892/13
SF232/13
SF613/14
SF568/09
SF1028/14
SF1264/12
SF1801/11
SF1500/11
SF2080/09
SF10/13
SF1100/11
SF1314/13
SF1384/13
SF1505/12
SF1551/11
SF199/12
SF203/11
SF260/14
SF41/12
SF449/11
SF451/11
SF457/11
SF466/11
SF467/11
SF470/11
SF507/12
SF558/09
SF60/14
SF642/11
SF645/12
SF859/14
SF942/10

La Pampa
Chubut
Jujuy

Salta

Rio Negro
Santa Cruz
Neuquén

La Pampa
Neuquén
Buenos Aires
Rio Negro
Buenos Aires
Buenos Aires
C.AB.A.
Salta

Rio Negro
Jujuy
Catamarca
La Pampa
Jujuy
Neuguén
Neuquén

La Pampa
C.AB.A.
Buenos Aires
Chubut
Jujuy

Jujuy

Jujuy
Neuquén

La Pampa
Neuquén
Neuquén
Jujuy
Catamarca
Salta
Cordoba
Cordoba
Catamarca
Neuquén
Neuquén
C.ABA.

Rio Negro
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Neuquén
C.ABA.

La Rioja
Salta

Salta

Salta
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuguén
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Mendoza
Neuquén
Buenos Aires
Neuquén
Buenos Aires
Catamarca
Jujuy

Jujuy
Neuquén
C.ABA.
Neuquén
C.AB.A.
Neuguén
Jujuy
C.ABA.
Salta
Neuquén
Santa Fe
Salta

San Luis
San Luis
Coérdoba
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Jujuy
Neuquén
Buenos Aires
Neuquén
Chubut
Catamarca
Mendoza
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Ciudad

Santa Rosa
Trelew

San Martin

Salta

Cipolletti

Rio Gallegos
Centenario

Santa Rosa

Junin de los Andes
Mar del Plata
General Roca

La Plata

La Plata

C.AB.A.

Salta

General Roca

San Salvador de Jujuy
S.F.del V. de Catamarca
Santa Rosa

San Martin
Neuquén
Centenario

Santa Rosa
C.AB.A.

La Plata

Trelew

San Martin

San Martin

San Martin
Neuquén

Santa Rosa
Centenario
Centenario

San Martin

S.F. del V. de Catamarca
Salta

Parana

Coérdoba

S.F. del V. de Catamarca
Junin de los Andes
Junin de los Andes
C.AB.A.

Viedma

Salinas

Balde

San Luis

Salinas

Junin

Mar del Plata
Neuquén
Centenario
C.AB.A.

La Rioja

Salta

Salta

Salta

Centenario

Junin de los Andes
Junin de los Andes
Junin de los Andes
La Plata

La Plata

Neuquén
Guaymallén
Centenario

Mar del Plata
Centenario

Lanus

S.F. del V. de Catamarca
San Martin

San Salvador de Jujuy
Neuquén

C.AB.A.

Neuquén

C.AB.A.

Junin de los Andes
San Salvador de Jujuy
C.AB.A.

Salta

Neuquén

Santa Fe

Salta

San Luis

San Luis

Coérdoba
Guaymallén
Guaymallén
Guaymallén

San Salvador de Jujuy
Plottier

Mar del Plata
Neuquén

Trelew

S.F. del V. de Catamarca
Guaymallén

Afo

2013
2012
2009
2011
2012
2012
2009
2012
2013
2013
2012
2012
2012
2012
2013
2010
2011
2013
2010
2010
2011
2012
2010
2013
2014
2013
2010
2010
2010
2009
2013
2009
2009
2009
2013
2014
2014
2010
2013
2011
2011
2011
2010
2011
2011
2011
2011
2012
2013
2009
2009
2013
2012
2013
2013
2011
2009
2013
2013
2013
2009
2013
2013
2013
2012
2014
2009
2014
2012
2011
2011
2009
2012
2011
2013
2013
2012
2011
2012
2010
2013
2012
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2009
2014
2011
2012
2014
2010

Muestra

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Esputo
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

Serotipo Patrén PFGE Cod. Brote

X

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
X

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
“Atipica AA479"
“Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
Y

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
“Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
“Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
“Atipica AA479"
“Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"

ARJZXN11.0307
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0019
ARJZXN11.0036
ARJZXN11.0176
ARJZXN11.0176
ARJZXN11.0011
ARJZXN11.0011
ARJZXN11.0177
ARJZXN11.0177
ARJZXN11.0177
ARJZXN11.0177
ARJZXN11.0367
ARJZXN11.0012
ARJZXN11.0051
ARJZXN11.0013
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0028
ARJZXN11.0007
ARJZXN11.0007
ARJZXN11.0007
ARJZXN11.0007
ARJZXN11.0014
ARJZXN11.0320
ARJZXN11.0231
ARJZXN11.0007
ARJZXN11.0033
ARJZXN11.0033
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032
ARJZXN11.0032

ARIM1108SLJZX-20
ARIM1108SLJZX-20
ARIM1108SLJZX-20
ARIM1108SLJIZX-20
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N°cepa Provincia Ciudad

SF81/12
SF1506/12
SF857/14
SF1029/10
SF1096/11
SF1097/11
SF1411/11
SF1413/11
SF1438/11
SF1439/11
SF1479/10
SF17/12
SF204/11
SF469/10
SF522/11
SF523/11
SF545/14
SF556/12
SF598/12
SF790/13
SF793/13
SF796/13
SF797/13
SF798/13
SF978/10
SF981/10
SF664/12
SF980/10
SF566/12
SF739/13
SF388/11
SF2024/10
SF749/14
SF479/09
SF146/14
SF897/13
SF1565/13
SF232/11
SF1382/13
SF254/12
SF1104/13
SF1105/13
SF1106/13
SF1103/13
SF1133/13
SF777/10
SF16/11
SF944/10
SF819/13
SF473/11
SF1363/13
SF911/08
SF1583/13
SF314/12
SF493/09
SF1376/12
SF721/12
SF730/09
SF1159/13
SF572/09
SF1303/13
SF1343/13
SF818/13
SF1154/14
SF206/11
SF427/13
SF83/10
SF1037/13
SF579/09
SF1013/12
SF1186/12
SF937/09
SF1563/08
SF573/09
SF214/11
SF2310/10
SF743/09
SF896/13
SF1820/12
SF695/12
SF952/10
SF413/12
SF1557/13
SF1446/12
SF599/14
SF1850/12
SF1868/10
SF25/13
SF524/13
SF1043/08
SF591/11
SF1256/13
SF294/09
SF966/13
SF255/09
SF492/12
SF66/05
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Jujuy

Jujuy
Catamarca
C.ABA.
Neuquén
Neuquén
C.ABA.
C.ABA.
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Salta
Neuquén
Jujuy
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Santa Cruz
Buenos Aires
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
Mendoza
Mendoza
Neuquén
Mendoza
Jujuy
Neuquén
Buenos Aires
Buenos Aires
Salta
Neuquén
Neuquén
Buenos Aires
Jujuy
Cérdoba
Neuquén

La Rioja
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Salta
Buenos Aires
C.AB.A.
Mendoza
Buenos Aires
Mendoza
C.AB.A.
Neuquén
Catamarca
C.ABA.
Neuquén
Buenos Aires
Buenos Aires
Rio Negro
Chaco
Neuquén
Catamarca
Corrientes
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Chubut
Jujuy

Salta
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Cérdoba
Cérdoba
Neuquén

La Pampa
La Pampa
La Pampa
Mendoza
Salta

Jujuy
Mendoza
Jujuy
Buenos Aires
Santa Fe
Buenos Aires
Mendoza
Neuquén
Santa Cruz
Neuquén
Jujuy
Cérdoba
Salta
Buenos Aires
C.ABA.
Santa Fe
Buenos Aires
Rio Negro

San Salvador de Jujuy
San Salvador de Jujuy
S.F. del V. de Catamarca
C.ABA.

Neuquén

Neuquén

C.ABA.

C.ABA.
Guaymallén
Guaymallén
Guaymallén

Salta

Neuquén

San Martin
Neuquén

Neuquén

Neuquén

Rio Gallegos
Lanus

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan
Guaymallén
Guaymallén
Centenario
Guaymallén

San Martin

Junin de los Andes
La Plata

La Plata

Salta

Neuquén

Junin de los Andes
Guaymallén

San Salvador de Jujuy
Cérdoba

Junin

La Rioja

Junin de los Andes
Junin de los Andes
Junin de los Andes
Junin de los Andes
Salta

La Plata

C.ABA.
Guaymallén

La Plata
Guaymallén
C.AB.A.

Neuquén

S.F. del V. de Catamarca
C.ABA.
Centenario

La Plata

Bahia Blanca
Cipolletti
Resistencia
Centenario

S.F. del V. de Catamarca
Corrientes

La Plata

La Plata

Neuquén

Trelew

San Martin

Salta

Junin de los Andes
Neuquén

Neuquén

Cérdoba

Cérdoba
Centenario

Santa Rosa

Santa Rosa

Santa Rosa
Guaymallén

Salta

San Salvador de Jujuy
Guaymallén

San Martin

La Plata

Santa Fe

Mar del Plata
Guaymallén
Neuquén

Rio Gallegos
Junin de los Andes
San Martin
Cérdoba

Salta

La Plata

C.ABA.

Santa Fe

El Palomar

S. C. de Bariloche

Afio

2011
2012
2014
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2010
2012
2010
2010
2011
2011
2014
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2010
2010
2012
2010
2012
2013
2011
2010
2014
2009
2013
2013
2013
2011
2013
2011
2013
2013
2013
2013
2013
2010
2011
2010
2013
2010
2013
2008
2013
2012
2009
2012
2012
2009
2013
2009
2013
2013
2013
2014
2011
2013
2009
2013
2009
2012
2012
2009
2008
2009
2010
2010
2009
2013
2012
2012
2010
2012
2013
2012
2014
2012
2010
2012
2013
2007
2011
2013
2009
2013
2009
2012
2005

Muestra Serotipo Patrén PFGE Cod. Brote

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
ipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
ipica AA479"
"Atipica AA479"
X

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
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1
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Y

"Atipica AA479"
2

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
X

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
ipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
X

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
ipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
Y

"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
ipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
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"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
"Atipica AA479"
Y

3

ARJZXN11.0056
ARJZXN11.0196
ARJZXN11.0196
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0035
ARJZXN11.0214
ARJZXN11.0066
ARJZXN11.0390
ARJZXN11.0388
ARJZXN11.0388
ARJZXN11.0006
ARJZXN11.0040
ARJZXN11.0339
ARJZXN11.0072
ARJZXN11.0067
ARJZXN11.0073
ARJZXN11.0386
ARJZXN11.0305
ARJZXN11.0305
ARJZXN11.0305
ARJZXN11.0306
ARJZXN11.0354
ARJZXN11.0009
ARJZXN11.0061
ARJZXN11.0064
ARJZXN11.0353
ARJZXN11.0034
ARJZXN11.0010
ARJZXN11.0010
ARJZXN11.0324
ARJZXN11.0010
ARJZXN11.0010
ARJZXN11.0233
ARJZXN11.0224
ARJZXN11.0026
ARJZXN11.0352
ARJZXN11.0025
ARJZXN11.0341
ARJZXN11.0340
ARJZXN11.0316
ARJZXN11.0287
ARJZXN11.0173
ARJZXN11.0298
ARJZXN11.0112
ARJZXN11.0355
ARJZXN11.0030
ARJZXN11.0329
ARJZXN11.0088
ARJZXN11.0085
ARJZXN11.0037
ARJZXN11.0038
ARJZXN11.0070
ARJZXN11.0070
ARJZXN11.0039
ARJZXN11.0334
ARJZXN11.0266
ARJZXN11.0048
ARJZXN11.0004
ARJZXN11.0242
ARJZXN11.0318
ARJZXN11.0269
ARJZXN11.0393
ARJZXN11.0268
ARJZXN11.0087
ARJZXN11.0270
ARJZXN11.0294
ARJZXN11.0003
ARJZXN11.0175
ARJZXN11.0343
ARJZXN11.0080
ARJZXN11.0335
ARJZXN11.0082
ARJZXN11.0317
ARJZXN11.0128

ARIM1302SJJZX-10
ARIM1302SJJZX-10
ARIM1302SJJZX-10
ARIM1302SJJZX-10
ARIM1302SJJZX-10

ARIM1307NEJZX-40
ARIM1307NEJZX-40
ARIM1307NEJZX-40
ARIM1307NEJZX-40



ANEXO

Figura A2: Rama 2 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

NCcepa Provincia  Ciudad Afo Muestra Serotipo Patréon PFGE Cod. Brote
Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Notl PFGE-Notl
g8 8 8
|'||H| I | SF2013/05 Buenos Aires  Ensenada 2005 Materiafecal 3  ARJZXN11.0159 ARIMO508BAJZX-10
m ,.[" " ,, | SF2020/05 Buenos Aires  Ensenada 2005 Materiafecal 3 ~ ARJZXN11.0149 ARIMO508BAJZX-10
I |"||||| Il SF2015/05 Buenos Aires  Ensenada 2005 Materiafecal 3 ~ ARJZXN11.0133 ARIMO508BAJZX-10
m |"|||| | | SF887/14 Neuquén Neuquén 2014 Materiafecal 3  ARJZXN11.0136
I ||| ||||| ||| || | SF2070/08 Buenos Aires  Azul 2008 Materiafecal 3  ARJZXN11.0255
" HE L SF339/04 Cordoba Cordoba 2004 Materiafecal 1  ARJZXN11.0135
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ANEXO

Figura A3: Rama 3 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)]

PFGE-Not! PFGE-Not|
. Nocepa Provincia  Ciudad Afio  Muestra Serotipo Patrén PFGE
g, g & 8 &
SF1510/13 Rio Negro Cipolletti 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0371
1 SF1263/13 Buenos Aires Lujan 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0121
SF1121/12 Santa Cruz Rio Gallegos 2012 Materia fecal 3 ARJZXN11.0121
SF1217/13 Rio Negro Cipolletti 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0121
SF1223/13 Rio Negro Cipolletti 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0121
SF1403/13 Salta Salta 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0121
SF489/10 Buenos Aires Junin 2010 Materiafecal 1 ARJZXN11.0121
SF515/13 Buenos Aires La Plata 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0121
SF1266/13 Buenos Aires Mar del Plata 2013 Materiafecal 3 ARJZXN11.0121
SF2030/10 Buenos Aires La Plata 2009 Materia fecal 3 ARJZXN11.0121
L] SF1005/12 Neuquén Neuquén 2012 Materia fecal 3 ARJZXN11.0121
SF963/12 Santa Fe Santa Fe 2012 Materia fecal 3 ARJZXN11.0121
— T | SF1084/14 Buenos Aires El Palomar 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0396
— ' SF1212/06 Santa Fe Santa Fe 2006 Materiafecal 1 ARJZXN11.0126
— - | © SF362/10 Buenos Aires El Palomar 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0127
“ — ‘ SF822/12 Buenos Aires Lujan 2011 Materia fecal 3 ARJZXN11.0209
| | SF1086/11 Buenos Aires La Plata 2011 Materia fecal 3 ARJZXN11.0180
L > ] } SF1858/12 Mendoza Guaymallén 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0275
‘ SF1436/10 Neuquén Neuquén 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
1 ' SF1158/14 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
' SF472/14 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
SF153/14 C.A.B.A. C.A.B.A. 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
' SF157/14 C.A.B.A. C.A.B.A. 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
I SF967/13 C.A.B.A. C.A.B.A. 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
] SF932/11 Neuquén Centenario 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
3 SF933/11 Neuquén Centenario 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
— j SF1221/13 Rio Negro Cipolletti 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
. SF365/14 Cordoba Cordoba 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
Z ' SF1017/14 Mendoza Guaymallén 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
| | SF193/12 Neuquén Neuquén 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
. SF1739/11 Salta Oran 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
. SF753/14 Salta Salta 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
l SF694/11 Santa Fe Santa Fe 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
— l SF696/11 Santa Fe Santa Fe 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0125
- * ' SF1147/14 Buenos Aires La Plata 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0125
_| “ J 5 SF100/14 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0372
' | SF145/13 Salta Salta 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0372
.- ' SF55/12 Buenos Aires Haedo 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0199
1) SF462/13 Entre Rios Parana 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0053
I [ SF562/10 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0375
111 SF13/14 San Luis San Luis 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0295
' l SF1166/13 Chaco Resistencia 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0062
. ‘ SF691/14 San Luis San Luis 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0062
' | SF1544/11 Buenos Aires Ayacucho 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0062
I SF1546/11  Buenos Aires  Ayacucho 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0084
l i | SF1547/11 Buenos Aires Ayacucho 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0062
i SF1454/13 Salta Salta 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0053
SF1435/10 Neuquén Neuquén 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0394
SF192/12 Neuquén Neuquén 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0394
| . SF1279/06 La Rioja La Rioja 2006 Materiafecal 1 ARJZXN11.0120
SF1385/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0118
Rl SF1387/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0118
I SF1388/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0118
| SF1386/12 Neuquén Centenario 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0228
2 l SF934/11 Neuquén Centenario 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0174
I l SF393/14 Buenos Aires La Plata 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0174
Fi | ~ SF1920/10 Neuquén Neuquén 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0225
| | SF474/10 La Pampa General Pico 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0060
= 1 SF239/14 Catamarca S.F. del V. de Catam. 2013  Materia fecal 1 ARJZXN11.0394
l | SF68/10 Jujuy San Martin 2009 Materia fecal 1 ARJZXN11.0106
| i | SF1550/13 C.A.B.A. C.AB.A. 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0057
] (] | SF1589/13  Catamarca S.F. del V. de Catam. 2013  Materia fecal 1 ARJZXN11.0122
P ‘ = R | SF2035/10  Coérdoba Cordoba 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0122
406 0 SF767/06 Tucuman Tucuman 2006 Materia fecal 1 ARJZXN11.0122
Aijg ' : l IR | SF1414/13  Buenos Aires  La Plata 2013 Materia fecal 3 ARJZXN11.0361
FHW I SF625/11 C.AB.A. C.AB.A. 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0186
(TR o | T S QE1RRRMR Catamarca QE dal\/ da Catam 2012  Mataria faral 2 AR17¥NI11 N2R1
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ANEXO

cont. Figura A3: Rama 3 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-
Notl

106

N°cepa  Provincia Ciudad Afo  Muestra Serotipo Patrén PFGE

|: ]|| | | || ||| || | SF156/14  C.ABA. CABA. 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0084

| r | || TEEE SF797/14  Santa Cruz Rio Gallegos 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0068
|: || W SF894/14  Jujuy S. Salvador de Jujuy 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0395

' | l | | | | || ”l || SF1268/12  Catamarca S.F. del V. de Catam. 2012  Materia fecal 1 ARJZXN11.0236

" | (IR SF690/14  San Luis San Luis 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0374

E I RN SF1142/14  Buenos Aires  La Plata 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0374
||| | | || | | |||| | SF855/12  Buenos Aires  Lujan 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0234

“ Wl L SF555/11  Cérdoba Cérdoba 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0183

i ||| Fbob | SF1552/13 C.ABA. CABA. 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0044
E I l | } || | || || || | SF680/12  C.ABA. CABA. 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0229

" R SF1432/12 C.ABA. CABA. 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0276

n :__"‘ | | R SF1304/13  Catamarca S.F. del V. de Catam. 2013  Materia fecal 1 ARJZXN11.0351

S BEIEN SF1123/13  Catamarca S.F.delV. de Catam. 2013  Materiafecal 1 ARJZXN11.0359

' || | '|| | || SF963/14  C.AB.A. CABA. 2014 Materiafecal 1 ARJZXN11.0399

E " ” | "” | | ||| SF726/14 Jujuy S. Salvador de Jujuy 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0398
‘ IR SF970/14  CABA. CABA. 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0400

0TI SF30/13 Buenos Aires  El Palomar 2012 Materia fecal 3 ARJZXN11.0378

UV SF895/06  Rio Negro S.C.deBariloche 2006 Materia fecal 3 ARJZXN11.0134

SF119/13 Buenos Aires  La Plata 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0272

; SF646/12 Chubut Trelew 2012 Materia fecal 3 ARJZXN11.0239

| | SF2218/10  Rio Negro Cipolletti 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0130

SF1265/12  Catamarca S.F. del V. de Catam. 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0237

3 SF148/14  C.ABA. CABA. 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0368

g SF2120/10  Rio Negro Viedma 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0162

SF1249/12  Catamarca S.F. del V. de Catam. 2013  Materia fecal 1 ARJZXN11.0240

I SF72/12 Buenos Aires Haedo 2011 Materiafecal 3 ARJZXN11.0111
SF1491/12  Buenos Aires  El Palomar 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0264

SF818/12 Buenos Aires  Lujan 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0241

SF1410/12  Buenos Aires  Lujan 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0247

SF1312/13 C.ABA. CABA. 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0349

= SF257/11 Buenos Aires  El Palomar 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0397

; ' | SF518/13 Rio Negro General Roca 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0288

4' t SF519/13 Rio Negro General Roca 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0288

— | f SF522/13  Rio Negro General Roca 2013  Materia fecal 1 ARJZXN11.0288
— ' SF521/13 Rio Negro General Roca 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0289

i | | SF1038/11  Buenos Aires  La Plata 2011 Materiafecal 1 ARJZXN11.0163
4‘:‘ | |11 SF372/11  Buenos Aires  LaPlata 2011 Materia fecal 3 ARJZXN11.0181

k- PR SF361/12  Rio Negro S.C.deBariloche 2012 Materiafecal 3 ARJZXN11.0202

111 | SF1316/13 C.ABA. CABA. 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0350

| : LRI | SF1268/13  Buenos Aires  Mar del Plata 2013 Esputo 1 ARJZXN11.0345

E FET ) SF903/13  Mendoza Guaymallén 2013 Materia fecal 1 ARJZXN11.0113

E IR SF1241/13  Jujuy San Martin 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0326
_|: ey SF1553/12  Buenos Aires  La Plata 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0274
Bkl | SF963/13  C.ABA. CABA. 2013 Materia fecal 3 ARJZXN11.0333

i L SF259/11  Buenos Aires  El Palomar 2010 Materia fecal 1 ARJZXN11.0131

4‘;[ T SF838/12  Buenos Aires  Lujan 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0238
|| Wil SF1655/12  Mendoza Guaymallén 2012 Materiafecal "Atipica AA479" ARJZXN11.0119

[ 1 j || '|||| | SF482/13  Chaco Resistencia 2013  Sangre 1 ARJZXN11.0290

' ” || | || ” | SF260/12  Jujuy San Martin 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0370

' " | ' .“ || | SF941/13  San Luis San Luis 2013 Materiafecal 1 ARJZXN11.0327

' || | || | | | || | SF1508/12  Jujuy San Salvador de Juj. 2012 Materia fecal 1 ARJZXN11.0271

o e i S SF1545/11  Buenos Aires  Ayacucho 2011 Materia fecal 1 ARJZXN11.0185

' ! | || ||| ” | SF499/12 Buenos Aires El Palomar 2012 Materiafecal 1 ARJZXN11.0379

_E : " | SF61/14 Buenos Aires  Mar del Plata 2014 Materia fecal 1 ARJZXN11.0383

HT %Y 10H SF1593/13  Catamarca S.F.delV. de Catam. 2013  Materiafecal 1 ARJZXN11.0382



ANEXO

Figura A4: Rama 4 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl|

% $20.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Not|

N°cepa Provincia

SF2014/10
SF2408/10
SF264/14
SF1226/13
SF2219/10
SF378/10
SF608/10
SF106/14
SF619/14
SF692/12
SF1904/12
SF1543/13
SF1434/10
SF1297/13
SF1457/10
SF186/10
SF2024/09
SF295/12
SF1220/12
SF1536/12
SF2349/10
SF2351/10
SF2353/10
SF2407/10
SF1750/05
SF2063/06
SF2065/06
SF2674/05
SF2220/10
SF380/10
SF606/10
SF610/10
SF1834/10
SF398/10
SF1070/14
SF117/13
SF329/10
SF330/10
SF195/12
SF342/12
SF1579/11
SF45/12
SF2023/09
SF742/09
SF1218/12
SF1537/12
SF2371/10
SF2406/10
SF744/12
SF2352/10
SF1721/12
SF813/13
SF703/14
SF56/14
SF1315/13
SF902/11
SF48/11
SF379/10
SF605/10
SF607/10
SF613/10
SF935/13
SF506/12
SF145/14
SF1068/14
SF1819/10
SF993/14
SF1815/11
SF4/13
SF722/13
SF610/14
SF209/13
SF210/13
SF214/13
SF215/13
SF348/14
SF350/14
SF352/14
SF354/14
SF1411/13
SF402/12
SF727/14
SF92/14
SF752/14
SF1588/11
SF1405/13
SF1888/04
SF1534/12
SF2021/09
SF434/13
SF213/13
SF1044/10
SF986/14
SF847/10
SF469/13
SF1180/13
SF43/11
SF897/11
SF34/13

C.ABA.
Rio Negro
C.ABA.

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Corrientes
Mendoza
Jujuy
Buenos Aires

Buenos Aires
Neuquén
Catamarca
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
C.AB.A.
C.AB.A.
C.AB.A.
C.AB.A.

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Buenos Aires
La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Neuquén
Santa Cruz
Santa Cruz
Salta

salta

La Pampa
La Pampa
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Cordoba

Rio Negro
Jujuy
Buenos Aires
La Rioja
Buenos Aires
C.AB.A.
C.ABA.
Neuquén

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Jujuy
Neuquén
Buenos Aires
Buenos Aires

Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Misiones
Misiones
Misiones
Misiones
Misiones
Jujuy

Jujuy

Jujuy

salta

San Luis
Jujuy

Chubut

Rio Negro
La Pampa
La Rioja
Neuquén
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Entre Rios
Misiones
Neuquén

La Pampa
Buenos Aires

107

Ciudad

C.A.B.A.
Viedma
C.A.B.A.
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti
Corrientes
Guaymalién
Jujuy
Junin
Lanas
Neuqueén

Afio

2010
2010
2014
2013
2010
2009
2010
2013
2014
2012
2012
2013
2010

S.F. del V. de Catamarca 2013

Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Viedma

Viedma

Viedma

Viedma

Viedma

Viedma

C.A.B.A.
C.A.B.A.
C.A.B.A.
C.A.B.A.
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti

El Palomar
General Pico

La Plata

La Plata
Neuquén
Neuquén

Rio Gallegos

Rio Gallegos
Salta

salta

Santa Rosa
Santa Rosa
Viedma

Viedma

Viedma

Viedma

Corboba

Viedma

San Salvador de Jujuy
La Plata

La Rioja

Mar del Plata
C.A.B.A.
C.ABA.
Centenario
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti
Cipolletti

General Roca
Jujuy

Junin de los Andes
La Plata

La Plata

La Plata

Lanas

Lanas

Lanas

Mar del Plata
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén

Obera

Obera

Obera

Obera

Posadas

S. salvador de Jujuy
S. Salvador de Jujuy
S. Salvador de Jujuy
salta

San Luis

San Salvador de Jujuy
Trelew

Viedma

Santa Rosa

La Rioja
Neuquén

El Palomar
Trenque Lauquen
La Plata

Parana

Posadas

S. C. de Bariloche
Santa Rosa

El Palomar

2010
2009
2009
2012
2012
2012
2010
2010
2010
2010
2005
2006
2006
2005
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2014
2013
2010
2010
2012
2012
2011
2011
2009
2009
2012
2012
2010
2010
2012
2010
2012
2013
2014
2014
2013
2011
2010
2010
2010
2010
2010
2013
2012
2013
2014
2010
2014
2011
2012
2014
2014
2013
2012
2012
2012
2014
2014
2014
2014
2013
2012
2014
2013
2014
2011
2013
2004
2012
2009
2013
2012
2010
2014
2011
2013
2013
2011
2011
2012

Muestra Serotipo Patron PFGE Cod. Brote

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNRNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNRNNNRNNNNNNNNNNNRNNNRNNNRNN

ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0356
ARJZXN11.0403
ARJZXN11.0402
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0095
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059

ARIM1203RNJIZX-1c

ARIMO612CFJZX-10
ARIMO612CFJZX-10

ARIM1203RNJZX-1c

ARIM1105CFJZX-10

ARIM1212NEJZX-10
ARIM1212NEJZX-10
ARIM1212NEJZX-10
ARIM1212NEJZX-10
ARIM1402MI1JZX-10
ARIM1402MIJZX-10
ARIM1402MIJZX-10
ARIM1402MIJZX-10

ARIM1212NEJZX-10
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cont. Figura A4: Rama 4 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-
Muestra Serotipo Patron PFGE Cod. Brote
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NCcepa

SF34/13
SF1219/12
SF938/13
SF1217/12
SF1261/10
SF261/14
SF1425/13
SF701/12
SF2350/10
SF212/13
SF860/14
SF1877/09
SF2405/10
SF903/11
SF810/10
SF85/11
SF1423/13
SF728/14
SF1188/13
SF1535/12
SF2063/09
SF353/14
SF351/14
SF1403/09
SF1404/09
SF1405/09
SF1563/13
SF719/05
SF1026/13
SF2032/10
SF756/13
SF757/13
SF758/13
SF488/10
SF115/13
SF122/13
SF211/13
SF1927/09
SF1928/09
SF1932/09
SF1935/09
SF1938/09
SF1939/09
SF1944/09
SF1945/09
SF1951/09
SF1952/09
SF1954/09
SF2079/09
SF660/14
SF251/14
SF424/12
SF1190/13
SF494/14
SF702/12
SF732/12
SF734/12
SF736/12
SF738/12
SF740/12
SF745/12
SF748/12
SF359/14
SF1065/14
SF1729/11
SF786/11
SF1749/11
SF801/13
SF2064/06
SF2025/09
SF1499/11
SF2115/10
SF937/13
SF1485/10
SF1144/14
SF582/12
SF599/12
SF1154/13
SF681/14
SF1851/10
SF1585/13
SF708/13
SF754/13
SF878/14
SF750/14
SF1165/10
SF298/12
SF1505/10
SF139/13
SF1824/10
SF943/13
SF2067/09
SF430/12
sfaz/11
SF1092/13
SF323/12
SF1000/10
SF1828/05
SF936/13
SF59/14
SF1120/14
SF752/13
SF1574/12
SF164/10

Provincia

Buenos Aires
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Buenos Aires
Santa Fe
Buenos Aires
Cordoba

Rio Negro
Neuquén
Catamarca
C.AB.A.

Rio Negro
C.A.B.A.
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Jujuy

Santa Fe
Rio Negro
La Pampa
Misiones
Misiones

La Pampa
La Pampa
La Pampa
Jujuy

La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
san Juan
San Juan
San Juan
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
San Luis
San Luis
San Luis
san Luis
San Luis
san Luis
San Luis
san Luis
San Luis
San Luis
San Luis

Rio Negro
Buenos Aires
Catamarca
Buenos Aires
Santa Fe
Buenos Aires
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Buenos Aires
Buenos Aires
Chaco

Salta
Buenos Aires
C.A.B.A.

La Pampa
Jujuy

Rio Negro
Rio Negro
Mendoza
Buenos Aires
Buenos Aires
Cérdoba
Chaco

Jujuy
Buenos Aires
Catamarca
Catamarca
San Juan
Cordoba
salta

Santa Fe

La Pampa
Santa Fe
Salta

Jujuy

San Luis

La Pampa
Buenos Aires
Neuquén
Santa Fe
Buenos Aires
Cérdoba
Entre Rios
Rio Negro
Buenos Aires
Santa Fe
San Juan
Rio Negro
Rio Negro

108

Ciudad Afio
El Palomar 2012
Viedma 2012
General Roca 2013
Viedma 2012
Junin 2010
Santa Fe 2013
La Plata 2013
Corboba 2012
Viedma 2010
Neuquén 2013
S.F. del V. de Catamarca 2014
C.A.B.A. 2009
Viedma 2010
C.A.B.A. 2011
La Plata 2010
La Plata 2010
Mar del Plata 2013
S. Salvador de Jujuy 2014
Santa Fe 2013
Viedma 2012
General Pico 2009
Obera 2014
Obera 2014
Santa Rosa 2009
Santa Rosa 2009
Santa Rosa 2009
S. salvador de Jujuy 2013
Santa Rosa 2005
El Palomar 2013
La Plata 2010
San Juan 2013
San Juan 2013
San Juan 2013
Junin 2010
La Plata 2012
La Plata 2013
Neuquén 2012
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
San Luis 2009
Viedma 2009
Trenque Lauquen 2014
S.F. del V. de Catamarca 2014
La Plata 2012
Santa Fe 2013
La Plata 2014
Corboba 2011
Corboba 2012
Corboba 2012
Corboba 2012
Corboba 2012
Corboba 2012
Corboba 2012
Corboba 2012
Cordoba 2013
La Plata 2014
La Plata 2011
Resistencia 2011
Oran 2011
Rafael Calzada 2014
C.A.B.A. 2006
Santa Rosa 2009
Jujuy 2011
Viedma 2010
General Roca 2013
Guaymallén 2010
La Plata 2014
El Palomar 2012
Corboba 2012
Resistencia 2013
S. Salvador de Jujuy 2014
El Palomar 2010
S.F. del V. de Catamarca 2013
S.F. del V. de Catamarca 2013
San Juan 2013
Cordoba 2014
Salta 2014
Santa Fe 2010
Santa Rosa 2012
Santa Fe 2010
Salta 2013
S. Salvador de Jujuy 2010
San Luis 2013
General Pico 2009
La Plata 2012
Neuquén 2011
Santa Fe 2013
Lanuas 2012
Corboba 2010
Parana 2005
General Roca 2013
Mar del Plata 2014
Santa Fe 2014
San Juan 2013
Viedma 2012
Viedma 2010

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Esputo
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Sangre
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
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ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0058
ARJZXN11.0058
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0058
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0058
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0058
ARJZXN11.0063
ARJZXN11.0059
ARJZXN11.0096
ARJZXN11.0387
ARJZXN11.0387
ARJZXN11.0387
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0313
ARJZXN11.0076
ARJZXN11.0313
ARJZXN11.0313
ARJZXN11.0308
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0074
ARJZXN11.0392
ARJZXN11.0071
ARJZXN11.0071
ARJZXN11.0389
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0002
ARJZXN11.0262
ARJZXN11.0189
ARJZXN11.0168
ARJZXN11.0319
ARJZXN11.0103
ARJZXN11.0020
ARJZXN11.0254
ARJZXN11.0081
ARJZXN11.0302
ARJZXN11.0078
ARJZXN11.0376
ARJZXN11.0179
ARJZXN11.0217
ARJZXN11.0357
ARJZXN11.0357
ARJZXN11.0253
ARJZXN11.0303
ARJZXN11.0303
ARJZXN11.0309
ARJZXN11.0373
ARJZXN11.0100
ARJZXN11.0109
ARJZXN11.0109
ARJZXN11.0089
ARJZXN11.0089
ARJZXN11.0328
ARJZXN11.0321
ARJZXN11.0079
ARJZXN11.0401
ARJZXN11.0079
ARJZXN11.0377
ARJZXN11.0380
ARJZXN11.0227
ARJZXN11.0097
ARJZXN11.0301
ARJZXN11.0278
ARJZXN11.0093
ARJZXN11.0296
ARJZXN11.0093
ARJZXN11.0124

ARIM1203RNJZX-1c

ARIM1203RNJZX-1c

ARIM1212NEJZX-10

ARIM1105CFJZX-10

ARIM1402MIJZX-10
ARIM1402MIJZX-10

ARIM1212NEJZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIMO0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10
ARIM0910SLJIZX-10

ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C
ARIM1201COJZX-1C

ARIMO612CFJZX-10



ANEXO

cont. Figura A4: Rama 4 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-
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N°cepa

SF433/10
SF1578/12
SF668/11
SF1323/12
SF1859/12
SF1570/12
SF792/13
SF1702/05
SF1258/13
SF523/12
SF456/13
SF516/12
SF360/14
SF1889/12
SF1521/13
SF1835/12
SF471/14
SF2073/09
SF26/12
SF1917/12
SF1500/12
SF571/11
SF2071/09
SF440/12
SF119/12
SF1749/05
SF23/14
SF1577/11
SF753/13
SF560/10
SF1533/12
SF1713/11
SF1444/12
SF847/13
SF301/14
SF1087/14
SF510/13
SF680/14
SF1893/12
SF172/14
SF1626/12
SF2289/10
SF250/11
SF755/13
SF846/12
SF1977/10
SF253/13
SF509/13
SF749/12
SF78/14
SF600/14
SF1492/13
SF1399/09
SF1400/09
SF1948/10
SF1406/13
SF117/14
SF1599/13
SF195/10
SF1490/05
SF8/11
SF2288/10
SF478/11
SF247/12
SF61/12
SF1733/12
SF361/14
SF366/14
SF759/13
SF428/10
SF142/12
SF1482/10
SF1783/12
SF2114/10
SF2022/08
SF2069/09
SF723/14
SF1412/12
SF685/12
SF742/12
SF1813/12
SF911/13
SF390/14
SF751/13
SF618/04
SF326/04
SF358/14
SF241/14
SF1572/14
SF1575/14
SF1571/14
SF537/13
SF901/13
SF472/09
SF1401/09
SF538/14
SF1125/13
SF1039/13
SF1573/13
SF955/12
SF1407/12
SF26/13

109

Provincia Ciudad

Cérdoba
Misiones
Jujuy
Mendoza
Mendoza
Chubut

San Juan
Misiones
Buenos Aires
Buenos Aires
C.AB.A.
C.A.B.A.
Cérdoba
Buenos Aires
Santa Fe
san Luis
Jujuy

La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
La Rioja

La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
CABA.

Rio Negro
salta

san Juan
Jujuy

Rio Negro
Buenos Aires
Santa Fe

La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Chaco

Rio Negro
Buenos Aires
San Juan
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Cérdoba
Buenos Aires
Buenos Aires
salta
Neuquén
Neuquén
Cérdoba
Jujuy

La Pampa
Catamarca
La Pampa
CABA.

Rio Negro
Rio Negro
Mendoza
Cérdoba
Buenos Aires
Santa Fe
Cérdoba
Cérdoba

San Juan
Cérdoba
Chaco
Mendoza
CABA.

Rio Negro
Santa Fe

La Pampa
Buenos Aires
Buenos Aires
CABA.
Cérdoba
Buenos Aires
Jujuy
Buenos Aires
San Juan
salta
CABA.
Cérdoba
Catamarca
CABA.
CABA.
CABA.
Buenos Aires
Mendoza

La Pampa
Neuquén
Corrientes
Neuquén
Buenos Aires
Jujuy
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires

Cérdoba
Misiones
San Martin
san Rafael
Guaymallén
Trelew

san Juan
Posadas

Mar del Plata
Ayacucho
C.AB.A.
C.A.B.A.
Cérdoba
Lanus

Santa Fe
san Luis

S. Salvador de Jujuy
General Pico
La Plata

La Plata

El Palomar
La Rioja
General Pico
La Plata

La Plata
CABA.
Cipolletti
salta

san Juan
San Martin
Viedma

La Plata
Santa Fe
General Pico
La Plata

El Palomar
La Plata

La Plata
Azul

El Palomar
Resistencia
Viedma

El Palomar
san Juan
Lujan

Junin

La Plata

La Plata
Cérboba

La Plata

Mar del Plata
salta

Junin de los Andes
Junin de los Andes
Cérdoba

San Salvador de Jujuy
Santa Rosa
S.F. del V. de Catamarca
Santa Rosa
CABA.
Viedma
Viedma
Guaymallén
Corboba
Haedo

Santa Fe
Cordoba
Cérdoba

San Juan
Cordoba
Resistencia
Guaymallén
CABA.
Viedma
Santa Fe
General Pico
Lanus

Lujan
CABA.
Corboba

El Palomar
San Salvador de Jujuy
La Plata

San Juan
salta
CABA.
Cérdoba
S.F. del V. de Catamarca
CABA.
CABA.
CABA.
Junin
Guaymallén
General Pico
Junin de los Andes
Corrientes
Neuquén

El Palomar
S. Salvador de Jujuy
El Palomar
Lujan

El Palomar

Afo Muestra Serotipo Patron PFGE Cod. Brote

2010
2012
2011
2012
2012
2012
2013
2007
2013
2012
2013
2012
2013
2012
2013
2012
2014
2009
2011
2012
2012
2011
2009
2012
2012
2005
2013
2011
2013
2010
2012
2011
2012
2013
2014
2014
2013
2014
2012
2014
2012
2010
2011
2013
2013
2010
2013
2013
2012
2014
2014
2013
2009
2009
2010
2013
2013
2013
2009
2005
2010
2010
2011
2012
2011
2012
2013
2014
2013
2010
2012
2010
2012
2010
2008
2009
2014
2012
2012
2012
2012
2013
2014
2013
2004
2004
2013
2013
2014
2014
2014
2013
2013
2009
2009
2014
2013
2013
2013
2013
2012
2013

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Orina
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Sangre
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
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ARJZXN11.0129
ARJZXN11.0129
ARJZXN11.0055
ARJZXN11.0243
ARJZXN11.0252
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0083
ARJZXN11.0105
ARJZXN11.0045
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0252
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0252
ARJZXN11.0052
ARJZXN11.0052
ARJZXN11.0250
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0049
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0086
ARJZXN11.0123
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0005
ARJZXN11.0251
ARJZXN11.0311
ARJZXN11.0092
ARJZXN11.0257
ARJZXN11.0092
ARJZXN11.0092
ARJZXN11.0092
ARJZXN11.0299
ARJZXN11.0299
ARJZXN11.0299
ARJZXN11.0187
ARJZXN11.0267
ARJZXN11.0259
ARJZXN11.0286
ARJZXN11.0286
ARJZXN11.0304
ARJZXN11.0193
ARJZXN11.0391
ARJZXN11.0223
ARJZXN11.0331
ARJZXN11.0098
ARJZXN11.0098
ARJZXN11.0065
ARJZXN11.0344
ARJZXN11.0212
ARJZXN11.0362
ARJZXN11.0094
ARJZXN11.0137
ARJZXN11.0137
ARJZXN11.0104
ARJZXN11.0054
ARJZXN11.0204
ARJZXN11.0195
ARJZXN11.0261
ARJZXN11.0315
ARJZXN11.0315
ARJZXN11.0314
ARJZXN11.0107
ARJZXN11.0262
ARJZXN11.0099
ARJZXN11.0260
ARJZXN11.0091
ARJZXN11.0171
ARJZXN11.0114
ARJZXN11.0210
ARJZXN11.0258
ARJZXN11.0222
ARJZXN11.0200
ARJZXN11.0263
ARJZXN11.0325
ARJZXN11.0226
ARJZXN11.0110
ARJZXN11.0115
ARJZXN11.0108
ARJZXN11.0211
ARJZXN11.0198
ARJZXN11.0348
ARJZXN11.0348
ARJZXN11.0338
ARJZXN11.0312
ARJZXN11.0323
ARJZXN11.0046
ARJZXN11.0116
ARJZXN11.0208
ARJZXN11.0358
ARJZXN11.0322
ARJZXN11.0360
ARJZXN11.0273
ARJZXN11.0203
ARJZXN11.0265

ARIMO810SFJZX-20

ARIM1410CFJZX-30
ARIM1410CFJZX-30
ARIM1410CFJZX-30



ANEXO

Figura A5: Rama 5 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Not!

PFGE-Not!

F LI ]
LTI
1

NO°cepa

SF2056/10
SF246/12
SF1022/06
SF599/06
SF1982/10
SF2015/10
SF2023/10
SF747/14
SF1576/12
SF1453/13
SF381/10
SF615/10

| SF1101/11

SF1148/11
SF1149/11
SF616/10
SF1459/10
SF614/10
SF1102/11
SF559/12
SF1069/13
SF1507/13
Sf415/11
Sf416/11
SF417/11
Sf418/11
SF419/11
Sf420/11
Sf421/11
SF1220/13
SF844/13
SF1103/11
SF1503/12
SF1504/12
SF972/14
SF541/12
SF1497/11
SF2287/10
SF1818/12
SF149/10
SF900/10

- SF1557/10

SF1375/12
SF94/10
SF2006/10
SF971/14
SF1722/12
SF1423/11
SF2126/10
SF1621/08
Sf1623/08
SF437/10
SF1490/13
SF1017/13
SF1075/13
SF214/14
SF215/14
SF1405/10
SF1012/13
SF1446/13
SF1003/11
SF64/11
SF1019/13
SF1020/13

Provincia Ciudad

Cordoba
Cordoba
Cordoba
Formosa
Buenos Aires
C.AB.A.
Buenos Aires
Buenos Aires
Misiones
Salta

Rio Negro
Rio Negro
Neuquén
Neuquén
Neuquén

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Neuquén
Neuquén
C.AB.A.
C.AB.A.
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén

Rio Negro
La Pampa
Neuquén
San Luis
San Luis
C.AB.A.
Buenos Aires
Neuquén

Rio Negro
Salta
Buenos Aires
Rio Negro
Rio Negro
Buenos Aires
Jujuy
Buenos Aires
C.AB.A.
Jujuy
Mendoza
San Luis
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Neuquén
Cordoba
Cordoba
Chaco
Chaco
Cordoba
Cordoba
Buenos Aires
Cordoba

Rio Negro
Cordoba
Cordoba
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Afio
Cordoba 2010
Corboba 2012
Cérdoba 2006
Formosa 2006
El Palomar 2010
C.ABB.A. 2010
La Plata 2010
La Plata 2014
Misiones 2012
Salta 2013
Cipolletti 2010
Cipolletti 2010
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Cipolletti 2010
Cipolletti 2010
Cipolletti 2010
Neuquén 2011
Neuquén 2012
C.AB.A. 2013
C.AB.A. 2013
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Neuquén 2011
Cipolletti 2013
General Pico 2013
Neuquén 2011
Villa Merced. 2012
Villa Merced. 2012
C.AB.A. 2014
Lanas 2012
Neuquén 2011
Viedma 2010
Salta 2012
El Palomar 2010

General Roca 2010
General Roca 2010

La Plata 2012
San Martin 2010
Lanas 2010
C.ABB.A. 2014
San Salvador.2012
Guaymallén 2011
San Luis 2010
Cérdoba 2008
Cérdoba 2008
Cérdoba 2010
Neuquén 2013

General Cab. 2013
General Cab. 2013

Resistencia 2013
Resistencia 2013
Cérdoba 2010
General Cab. 2013
Junin 2013
Cordoba 2011

General Roca 2011
Obispo Trejo 2013
Obispo Trejo 2013

Muestra Serotipo Patron PFGE Cod. Brote

Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Fluido vaginal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

ARJZXN11.0144
ARJZXN11.0205
ARJZXN11.0145
ARJZXN11.0146
ARJZXN11.0297
ARJZXN11.0148
ARJZXN11.0188
ARJZXN11.0190
ARJZXN11.0280
ARJZXN11.0310
ARJZXN11.0141
ARJZXN11.0141
ARJZXN11.0141
ARJZXN11.0141
ARJZXN11.0141
ARJZXN11.0147
ARJZXN11.0132
ARJZXN11.0132
ARJZXN11.0132
ARJZXN11.0132
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0140
ARJZXN11.0332
ARJZXN11.0207
ARJZXN11.0207
ARJZXN11.0230
ARJZXN11.0230
ARJZXN11.0192
ARJZXN11.0218
ARJZXN11.0178
ARJZXN11.0143
ARJZXN11.0277
ARJZXN11.0194
ARJZXN11.0139
ARJZXN11.0138
ARJZXN11.0248
ARJZXN11.0154
ARJZXN11.0155
ARJZXN11.0404
ARJZXN11.0279
ARJZXN11.0184
ARJZXN11.0150
ARJZXN11.0151
ARJZXN11.0151
ARJZXN11.0152
ARJZXN11.0256
ARJZXN11.0292
ARJZXN11.0292
ARJZXN11.0405
ARJZXN11.0406
ARJZXN11.0153
ARJZXN11.0291
ARJZXN11.0369
ARJZXN11.0050
ARJZXN11.0090
ARJZXN11.0293
ARJZXN11.0293

ARIM0806CBJZX-10
ARIM0806CBJZX-10

ARIM1306C0OJZX-20

ARIM1306C0OJZX-20

ARIM1307C0OJZX-30
ARIM1307C0OJZX-30



ANEXO

Figura A6: Rama 6 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)
PFGE-Notl PFGE-Notl

-—r
____,.___g

—_—_——
—_— e —
_

o [ ——

e e - ——
=

NCcepa
SF1442/11
SF1357/13
SF811/13
SF340/12
SF1289/12
SF143/13
SF155/13
SF696/10
SF980/07
SF981/07
SF840/11
SF40/12
SF693/12
SF546/12
SF1716/05
SF1738/11
SF124/11
SF1171/04
SF431/04
SF555/12
SF478/14
SF1401/13
SF1569/13
SF1227/13
SF571/14
SF976/07
SF977/07
SF508/12
SF1819/12

| SF95/14

SF264/12
SF1228/13
SF1789/12
SF163/06

Provincia

Mendoza
Buenos Aires
Buenos Aires
Santa Cruz
CABA.
Salta

Chubut
Jujuy

Rio Negro
Rio Negro
Buenos Aires
Salta

Jujuy

Salta
Misiones
Salta

Jujuy
Cérdoba
Cérdoba
Santa Cruz
Jujuy

Salta

Jujuy

Rio Negro
Salta

Rio Negro
Rio Negro
Jujuy

Salta

Jujuy

Jujuy

Rio Negro
Buenos Aires
Salta
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Ciudad

Guaymallén

La Plata

La Plata

Rio Gallegos
CABA.

Salta

Trelew

San Martin

Cipolletti

Cipolletti

Lujan

Salta

San Salvador de Jujuy
Salta

Oberé

Orén

S. Salvador de Jujuy
Cérboba

Cérdoba

Rio Gallegos

S. Salvador de Jujuy
Salta

S. Salvador de Jujuy
Cipolletti

Salta

Cipolletti

Cipolletti

Jujuy

Salta

S. Salvador de Jujuy
San Salvador de Jujuy
Cipolletti

Lanus

Oran

Afio

2011
2013
2013
2012
2012
2012
2013
2010
2007
2007
2011
2011
2012
2012
2005
2011
2010
2004
2004
2012
2014
2013
2013
2013
2014
2007
2007
2012
2012
2013
2012
2013
2012
2005

Muestra Serotipo Patrén PFGE Cod. Brote

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

DD OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO O OO OO OO OO OO OO OO O

S
i)

ARJZXN11.0029
ARJZXN11.0029
ARJZXN11.0029
ARJZXN11.0029
ARJZXN11.0220
ARJZXN11.0281
ARJZXN11.0281
ARJZXN11.0029
ARJZXN11.0017
ARJZXN11.0017
ARJZXN11.0363
ARJZXN11.0201
ARJZXN11.0235
ARJZXN11.0219
ARJZXN11.0157
ARJZXN11.0075
ARJZXN11.0364
ARJZXN11.0015
ARJZXN11.0016
ARJZXN11.0008
ARJZXN11.0008
ARJZXN11.0047
ARJZXN11.0365
ARJZXN11.0346
ARJZXN11.0346
ARJZXN11.0018
ARJZXN11.0018
ARJZXN11.0191
ARJZXN11.0283
ARJZXN11.0366
ARJZXN11.0206
ARJZXN11.0347
ARJZXN11.0216
ARJZXN11.0158

ARIMO704RNJZX-10
ARIMO704RNJZX-10

ARIMO704RNJZX-10
ARIMO704RNJZX-10



ANEXO

Figura A7: Rama 7 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Notl PFGE-Not|

N°cepa  Provincia

Ciudad

SF1551/10  Buenos Aires Junin

SF1563/10  Jujuy

SF1772/10  Cérdoba
SF1773/10  Cérdoba
SF1496/11  Neuquén

Afio

2010

San Salvador de Jujuy 2010
Cérdoba
Cérdoba
Neuquén

2010
2010
2011

Muestra

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

Serotipo Patrén PFGE

"Atipica AA479"  ARJZXN11.0161
"Atipica AA479"  ARJZXN11.0161
"Atipica AA479"  ARJZXN11.0182
"Atipica AA479"  ARJZXN11.0160
3 ARJZXN11.0244

Figura A8: Rama 8 del dendograma total de la BDN de subtipos genéticos por PFGE-Notl

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%6) [0,/ 10 nea

PFGE-Notl PFGE-Notl Necepa Provincia

SF1421/10  Jujuy
SF320/07  Salta
SF1140/07 Cérdoba
SF1944/06 C.A.B.A.
SF116/13  Buenos Ai.
SF998/10  Cérdoba
SF79/10 Jujuy
SF671/14  Santa Fe
SF229/13  Neuquén
SF1091/14 Salta
SF1569/14 C.AB.A.
SF1564/14 C.AB.A.
SF1565/14 C.A.B.A.
SF1570/14 C.AB.A.
SF908/05  Buenos Ai.
SF109/08  Neuguén
SF2057/06 Salta
SF171/08  Rio Negro
SF1216/06 Santa Fe
SF1716/11 Buenos Ai.
SF1735/11  Buenos Ai.
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Ciudad

Jujuy
General Gliem.
Cérdoba
C.ABA.
La Plata
Cérboba
San Martin
Santa Fe
Centenario
Salta
C.ABA.
C.ABA.
C.ABA.
C.ABA.
La Plata
Neuquén
Oran
Cipolletti
Santa Fe
La Plata
La Plata

Afo

2010
2007
2010
2006
2013
2010
2009
2014
2012
2014
2014
2014
2014
2014
2005
2008
2006
2008
2006
2011
2011

Muestra  Serotipo

Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal
Materia fecal

Y

"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
4a

"Atipico AA479"
4a

"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
Y

"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"
"Atipico AA479"

Patron PFGE Cod. Brote

ARJZXN11.0167
ARJZXN11.0169
ARJZXN11.0166
ARJZXN11.0170
ARJZXN11.0221
ARJZXN11.0142
ARJZXN11.0156
ARJZXN11.0165
ARJZXN11.0249
ARJZXN11.0164
ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
ARJZXN11.0330 ARIM1408CFJZX-20
ARJZXN11.0117
ARJZXN11.0246
ARJZXN11.0101
ARJZXN11.0285
ARJZXN11.0102
ARJZXN11.0069
ARJZXN11.0077



Hospitales y Laboratorios que remitieron aislamientos de S. flexneri
al LNR durante 2004-2014.

Buenos Aires: HIGA”Dr. José Penna” (Bahia Blanca), HZEMI “Argentino Diego” (Azul),
HIGA “Dr. A. Pineiro” (Junin), Hosp. “Ofiativia” (Alte. Brown), Hosp. “Evita” (Lants),
Hosp. Posadas (Mor6n), HIEMI “Tetamanti” (Mar del Plata), Instituto Nacional de
Epidemiologia “Juan J. Jara” (Mar del Plata), Hosp. "Dr. Orellana™ (Trenque Lauquen), Hosp.
de Ninos “Sor Maria Ludovica” (La Plata), Hosp. Municipal de Ayacucho "Dr. Pedro Solanet"
(Ayacucho), Laboratorio Central de Salud Pablica (La Plata), Universidad Nacional de Lujan
(Lujan).

Ciudad Auténoma de Buenos Aires: Hosp. “Fernandez”, Hosp. “F. J.Muiiiz”, Hosp. de Nifios

“Dr. Ricardo Gutierrez”, Hosp. “Pirovano”, Hosp. "Dr. Pifiero", Clinica “Mitre”, Clinica
“Fleni”, C.E.M.L.C., Hosp. Gral. de Agudos "Dr. Teodoro Alvarez", Hosp. Gral. de Agudos"
Dr. Dalmacio Velez Sarsfield"”, Hosp. “Zubizarreta”.

Catamarca: Hosp. Interzonal de Nifios “Eva Peron” (San Fernando del Valle de Catamarca)
Chaco: Laboratorio Central de Salud Publica (Resistencia), Hosp. Pediatrico “Dr. Avelino
Lorenzo Castelani” (Resistencia), Hosp. “Dr. Julio C. Perrando” (Resistencia).

Chubut: Hosp. Zonal Trelew (Trelew), Hosp. Zonal "Dr. Andrés Isola" (Puerto Madryn),
Cordoba: Hosp. de Nifios de la Santisima Trinidad (Cordoba), Hosp. “Rawson” (Cordoba)
Clinica Privada “Reina Fabiola” (Cordoba), Hosp. “San Roque” (Cordoba), Hosp. Infantil
Municipal (Cérdoba). Hosp. Pediatrico del Nifio Jesus (Cérdoba).

Corrientes: Hosp. Pediatrico “Juan Pablo II” (Corrientes), Universidad Nacional del Nordeste
(Corrientes).

Entre Rios: Hosp. Materno Infantil “San Roque” (Parana).

Formosa: Hosp. de la Madre y el Nifio (Formosa)

Jujuy: Hosp. Central (San Salvador de Jujuy), Hosp.”Oscar Orias” (Libertador Gral. San
Martin), Hosp. “Ntra. Sra. Del Carmen” (El Carmen), Hosp. de Nifios “Héctor Quintana” (San
Salvador de Jujuy), Hosp. “G.C. Peterson” (San Pedro de Jujuy).

La Pampa: Hosp. “Lucio Molas” (Santa Rosa), Hosp. “Gobernador Centeno” (Gral. Pico).

La Rioja: Hosp. “E. Vera Barros” (La Rioja).

Mendoza: Hosp. “Humberto Notti” (Guaymallén), Hosp. “Schestakow” (San Rafael).
Misiones: Hosp. Samic (Oberd), Hosp. Provincial Pediatrico "Dr. F Barreyno™ (Posadas).
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Neuquén: Hosp. “Horacio H. Heller” (Neuquén), Hosp. Provincial de Neuquén “‘Dr. Castro
Rendon” (Neuquén), Laboratorio Central (Neuquén), Hosp. Centenario “Dr. Natalio Burd”
(Centenario), Hosp. Junin de los Andes (Junin de los Andes).

Rio Negro: Hosp. "Artemides Zatti" (Viedma), Hosp. Zonal de Bariloche “Ramoén Carrillo”
(Bariloche), Hosp. “Francisco Lopez Lima” (Gral. Roca), Hosp. Area de Cipoletti “Dr. Pedro
Moguillansky” (Cipolletti).

Salta: Hosp. "San Vicente de Paul” (Oran), Hosp. Publico Materno Infantil (Salta), Hosp.
Rosario de Lerma (Salta), Hosp. “J. Castellanos-Gral. Guemes” (Gral. Guemes), Hosp.
Cerrillos (Salta).

San Juan: Hosp."Dr. Guillermo Rawson" (San Juan), Hosp."Dr. Marcial V. Quiroga " (San
Juan).

San Luis: Complejo Sanitario San Luis (San Luis), Clinica y Maternidad CERHU (San Luis),
Policlinico Reg. “Juan D. Peron” (Villa Mercedes).

Santa Cruz: Hosp. Regional Rio Gallegos (Rio Gallegos), Hosp. Zonal de Caleta Olivia
(Caleta Olivia).

Santa Fe: Laboratorio Central (Santa Fe), Hosp. “Alassia” (Santa Fe), Hosp. “Vilela”

(Rosario).

Tierra del Fuego: Hosp. Regional de Ushuaia (Ushuaia).
Tucuman: Hosp. del Nifio Jesus (San Miguel de Tucuman).
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Hospitales y Laboratorios que participaros del
Proyecto “MIDAS”- Argentina

Neuqguén: Hosp. “Dr. Horacio Heller”, Hosp. Junin de los Andes, Epidemiologia del Hosp.
Junin de los Andes, Hosp. Provincial de Neuquén “Dr. Castro Renddn”, Hosp. Centenario
“Dr. Natalio Burd”, Hosp. San Martin de Los Andes, Servicio de Epidemiologia del Hosp.
Provincial de Neuquén ““Dr. Castro Renddn”’; Laboratorio Central, Subsecretaria de Salud de
Neuqguén; Direccion de Bromatologia de Neuquén.

Rio Negro: Hosp. Area Cipolletti “Dr. Pedro Moguillansky”, Hosp. “General Roca”, Hosp.
“Artemides Zatti”, Epidemiologia del Hosp. “A. Zatti”, Hosp. Zonal de Bariloche “Ramon
Carrillo”, Saneamiento Ambiental Bromatologia Bariloche.

La Pampa: Hosp. “Lucio Molas”, Hosp. “Gobernador Centeno”, Bromatologia La Pampa,
Epidemiologia La Pampa.

Mendoza: Hosp. Central de Mendoza, Hosp. “Humberto Notti”, Hosp. “Schestakow”.

San Luis: Hosp. Regional de Villa Mercedes, Policlinico Central de San Luis Epidemiologia
de San Luis.

Cordoba: Laboratorio Central de Cordoba, Bromatologia, Hosp. Infantil Municipal de
Cordoba, Hosp. de Nifios de la Santisima Trinidad, Hosp. Pediatrico del Nifio Jesus, Clinica
Privada “Reina Fabiola”, Hospital Villa Maria, Hospital Regional “Domingo Funes”, Clinica
Vélez Sarsfield, Epidemiologia C6rdoba.
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