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Deteccion y caracterizacion de Escherichia coli productor de toxina Shiga en ninos

atendidos en un Hospital Pediatrico de la ciudad de La Plata.

RESUMEN

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patdgeno transmitido por alimentos que puede
causar un amplio espectro de enfermedades en el hombre, desde diarrea acuosa, diarrea
sanguinolenta (DS) y sindrome urémico hemolitico (SUH). El propdsito de este estudio fue determinar
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas STEC aisladas de nifios con DS y SUH atendidos
en un Hospital Pediatrico de la ciudad de La Plata, y estudiar la relacién clonal de los aislamientos
0157:H7 por ERIC-PCR vy electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del ADN digerido con Xbal. Se
analizaron 731 muestras de materia fecal de nifios con diarrea sanguinolenta (DS) y 107 de nifios con
SUH. El porcentaje de positividad fue 4,9% y 39,2% en los pacientes con DS y SUH, respectivamente.
Se aislaron 77 cepas STEC de 10 serotipos O:H distintos, y el 71,4% de ellos fue serotipo O157:H7. El
98,2% de los aislamientos 0157:H7 fue biotipo C y sensibles a los antibidticos ensayados, y todas
presentaban el fenotipo enterohemolitico. Todas las cepas 0157:H7 portaban los genes stxz, eae-y1,
fliCu7, ehxA, iha, efa, toxB, IpfA1-3 y IpfA2-2. Entre ellas, el genotipo stx prevalente (76,4%) fue la
combinacidn stxaa/stxacvh-a). Entre las 22 cepas no-0157 aisladas, 0145:NM fue el serotipo prevalente
(54,5%) y el 90,9% fueron sensibles a los antibidticos ensayados. El 81,8% portaba el gen ehxA y el
81,8% eran eae-positivos. Los aislamientos eae-negativos pertenecieron a los serotipos 059:H19,
0102:H6, O174:NMy 0174:H21. Las cepas 059:H19 y O174:H21 fueron positivas para el gen aggR. La
frecuencia de iha, efal y toxB fue del 81,8%, 77,2% y 72,7%, respectivamente. Las cepas 0145:NM
portaban las variantes IpfA1-5 y IpfA2-3. Entre las cepas no-0157/no0-0145, IpfA2-1 fue la variante de
InfA mas prevalente. No se aislaron cepas negativas para los genes IpfAl y IpfA2 simultaneamente. Al
estudiar la relacién clonal de 51 cepas 0157:H7, se establecieron 6 patrones ERIC-PCR (D=0,69). Entre
las 51 cepas de STEC 0157:H7 se identificaron por Xbal-PFGE un total de 42 patrones con al menos
88% de similitud, y se establecieron 6 clusters con perfiles idénticos (D=0,98). Se pudo establecer un
vinculo epidemioldgico entre los aislamientos pertenecientes al cluster #1, pero no fue posible
establecer la fuente de contagio. Este estudio muestra que STEC de diferentes serotipos y genotipos
circulan en la ciudad de La Plata y alrededores. A pesar de la diversidad genética observada entre los

aislamientos 0157:H7, algunos fueron indistinguibles por las técnicas de subtipificacion utilizadas.



INTRODUCCION

1. Enfermedad Diarreica Aguda

Las enfermedades diarreicas agudas contintdan siendo uno de los problemas de salud publica mas
serios en los paises en vias de desarrollo, con altas tasas de morbilidad y mortalidad, siendo la
segunda causa de mortalidad en menores de 5 afios.

La diarrea es un sindrome clinico de comienzo brusco y duracion limitada, que en forma secundaria a
una alteracion en el transporte y absorcidn de electrolitos y agua, se caracteriza por el incremento en
el nimero de evacuaciones al dia y alteracién en la consistencia de las heces, acompafiado de otros
sintomas como vémitos, nauseas, dolor abdominal o fiebre.

En nuestro pais, la Sociedad Argentina de Pediatria (SAP) define la diarrea aguda como: “aumento de
la frecuencia, fluidez y/o volumen de las deposiciones, con pérdida variable de agua y electrolitos y
cuya duracion es menor de 14 dias”, mientras que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a
la diarrea aguda en menores de 2 afios como la deposicidn, tres o mds veces al dia (o con una
frecuencia mayor que la normal para la persona) de heces sueltas o liquidas. La deposicion frecuente
de heces formes (de consistencia sélida) no es diarrea, ni tampoco la deposicién de heces de
consistencia suelta y “pastosa” por bebés amamantados.

Segun sus caracteristicas clinicas, la diarrea puede clasificarse como:

e Diarrea aguda: Corresponde al cuadro clinico de diarrea usual, generalmente auto limitada, con
pocos dias de evolucion, sin presencia de sangre visible y moco.

e Disenteria/ Diarrea con sangre: En estos cuadros, la diarrea es sanguinolenta y puede incluir la
presencia de moco. Puede tratarse de una diarrea invasora de origen bacteriano o amebiano,
aunque las bacterias son las responsables mas frecuentes de este cuadro.

e Diarrea persistente: La diarrea se inicia en forma aguda y se prolonga mas de 14 dias. Alrededor
del 10% de los casos de diarrea aguda se vuelven persistentes. Esta condicidn deteriora el estado
nutricional y estd asociada con mayor mortalidad que la diarrea aguda. Una diarrea tiene mayor

riesgo de prolongarse cuando los nifios son menores de 6 meses, desnutridos o son alimentados
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con férmula o leche fluida. Entre el 35 al 50% de las muertes por diarrea son debidas a diarrea

persistente.

Las enfermedades diarreicas son una causa principal de mortalidad y morbilidad en la nifiez en el
mundo. De acuerdo con datos de la OMS, se estima que en el afio 2000 se produjeron cerca de 1.500
millones de episodios de diarrea aguda que causaron entre 1.4 y 2.5 millones de muertes en nifios
menores de 5 afios (aproximadamente el 85% de las muertes ocurren en menores de un afio).

En general, las enfermedades diarreicas son consecuencia de la exposicion a alimentos o agua
contaminados. En todo el mundo, 780 millones de personas carecen de acceso al agua potable, y
2.500 millones a sistemas de saneamiento apropiados. La diarrea causada por infecciones es
frecuente en paises en desarrollo, y los nifios menores de tres afios sufren, de promedio, tres
episodios de diarrea al afno. Cada episodio priva al nifio de nutrientes necesarios para su crecimiento.
En consecuencia, la diarrea es una importante causa de malnutricion, y los nifios malnutridos son mas
propensos a enfermar por enfermedades diarreicas, afectando seriamente el desarrollo intelectual
del nifio.

Los agentes enteropatdgenos responsables de las diarreas agudas son multiples y pueden ser virus,
bacterias y pardsitos, siendo frecuente las asociaciones de dos o mas agentes. Los virus
(especialmente Rotavirus) causan del 70 al 80 % de las diarreas infecciosas. Las bacterias ocasionan
entre el 10y 20 % de los casos. Entre los agentes bacterianos se puede sefialar a Campylobacter spp.,
Shigella spp., Salmonella no Typhi, Vibrio cholerae, Yersinia spp., Clostridium difficile y Escherichia coli

diarreigénicos, entre otros.

1.1. Escherichia coli

El género Escherichia fue nombrado en honor al pediatra aleman Theodor von Escherich quien
describié por primera vez la especie tipo del género, Escherichia coli, en 1885. Este bacilo gram
negativo, es la bacteria anaerobia facultativa mas abundante de la flora normal del tracto
gastrointestinal y comprende cerca del 1% de la flora fecal total de los humanos y de la mayoria de los
animales de sangre caliente. Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae y aunque la
mayoria de los aislamientos no son patdgenas, algunas de ellos pueden causar enfermedad tanto en

el hombre como en animales.
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Los aislamientos se pueden diferenciar seroldgicamente determinando los antigenos O (porcidon
polisacarida del lipopolisacarido somatico o LPS) y H (proteinas flagelares) (Nataro y Kaper, 1998).
También puede ser determinado el serotipo utilizando métodos moleculares como la reaccién de la
polimerasa en cadena (PCR) de los genes involucrados en la biogénesis del antigeno O (ej: genes wzx y
wzy) y del antigeno H (fliC). La designacién NM o H-, indica la ausencia del antigeno H. Los antigenos O
definen un serogrupo y una combinacién especifica de antigenos O y H definen el serotipo de un
aislamiento. Actualmente se reconocen 174 antigenos O (numerados del O1 al 0181, excepto 031,
047, 067, 072, 093, 094 y 0122) y 56 antigenos H, sin embargo sélo un pequeiio subgrupo de

combinaciones O:H son asociadas con enfermedad (DebRoy y col., 2011; Bettelheim, 2014).
1.2. Escherichia coli patégenos para el hombre

Escherichia coli se comporta habitualmente como una bacteria comensal no patégena, pero debido a
la gran plasticidad de su genoma ciertas cepas pueden adquirir factores de virulencia como
consecuencia de la trasmisidon horizontal de genes a través de pldsmidos, transposones, bacteriéfagos
y/o islas de patogenicidad y son capaces de producir enfermedades como infecciones urinarias,
septicemia, meningitis e infecciones gastrointestinales. Los grupos patdgenos o patotipos asociados a
enfermedad diarreica en el hombre (DEC, por sus siglas en inglés, diarrheagenic E. coli) se clasifican
segun manifestaciones clinicas, caracteristicas epidemiolégicas y presencia de diferentes
determinantes de patogenicidad en: E. coli enteropatégeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E.
coli productor de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC) y E.
coli de adherencia difusa (DAEC) (Nataro y Kaper, 1998; Bettelheim, 2007; Croxen y col., 2013). En el
intestino humano, ETEC, EPEC y EAEC colonizan el intestino delgado, mientras que EIEC y STEC

colonizan el intestino grueso.
1.3. Escherichia coli productor de toxina Shiga

En 1977, Konowalchuk y col., informaron que cepas de E. coli, de los serogrupos 018, 026, 0111 y
0128, aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con edema de pulmédn, producian una toxina que
generaba un efecto citotdxico sobre células cultivadas de rifién de mono verde africano (células Vero),

a la que denominaron Verotoxina. Pocos afios después, se demostré que estas toxinas producian
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efecto citotdxico en células Hela, el cual podia ser neutralizado por antisuero anti-toxina Shiga de
Shigella dysenteriae tipo 1 (O'Brien y col., 1982), por lo cual se las llamo “Shiga-like toxin”.

En 1983, Riley y col., estudiando un brote de colitis hemorragica (CH) ocurrido en Michigan y Oregon,
asociado al consumo de hamburguesas insuficientemente cocidas, identificaron por primera vez el
serotipo 0157:H7 como patdégeno humano. Ese mismo afo, Johnson y col., demostraron que E. coli
0157:H7 aislado de pacientes con CH producia la citotoxina que dafiaba las células Vero, y Karmali y
col., describieron la asociacidn entre casos esporadicos de sindrome urémico hemolitico (SUH) y E.
coli productor de Vero toxina, hecho que representd un avance importantisimo en el conocimiento
del agente causal y permitié diferenciar al SUH de otras microangiopatias trombéticas.

Originalmente se designd STEC al grupo de cepas de E. coli productoras de toxina Shiga.
Posteriormente se designé como E. coli enterohemorragico (EHEC) a un subgrupo de cepas STEC que
se caracterizaban por compartir caracteres clinicos, patogénicos y epidemioldgicos con la cepa
prototipo 0157:H7. Su nombre se debe a la capacidad que tienen estas cepas de producir CH y SUH
en el hombre (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas STEC pertenecen a un amplio rango de serotipos, y se han descripto mds de 1000 serotipos
distintos aislados de animales y humanos (Bettelheim y col., 2014). Escherichia coli 0157:H7 es el
serotipo mas comunmente aislado en Europa y América y el prototipo de mds de 470 serotipos que
han sido aislados de humanos enfermos, que difieren en su virulencia, incidencia y severidad de las
infecciones que producen (WHO, 1999; Blanco y col., 2004; Gould y col., 2013). Dentro de los
serogrupos no-0157 que producen enfermedad en el humano se destacan 026, 045, 0103, 0111,
0121 y 0145 (Johnson y col., 2006). La explicacion de porqué sdlo un nimero restringido de serotipos
estd asociado a SUH no ha sido totalmente aclarada, pero la presencia de determinadas islas de
patogenicidad en los serotipos asociados a brotes y SUH aumentaria la probabilidad de provocar
enfermedad (Karmali y col., 2003; Wickham y col., 2006; Coombes y col., 2008). Por lo tanto, el
serotipado no es suficiente para la identificacion de un organismo como una EHEC; también deben
estar presentes factores de virulencia caracteristicos de dichos microorganismos. Las cepas de E. coli
0157:H7 son relativamente homogéneas, y casi todos estos organismos llevan factores de virulencia
asociados a CH y SUH. STEC serotipo O157:NM esta estrechamente relacionada a 0157:H7, pero
posee una combinacién distintiva de rasgos fenotipicos y de virulencia. Los miembros de otros

serotipos pueden ser mas heterogéneos y llevar diferentes grupos de factores de virulencia.
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En el afo 2003, a fin de esclarecer las diferencias en la virulencia de las cepas STEC, Karmali y col.,
propusieron una clasificacion de los serotipos STEC en cinco seropatotipos (Tabla 1). La misma se basa
en la incidencia y severidad de los distintos serotipos en enfermedad en el hombre y su asociacién
con la ocurrencia de brotes. Brevemente, el seropatotipo A comprende los serotipos 0157:H7 y
0157:NM, los cuales se asocian con brotes y SUH; seropatotipo B incluye los serotipos asociados con
SUH y brotes, pero menos frecuentemente que el seropatotipo A; el seropatotipo C incluye
aislamientos asociados a casos esporadicos de SUH pero no epidémicos; el seropatotipo D incluye
aislamientos raramente encontrados en humanos y asociados con enfermedades menos severas
(diarrea y CH), pero no estan asociados a brotes ni SUH; el seropatotipo E incluye multiples serotipos

de STEC que nunca fueron encontrados en humanos.

Tabla 1. Clasificacion de serotipos de STEC en seropatotipos.

. Incidencia Frecuencia en la Asociacion con .
Seropatotipo . . (@) Serotipos
relativa ocurrencia de brotes enfermedad severa
A Alta Comun Si 0157:H7, 0157:NM
026:H11, 0103:H2,
B Moderada No comun Si 0111:NM, 0121:H19,
0145:NM.
O5:NM, O8:H19,
. . 091:H21, 0104:H21,
C Baja Rara Si
0113:H21, O121:NM,
0165:H25, 0174:H28
D Baja Rara No Multiples
Nula en . . .
E No aplicable No aplicable Multiples
humanos

(a): Sindrome urémico hemolitico (SUH) o colitis hemorrégica (CH)
(b): En EE.UU este grupo se ha extendido e incluye ademas 026:NM; 045:H2 y NM; 0103:H11, H25 y NM; 0111:H8 y O121:H7
(Bosilevac and Koohmaraie, 2011).

El esquema de categorizaciéon de STEC de Karmali fue revisado recientemente por un panel de
expertos de la European Food Safety Authority (EFSA, 2013), y los mismos observaron que el esquema
de Karmali estaba focalizado en aquellos serotipos clasificados como de “alto riesgo”, pero falla en
reconocer la potencialidad de provocar enfermedad en humanos de otros serotipos (EFSA, 2013). El

uyo qu u un uni inacid u
anel concluyd que a pesar de que “no hay un uUnico marcador o combinacién de marcadores que
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definan un STEC patégeno”, la presencia de los genes stx; (codificante para la toxina Shiga 2) y eae
(produccion de intimina), o la combinacién de aaiC (proteina secretada por EAEC) y aggR (regulador
transcripcional codificado en un plasmido) se asociaron con un mayor riesgo de enfermedad mas
severa que otras combinaciones de genes de virulencia. Sin embargo, otras combinaciones de genes
de virulencia y/o serotipos pueden estar asociados con enfermedad severa en humanos, incluido SUH.
Basandose en estos resultados, el panel de expertos propuso un nuevo enfoque para la categorizaciéon

de STEC (Tabla 2).

Tabla 2. Propuesta molecular para la categorizacién de STEC (EFSA, 2013)

Grupo Genes © Serogrupo Riesgo potencial
Diarrea CH/SUH
I eae -positivo o 0157, 026, 0103, 0145, 0111, 0104 alto alto

(aaiC y aggR )-positivos

Il eae -positivo o cualquier otro alto desconocido
(aaiC y aggR )-positivos

11 eae -negativo o cualquier otro desconocido desconocido
(aaiC y aggR )-negativos

(a): Adicionales a la presencia de stx

1.4. Reservorios de STEC

Las infecciones por STEC son zoonéticas y STEC forman parte de la microbiota intestinal normal de un
amplio grupo de animales. En la Argentina, como en el resto del mundo, los rumiantes, en especial el
ganado bovino (tanto el ganado de carne como el ganado lechero), son el reservorio natural y mas
importante de E. coli 0157:H7 y otros STEC (Sanz y col., 1998; Padola y col., 2004; Mercado y col.,
2004). La colonizacién es transitoria o intermitente, de menos de 2 meses de duracién (algunos
animales pueden tener eliminacién prolongada de hasta 12 meses), y los animales que dejaron de
excretar pueden ser recolonizados. La portacion fecal es mas frecuente en el ganado joven (2 a 24
meses), y un mismo animal puede portar mas de un serotipo de STEC.

Estudios realizados en Argentina han determinaron que la prevalencia de STEC en bovinos de
pastoreo y en matadero fue del 32,8% y en bovinos de feedlot del 62,7% (Sanz y col., 1998; Padola y

col., 2004). Estos resultados no difieren sustancialmente con los observados en otros paises con
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menor tasa de SUH. Estudiando bovinos de feedlot, se aisld E. coli 0157 en el 6,8% de los animales
muestreados en forma seriada (cada 2 semanas durante 6 meses) y en el 0,17% de los muestreados
por Unica vez, confirmado la liberacion intermitente de STEC al ambiente, lo que favoreceria la
transmisién entre animales, posibilitando la reinfeccidon de los mismos (Padola y col., 2004).

Los terneros son portadores de los serotipos STEC no-0157 de mayor virulencia para el hombre y los
serotipos de STEC aislados de terneros y bovinos adultos comparten los perfiles de virulencia de E. coli
aislados de hamburguesas y carne molida (Parma y col., 2000). Una pequefia proporcién del ganado
bovino en un rodeo puede ser responsable de la liberacién de mas del 95% de los organismos. Estos
animales, denominados suUper-propagadores, estdn colonizados y pueden permanecer infectados
durante mds tiempo que otros bovinos (Chase-Topping y col., 2008).

En contraste con lo que ocurre en el humano, los bovinos infectados con STEC 0157:H7 y no-0157 se
mantienen tolerantes a la enfermedad, por lo cual la mayoria de los serotipos de STEC implicados en
enfermedad en humanos no causan enfermedad en bovinos, excepto E. coli 0157:H7 que puede
causar ileocolitis fatal en terneros recién nacidos. Mientras los humanos expresan Gb3 en su
endotelio vascular, que promueve mucho de la patofisiologia asociada con las toxinas Shiga, el ganado
casi no tiene expresién vascular de Gb3. Aunque este receptor ha sido detectado en el rifidn y cerebro
del ganado, la toxina Shiga no es capaz de unirse al endotelio vascular del tracto gastrointestinal
(Pruimboom-Brees y col., 2000), y por lo tanto no puede ser endocitada y transportada a otros
6rganos e inducir el dafio vascular. En contraste con los humanos, donde las STEC colonizan el colon,
en el ganado colonizan la unidn recto-anal (RAJ, del inglés recto-anal junction), la cual es impermeable
a los efectos de la toxina Shiga.

Ademas del ganado vacuno, cerdos, ovejas y las cabras pueden comportarse como reservorios de

STEC. Aves, perros y gatos son reservorios de menor importancia (Ferens y col., 2011).
1.5. Fuentes y vias de transmision de STEC

Los STEC se transmiten al hombre a través de los alimentos y el agua contaminados con las heces de
animales portadores o por medio del contacto directo con estos animales o con su medio ambiente a
través de la via fecal-oral (Armstrong y col., 1996; Rivas y col., 2008; Chinen y col., 2009) (Figura 1).

Debido a que posee una dosis infectante pequefia (unos 100 microorganismos), también es probable

la transmision por personas sintomaticas infectadas o portadores a través de la misma via, en especial
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durante un brote. La mayoria de las personas elimina STEC 0157:H7 durante aproximadamente 7 a 9
dias. Una minoria puede eliminarlo durante 3 semanas o mas (incluso meses) después de la aparicion
de los sintomas y los nifios pequenos suelen eliminar este microorganismo durante mas tiempo que

los adultos (Miliwebsky y col., 2007).

Oftros reservorios animales
(aves, roedores, ciervos, conejos, etc.)
\
Leche y \
Suolo ( Carne poco cocida J productos no Insectos

Transmton STEC que
contamina/infecta
> < B

Transmiten STEC
Proguctos |————— oiginfocta ————————» Humanos |

alimenticios

Figura 1. El diagrama muestra las relaciones entre los factores probados y postulados involucrados en la

transmisidn de STEC (Adaptado de Garcia y col., 2010).

Los brotes de STEC 0157:H7 de origen alimentario, generalmente, son causados por la ingesta de
productos de origen animal mal cocidos o no pasteurizados. Las fuentes de infeccidn que se han
encontrado con mayor frecuencia asociadas a SUH en nuestro pais son: alimentos con carne picada
insuficientemente cocidos, productos lacteos no pasteurizados, vegetales crudos (alfalfa, lechuga,
brotes de soja, espinaca y rdbano), sidra de manzana, salame y morcilla (Chinen y col., 2009).

El agua de riego contaminada con heces es una fuente importante de STEC 0157:H7 en los vegetales.
Este organismo se puede adherir a las plantas y sobrevive en la superficie de una variedad de frutas,
vegetales y hierbas culinarias frescas. De acuerdo con las condiciones ambientales, pequefas

cantidades de bacterias que permanecen en los vegetales lavados pueden multiplicarse de manera
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significativa durante varios dias. STEC 0157:H7 puede internalizarse en los tejidos de algunas plantas,
como la lechuga, donde es posible que resista al lavado. Las moscas de la fruta pueden transmitir este
organismo a las plantas, donde se pueden multiplicar en los tejidos danados. Ademas, puede
permanecer viable por largos periodos en muchos productos alimenticios: puede sobrevivir al menos
9 meses en carne molida almacenada a -20°C, y puede permanecer infecciosa de semanas a meses en
salchichas y queso Cheddar a temperaturas de refrigeracion (Garcia y col., 2010).

Un estudio publicado por Snedeker y col. (2009), analizando 90 brotes debidos a E. coli 0157
(confirmados microbiolégicamente) ocurridos en Inglaterra, Irlanda, Dinamarca, Noruega, Finlandia,
Canada, EE.UU. y Japdn ocurridos entre 1982 y 2006, mostro que la fuente de transmisién de STEC fue
42,2% por alimentos, 12,2% productos lacteos, 7,8% por contacto con animales, 6.7% por agua y en el
28,9% de los casos no se identificé la fuente. En 2005, Rangel y col, analizando 350 brotes debidos a E.
coli 0157:H7 reportados al CDC entre 1982 y 2002, determinaron que la fuente de transmisién fue
52% por alimentos, 14% persona-persona, 9% por agua contaminada, 3% por contacto animal y 21%
desconocido.

Otras conductas asociadas a infeccidn incluyen: asistencia a natatorios insuficientemente clorados,
bafiarse en rios o pozos de agua usados por el ganado para beber, visita a granjas, zooldgicos,
acampar en dreas usadas anteriormente para pastura de ganado, asistencia a jardines maternales
donde acuden nifios con diarrea (Rivas y col., 2008). El tiempo de supervivencia de STEC O157:H7
varia de 1 a 7 meses en el suelo, mas de 2 meses en fuentes de agua dulce (especialmente a
temperaturas frias) y al menos 2 semanas en agua de mar (Avery y col., 2008).

E. coli se puede destruir con numerosos desinfectantes, tales como hipoclorito de sodio al 1%, etanol
al 70% y otros desinfectantes. Para asegurar la eliminacion de STEC de los alimentos, el tratamiento
térmico es el método recomendado. La temperatura de pasteurizacién de la leche (72°C, durante 16,2
seg.) es un método efectivo para eliminar 10* células de E. coli 0157:H7 por mililitro. En los alimentos
carnicos, la oficina de regulacion y control de alimentos de EE.UU. (FDA, por sus siglas en inglés Food
and Drug Administration) recomendd una temperatura interna de 68,3°C para la coccién de las

hamburguesas (Griffin y col., 1994).
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1.6. Presentacion clinica de las infecciones por STEC

La infeccién por STEC 0157:H7 puede causar un amplio espectro de manifestaciones clinicas en los
seres humanos. Desde una diarrea acuosa no sanguinolenta o sanguinolenta, hasta una colitis
hemorragica (CH), con el SUH como complicacién habitual en nifios (ver mds adelante).

El intervalo de tiempo transcurrido entre la ingestion del vehiculo contaminado con STEC 0157:H7 y
el comienzo de la diarrea, suele oscilar entre 2 y 12 dias, y se ha establecido un periodo medio de
incubacién de 3 a 4 dias. Algunos casos se resuelven sin tratamiento en aproximadamente una
semana, pero la presentacién clinica mas comun en los nifios es la evolucién a CH, caracterizada por
un cuadro grave de dolor abdominal, nduseas, vomitos y diarrea acuosa que cursa generalmente sin
fiebre (en el 30% de los casos se produce fiebre de bajo grado). Luego de 1 a 3 dias la diarrea suele
tornarse sanguinolenta y suele ser lo que impulsa la consulta médica. La mayoria de los casos de CH
son auto-limitantes y se resuelven espontdneamente en 5 a 7 dias. La colitis grave puede provocar
necrosis intestinal, perforacion o el desarrollo de estenosis en el colon.

Los principales rasgos clinicos que pueden distinguir las infecciones producidas por STEC 0157:H7 de
las causadas por otros patdgenos entéricos como Shigella spp., Campylobacter spp., o Salmonella
spp., son ausencia de fiebre en la etapa aguda, recuento leucocitario superior a 1.10%/1 y flaccidez
abdominal a la palpacidon. Ninguno de estos rasgos es especifico de forma aislada, pero considerados
en su conjunto son altamente significativos e indicativos de una infeccién por STEC 0157:H7 (Slutsker
y col., 1997; 1998).

Pese a expuesto, se han descripto infecciones producidas por E. coli 0157:H7 totalmente
asintomaticas, tanto en individuos escogidos al azar (Stephan y col., 1999) como en individuos
relacionado con un caso espordadico de infeccidon (Blanco y col., 2004) o con un determinado brote
(Sakumay col., 2006).

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por STEC no-0157, pueden ir desde la diarrea acuosa
no sanguinolenta hasta la CH, el SUH e incluso la muerte en un nimero considerable de casos
(Johnson y col., 2006). Comparado con STEC O157:H7, se observa una mayor variabilidad en la
sintomatologia, aspecto que se ha relacionado con la alta heterogeneidad genética en este grupo de
patégenos (Johnson y col., 2006). Un estudio realizado en Canadd (Pai y col., 1988) estudiando
prospectivamente 5415 casos esporadicos de diarrea reveld diferencias significativas entre las

infecciones provocadas por STEC 0157 y no-0O157. Aquellos pacientes infectados por STEC no-0157
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tenian un cuadro diarreico mas prolongado (duracién media 9,1 vs 5,7 dias; P<0,001) y menos
frecuencia de diarrea sanguinolenta (42% vs 97%; P<0,001). En contraste, la tasa de dolor abdominal,
vomitos y fiebre >38°C, no mostraron diferencias significativas.

Aproximadamente entre 5y el 15% de los pacientes con CH progresan al desarrollo del SUH (Mead y
col., 1998; Tarr y col., 2005; Manning y col., 2008). Entre los factores predictivos de evolucién a SUH
se incluyen: la edad (menos de 5 afos), leucocitosis, tratamiento con agentes reductores de la
motilidad intestinal en la etapa de la diarrea o anti diarreicos, el uso de antimicrobianos, diarrea
mucosanguinolenta en el periodo prodréomico, periodo prodrémico corto y el genotipo de la cepa
infectante (Ostroff y col., 1989).

Estudiando diversos brotes debidos a STEC 0157:H7, se ha observado que la severidad de la
enfermedad, las tasas de evolucion a SUH vy la frecuencia de hospitalizacién varia en un amplio rango.
Por ejemplo, un brote ocurrido en Japdn en 1996, tuvo baja tasa de hospitalizacion (3-5%) y bajo
porcentaje de SUH (0-3%), en cambio el brote relacionado al consumo de espinacas ocurrido en
EE.UU. en 2006, tuvo alta tasa de hospitalizacién (51%) y alta tasa de SUH (15%) (Manning y col.,
2008). Estas diferencias podrian deberse a las caracteristicas genéticas de las bacterias involucradas,
que daria lugar a diferencias en la virulencia de las mismas. Para probar esta hipétesis, Manning y col.
(2008), evaluaron en una coleccién de 519 STEC 0157 la presencia de 96 polimorfismos de nucleétido
unico (SNP, por sus siglas en inglés), ubicados en 83 genes. En analisis filogenético de estos SNPs,
permitié agrupar los perfiles en 39 genotipos, los cuales fueron separados en 9 clados distintos. Ellos
encontraron que mas del 75% de las cepas estudiadas pertenecian a los clados 2, 3, 7 y 8. El analisis
epidemioldgico reveld una asociacion significativa entre la infeccién con cepas del clado 8 y el
desarrollo de SUH (siete veces mas probable de desarrollar SUH que las cepas de los otros clados
combinados). Las cepas del clado 8 frecuentemente poseian el genotipo stxza/stxac, eran aisladas de
pacientes jovenes (0-18 afios) y las tasas de hospitalizacién eran mayores en comparacion con los
otros clados. Estas cepas, consideradas hipervirulentas, son responsables de una enfermedad mas
severa y de progresion rapida, que dificultaria el diagndstico durante la fase de diarrea, detectandose
el agente etioldgico recién una vez establecido el SUH. Ademas de los EE.UU., las cepas STEC del clado
8 fueron descriptas en Noruega (Haugum vy col., 2011), Suecia (Eriksson y col., 2010), Japén

(Yokoyamay col., 2011), Australia (Mellor y col., 2012) y Argentina (Pianciola y col., 2014).
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1.6.1. Sindrome urémico hemolitico

El concepto de sindrome urémico hemolitico (SUH) describe un grupo heterogéneo de enfermedades
caracterizadas por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y fallo renal agudo. El SUH
fue descripto por primera vez por el médico Suizo Gasser (1955), y en Argentina los primeros casos
fueron estudiados en la década de 1960 por el grupo del médico pediatra Carlos Gianantonio, quienes
presentan 58 casos de SUH recopilados durante el periodo 1957 a 1963 en el Hospital de Nifios
Ricardo Gutiérrez de Buenos Aires y propusieron la didlisis peritoneal como tratamiento para el
periodo agudo, lo que redujo la mortalidad en este periodo del 50% al 5% (Gianantonio y col., 1964).
Este sindrome es mas frecuente en nifios, ancianos y personas inmunodeprimidas. Como todo
sindrome, obedece a varias causas: infecciosas (secundario a infecciones por STEC, Shigella
dysenteriae tipo |, Streptococus pneumoniae productor de neuraminidasa, Salmonella Typhi,
Campylobacter fetus/jejuni, Yersinia pseudotuberculosa, Bacterioides spp., virus Portillo, virus
Cocksackie, virus Epstein Barr, rotavirus, VIH, etc.), asociado con drogas (anticonceptivos orales,
mitomicina, ciclosporina A), durante el embarazo, postrasplante de médula y rifidn, asociado con
glomerulopatias y procesos malignos, desordenes autoinmunes, tumores malignos e idiopatica (Neill,
1994).

En la actualidad, la principal etiologia del SUH es la secundaria a una infeccidn gastrointestinal por
cepas de STEC (mas del 90% de los casos mundiales). Este tipo de SUH, precedido por diarrea y de
caracteristicas endemo-epidémicas, es llamado en la bibliografia internacional forma cldsica o SUH
D+, aunque seria mas correcto diferenciar aquellos cuadros de SUH con evidencias de infeccion por
STEC o sin ella, ya que existen cuadros D- con Stx en deposiciones (Tarr y col., 2005). Esta forma de
presentacion tiene menor riesgo de secuelas que la forma no clasica o SUH D-.

El SUH post diarreico o D+ afecta fundamentalmente a nifios de entre 6 meses y 5 afos de edad,
generalmente eutréficos, de clase media, con buenas condiciones sanitarias y ambientales, aunque
también puede observarse en adolescentes y adultos (Paton y col., 1998). Se caracteriza por la
presencia de anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda (IRA) con
microangiopatia de selectiva localizacion renal, pudiendo afectar también otros parénquimas como el
aparato digestivo, el sistema nervioso y menos frecuentemente el corazén, el pancreas y el higado

(Andreoliy col., 2002), por lo que se la considera una enfermedad con compromiso multisistémico.
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Luego de la etapa aguda del SUH, el 95% de los pacientes se recupera sin secuelas aparentes. Pero,
durante la evolucién al largo plazo, solo el 62% se recupera completamente, el 18% recupera la
funcion renal normal presentando proteinuria y/o hipertension arterial (HTA), el 16% desarrolla
insuficiencia renal crénica con proteinuria y/o HTA y aproximadamente el 4% desarrolla insuficiencia
renal cronica terminal, los cuales suelen requerir transplante renal (Mead y col., 1998; Tarr y col.,
2005; Spizzirri y col., 1997).

Otras secuelas que pueden observarse son diabetes mellitus y desérdenes neuroldgicos (Spizzirri y
col., 1997).

La forma de SUH que generalmente se observa en adultos, especialmente ancianos, en ocasiones se
denomina purpura trombocitopénica trombodtica (PTT). En la PTT, habitualmente se produce menor
dafio renal que en los nifios, pero son mas comunes los signos neuroldgicos que incluyen
convulsiones, deterioro del sistema nervioso central y accidente cerebro vascular. La mortalidad de la

PTT llega al 50% de los pacientes afectados.

1.6.2. Epidemiologia del SUH y situacion en Argentina.

El SUH es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo y frecuentemente se lo describe
como una enfermedad epidémica con baja incidencia en paises industrializados, como EE.UU,,
Canada, Sudafrica, Holanda, Gran Bretafia, Francia, Alemania, Bélgica y Japon (1-3 casos/100.000 <5
afios) (Griffin y col., 1991). En Australia y Nueva Zelanda, la incidencia anual es aproximadamente de
1,0 a 1,3 casos cada 100.000 nifios menores de 5 afios (Elliott y col., 2004). En América del Sur el
problema se concentra principalmente Argentina, Chile y Uruguay, donde el SUH es endémico vy
epidémico. En Chile, en el drea metropolitana, la incidencia es 3,2 casos cada 100. 000 ninos (Reyes y
col., 2004), y en Argentina se registra una incidencia anual de SUH post-entérico de 12 -17 casos cada
100.000 nifios menores de 5 afios, siendo la mas alta a nivel mundial. La razén de esta alta incidencia
es desconocida, pero puede ser debido a la exposicion excesiva a factores de riesgo conocidos,
incluyendo el consumo de carne, jugar en aguas recreativas contaminadas y contacto con el
reservorio (Bentancor y col., 2011). Por lo contrario, Brasil tiene baja incidencia de SUH y los casos de
STEC 0157: H7 son poco frecuentes (Irino y col., 2002).

Los nifios afectados son menores de 5 afios, fundamentalmente entre 6 y 36 meses, de ambos sexos,

generalmente eutréficos y de nivel socioecondmico cultural medio-alto (Griffin y col., 1991).
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En Argentina, la vigilancia epidemioldgica de las enfermedades asociadas a STEC se realiza mediante
distintas estrategias: 1) Notificacion de los casos clinicos de SUH al Sistema Nacional de Vigilancia de
la Salud (SNVS-Mddulo C2), de forma obligatoria, inmediata e individualizada (Resolucién Ministerio
de Salud N°346/00). El tipo de vigilancia adoptada es de caracter pasivo, esto significa que la
recoleccién de los datos se origina desde los hospitales donde se internan los casos; 2) Vigilancia
Centinela, a través de 25 unidades centinela de SUH ubicadas en 16 provincias. Cada Unidad Centinela
estd integrada por tres componentes: clinico, epidemioldgico y de laboratorio; 3) Vigilancia basada en
Laboratorio (SNVS-Mddulo SIVILA) a través de la Red Nacional de Diarreas y Patégenos Bacterianos
Transmitidos por Alimentos. Esta red esta integrada por los Laboratorios de Referencia Nacional (LNR)
gue funcionan en el INEI “Carlos Malbran” y 544 laboratorios de distintos niveles de complejidad
diagndstica; 4) Vigilancia Molecular de subtipos circulantes a través de PulseNet de América Latina y
El Caribe.

Los registros oficiales en la Argentina muestran que el SUH es endémico, notificAndose mdas de 300
casos nuevos por afio (Casos totales/afio: 464/2006, 522/2007, 543/2008, 487/2009, 351/2010,
450/2011, 407/2012, 319/2013), la incidencia anual estimada varié de 10 a 17 casos/100.000 nifios
menores de 5 afos, y la letalidad del 1 al 5%. En el periodo 2010-2013 fueron notificados 1527 casos,
de los cuales el 81% (1238) pertenecen al grupo de menores de 5 afios, 13% (198) al grupo entre 5a 9
anos y el 6% restante fueron notificados en edades mayores o sin especificar. Entre los ninos menores
de 5 afos, la tasa mas alta se observa en los nifios de 1 afio. La enfermedad esta distribuida en todo el
pais, pero la mayor cantidad de casos proviene de las jurisdicciones del centro del pais (Buenos Aires,
CABA, Cérdoba Entre Rios, Santa Fe) y las tasas mas elevadas del sur, en especial Chubut, La Pampa y
Santa Cruz (Antman y col., 2014).

La infeccidon por STEC muestra una variacién estacional, con aumento de casos en primavera y verano,
época que coincide con el periodo de mayor portacion de STEC en el ganado bovino, aunque se
registran casos durante todo el afio (Rivas y col., 2006 a).

En Argentina, esta entidad es la principal causa de IRA y de hipertensidn arterial en lactantes y nifios
pequeiios. Ademas, es la segunda causa de insuficiencia renal crdnica y de transplante renal en la
Argentina (Grimoldi y col., 2008). Escherichia coli productor de toxina Shiga es el agente etioldgico
mas comunmente asociado al SUH en Argentina, y el serotipo mas frecuente es 0157:H7 (Rivas y col.,

2006 a).
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Shigella dysenteriae tipo 1, también asociada a casos de SUH en otros paises, nunca fue aislada en

casos de SUH en nuestro pais (Rivas y col., 2011).
1.6.3. Uso de antimicrobianos y STEC. Tratamiento del SUH.

El uso de antibidticos en las infecciones por STEC es controversial. Estudios in vitro han demostrado
gue la exposicidn a concentraciones sub-inhibitorias de fluorquinolonas, incluyendo ciprofloxacina,
producen dafio del ADN e induccién de una respuesta SOS, y simultdneamente se gatilla la produccién
del fago y la expresion del gen de la toxina Shiga tipo 2 (stx2) (McGannony col., 2010). Trimetoprima y
furazolidona (pero no fosfomicina) también actian aumentado la expresion de los genes codificantes
de stx; a través de la induccion del ciclo litico del fago en donde se encuentran codificadas,
produciendo una gran liberacién de toxinas y siendo un factor de riesgo de progresién a SUH (Kimmitt
y col., 2000). Cuando se realizaron los estudios in vivo utilizando un modelo animal, también se
observé un aumento en la expresion y liberacion de Stx cuando eran administrados ciprofloxacina o
trimetoprima-sulfametoxazol pero no fosfomicina (Zhang y col., 2000). Ademas, el estudio
prospectivo realizado por Wong y col. (2012), demostré que el uso de antibiéticos durante una
infeccion por E. coli 0157:H7 aumenta la tasa de desarrollo de SUH y su uso debe ser evitado (Wong y
col., 2012).

El uso de antidiarreicos, antiinflamatorios no esteroideos y otros agentes que inhiban la motilidad
intestinal estd contraindicado. Para aquellos casos en que el cuadro clinico es sugerente, se
recomienda la hospitalizacion con medidas de aislamiento entérico y medicidon frecuente de los
parametros basicos como balance hidrico y diuresis (Tarr y col., 2005).

No existe, actualmente, un tratamiento especifico para SUH (Tarr y col., 2005). El Unico tratamiento
disponible es de sostén y no existen terapias especificas ni preventivas. Generalmente incluye el
manejo del medio interno, el control de la hipertensién, el uso de dialisis (peritoneal o hemodidlisis) y
transfusiones de sangre de acuerdo al estado de la funcién renal y al grado de anemia (Fernandez-

Brando y col., 2011).
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1.7. Principales marcadores de virulencia de STEC

Se ha sugerido que los productos de varios genes plamidicos y cromosémicos juegan un rol en la
virulencia de estos patdégenos, entre los que se incluyen diversas toxinas, adhesinas, proteasas,

sistemas de adquisicion de hierro, LPS y flagelina, entre otros (Patony col., 1998).
1.7.1. Toxinas Shiga

Las toxinas Shiga (Stx) son consideradas el principal factor de virulencia de STEC. Estas toxinas
comparten las siguientes propiedades: una estructura conservada de subunidades AiBs, siendo la
subunidad A (33 Kda) la parte biolégicamente activa (actividad N-glicosidasa, que provoca inhibicién
de la sintesis proteica) y la subunidad pentamérica B (7,5 Kda cada monémero) responsable de la
union de la toxina al receptor celular especifico llamado globotriaosilceramida (Gb3) presente en las
células blanco eucariotas (Stx2e se une preferentemente a Gb4); estructura de operdn (stxA
inmediatamente upstream de stxB con una secuencia intergénica corta); propiedades biolégicas que
incluyen neurotoxicidad en ratones y citotoxicidad en lineas celulares como Vero y Hela (Scheutz y
col., 2012).

Basados en sus propiedades inmunolégicas, la familia de toxinas Shiga ha sido clasificada en dos
grupos o tipos principales: Stx1 y Stx2. La estructura primaria de Stx1 es casi idéntica a Stx de Shigella
dysenteriae tipo 1 (Takao y col., 1998). En cambio, Stx2 comparte con Stx1 entre un 57% y 60% de
homologia en la secuencia aminoacidica de las subunidades A y B, respectivamente, aunque la
actividad bioldgica de Stx2 es similar a Stx1 (Noda y col., 1987). Estas toxinas acttian inhibiendo la
sintesis de proteinas, evitando la unién del aminoacil-RNAt dependiente del factor 1 de elongacién a
la sub-unidad 60S del ribosoma. La familia Stx inactiva la sub-unidad 60S al hidrolizar un enlace N-
glicosidico de un residuo de adenosina en el extremo 5’terminal en la sub-unidad 28S del ARNr (Paton
y col., 2006).

Cada uno de estos grupos posee varios subtipos y estos un nimero creciente de variantes, que
difieren en uno o mas aminoacidos del prototipo (Scheutz y col., 2012). El grupo de Stx1 es bastante
homogéneo, esta compuesto por los subtipos Stxla, que difiere en uno de los aminodcidos con la
toxina Shiga de Sh. dysenteriae, Stx1c y Stx1d. En contraste, el grupo de las Stx2 es mds heterogéneo y
comprende a los subtipos Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g, que comparten entre 84-

99% de homologia. Los operones de Stx1l y Stx2 estan localizados en bacteriéfagos lamboides e
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integrados dentro del cromosoma, excepto los genes de Stx2e, Stx2f y Stx de S. dysenteriae tipo 1,
gue estan localizados en el cromosoma bacteriano, pero no en fagos. Estos fagos pueden revertir a un
ciclo litico en condiciones de stress bacteriano, como dafio del ADN por agentes tales como la luz
ultravioleta, mitomicina C o ciertos antibidticos como ciprofloxacina. Como resultado del proceso de
induccion, aumenta la expresidon de Stx1 y Stx2, las células bacterianas se lisan, liberan shigatoxinas y
particulas de fagos que pueden infectar a otras bacterias (Neely y col., 1998; Muniesa y col., 2004).
También, ha sido reportado la pérdida del fago portador de stx en aislamientos humanos de
026:H11/NM, 0157:NM, 0145:H28/NM y 0103:H2/NM (Bielaszewska y col., 2007; Friedrich y col.,
2007).

Las cepas STEC pueden portar una sola variante stxi/stx; y/o una combinacion de subtipos de stx;
(ejemplo: stx2a y stxac). Si bien los miembros de la familia Stx muestran similitud en su estructura y
funcidn, cada uno de los subtipos presenta grandes diferencias en su actividad biolégica y asociacién
con enfermedades. Stx2 tiene una actividad citotéxica de 100 a 1000 veces superior a Stx1 frente a las
células endoteliales renales y los humanos infectados con cepas productoras de Stx2 desarrollan SUH
mas frecuentemente que aquellos infectados con cepas productoras de Stx1 o Stx1 mds Stx2 (Patony
col., 1998). Los subtipos Stx2a y Stx2c se encuentran frecuentemente asociadas a casos de CH y SUH,
pero el riesgo de desarrollar SUH después la infeccion con STEC del genotipo stxac ha sido
significativamente menor que después de la infeccion con STEC del genotipo stxza (Friedrich y col.,
2002).

El subtipo de Stx2 llamado Stx2dactivable (€S Mas citotdxica en presencia de elastasa que cliva dos
aminodcidos de la regién C-terminal del péptido A2 enzimaticamente activo de Stx2d) se encuentra
entre las variantes mas citotdxicas de Stx2, se ha asociado a CH y SUH y sdlo se la ha encontrado en
cepas de STEC LEE-negativas (Melton-Celsa y col., 1996; Bielaszewska y col., 2006; Galli y col., 2010 a).
Otros subtipos de toxinas, como Stx2b (antes llamada Stx2-0118, asociada al ganado ovino), Stx2e
(asociada a la enfermedad de edema de pulmdn en cerdos) y Stx2f (aislada de heces de paloma) se
asocian frecuentemente con diarrea no complicada o excretores asintomaticos (Piérard y col., 1997;
Schmidt y col., 2000). El gen stxy; se detecté en cepas de STEC de origen bovino serotipos 02:H25,
02:H45 y Ont:NM (Leung y col., 2003). Stxlc se ha encontrado fundamentalmente en STEC eae-
negativa aisladas de ganado ovino y ha sido asociada a casos de diarrea leve en humanos (Brett y col.,

2003) y Stx1d fue detectada en un aislamiento de E. coli Ont:H19 aislado de ganado bovino (Birk y
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col., 2003). Por lo tanto, la caracterizacién del genotipo stx posee un importante valor predictivo de
evolucidn a SUH en un paciente infectado por STEC (Jelacic y col., 2003; Scheutz y col., 2012).
Ademads de STEC y Sh. dysenteriae, se han encontrado variantes de Stx en otros géneros bacterianos

como Enterobacter, Citrobacter, Acinetobacter, Campylobacter y Hamiltonella (Patony col., 1998).

1.7.2. Otras toxinas (SubAB, CDT-V y EAST1)

Ademas de la presencia de Stx, otras toxinas, que pueden jugar un rol en la patogénesis de STEC, han
sido reportadas. Estudiando una cepa de STEC 0113:H21, responsable de un brote de SUH en
Australia, fue detectada la presencia de una citotoxina adicional, la cual era letal para el ratdn,
provocando extenso dafo en la microvasculatura renal, hepdtica y cerebral (Paton y col., 1999, 2004).
La nueva toxina pertenecia a la familia de citotoxinas ABsy se la denomind subtilasa (SubAB).

El operdn de la toxina consiste en 2 genes co-transcriptos, designados subA y subB, localizados en el
megaplasmido de virulencia pO113. La holotoxina es altamente toxica para varios tipos celulares,
incluyendo una actividad 10 a 100 mayor que las Stx sobre las células Vero. La unién de la subunidad
B a glicanos presentes en la superficie celular provoca la internalizacién (dependiente de clatrina) y el
trafico intracelular por una via retrograda (del Golgi al RE). La subunidad A es una proteasa semejante
a la subtilasa de Bacillus anthracis vy la citotoxicidad para las células eucaridticas es debido al clivaje
de un sitio Unico presente en la proteina BiP. Esta proteina es una chaperona localizada en el RE,
perteneciente a la familia Hsp70. Este clivaje gatilla una severa respuesta de stress del RE, que resulta
por ultimo en apoptosis de la célula. Su rol en enfermedades humanas resta ser establecido.

Otra citotoxina encontrada en algunas cepas STEC es la llamada CDT (del inglés, cytolethal distending
toxin). Esta toxina fue detectada por primera vez en 1987 en una cepa de E. coli 0128 aislada a partir
de la muestra fecal de un nifio de 2 afios con gastroenteritis. En la actualidad, se considera que
pertenece a una familia emergente de toxinas producida por diferentes patdgenos: STEC, EPEC,
Shigella dysenteriae, Campylobacter spp, Salmonella Typhi, entre otros (Guerra y col., 2011).

La proteina CDT esta codificada por un cluster de tres genes adyacentes, solapados y conservados
entre los diferentes grupos bacterianos: cdt-A, cdt-B y cdt-C. Estos dan lugar a tres polipéptidos, que
se unen y forman la holotoxina que es de tipo AB,. Cdt-B constituye la subunidad catalitica, mientras
gue Cdt-A y Cdt-C forman un heterodimero encargado de la translocacién de ésta en la célula

huésped (Guerra y col., 2011).
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La toxina CDT actua induciendo la formacién de células mononucleadas gigantes y bloqueando el ciclo
celular en la transicion G2-M, gatillando el arresto celular y generando un dafio irreversible a las
células epiteliales humanas. El proceso se inicia con la entrada de la toxina a la célula, endocitada via
particulas recubiertas de clatrina. Es transportada a través del aparato de Golgi y RE, y luego Cdt-B
entra al nucleo actuando como ADNasa, provocando la ruptura del ADN de doble cadena. Como
consecuencia, las células dejan de dividirse pero contindan aumentando en volumen, de manera que
se produce la distensidn celular (hasta 5 veces el tamafio original) y finalmente la muerte. A raiz de
este fendmeno, Bielaszewska y col. (2004), sugirieren que esa toxina puede contribuir en la
patogénesis mediada por STEC, en particular en los aislamientos eae-negativos. Hasta el momento se
han descrito 5 variantes genéticas de la toxina en E. coli: cdt-l, cdt-ll, cdt-lll, cdt-IV y cdt-V. Las
secuencias que codifican para Cdt-1, Cdt-1I, Cdt-lll y Cdt-IV se encontraron en EPEC, E. coli causantes
de infecciones extra intestinales y E. coli patdgenos para animales. La quinta variante, Cdt-V, fue
descripto principalmente en STEC 0157 fermentador del sorbitol y en aislamientos eae-negativos
como 091:H21 y 0113:H21 (Janka y col., 2003; Bielaszewska y col., 2004).

La enterotoxina termoestable caracteristica de E. coli enteroagregativa (EAST1, del inglés
enteroaggregative E. coli heat-stable toxin 1), es una toxina identificada por primera vez en una cepa
EAEC aislada de un nifio con diarrea (Savarino y col., 1991). El gen astA, que codifica su produccidn, se
puede encontrar en forma cromosomal y/o plasmidica, en una o mas copias. Ademas de encontrarse
en algunas cepas de EAEC, se encontrd en otros patotipos de E. coli diarreigénicos, incluyendo STEC
0157:H7, ETEC, DAEC y EPEC. También se aislaron cepas EAST1 positivas en humanos sanos, sin

embargo se asocia comunmente con el ganado porcino y bovino (Veilleux y Dubreuil, 2006).

1.7.3. Factores de adherencia intestinal

La adherencia al epitelio intestinal y la colonizacidén del intestino es un componente esencial en el
proceso de patogénesis. La capacidad de STEC de adherirse en forma especifica y estrecha al
enterocito del intestino grueso, permite a la bacteria secretar las toxinas eficientemente (Tarr y col.,

2000).
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1.7.3.1. Intimina y regidn LEE

La region llamada LEE (del inglés, locus of enterocyte effacement), es una isla de patogenicidad
cromosomica descripta en cepas de STEC, EPEC y Citrobacter rodentium. Esta isla de 35,6 kb contiene
41 genes organizados en 5 operones policistronicos denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEES
(Figura 2). La regulacion de LEE es muy compleja e involucra genes localizados dentro de LEE como ler,
grlA y grIR (Kaper y col., 2004; Castillo y col., 2005) y fuera del mismo, como H-NS (que actua como
represor) e IHF (que actia como activador) (Spears y col., 2006). El locus LEE esta involucrado en la
intima adhesién a las células epiteliales intestinales, la iniciacion de sefiales de transduccidn en las
células epiteliales y la formacién de lesiones de adherencia y borrado del enterocito o lesion A/E (del
inglés, attaching and effacing) caracterizado por la destruccion de las microvellosidades, con la
formacidn de pedestales ricos en actina y otros elementos de citoesqueleto en la region apical del

enterocito que modifican su morfologia normal y su funcién (Elliott y col., 2000).
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Figura 2. Organizacidn de la isla de patogenicidad LEE.

Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican un sistema de secrecién tipo Il (SSTIII), empleado en el
transporte de proteinas efectoras hacia la célula huésped. En el LEE4 se codifican los genes de las
proteinas que se secretan a través del SSTIIl, responsables de inducir eventos de transduccién de
sefiales en las células epiteliales intestinales, las cuales se conocen de forma colectiva con el nombre
Esp (del inglés, E. coli secreted proteins). En el operdn LEES se encuentran codificados el gen eae (del
inglés, enterohemorrhagic E. coli attaching and effacing), que codifica una proteina de membrana
externa denominada intimina, y su receptor translocado denominado Tir (del inglés, translocated
intimin receptor) responsables de la unién intima de la bacteria al enterocito (Louie y col., 1993)
(Figura 2).

El aparato secretor consiste en una estructura molecular tipo aguja que comienza en el interior del
citoplasma bacteriano, atraviesa las membranas interna y externa, y pasa a través de la membrana
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celular del enterocito. Las proteinas secretadas son transferidas desde el citoplasma bacteriano hasta
la célula hospedadora a través de esta estructura, incluida la proteina Tir, la cual una vez alli se inserta
en la membrana plasmatica exponiendo su dominio central que funciona como receptor de la
intimina que se expresa en la superficie de la bacteria.

La comparacién de la secuencia nucleotidica de LEE de STEC 0157 y cepas de EPEC reveld diferencias
en los genes que codifican la uniéon intima de la bacteria al enterocito. Actualmente, se han descripto
17 variantes de intimina (a1, a2, B1, €R/B2B, 6/k/B20, v1, 6/y2, €1, vR/€2, {, n, UR/12, A, uB, vB y &B)
en funcién de la heterogeneidad de la parte C-terminal de la molécula. Algunos tipos de intimina,
como la intimina al se ha asociado a EPEC (0127:H6 y 0157:H45, por ejemplo), mientras que otras,
como la intimina y1, se han encontrado en STEC (0157:H7 y 0145:NM). Ademads, se ha postulado, que
el tipo de intimina influye en el tropismo y patrén de colonizacién. El reemplazo de eaeois7 por eae de
una cepa EPEC, resulta en la colonizacién del intestino delgado por la cepa 0157:H7 modificada
(Tzipori y col., 1995; Fitzhenry y col., 2002). Por contraste, la cepa salvaje de 0157:H7 coloniza el
colon. Ademas de su unidn a Tir, se ha demostrado que la intimina tiene afinidad por las proteinas
eucariotas nucleolina (Frankel y col., 1996) y Bl-integrina (Sinclair y col., 2002) y servirian como
potenciales receptores durante la infeccion.

Por otro lado, el SSTIII también secreta muchas otras proteinas codificadas fuera de LEE llamadas Nle
(del inglés, non-LEE-encoded effectors). Un ejemplo es la secrecidén de la proteina EspFu, que coopera
con Tir en el reclutamiento de proteinas del huésped (como N-WASP e IRSp53) y en la induccién de la
polimerizacién de actina. Esto resulta en la acumulaciéon de actina por debajo del sitio de unién de
STEC, formando una estructura tipo pedestal, que provoca la desorganizaciéon de las
microvellosidades con produccién de la lesiéon A/E (Weiss y col., 2009). La formacion de la lesién A/E
es esencial para la colonizacidon de la mucosa intestinal por patégenos LEE-positivos. Mutaciones
knock out en los genes eae, tir, espA y espB anulan la habilidad de los patdégenos de causar la lesiéon
A/E y afecta su capacidad de colonizar y causar enfermedad (Doughty y col., 2002). Sin embargo, la
presencia de LEE no es esencial para la patogénesis, dado que cepas LEE-negativas como 091:H21,
0104:H4 y 0113:H21 son capaces de causar enfermedad severa, incluyendo SUH. Por lo tanto, otros
factores de virulencia, incluyendo adhesinas codificadas fuera de LEE, estarian involucrados en la

patogénesis.
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1.7.3.2. Adhesinas codificadas fuera de la region LEE

Distintas proteinas han sido propuestas como nuevas adhesinas, incluyendo LPF1, LPF2, |ha, Efal
(codificadas en islas de patogenicidad del cromosoma de E. coli EDL933), ToxB y Saa (codificadas en el

megapldsmido de STEC) entre otras (Farfan y col., 2012).
a) Fimbria polar larga

La fimbria polar larga (LPF, del inglés long polar fimbriae) es una estructura que fue identificada por
primera vez en Salmonella entérica serovar Typhimurium. Poseen un didmetro de 7-8 nm y una
longitud de 2-10 um, extendiéndose desde los polos de la bacteria. En Salmonella Typhimurium, LPF
facilita la unidn de la bacteria a la placa de Peyer murina (Balimler y col., 1996). Cuando se analizé la
secuencia de ADN de cepas 0157:H7, se encontraron 2 loci que contenian genes relacionados al
operon Ipf de Salmonella Typhimurium. El primer locus, denominado /pf1, estd localizado en una isla
de patogenicidad especifica de 0157 denominada OI-141. Este operdn contiene 6 genes (IpfABCC'DE)
similares en secuencia y orden a los genes de Salmonella (Torres y col., 2002) y se ha demostrado que
la mutagénesis en cepas STEC 0157:H7 de la principal sub-unidad fimbrial (codificada por el gen
IpfA1), disminuia la adherencia a células epiteliales in vitro. En 2011, Farfan y col, demostraron que
STEC 0157:H7 tiene adherencia aumentada cuando la superficie celular estd recubierta de
fibronectina, laminina y coldgeno tipo IV y que la unién a esas proteinas de matriz extracelular (PME)
estaba reducida en cepas mutantes de Ipf1. Esto demuestra que la interaccidon de LPF1 y PME puede
contribuir a la colonizacion del tracto gastrointestinal de STEC O157:H7 (Figura 3).

El segundo operdn, denominado Ipf2, esta localizado en una isla especifica de 0157 denominada Ol-
154. A diferencia de Ipf1, el locus Ipf2 contiene 5 genes (IpfABCDD’), carece de un gen homoélogo de
Ibf1E, y IpfD se encuentra duplicado en cepas 0157 (Torres y col., 2004). La mutagénesis del gen IpfA2
(principal subunidad fimbrial), produjo una reduccién en la adherencia en células Caco-2, aunque la
adherencia a células Hela no se vio afectada (Torres y col., 2004). El operdn Ipf2 ha sido asociado con
adherencia a células epiteliales y su expresién en algunas cepas patégenas de E. coli seria importante
para el desarrollo de cuadros severos de diarrea (Doughty y col., 2002).

En un estudio realizado por Jordan y col. (2004), se demostré que cuando se inoculaban ovejas y
cerdos gnotobidticos con cepas 0157:H7 con los genes IpfAl y IpfA2 mutados (uno o ambos loci),

disminuia la colonizacion intestinal, ademas de la persistencia y causaban menos lesiéon A/E que la
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cepa silvestre. Ademds estos mutantes exhibian un tropismo alterado a las células intestinales
humanas. Estos estudios demostraron que los /oci fimbriales Ipf eran los primeros genes fuera de LEE
en ser identificados que influenciaban el tropismo de STEC O157:H7 por las células intestinales
humanas y los autores propusieron que los LPF facilitan la colonizacion en humanos y/o la
persistencia de E. coli patégenos en el reservorio animal (Fitzhenry y col., 2006).

Genes homologos a Ipf han sido identificados en STEC no-O157. Doughty y col. (2002) encontraron en
una cepa STEC 0113:H21 LEE-negativa un operdén, homologo a /pf2, compuesto por cuatro genes
(InfABCD), localizado en OI-154, al igual que Ipf2 de STEC 0157:H7, al que llamaron /pfoi13. La
inactivacion del gen IpfAo113 en STEC O113:H21 produce una reduccidn significativa en la adherencia y
en la formacidn de micro-colonias en células CHO-K1 (del inglés, Chinese hamster ovary-K1), y cuando
el operén Ipfo113 era introducido en una cepa no fimbriada de E. coli K-12, la bacteria mostraba un
patréon de adherencia de tipo localizada (no difuso), indicando que la fimbria homdloga a LPF2 puede
promover interacciones bacteria-bacteria (Doughty y col., 2002).

En 2009, Torres y col, analizaron la secuencia de ADN de distintos genes IpfAl y IpfA2 e identificaron
algunos polimorfismos dentro de IpfA que permitieron clasificar la principal subunidad fimbrial en
distintas variantes. El gen IpfA1 fue clasificado en 5 tipos diferentes: IpfA1-1, IpfA1-2 (anteriormente
Ipfozs), IpfA1-3 (anteriormente denominada /IpfAois7/o1-141), IpfA1-4 y IpfA1-5, y IpfA2 en tres: IpfA2-1

(anteriormente denomina Ipfo113), IpfA2-2 (anteriormente denominada IpfAois7/01-154) Y IpfA2-3.
b) Factor para la adherencia de E. coli enterohemorragico (Efa-1)

Estudiando una cepa STEC O111:NM con alta adherencia in vitro aislada de un paciente con SUH , se
identificé un gen que si era mutado se observaba una disminucion de la adherencia a células CHO (del
inglés, Chinese hamster ovary cells) comparado con la cepa salvaje, pero el fenotipo de la lesién A/E
continuaba siendo el mismo (Nicholls y col., 2000). Este gen denominado efal (por sus siglas en
inglés, EHEC factor for adherence 1), fue encontrado en una variedad de serotipos de E. coli eae
positivos pero no en E. coli eae negativos (Nicholls y col., 2000). El mismo estd presente en una isla de
patogenicidad denominada OI-122. El gen efal posee un 97% de similitud con el gen lifA, que codifica
la proteina denominada linfostatina (LifA) presente en EPEC. LifA inhibe la proliferacién de linfocitos y

la sintesis de citoquinas proinflamatorias como IL-2, IL-4, IL-5 e interferdn gama (IFN-y) (Abu-Median y
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col., 2006), facilitando la colonizacién de EPEC por modulacion de la respuesta inmune de mucosas en
el intestino y contribuyendo a la adherencia a las células epiteliales.

STEC 0157:H7 poseen una version truncada del gen cromosomal efa-1 (efa-1°, de 1299 pb, codificado
en 0OI-122 de E. coli EDL933). Mutaciones en efa-1" de E. coli 0157:H7, provoca una diminucidn de la
adherencia a células de cultivo pero no afecta la colonizacidn intestinal en terneros (Stevens y col.,
2002).

En el plasmido pO157 (ver después) esta presente un gen homologo a efa-1//ifA denominado toxB. La
proteina ToxB comparte un 28% de identidad y un 47% de similitud aminoacidica con la proteina
Efal/LifA. ToxB promueve la adherencia de STEC 0157:H7 a células epiteliales intestinales in vitro
(Tatsuno y col., 2001). Estos mismos autores reportaron que toxB influye indirectamente en la
adherencia promoviendo la produccion y/o secrecidon de proteinas por el SSTIII que son requeridas
para la formacién de la lesién A/E. Sin embargo, en modelos animales, utilizando cepas STEC
0157:H7, ToxB no fue requerido para la colonizacién intestinal en terneros ni se observé actividad del
tipo linfostatina (Abu-Median y col., 2006). Secuencias ToxB han sido detectadas en numerosas STEC
no-0157, aunque su funcién es desconocida (Tozzoli y col., 2005). Estudios recientes plantean que la
presencia de ciertos dominios podrian estar asociados con la adherencia per se, actividad linfostatina
e induccién de efectores del sistema se secrecidn tipo Il en algunas cepas STEC. Por lo tanto, la
elucidacién de los dominios funcionales en Efa-1/LifA/ToxB podria ser Gtil para entender las multiples

funciones de estas proteinas en la patogénesis de cepas STEC (Deacon y col., 2010).
c) Adhesina homologa a IrgA (lha)

En la construccion de una biblioteca de ADN de E. coli 0157:H7, se encontré un gen cromosomal que
codificaba para una proteina, similar a la adhesina IrgA (del inglés, iron-regulated gene A) de Vibrio
cholerae, y cuyo producto fue denominado lha (del inglés, IrgA homologue adhesin) (Tarr y col., 2000).
Iha es una proteina de membrana externa codificada por un gen localizado en 0I-43 y OI-48 (idénticos
en el genoma de EDL933). En cambio en las cepas eae-negativas estd localizado en el locus selC
(Schmidt y col., 2001). Esta proteina fue hallada en una amplia variedad de serotipos STEC (Toma y
col., 2004) y la mutacion de iha en una cepa 0157:H7 resulté en una reduccién significativa de la

adherencia a células Hela (Tarr y col., 2000).
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d) Adhesina autoaglutinante de STEC (Saa)

Estudiando una cepa STEC 0113:H21 LEE-negativa, causante de un brote de SUH en Australia, se
encontrd que esta cepa poseia una capacidad de adherencia similar a cepas STEC LEE-positivas (Paton
y col., 1999). Estudios posteriores permitieron determinar la existencia de un megaplasmido que
codifica para una proteina de 516 aminodacidos que fue denominada Saa (del inglés, STEC
autoagglutinating adhesin). La expresidén de Saa en una cepa de E. coli (UM109) revel6 una capacidad
de adherencia aumentada a células Hep-2 respecto de la cepa salvaje. La mutagénesis del gen saa en
la cepa 98NK2 o la eliminacidn del megaplasmido, reflejé una reduccidn significativa en la capacidad
de adherencia a células epiteliales. El gen saa se encontré en una amplia variedad de serotipos STEC
LEE-negativas (Paton y col., 2001; Galli y col., 2010 a), y fue propuesto como posible adhesina de este
tipo de cepas. Sin embargo, en estudios posteriores se demostrd que cepas con este gen mutado no
mostraban una reduccién en la capacidad de adherencia comparadas con la cepa salvaje
correspondiente, sugiriendo que existen multiples mecanismos de adherencia en las cepas saa-

positivas (Toma y col., 2008).
1.7.4. Megapldsmido

Las cepas EHEC normalmente contienen un gran plasmido enterohemorragico (Mp). Se considera que
el Mp esta fuertemente implicado en la patogénesis de las infecciones por STEC, ya que en este se
encuentran codificados diversos factores de virulencia. En el caso de los aislamientos de E. coli
0157:H7 este plasmido de virulencia es llamado pO157. Este plasmido es no conjugativo y posee una
estructura dindmica que incluye diferentes elementos genéticos méviles como transposones,
profagos, secuencia de insercién y partes de otros plasmidos. Este plasmido contiene los
genes/operones ehxA, toxB, etpC-O, espP y katP entre otros (Schmidt y col., 1995; Lim y col., 2010). El
gen ehxA codifica la produccidn de una enterohemolisina (EHEC-Hly). Esta proteina, perteneciente a la
familia de las citolisinas formadoras de poros, provoca la liberacién de la hemoglobina presente en los
glébulos rojos durante la infeccién, proveyendo a las bacterias de una fuente de hierro. Ademas, se
encontré que EHEC-HIy es citotdxica para células endoteliales y pueden contribuir al desarrollo de
SUH; los genes etpC al etpO, codifican una via de secrecién tipo Il; espP, una serina proteasa
extracelular que degrada factor V de la coagulacidn y complemento, y podria contribuir con la

hemorragia de mucosas observada en pacientes con CH; katP codifica para una catalasa-peroxidasa
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gue ayudaria a E. coli 0157 a colonizar el intestino del huésped reduciendo el estrés oxidativo (Lim y
col., 2010).

Los plasmidos en cepas STEC no-0157, como los serotipos 026, 0103, 0111 y 0145, tienen contenido
de genes similares a la de pO157, con algunas variaciones. En contraste, el pO113 presente en STEC
0113:H21 LEE-negativo, contiene diferentes factores de virulencia, incluyendo subAB y saa, pero lleva

espPy ehx (Paton y col., 1999)
1.8. Patogénesis de STEC

Al igual que con otras infecciones entéricas, el mecanismo de patogénesis consiste en la colonizacidon
del intestino y produccién de dafio al hospedador debido a la produccidn de toxinas. Este mecanismo
involucra multiples procesos y una compleja interaccidon entre factores bacterianos y del huésped,
qgue le permiten a STEC sortear los mecanismos de defensa del hospedador y establecerse en el
intestino.

Es conocido que la exposicidon de ciertas bacterias entéricas, incluyendo E. coli, a bajos pH induce
mecanismos de tolerancia al acido. STEC posee al menos tres sistemas distintos de resistencia en
medios acidos, los que le permitirian sobrevivir a la acidez del estémago (pH 1 a 3) y del intestino (pH
4,5 a 7 con alta concentracién de acidos grasos volatiles) y poseer una baja dosis infectiva (de 10-100
UFC) (Lin y col., 1996).

En humanos, STEC coloniza el intestino grueso y segun estudios in vitro, en cepas LEE-positivas, la
adherencia e interaccion inicial con células epiteliales esta mediada por LPF1 (Farfan y col., 2012). La
union de LPF1 a proteinas de la matriz extracelular como fibronectina, laminina y colageno tipo IV
contribuiria a la colonizacidn del tracto gastrointestinal de STEC O157:H7 (Farfany col., 2011).

La inflamacién es una caracteristica destacada en la lesidn intestinal provocada por STEC 0157:H7, y
la flagelina H7 juega un rol fundamental en la activacidon de sefiales pro-inflamatorias en las células
epiteliales coldnicas. La flagelina se une al TLR-5 (del inglés, toll like receptor) llevando a la activacién
de NF-kB y aumento de la secrecion de IL-8 (también las toxinas Shiga inducen la produccién de IL-8
por las células epiteliales coldénicas). Luego de la interaccién inicial con el enterocito, se produce la
denominada lesion A/E (ya explicado). Las toxinas Shiga una vez liberadas dentro del lumen intestinal,
son translocadas a la circulacién sanguinea y se diseminan a otros érganos. Este proceso es poco

conocido, pero la translocacién de las Stx1 ocurriria por via transcelular y Stx2 por via paracelular.
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Este transporte se encuentra facilitado por la transmigracion de neutréfilos que aumentan la
permeabilidad paracelular. El dafio del epitelio intestinal por el efecto directo de la toxina y los
lipopolisacdridos bacterianos podria contribuir a la translocacion de la toxina hacia el torrente
sanguineo (figura 3). La toxina produce un dafo en las células endoteliales de los vasos sanguineos
provocando diarrea sanguinolenta. Luego que Stx cruza la barrera epitelial, entra a la circulacién
sanguinea y aparentemente, las toxinas alcanzan el rifidn y el resto del sistema transportadas por los
neutrofilos. Una vez fijadas a su receptor especifico Gb3 en la célula blanco, las toxinas son
endocitadas. Las vesiculas endosdmicas pasan por el aparato de Golgi y son transportadas al RE antes
de ser transportadas al citosol. Durante este proceso, la subunidad A de 32 Kda es escindida
proteoliticamente, liberando un fragmento Al de 28 Kda con actividad catalitica y un péptido A2. El
fragmento Al remueve un Unico residuo de adenina de la subunidad ribosomal 28S, lo que resulta en
una inhibicidn irreversible de la sintesis proteica y la consecuente apoptosis (Paton y col., 1998).

La mayor parte de las lesiones histopatoldgicas observadas en las CH y en el SUH, son consecuencia
de la interaccidn de Stx con células endoteliales. Estas lesiones consisten en el engrosamiento de la
pared vascular con edema endotelial y acumulacién de proteinas y detritos celulares en la capa
subendotelial. Este dafio provoca, acumulacion plaquetaria, hemolisis debido al estrechamiento de la
luz capilar asociada a dafio oxidativo, lesiones isquémicas y reclutamiento de leucocitos
polimorfonucleares, agravando el dafio endotelial y la alteracidn de la funcién del érgano afectado.

La expresidn de Gb3 varia entre los distintos tejidos y tipos celulares. El endotelio glomerular renal de
los humanos expresa altos niveles de Gb3, particularmente en la regidn cortical. La oclusién capilar,
debida a la accién de Stx, resulta en la diminucion de la tasa de filtracion glomerular, con la
consecuente retencidn de urea, creatinina y acido Urico. Es posible observar lesiones trombéticas en
el intestino, sistema nervioso central, pancreas, miocardio y retina. El consumo de plaquetas,
producto de la activacion plaquetaria y la accién directa de la toxina, produce trombocitopenia y

pueden observarse hemorragias esponténeas.
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Figura 3. El diagrama muestra una célula del epitelio intestinal humano mostrando las primeras etapas de la colonizacidn
por STEC en el lumen. STEC 0157 y no-O157 interacttan con el intestino a través de las fimbrias LPF; esto es seguido por la
formacion de lesiones A/E. La produccidn de Stx ocurre en el tracto intestinal, y la translocacion a través de la luz intestinal
al torrente sanguineo resulta en su distribucidn a los érganos diana, como los rifiones (Adaptado de Farfan y col., 2012).

1.9. Diagnéstico de la infeccion por STEC

El diagndéstico temprano de las infecciones por STEC se justifica por varias razones:

a) Permite el seguimiento de los pacientes individuales para controlar el desarrollo de posibles
complicaciones como el SUH e iniciar el tratamiento oportuno (la expansion de volumen
tempranamente en el curso del SUH debido a STEC 0157 disminuye el dafio renal) (Ake y col., 2005).
b) Ayuda a evitar innecesarios procedimientos invasivos de diagndstico y tratamiento (como cirugia
en pacientes con dolor abdominal severo o diarrea sanguinolenta).

c) Ayuda a la realizacion de investigaciones epidemioldgicas para descubrir nuevos casos y localizar la
fuente de infeccidn, pudiendo aplicar medidas destinadas a interrumpir su propagacion.

Para ello es necesario que las técnicas diagndsticas sean rapidas, sensibles y simples de aplicar.

Se utilizan tres criterios diagndsticos para establecer la asociacién entre enfermedad e infeccién por
STEC: aislamiento y caracterizacién del patégeno; deteccion de Stx libre en materia fecal; y deteccion

de anticuerpos anti-Stx o anti-LPS en suero.
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1.10. Sub-tipificacion molecular

El estudio epidemioldgico molecular de las enfermedades infecciosas tiene por objeto determinar la
relacidn clonal que existe entre varios aislamientos de una misma especie (Tenover y col., 1995). Esta
informacién es muy util, sobre todo cuando se producen brotes epidémicos, porque permite
determinar el niumero de clones circulantes, identificar la fuente de contaminacion o reservorio y los
vehiculos de transmisidn, evaluar la eficacia de las medidas de control dirigidas a evitar la
diseminacion de clones y diferenciar entre infeccion y recidiva, entre otros beneficios (Coll y col.,
2005).

Los métodos de tipificacidon se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos y genotipicos. Dentro de
las técnicas genotipicas utilizadas para sub-tipificar E. coli, encontramos tres grandes grupos: aquellas
basadas en PCR, las basadas en restriccion enzimatica y las combinadas. A continuacién se enumeran

algunos ejemplos.

e Basadas en PCR

1. RAPD (Random Amplification of Polymorfhic DNA). En la misma se amplifican por PCR
secuencias al azar del ADN gendémico, obteniéndose patrones de bandas caracteristicos.

2. ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR). Las secuencias ERIC son
secuencias palindrdmicas imperfectas de 127 pb, altamente conservadas y localizadas en
regiones no codificantes presentes en miembros de la familia Enterobacteriaceae. En el
genoma de E. coli existen entre 30 y 50 copias de la secuencia ERIC, y la capacidad de
formar asas seria la clave para explicar el alto nivel de conservacidn de las mismas (Wilson
y col., 2006). Estos elementos se pueden amplificar por PCR, con la finalidad de generar un
patrén electroforético de bandas basado en la frecuencia y orientacién de secuencias ERIC
del genoma bacteriano. Este método tiene la ventaja de ser simple, rapido y econdmico.

e Basadas en restriccidon enzimatica

1. PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis). La técnica de electroforesis en gel de campo
pulsado es una técnica altamente reproducible que consiste en generar fragmentos del
cromosoma bacteriano utilizando enzimas de restriccion que cortan el ADN en 20-25
partes, las cuales son separadas por electroforesis multidireccional. Esta técnica tiene el

inconveniente de que es muy laboriosa y requiere mas de un dia para obtener y analizar
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los patrones, pero es considerada el “estdndar de oro” para la sub-tipificacién de E. coli
0157, debido a que posee un elevado poder de discriminacion y una excelente
reproducibilidad, y es aceptada como la técnica estandar en investigaciones
epidemioldgicas. El uso de esta técnica ha permitido caracterizar aislamientos relacionados
a brotes, comparar aislamientos esporadicos con cepas epidémicas, etc. (Giammanco vy
col., 2002).
e Combinadas

1. MLST (Multilocus sequence typing). Con este método se detectan variaciones en la
secuencia de ADN de genes seleccionados (generalmente housekeeping). Esta técnica esta
desarrollada y disefiada para identificar clones y/o lineas clonales. Es un marcador
molecular de aplicacidn en epidemiologia global o a largo plazo, aunque ha sido utilizado
para dar respuesta a interrogantes planteados de epidemiologia local o a corto plazo
(caracterizacion de brotes, diferenciacién de recidivas, reinfecciones y/o fallos
terapéuticos, etc.). Este método es altamente reproducible y con alto poder
discriminatorio. Sin embargo, Noller y col. (2003), demostraron la falta de diversidad

genética entre las cepas de E. coli 0157 (incluso cepas claramente diferentes por PFGE)
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OBIJETIVOS

Justificacion del estudio y objetivos

>

Las enfermedades diarreicas agudas constituyen una de las causas principales de enfermedad y
muerte en nifos a nivel mundial, siendo la segunda causa de muerte en menores de 5 afios en
nuestro pais.

Escherichia coli productores de toxina Shiga es una causa importante de diarrea sanguinolenta y
SUH en nifios pequeiios, pero no son rutinariamente diagnosticadas en todos los laboratorios de
Microbiologia. Por esta razén, es importante conocer la prevalencia de STEC y de otros patégenos
en nuestro pais para tomar medidas terapéuticas adecuadas y de prevencion.

La implementacién de medidas de control y el planeamiento de estrategias de prevencién
requiere una coordinacion intra e intersectorial con grupos multidisciplinarios de intervencién que
comprenda salud humana, salud ambiental, vigilancia epidemioldgica, sanidad animal y vegetal,
redes de laboratorio y educacién de la comunidad, siendo fundamental el conocimiento de la
frecuencia relativa de los distintos agentes productores de diarrea infantil.

Por esta razon, me planteo:

OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil fenotipico, genotipico y la relacién clonal de las cepas STEC recuperadas de
pacientes pediatricos con diarrea sanguinolenta y sindrome urémico hemolitico atendidos en el
Hospital “Sor Maria Ludovica” de La Plata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la prevalencia de STEC en muestras fecales de nifios con diagndstico clinico de diarrea
aguda sanguinolenta y SUH.

Describir la poblacién en la cual se detectd STEC, segun grupo etario y su distribucidén estacional.

Caracterizar fenotipicamente las cepas aisladas mediante pruebas bioquimicas, serotipificacion
somatica y flagelar y resistencia a los antimicrobianos de importancia en salud publica.
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e Caracterizar genotipicamente las cepas aisladas, determinando la portaciéon de los genes que
codifican los principales factores de virulencia de STEC como stx, eae, ehxA, y adhesinas putativas.

e Establecer la relacién clonal de las cepas de E. coli 0157:H7 mediante ERIC-PCR y PFGE.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseilo experimental y poblacién estudiada

Se realizé un estudio retrospectivo, observacional y analitico. Se estudiaron pacientes ambulatorios u
hospitalizados, que fueron asistidos en el Hospital Interzonal especializado en Pediatria “Sor Maria
Ludovica” de La Plata, con motivo de presentar diagndstico clinico de diarrea aguda sanguinolenta o
sindrome urémico hemolitico.

El mencionado nosocomio, es una institucion dedicada a la atencién de alta, media y baja complejidad
pediatrica en la Provincia de Buenos Aires, y funciona como Unidad Centinela para la vigilancia de

SUH en la region.

Definiciones

o Diarrea aguda o gastroenteritis: disminucién de la consistencia de las deposiciones
(desligadas o liquidas) y/o aumento de la frecuencia de las evacuaciones (= 6 > a tres en un
dia), con o sin fiebre o vomitos, de menos de 14 dias de evolucion.

o Diarrea sanguinolenta: es aquella que presenta en materia fecal sangre fresca o estrias de
sangre por observacién directa o por interrogatorio a la madre.

o SUH clinico: enfermedad de comienzo agudo con anemia hemolitica microangiopatica,
dafio renal de grado variable, con compromiso neuroldgico frecuente que sigue a un

episodio de diarrea generalmente con sangre en un nifio previamente sano (SAP, 1995).

Muestras analizadas

Desde el 1 de marzo de 2006 al 30 de diciembre de 2012, se estudiaron 1051 muestras de materia
fecal obtenidas por evacuacidon espontdnea (una por paciente). Novecientas cuarenta y cuatro
muestras correspondieron a pacientes con diarrea aguda, de los cuales 731 (77,4%) presentaban
diarrea aguda sanguinolenta y 213 (22,6%) diarrea no sanguinolenta (por observacién microscépica)
al momento de la recoleccion de las mismas. Ciento siete muestras fueron obtenidas de pacientes con
diagndstico de SUH. Las muestras fueron procesadas antes de las 2 horas de recogida o conservadas

en medio de transporte Cary-Blair y refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento. Se consideraron
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muestras inaceptables cuando: a) Tenian mas de 2 horas de recolectada y no estaban en medio de
conservacion y transporte; b) Muestra contaminada con orina; c) Hisopo sin muestra, d) Muestra sin
datos del paciente; e) Muestras que no presentaron crecimiento bacteriano una vez procesadas en el

laboratorio.
Criterios de inclusion

Para la seleccion del caso se estipularon las siguientes condiciones: persona previamente sana, menor
a 14 afios, con diagndstico presuntivo de diarrea sanguinolenta aguda y/o caso clinicamente
confirmado de SUH post-entérico, con no mas de 14 dias de evolucidon al momento de la toma de

muestra.
Criterios de exclusion

a) Nifios con diarrea de mas de 14 dias de evolucion; b) Antecedentes de enfermedad intestinal
inflamatoria crénica (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn u otra enfermedad preexistente que
pueda dar deposiciones con sangre; c) Paciente con sospecha o confirmacién de infeccidn
nosocomial; d) pacientes inmunocomprometidos; e) paciente con SUH familiar, recurrente,
secundario no infeccioso (drogas, postransplante, etc.) o asociado con infeccidon por Streptococcus

pneumoniae.
Registro de la informacién

Se confeccioné una base de datos para todos los pacientes donde se registré: N° de caso, fecha de
coprocultivo (semana epidemioldgica), apellido y nombre, edad al momento de la consulta, sexo,

diagnéstico clinico y domicilio.
3.2. Plan de trabajo
El mismo se desarrollé en cuatro etapas, a saber:

e El procesamiento de muestras, deteccidon de STEC, aislamiento y conservacidn de las cepas se
realizd entre los afos 2006 y 2012.
e Caracterizacion fenotipica de los aislamientos portadores de stxi, stxz y/o rfbois7 recuperadas
durante el periodo 2006-2012.
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e Caracterizacion genotipica de las cepas de STEC recuperadas durante el periodo 2006-2012.

e Sub-tipificacion molecular de las cepas 0157:H7 recuperadas durante el periodo 2006-2012.

3.2.1. Cultivo microbiolégico primario y aislamiento de STEC

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital “Sor Maria Ludovica”
por técnicas microbioldgica estandarizadas (Giugno y Oderiz., 2010). A las mismas se les investigo la
presencia de los siguientes patégenos entéricos: Shigella, Salmonella, Campylobacter, Aeromonas,
Yersinia, EPEC, EIEC y STEC (datos no mostrados).

Para la busqueda de STEC, las muestras de materia fecal se sembraron de forma directa en (segun
disponibilidad): medio CHROMagar™0157 (CHROMagar, Paris, Francia) o agar 0157:H7 ID
(bioMerieux, Marcy |'Etoile, Francia). Para las muestras de pacientes con diagndstico de SUH, ademas
de la siembra directa, se realizé enriquecimiento por 4 horas a 37°C en caldo tripticasa soja (CTS)
(Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.) adicionado de cefixima 0,05 mg/| y telurito de potasio 2,5
mg/| (bioMérieux) y luego se sembrd una ansada del caldo en placas de agar MacConkey con sorbitol

(SMAC) (Difco). Las placas se incubaron en estufa a 37°C de 24 a 48 horas (OPS-INEI, 2011)
3.2.2. Preparacion de las muestras de ADN bacteriano

A partir de placas de agar cromogénico para E. coli 0157 o SMAC, se realizaron pooles de 10 colonias
con fenotipo de E. coli que se re-suspendieron en 150 pl de solucidn de Tritén X-100 al 1% (Merck,
Alemania) en buffer TE 1X (10 mM Tris: 1mM EDTA, pH 8,0), a la vez que se repicaron en placa de agar
MacConkey grillada. Una ansada de la zona de crecimiento confluente también fue re-suspendida en
un segundo tubo con la misma solucién de extraccion. Luego de calentar durante 10 minutos a 100°C
en bloque térmico, los tubos se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 minutos. Se separé el

sobrenadante para ser utilizado como blanco en la técnica de tamizaje de STEC por PCR.
3.2.3. Deteccidon de STEC mediante tamizaje por PCR multiple.

Para determinar la presencia de STEC en los cultivos analizados, se buscd la presencia de los genes
stx1, stxa y rfbois7 por medio de una PCR multiple en tiempo final previamente validada (Leotta y col.,

2005). Los oligonucledtidos iniciadores utilizados figuran en la tabla 3. La mezcla de reaccidén contiene
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buffer PCR 10X (Invitrogen Life Technologies, Brasil), MgCl, 25 mM (Invitrogen), mezcla de dNTPs 10
mM (Invitrogen, California, EE.UU.), mezcla de oligonucledtidos especificos (Invitrogen, EE.UU), Tag
ADN polimerasa (Invitrogen) y 2 uL de ADN molde. Las concentraciones y el programa de
amplificacién utilizados se describen en el anexo 1. Como control positivo y negativo se utiliz6 ADN
templado de las cepas de referencia de E. coli, EDL933 (stx1/stx2/rfbois7) y ATCC 25922 sin factores de
virulencia, respectivamente. Se utilizé un termociclador modelo T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, EE.UU). Los productos amplificacion se analizaron en geles de agarosa (BioRad) al 2% en
buffer TAE (Tris-acido acético-EDTA) 1X adicionado con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio (Promega).
Como buffer de siembra se utilizé una solucidn de xilenecyanol (BioRad) 0.25%, azul de bromofenol
(BioRad) 0.25% vy glicerol (Merck) al 20% en agua. La corrida electroforética se efectué a 100 volts
durante 40 min en una cuba electroforética modelo Wide Mini-Sub Cell GT Systems (BIO-RAD) con una
fuente de poder PowerPac™ Basic PowerSupply (BIO-RAD). Se utilizé un marcador de peso molecular
100 pb (BioRad).

Tabla 3. Secuencia de oligonucledtido y tamafio de los productos de amplificaciéon utilizados para deteccién de STEC

Gen blanco Cebador Secuenciade oligonucleotidos (5-3) Amplicén (pb) Referencia

Stx1la GAAGAGTCGTGGGATACG

stx1 130 Pollard y col. 1990
Stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA
Stx2a TTAACCACACCCCACCGGCAGT

stx2 346 Pollard y col. 1990
Stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT
0157F CGGACATCCATGTGATATGG

fb0O157 259 Patony col. 1998

0O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC

3.2.4. Aislamiento y conservacion de las cepas STEC

En aquellos pooles donde se detectd presencia genes que codifican para toxina Shiga, se realizé
nuevamente la PCR multiple en cada colonia integrante del pool, a fin de aislar la colonia positiva. Si el
lisado bacteriano confluente dio sefial positiva y fue negativa en el pool de colonias, se realizd un
nuevo aislamiento de colonias desde la zona de crecimiento confluente y se prepararon nuevos
pooles de colonias. Una vez detectada la colonia donde se obtuvo sefial positiva, ésta se repicd en
SMAC y después de 18 horas de incubacion a 37°C, los aislamientos fueron conservados en CTS con
20% de glicerol a -702C para su posterior caracterizacion.
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3.3. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de STEC
3.3.1. Identificacién bioquimica

Para la identificacion de los aislamientos se utilizaron las siguientes pruebas bioquimicas (Ewing,
1986; MacFaddin, 2003): catalasa, citocromo oxidasa, fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa y
produccién de acido sulfhidrico (agar T.S.l., Britania), utilizaciéon de Citrato de sodio (agar citrato de
Simmons, Britania), actividad B-glucuronidasa (Colibrit Test, Britania), movilidad, decarboxilacion de
ornitina y producciéon de indol (medio MIO, Difco, Becton-Dickinson), produccion de pigmento
amarillo (agar soya tripticasa, Britania). Cada aislamiento fue inoculado en caldo base con purpura de
bromocresol (Becton-Dickinson) conteniendo 1% de los siguientes carbohidratos: sorbitol, celobiosa,
sacarosa, rafinosa, ramnosa y dulcitol. Las cepas de E. coli 0157:H7 se clasificaron en 4 biotipos, segun
la capacidad de fermentar los azlcares rafinosa, dulcitol y ramnosa, segin Krishnan y col. (1987):
biotipo A (fermenta rafinosa), biotipo B (fermenta rafinosa y dulcitol), biotipo C (fermenta rafinosa,
dulcitol y ramnosa) y biotipo D (fermenta rafinosa y ramnosa).

Los aislamientos fueron ademas identificados utilizando el sistema comercial Vitek2 Compact System
(bioMérieux, Marcyl’Etoile, Francia) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante.
Para el control de calidad se ensayaron cinco cepas de referencia: E. coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213

y Enterococcus faecalis ATCC 29212. Los analisis se realizaron utilizando la tarjeta de VITEK 2 ID-GN.
3.3.2. Serotipificacion de STEC

Los aislamientos de E. coli portadores de stx; y/o stxa y/o rfbois; fueron caracterizados

serolégicamente mediante la técnica de aglutinacion utilizando antisueros especificos.
a) Determinacion del antigeno somatico O

Los aislamientos de STEC se repicaron en agar soya tripticasa (ATS) e incubaron durante 24 horas a
37°C. Luego de la incubacion, se efectud la aglutinacidon en portaobjetos con antisueros monovalentes
026, 0145 y 0157 provistos por el Instituto Nacional de Produccién de Biolégicos-ANLIS “Dr. Carlos
Malbran”. La serotipificacion de los aislamientos distintos de estos serogrupos, se realizé en el

Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA. En estos
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casos, la determinacion del antigeno O se realizé mediante el método descripto por Guinée y col.
(1981) y modificado por Blanco y col. (1996). Los antisueros O fueron obtenidos del Laboratorio de
Referencia de E. coli de la Universidad de Santiago de Compostela, Lugo, Espafia. Sucintamente, los
aislamientos desarrollados en ATS a 37°C, se suspendieron en 2 ml de solucién salina, ajustandose el
inoculo por comparacion con el tubo N°6 de la escala de McFarland (aprox. 1,8 x 10° UFC/ml). Se
incubaron en bafio de agua a ebullicion por 60 minutos. Una vez frio, se agregd a cada tubo 2 ml de
solucion salina formolada (0,5 % v/v) conteniendo violeta de genciana (0,005 p/v). Para la
determinacién del serogrupado orientativo, 50 ul de antisueros polivalentes (A, G, H, |, J, K, M, N, O)
se enfrentaron con 50 ul de cada aislamiento en placas de pocillos de fondo en “V”. Se incubaron
durante 24 horas. La formacién de botdn indicd que el aislamiento no fue reconocido por el antisuero
en estudio. Cuando las bacterias permanecieron en suspensiéon en presencia del antisuero, el
resultado se considerd positivo, enfrentandose entonces a los sueros monovalentes que conforman el
policlonal (50 ul de suspensién bacteriana con 50 ul de cada antisuero monovalente) para el
seroagrupado definitivo. Los aislamientos que fueron no reactivos para los antisueros O ensayados

fueron clasificados como “O no tipable” (Ont).
b) Determinacidn del antigeno flagelar H

Se utilizé la técnica de aglutinacion en tubo con antisuero anti-H descripta por @rskov y @rskov
(1984). Previo a la serotipificacion flagelar, se estimuld la movilidad de cada cepa mediante 3 a 6
pasajes en medio de Craigie incubando a 37°C por 18 horas. Posteriormente se sembré una ansada
del cultivo en 8 ml de caldo Cerebro Corazén. Luego de incubar por 6 horas a 37°C, se adicion¢ igual
volumen de solucidn fisioldgica formolada al 1% (v/v). Posteriormente, se enfrentaron 50 pl de cada
antisuero con 500 pl de suspensidon bacteriana en tubos de hemodlisis. Se efectud la lectura por
precipitacion, luego de incubar 1 hora a 50°C. La presencia o ausencia del antigeno H7 fue
determinada en todos los aislamientos que expresaron el polisacarido 0157. El suero anti-H7 fue
provisto por el INPB-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. La serotipificacién de los aislamientos distintos de

H7, se realizé en el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, FCV, UNCPBA.

47



3.3.3. Sensibilidad antimicrobiana.

Para la determinacién de la susceptibilidad de los aislamientos a diferentes antimicrobianos se utilizé
la técnica de difusién en agar Mueller-Hinton con discos (técnica de Kirby y Bauer) de acuerdo con las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute, documento M100-S23 (2013). Se
evalud la susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos: ampicilina (10 pg), amoxicilina/acido
clavulanico (20/10 pg), cefalotina (30 pg), cefoxitina (30 ug), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (10 pg),
piperacilina/tazobactama, imipenem (10ug), meropenem (10 pg), gentamicina (10 pg), amicacina (30
ug), acido nalidixico (30 ug), ciprofloxacina (5 pg), trimetoprima-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug),
nitrofurantoina (300 pg), fosfomicina (200 pg), tetraciclina (30 pg) y colistin (10 pg). Se utilizaron
como cepas control: E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853. La interpretacion de resultados

se realizd segun los puntos de corte indicados por los documentos M100-S23, tabla 2a.
3.3.4. Deteccion de la produccién de toxinas Shiga por enzimoinmunoensayo.

Para la deteccién de toxina Shiga producida por las cepas de STEC, se trabajé directo desde las
colonias y se utilizé una técnica comercial de ELISA (Premier™ EHEC, Meridian Diagnostics, Cincinnati,
Ohio), que detecta, aunque no discrimina, tanto la Stx1 como Stx2. Las cepas se sembraron en 10 ml
de caldo MacConkey, se incubaron a 35°C por 16-24 horas y se siguid el procedimiento recomendado
por el fabricante. La lectura de los resultados se realizd en un espectrofotémetro a una longitud de

onda de 450 nm (negativo DO <0,180, positivo DO >0,180).
3.3.5. Caracterizacion de fenotipo hemolitico

Para la caracterizacion de cepas productoras de EHEC-HIyA (enterohemolisina), las cepas STEC fueron
crecidas en placas con agar base triptosa suplementado con 10 mM de Cl,Ca y 5% de sangre ovina
desfibrinada, lavada tres veces con solucién salina buferada (PBS 1X) estéril pH 7,2. Como control se
emplean placas de agar base triptosa con 5% de sangre ovina desfibrinada, sin lavar y sin el agregado
de Cl,Ca. Las placas fueron incubadas a 372C y observadas a las tres horas para la deteccion de
hemolisis por a-hemolisina (a-Hly) y a las 18 h, para la segunda lectura indicando presencia de la
hemolisina de STEC (Beutin y col., 1989). Se utiliz la cepa LaMA 92 (0157:H7) como control positivo y

E. coli 25922 como control negativo.
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3.4. Caracterizacion genotipica de los aislamientos de STEC.
3.4.1. Preparacion de la muestras de ADN

Los aislamientos conservados a -70°C se sembraron en CTS e incubaron a 37°C durante 24 horas y
luego una ansada se estrid en SMAC y se incubd durante 18 h a 37°C. Una colonia se resuspendid en
150 pl de solucidn de Tritdn X-100 al 1% en buffer TE 1X. Luego de calentar durante 10 minutos a
100°C en bloque térmico, los tubos se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante,
gue contiene el ADN, se separd y almacend a -20°C por un periodo maximo de 3 meses. El ADN asi

obtenido se utilizé6 como molde en las reacciones de PCR descriptas a continuacién.
3.4.2. Confirmacion genotipica de E. coli 026, 0103, 0111, 0121, 0145 y 0157 por PCR multiple.

Se utilizé la técnica descripta por Monday vy col. (2007). En la tabla 4 se describen los oligonucleétidos
utilizados para la deteccion de cada gen. Las concentraciones de los reactivos y el programa de PCR
utilizado se describen en el anexo 1. Como control positivo se utilizé una mezcla de extractos de ADN
de las siguientes cepas de E. coli: LaMA103 (0121:H19), LaMA67 (0103:H25), LaMA36 (0111:NM),
LaMA40 (0157:H7), LaMA33 (026:H11) y LaMA63 (0145:NM).

Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos y tamafio de los productos de amplificacidon utilizados para confirmacion

molecular de los serotipos somaticos y presencia del gen eae.

Gen Cebador Secuencia de oligonucledtidos (5-3) Amplicén (pb) Referencia
SRM103 GTTCACTGGACTTCTTATTACCG
ege 482 Monday y col. 2007
SRM104 ATCGTCACCAGAGGAATCG
VMP5 AGAAGCACCGGCTAACTC
16S 204 Monday y col. 2007
VMP6 CGCATTTCACCGCTACAC
5'026 ACTCTTGCTTCGCCTGTT
WZX 026 268 Monday y col. 2007
3'026 CAGCGATACTTTGAACCTTAT
5'0103 TATCCTTCATAGCCTGTTGTT
WZX 0103 320 Monday y col. 2007
3'0103 AATAGTAATAAGCCAGACACCTG
5'0111.3 GTTGCGAGGAATAATTCTTCA
WZX 0111 829 Monday y col. 2007
3'0111.2 CCATAGATATTGCATAAAGGC
5'0121 GTAGCGAAAGGTTAGACTGG
WZX 0121 651 Monday y col. 2007
3'0121 ATGGGAAAGCTGATACTGC
5'0145.6 TTGAGCACTTATCACAAGAGATT
WZX 0145 418 Monday y col. 2007
3'0145.B GATTGAATAGCTGAAGTCATACTAAC
5'0157 GCTGCTTATGCAGATGCTC
WZX 0157 133 Monday y col. 2007
3'0157 CGACTTCACTACCGAACACTA
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3.4.3. Deteccidn del gen fliCuz

Para la deteccién del gen fliCu7 se utilizé la técnica descripta por Gannon y col. (1997). En la tabla 5 se
describen los oligonucleétidos utilizados. Las concentraciones de los reactivos y el programa de PCR
utilizado se describen en el anexo 1. Como control positivo y negativo se utilizd ADN templado de las

cepas E. coli LaMA40 (0157:H7) y E. coli ATCC 25922 respectivamente.

Tabla 5. Secuencia de oligonucledtido utilizados para la deteccién del gen fliCy7 .

Gen Cebador  Secuenciade oligonucleotidos (5-3)  Amplicén (pb) Referencia

FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
flicp, 625 Gannon y col., 1997

FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

3.4.4. Deteccidn de los genes ehxA, saa, iha, efa/lifA, toxB, IpfA1, IpfA2, cdt-V, subAB, y astA.

En todos los aislamientos de STEC fue testeada por PCR la presencia de los siguientes genes de
virulencia: ehxA y saa fueron detectados segln la metodologia descripta por Paton y col. (2002); la
presencia de genes codificantes de adhesinas putativas iha (Schmidt y col., 2001), efa/lifA (Nicholls y
col., 2000) y toxB (Tatsuno y col., 2001) de acuerdo con las referencia citadas; las distintas variantes
del gen IpfAl y IpfA2 segin metodologia reportada por Torres y col. (2009); la presencia de genes
codificantes de toxinas cdt-V (Cergole-Novella y col., 2007), subAB (Paton y col.,, 2005) y astA
(Yamamoto y col.,, 1996) de acuerdo con las referencias citadas. En la tabla 6 se describen los
oligonucleétidos utilizados. Como control positivo se utilizd ADN templado de E. coli LaMAA40 serotipo
0157:H7 (eae, ehxA, efal, iha, toxB, IpfA1-3, IpfA2-2), E. coli LaMA1070 serotipo 0113:H21 (IpfA2-1,
50ubAB, saa), E. coli LaMA33 serotipo 026:H11 (IpfA1-2), EPEC 2348/69 serotipo 0127:H6 (IpfA1-1), E.
coli LaMA1033 serotipo 091:H21 (cdt-V) y EIEC LaMA1083 (astA). Las concentraciones de los reactivos

y los programas de PCR utilizados se describen en el anexo 1.
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Tabla 6. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para caracterizar genotipicamente los aislamientos de STEC.

Gen Cebador Secuencia de oligonucleétidos (5-3) Amplicdn (pb) Referencia
hlyAF GCATCATCAAGCGTACGTTCC i
ehxA 534 Schmidty col. 1995
hlyAR AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
SAADF CGTGATGAACAGGCTATTGC
saa 119 Paton y Paton. 2002
SAADR ATGGACATGCCTGTGGCAAC
iha-l CAG TTC AGT TTC GCATTC ACC
iha 1305 Toma y col. 2009
iha-ll GTATGG CTC TGATGC GAT G
toxB.911F ATA CCT ACCTGC TCT GGATTIG A
toxB 602 Toma y col. 2009
toxB.1468R TTC TTA CCT GAT CTG ATG CAG C
88T14 GAGACTGCCAGAGAAAG .
efal 479 Nicholls y col. 2000
88T9 GGTATTGTTGCATGTTCAG
LPFA1-AF AGTTGGTGATAAATCACCAT
IpfA1-1 222 Torres y col. 2009
LPFA1-AR GTGCTGGATTCACCACTATTCATCG
LPFA1-B1F AAGTCTGTATTTACTGCTATG
IpfA1-2 273 Torres y col. 2009
LPFA1-B1R GAAATACAGAACGGTCTGA
LPFA1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG
IpfA1-3 244 Torres y col. 2009
LPFA1-CR1 CGTCTGGCCTTTACTCAGA
LPFA1-B2F AAGTCGTG ACCACTACT
IpfA1-4 273 Torres y col. 2009
LPFA1-B2R AAAATACAGAACAGTCTGG
LPFA1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG
IpfA1-5 250 Torres y col. 2009
LPFA1-CR1 GAGAACCGTCTGGCCTGTT
LPFA2-B1F GGTAGTCTGGCGTCGCCACAGA
IpfA2-1 207 Torres y col. 2009
LPFA2-B1R AATACGAATACCAACGCCG
LPFA2-CF CTACAGGCGGCTGATGGAACA
IpfA2-2 297 Torres y col. 2009
LPFA2-CR GCTAATACCAGCGGCAGCATCGT
LPFA2-B2F GGTAGTCTGGCGTCACCACAGC
IpfA2-3 207 Torres y col. 2009
LPFA2-B2R AATACGAATACCGACACCC
subHCD F TATGGCTTCCCTCATTGCC
SubAB 556 Paton y col. 2004
subSCD R TATAGCTGTTGCTTCTGACG
iy cdt-V F TTCATTGTTCGCCTCCTG 255 Cergole-Novella y col.
cdt-VR TTTATAAGCTGGTATCCTG 2007
eastlla CCATCAACACAGTATATCCGA
astA 111 Yamamoto y col. 1996
eastllb GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT

3.4.5. Identificacion de subtipos de stx, por PCR-RFLP

Para la deteccidn y diferenciacion de subtipos de stx,, se utilizé la metodologia descripta por Tyler y
col. (1991). La misma se basa en amplificacién por PCR de un fragmento codificante de la subunidad B
de stx,, seguido de restricciéon enzimatica (PCR-RFLP). Las PCR se realizaron en un volumen final de 50
pL conteniendo 5 pl de buffer de PCR 10X, 0,4 mM de cada dNTP, MgCl> 1,5 mM, 500 nM de cada
cebador (Tabla 7), 1U de Taq polimerasa y 2 pul de templado de ADN. Como controles se incorporaron

las cepas de E. coli LaMA40 0157:H7 (stxza), LaMA98 0113:H21 [stxacwh-b)] ¥ LaMA92 0157:[H7]
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[Stxac(vh-a)]. Las condiciones de amplificacién fueron: 942C 5 min, seguido de 30 ciclos a 942C por 2 min,
552C 2 min y 722C 1 min. La extension final fue a 722C 5 min. El producto de amplificacion se detectd

por electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X teiiido con bromuro de etidio.

Tabla 7. Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados para la deteccién de las variantes de stx; por PCR-

RFLP.
Cebador Secuenciade oligonucleotidos (5-3) Blanco(s) Amplicon (pb)  Referencia
VT2v-1  CAT TCA GAG TAA AAG TGG CC  StX 5cnap SEX aciuhb) . Tylery col.,
VT2v-2 GGG TGC CTC CCG GTG AGT TC  StX 35 1991
VT2-c  AAG AAG ATG TTT ATG GCG GT  StX 24, StX 2cuh-a)s . Tylery col.,
VT2-d  CAC GAATCA GGT TAT GCCTC  StX 2c(vhb) 1991

Los amplicones obtenidos por PCR con los cebadores VT2-c y VT2-d se cortaron con las enzimas de
restriccion Haelll, Rsal y Ncil, para identificar los subtipos stx, (Tabla 7). Se prepararon tres mezclas de
reaccion para la digestidon enzimatica (una por cada enzima). El volumen final de reaccién fue 20 pl,
conteniendo 2 ul de buffer correspondiente a cada enzima, 1 pl de enzima (Thermoscientific), 10 pl
de producto de amplificacidn y 7 pl de agua. La incubacidn se llevo a cabo en bloque térmico a 37°C
por 3 horas. Los fragmentos de restriccion obtenidos (Tabla 8) se analizaron por electroforesis en gel

de agarosa al 2,5% en buffer TBE 1X tefiido con bromuro de etidio.

Tabla 8. Tamafios de los fragmentos de restriccién (pb) obtenidos para cada subtipo de stx,

genotipo stx ,

Enzimas de restriccion

StX 54 stx 2c(vh-a) stx 2c(vh-b)

Hae lll 285 161, 124 161, 124
Rsal 216, 69 136, 80, 69 216, 69

Nci | 285 285 159, 126

3.4.6. Identificacion de subtipos stxan y stx24 por PCR convencional

Los subtipos stxap y Stxag se determinaron mediante el método desarrollado por Scheutz y col. (2012).

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados se indican en la tabla 9. Como controles se
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incorporaron las cepas E. coli D2587 (stxap) y D3435 (stxz2q). Las concentraciones de los reactivos y el

programa de PCR utilizado se describen en el anexo 1.

Tabla 9. Secuencias nucleotidicas de los cebadores especificos utilizados para la deteccidn de las variantes stx,, y Stx 54
por PCR convencional

Subtipo Cebador Secuencia de oligonucledtidos (5-3) Amplicén (pb) Referencia
St stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 251
stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
stx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG Scheutz y col. (2012)
StX 54 stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 179
stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 280

3.4.7. Identificacion de los subtipos de stx; por PCR convencional

El subtipo de stx; se estudidé mediante el método desarrollado por Scheutz y col. (2012). Las
secuencias de los oligonucleétidos utilizados se indican en la tabla 10. Como controles se
incorporaron las cepas de E. coli LaMA1304 (stxia), LaMA1305 (stxic) y LaMA1306 (stxig). Las

concentraciones de los reactivos y el programa de PCR utilizado se describen en el anexo 1.

Tabla 10. Secuencias nucleotidicas de los cebadores especificos utilizados para la deteccion de las variantes de

Stx1.

Gen Cebador Secuencia de oligonucledtidos (5-3) Amplicén (pb) Referencia

st stxla-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 178
stx1a-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG

stxs, stxlc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT o~ Scheutz y col. (2012)
stx1c-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA

streg stx1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 203
stx1d-R2 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA

3.4.8. Identificacion de la variante y: del gen eae

Para la deteccién de eae-y1 se utilizd la técnica descripta por Gannon y col. (1993). En la tabla 11 se
describen los oligonucledtidos utilizados. Las concentraciones de los reactivos y el programa de PCR
utilizado se describen en el anexo 1. Como control positivo y negativo se utilizd ADN templado de las

cepas E. coli EDL933 (eae-y1) y E. coli ATCC 25922 respectivamente.
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Tabla 11. Secuencia de oligonucledtido utilizados para identificar la variante y del gen eae.

Gen Cebador  Secuenciade oligonucleotidos (5°3)  Amplicon (pb) Referencia

EAE19 GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
eage-y1 1087 Gannony col., 1993
EAE20 CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

3.4.9. Deteccidn de los genes aggR y aaiC

Las secuencias especificas de ADN de EAEC fueron detectadas por PCR en tiempo real, utilizando
sondas TagMan (IDT, EE.UU.), segin metodologia recomendada por el laboratorio de referencia para
E. coli de la Unién Europea (EU-RL VTEC, 2015). Se utilizé un termociclador en tiempo real modelo
StepOne™plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las concentraciones de los reactivos y el
programa de PCR utilizado se describen en el anexo 1. Como control positivo y negativo se utilizo ADN

templado de las cepas EAEC 17-2 (aggR, aaiC) y E. coli ATCC 25922 respectivamente.

3.5. Subtipificacion molecular de las cepas de STEC

Para establecer la diversidad genética y la relacién clonal entre las cepas de STEC O157:H7 aisladas en
el presente estudio, se utilizaron las técnicas de ERIC-PCR y PFGE y se determind el poder

discriminatorio de ambas técnicas.
3.5.1. ERIC-PCR

La técnica de ERIC-PCR fue realizada segun Liu y col. (1995). Para la extraccién del ADN total de las
cepas, los aislamientos conservados a -70°C fueron sembrados en CTS (Britania) e incubados a 37°C
durante 4 horas. Luego se repicdé en SMAC incubando durante 18 h a 37°C. A partir de una colonia se
realizd subcultivo en CTS a 37°C durante 18h. Se centrifugd 1 ml de cultivo bacteriano durante 2
minutos a 14.000 rpm, descartando el sobrenadante. La extraccién y purificacion del ADN gendmico
se realizo con el kit Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Wisconsin, EE.UU). Se utilizaron
los oligonucledtidos ERICIR (5" ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3’) y ERIC2 (5 AAGTAAGTGAC
TGGGGTGAGCG 3’) (Invitrogen) descriptos por Versalovic y col. (1991). La mezcla de reaccion contenia
10 ul de buffer de reaccién MINT 5 X (Inbio, Argentina), 4 pl de mezcla de dNTPs 2,5 mM (Invitrogen),
3 ul de Cl;Mg 25 mM (Inbio), 0,5 ul de cada oligonucledtido 100 uM (Invitrogen), 0,2 ul de T-plus ADN
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polimerasa 5 U/ul (Inbio), 2 pl de ADN templado y 29,8 ul de agua tridestilada. La amplificacion se
realizé en un termociclador My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad, EE.UU.) con una desnaturalizacion
inicial a 952 C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos (desnaturalizacién 942 C durante 30 s, pegado
de cebadores a 40°C durante 3 min y extension a 72°C durante 2 min) y la extension final a 72°C
durante 7 min. Los fragmentos de ADN obtenidos fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa al 2% (Invitrogen Life Technologies, Brasil) con bromuro de etidio (2 pg/ml) (Promega). La
corrida electroforética fue realizada en buffer TAE 1X durante 80 min a 80 V y el marcador de peso

molecular utilizado fue 1 Kb DNA /adder (Promega).
3.5.2. Electroforesis en gel de campo pulsado

El analisis de los fragmentos de macrorrestriccion por PFGE fue realizado utilizando el protocolo
PulseNet de 24 hs estandarizado para E. coli 0157:H7 recomendado por el CDC (Center for Diseases
Control, Atlanta, GA, EE.UU.), con minimas modificaciones (CDC, 2013). Las cepas en estudio y la cepa
control (Samonella Braenderup H9812) fueron incubadas a 37°C durante 18 horas en agar Mueller-
Hinton. Se prepard una suspension de las cepas en buffer CSB (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8),
ajustando su turbidez a 4,0 de la escala de MacFarland. Se tomaron 200 ul de cada suspension
bacteriana los que fueron mezclados con 10 pl de proteinasa K (20mg/ml) y 200 pl de agarosa (Pulsed
Field Certified Agarosa, BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) al 1% en buffer TE (Tris10mM: EDTA 1mM, pH
8). Esta mezcla se dispensd en moldes para preparar los bloques de agarosa (plugs). Para realizar la
lisis celular, los plugs solidificados se colocaron en tubos conteniendo 5 ml de buffer de lisis celular
(Tris 50 mM: EDTA 50mM, pH 8 + sarcosina 1%) y 25 ul de proteinasa K (20 mg/ml) e incubados en
bafio termostdtico a 54°C con agitacién por 1,5 horas. Luego los bloques fueron lavados con agua
ultrapura estéril (2 lavados) y buffer TE (4 lavados) por 10-15 minutos en agitacién a 54 °C. El ADN de
cada cepa contenido en los bloques de agarosa fue digerido con 30 U de la enzima de restriccién Xbal
(ThermoScientific) a 37°C por 3 horas. Los fragmentos de ADN fueron separados por electroforesis, en
gel de agarosa al 1% en buffer Tris-Borato-EDTA 0,5X a 14 °C, en una camara de electroforesis CHEF-
DR Ill System (BioRad, EE.UU.). El tiempo de corrida fue de 20.5 h, con un voltaje constante de 6
V/cm, usando un pulso lineal rampeado de 2.2 a 54.2 seg y el angulo del campo eléctrico fue de 120°.
La tincion del gel se realizé con 0,75 pg/ml de solucion de bromuro de etidio (Promega), las bandas

fueron visualizadas y fotografiadas con transiluminacién UV.

55


https://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientificbio.com%2Frestriction-enzymes%2Fxbai%2F&ei=hWxFVOmMKuSHsQS32IG4BQ&usg=AFQjCNE_wLfK83FHGr57u_nIj2FqJLS9Bw&sig2=wqm_ptnOAtu2l3f4kCBwZQ

3.5.3. Analisis de los perfiles moleculares

Los perfiles moleculares obtenidos por ERIC-PCR y Xbal-PFGE fueron documentados utilizando el
sistema de adquisicién de imagenes Doc-It®LS Image Acquisition Software (Upland, CA, EE.UU.). Las
imagenes en formato TIFF fueron analizadas con el software BioNumerics version 6.6.4 (Applied
Maths, Kortrijk, Bélgica). La relacidon entre los perfiles fue estimada mediante la proporcién de bandas
compartidas, aplicando el coeficiente de similitud de Dice y generando dendrogramas basados en el
método Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA). En el caso de ERIC-PCR se
utilizé una optimizacién de 0,5%, tolerancia de posicidon del 1,5% y para los patrones obtenidos por
Xbal-PFGE, la optimizacidén fue del 0,1% vy la tolerancia 1%. Las cepas fueron agrupadas en cluster

cuando mostraron idéntico patrén Xbal-PFGE (100% de similitud).
3.5.4. Poder discriminatorio

Se consideraron los resultados obtenidos con las cepas que pudieron ser analizadas con ambas
técnica de subtipificacion (Struelens y col., 1996). El poder discriminatorio (D) de las técnicas fue

determinado mediante el indice de Diversidad de Simpson (Hunter y Gaston, 1988), segun la férmula:

1 s
D=1-——— x 2 xj(xj—1)
N (N — 1) i=1
Donde N es el nimero total de cepas estudias, xj el nUmero de cepas pertenecientes al tipo jy s el

numero de tipos diferentes. Este indice se basa en la probabilidad que dos cepas no relacionadas

tomadas de una poblacién en estudio puedan ser ubicadas en diferentes grupos.
3.6. Métodos estadisticos

Cuando se utilizd calculo estadistico se utilizo el test exacto de Fisher. Un valor de P <0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.
3.7. Aspectos éticos

El presente trabajo se llevd a cabo teniendo en cuenta las recomendaciones establecidas en la
Declaracién de Helsinki para la investigacion biomédica en seres humanos, adoptada por la 18va
Asamblea Médica Mundial (Helsinki, Finlandia, 1964) y sucesivas enmiendas.
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RESULTADOS

En el periodo comprendido entre marzo de 2006 y diciembre de 2012 se analizaron, por cultivo
microbioldgico y tamizaje con PCR multiple, 1051 muestras de materia fecal (una por paciente). Al
realizar el tamizaje por PCR de los genes stxi, stxz y rfbois7, se detectd sefial positiva para alguno de
estos genes en 77 muestras: 42 correspondieron a pacientes con diagndstico de SUH y 35 a pacientes
con DS. No se detectd senal positiva en ninguno de los 213 pacientes con diarrea aguda no
sanguinolenta. Entre los 42 pacientes con SUH positivos al tamizaje, el 71,5% (30/42) fueron positivos
para stx2 y rfbois7, y el 28,5% restante, fueron positivos solo para stx,. Entre los pacientes con DS
positivos al tamizaje, el 68,6% (24/35) fueron positivos para stxz y rfboisz, 26% (9/35) para stxz, una
muestra positiva para stxi y stxa, y una muestra positiva para stxi, stxa y rfbois7. A partir de las
muestras positivas al tamizaje, se logrd la recuperacién de 77 cepas confirmadas como E. coli por
pruebas bioquimicas. La tabla 12 muestra la deteccion de STEC segun presentacién clinica en el

periodo analizado.

Tabla 12. Presentacion clinica de los pacientes estudiados y aislamiento de STEC.

_ Diarrea sanguinolenta Diarrea no sanguinolenta Sindrome urémico hemolitico
Ano N° de muestras  N° de STEC N° de muestras N°de STEC N°de muestras  N°de STEC
2006 58 9 12 0 16 6
2007 74 4 7 0 18 7
2008 143 3 27 0 14 7
2009 142 8 35 0 22 8
2010 131 4 31 0 11 4
2011 95 4 35 0 10 2
2012 88 3 66 0 16 8

Total (%) 731 35 (4,8) 213 0 107 42 (39,2)

De las 77 cepas STEC aisladas, 55 (71,4%) fueron serogrupo 0157 y 22 (28,6%) serogrupo no-0157.
No se detectd en ningln paciente la presencia de co-infecciones de STEC con algin otro

enteropatégeno investigado (datos no mostrados).
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DESCRIPCION DE LA POBLACION EN LA CUAL SE DETECTO STEC

Al analizar las edades de los pacientes al momento en que se aislé STEC, la media de edad de los
pacientes fue de 36 meses (rango, 6-152). El grupo etario mas afectado fue el de nifios menores de 5
afios (75,3%) y la edad media de nifios dentro de ese grupo fue de 23,5 meses. El grupo de 5 a 9 afios
representd el 16,9% y 2,6% fueron mayores a 10 afios. En 4 pacientes (5,2%) no se tenia el dato de

edad (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de casos con aislamiento de STEC por edad. Periodo 2006-2012.

Cuando se analizé la distribucién de edades segun diagndstico, la edad media del grupo con SUH fue
de 29,1 meses (rango, 6-142 meses) y del grupo con DS fue 45,3 meses (rango, 7-152 meses)
(diferencias no significativas). El 62% de los pacientes con SUH tenian menos de 2 afios y la mayor

incidencia de SUH se observo en los nifios de 1 afio (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién de casos con aislamiento de STEC segun diagndstico y edad. Periodo 2006-2012.
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Del total de casos diagnosticados, 43 de ellos (56%) fueron femeninos.

Los casos de infeccion por STEC se presentaron durante todos los meses del afio, con una incidencia
estacional mayor en los meses calidos. El nimero de casos entre los meses de octubre y marzo (n=54)
fue superior al numero registrado entre abril y septiembre (n=23). En la figura 6 se representa la
distribucién anual de casos (DS + SUH) de acuerdo con la semana epidemioldgica en que fue realizado

el diagndstico. No se observan diferencias en la distribucion estacional entre STEC 0157 y no-0157.

B STEC no-0157
H STEC 0157

Ne de pacientes con STEC
O P N W b U1 OO N ©©

Semana epidemioldgica

Figura 6. Distribucién por semana epidemiolégica de los casos con aislamiento de STEC. 2006-2012

El 42% de los pacientes donde se aislé STEC, tuvieron domicilio en la ciudad de La Plata; 37 pacientes
(58%) tenian domicilio en 24 localidades/ciudades distintas: Arturo Segui (1 paciente), Almirante
Brown (1), Avellaneda (1), Azul (2), Berazategui (2), Berisso (8), Bolivar (1), Brandsen (2), Carlos
Casares (1), Ensenada (1), Florencio Varela (2), Gral. Lamadrid (2), Gral. Villegas (1), Grand Bourg (1),
Hurlingam (1), Las Flores (1), Lobos (1), Lomas de Zamora (1), Olavarria (1), Pilar (1), Quilmes (2),

Trenque Lauquen (2); no se documenté el domicilio de 8 pacientes con DS.
CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS

Todos los aislamientos positivos al tamizaje por PCR fueron tipificados como Escherichia coli. La
totalidad de los aislamientos fueron lactosa positiva en agar MacConkey. En agar TSI, todos los
aislamientos fueron fermentadores de azlcares y generadoras de gas, sin produccidon de 3cido
sulfhidrico. En el medio MIO, todas las cepas fueron moviles a las 24 h, el 98% de los aislamientos
fueron productoras de indol y el 85% decarboxild la ornitina. Ningun aislamiento pudo utilizar el
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citrato de sodio como Unica fuente de carbono y todos fueron ureasa negativa. Ningun aislamiento
dio positivo a la prueba de citocromo oxidasa ni fenilalaninadeaminasa. Todos los aislamientos
pudieron fermentar la sacarosa y ninguno la celobiosa. Ningun aislamiento fue productor de
pigmento amarillo. Todas las cepas STEC del serogrupo 0157 fueron B-D-glucuronidasa negativa y no
pudieron fermentar el sorbitol y las 22 restantes, fueron B-D-glucuronidasa positiva y fermentaron el
sorbitol.

La identificacion bioquimica fue confirmada utilizando el sistema Vitek2 Compact. Los 55 aislamientos
B-D-glucuronidasa negativa fueron identificados como E. coli 0157, los 22 restantes como E. coli.

El 98,2% (54/55) de las cepas 0157:H7 pertenecieron al biotipo C y un aislamiento pertenecié al
biotipo D.

Diversidad seroldgica de los aislamientos de STEC

Se pudieron serotipificar completamente 76 de las 77 cepas STEC aisladas (98,7%). Las mismas
pertenecieron a 8 serogrupos (026, 059, 0102, 0103, 0121, 0145, 0157 y 0174) y 5 tipos H distintos
(H6, H7, H11, H19 y H21). Una cepa fue O no tipable (Ont) y 15 cepas (19,5%) fueron no méviles (NM).
El 71,4% (n=55) de las cepas STEC aisladas en el estudio fueron 0157:H7 y el 28,6% (n=22) fueron no-
0157. Dentro del grupo no-0157, 12 (54,5%) correspondieron al serotipo O145:NM, 3 (13,6%) al
serotipo 0121:H19 y un aislamiento de cada uno de los siguientes serotipos: 026:H11, 059:H19,
0102:H6, 0103:NM, 0174:NMy 0174:H21 (Tablal13).

Tabla 13. Frecuencia de serotipos hallados segun diagndstico

Diagndstico clinico

Serotipo Diarrea sanguinolenta Sindrome urémico hemolitico l;‘r? :;:)
N° (%) de cepas N° (%) de cepas
0157:H7 25 (69,4) 30(73,2) 55 (71,4)
0145:NM 6 (16,7) 6 (14,6) 12 (15,6)
0121:H19 - 3(7,3) 3(3,9)
026:H11 1 - 1(1,3)
0102:H6 1 - 1(1,3)
0103:NM 1 - 1(1,3)
0174:NM - 1 1(1,3)
0174:H21 - 1 1(1,3)
059:H19 1 - 1(1,3)
Ont:NM - 1 1(1,3)
Total (%) 35 (45) 42 (55) 77 (100)

NM: no movil; Ont: antigeno O no tipable.
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Sensibilidad antimicrobiana

El 96% de las cepas fueron sensibles a todos los antibiéticos ensayados. Sélo tres aislamientos fueron
resistentes a un sélo antibidtico: un aislamiento O157:H7 resistente a la ampicilina, un aislamiento de

0145:NM resistente a tetraciclina y el aislamiento Ont:NM resistente a TMS.
Expresion de toxina Shiga

El 98,7% (76/77) de los aislamientos de STEC fueron productores de toxina Shiga detectables por
ELISA. Cuando se realizé la prueba de ELISA para el aislamiento de E. coli 0102:H6, no se detectd la
produccién de toxina. Al realizar la subtipificacién por PCR de stx;, se determind que pertenecia al

subtipo 2b (ver mas adelante).
Determinacion del fenotipo hemolitico

La actividad hemolitica compatible con la presencia de EHEC-Hly fue detectada en 73 (94,8%) de las
77 cepas caracterizadas. No se detectd el fenotipo enterohemolitico en 4 aislamientos no-0157:
059:H19, 0145:NM, 0174:NM y 0174:H21. El fenotipo a-hemolitico no fue detectado en ninguna de

las cepas estudiadas.
CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS

Los resultados de la PCR multiple para la identificacién de las secuencias de los genes wzx especificas
para los serogrupos de E. coli 026, 0103, 0121, 0145 y 0157 mostraron un 100% de correlacion con
los resultados obtenidos por serologia para los serogrupos citados.

Todos los aislamientos de E. coli 0157:H7 portaron el gen fliCu7.

La presencia de los genes stxi, stxa, ehxA, las 7 adhesinas putativas estudiadas y las toxinas distintas a
Stx segun serotipo y patologia asociada se muestra en la tabla 14.

El 95% (73/77) de las cepas fueron eae-positivas. Todos los aislamientos de E. coli 0157:H7 portaron
la variante y1 del gen eae.

Entre los 22 aislamientos no-0157, el 81,8% (18/22) fueron eae-positivos. Los 12 aislamientos de
0145:NM presentaron la variante y1 del gen eae. En los 6 aislamientos restantes eae-positivos, el

subtipo de intimina no fue determinado.
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Los 4 aislamientos eae-negativos pertenecieron a los serotipos O59:H19, 0102:H6, 0174:NM vy
0174:H21. En estas 4 cepas fue testeada la presencia de los genes aggR y aaiC, siendo las cepas
059:H19 y 0174:H21 positivas para el gen aggR.

El gen ehxA se detectd en el 100% de las cepas 0157:H7 y en el 81,8% (18/22) de las cepas no-0157.
Los 4 aislamientos ehxA-negativos fueron de los serotipos 059:H19, 0145:NM, 0174:NM y 0174:H21.
El aislamiento O145:NM ehxA-negativo también fue negativo para toxB. Tanto el gen ehxA como toxB
estdn codificados en el megapldasmido de virulencia y es probable que el mismo se haya perdido
durante el almacenamiento.

Todos los aislamientos O157:H7 fueron positivos para iha, efal y toxB. Entre los aislamientos no
0157, se detectd la adhesina iha en el 81,8% (18/22), efal en el 77,2% (17/22) y toxB en el 72,7%
(16/22). Ninguna cepa fue negativa para los tres genes simultaneamente. Al estudiar por PCR las
cepas 026:H11, 0103:NM y 0145:NM, todas fueron positivas para iha, efal y toxB (la Unica excepcién
fue una cepa 0145:NM que fue negativa para toxB). En cambio, en los aislamientos 0121:H19, no se
detectd iha, pero se obtuvo sefial positiva para efal/toxB en dos de ellosy efal en uno de ellos.

Tres de los cuatro aislamientos negativos para eae (0102:H6, 0174:NM y 0174:H21) fueron positivos
solo para iha y no se detectd la presencia de efal ni toxB. La cepa 059:H19, fue negativa para eae,
iha, efaly toxB.

Utilizando la clasificacion experimental de las distintas variantes del gen IpfA propuesta por Torres y
col. (2009), encontramos que todas las cepas 0157:H7 portaban las variantes IpfA1-3 y IpfA2-2. En
cambio las cepas 0145:NM portaban las variantes IpfA1-5y IpfA2-3. Entre los aislamientos distintos a
0157:H7 y O145:NM, IpfA2-1 fue la variante mas prevalente (10/10; 100%), cinco de los cuales eran
ademas IpfAl1-2 positivas. En las cepas 0121:H19, 0103:NM y 0102:H6 no se detecté ninguna
variante del gen IpfA1. No se aislaron cepas negativas para los genes IpfAl y IpfA2 simultdaneamente.
No se encontraron las variantes IpfAl-1 vy IpfA1-4 en ninguna de las cepas caracterizadas. No se pudo
establecer ninguna asociacion entre la presencia de alguna variante en particular de /pfA y la
severidad de la enfermedad (SUH o DS). Lo que si se observd, que en los aislamientos 0157:H7 y
0145:NM se mantiene la misma combinacidon de variantes Ipf independientemente de la patologia
asociada.

No se detecté la presencia del gen saa ni la presencia de secuencias relacionadas a subAB, cdt-V ni

astl en ninguna de las cepas estudiadas (Tabla 14).
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Tabla 14. Presencia de genes stx ;, Stx ,, eae, ehxA, adhesinas putativas y toxinas distintas a Stx

; Enfermedad N°de N° de cepas positivas
S asociada cepas stx, stx, ehxA eae iha efal toxB IpfA1-1 IpfAl1-2 IpfA1-3 IpfA1-4 IpfA1-5 IpfA2-1 IpfA2-2 IpfA2-3 saa subAB cdt-V astl
0157:H7 SUH 30 0 30 30 30 30 30 30 0 0 30 0 0 0 30 0 0 0 0 0
0157:H7 DS 25 1 25 25 25 25 25 25 0 0 25 0 0 0 25 0 0 0 0 0
0145:NM SUH 6 0 6 5 6 6 6 5 0 0 0 0 6 0 0 6 0 0 0 0
0145:NM DS 6 0 6 6 6 6 6 6 0 0 0 0 6 0 0 6 0 0 0 0
0121:H19 SUH 3 0 3 3 3 0 3 2 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
026:H11 DS 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0103:NM DS 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
059:H19 DS 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0102:H6 DS 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0174:H21 SUH 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0174:NM SUH 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Ont:NM SUH 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Total (%) 77(100) 2(2,6) 77(100) 73(95) 73(95) 73(95) 72(94) 71(92) O 5(6,5) 55(71,4) 0  12(15,6) 10(13) 55(71,4) 12(15,6) O 0 0 0

NM: no mévil; Ont: no tipable; ehxA : hemolisina de EHEC; eae: intimina; iha: Adhesina homologa a IrgA; efa :Factor para la adherencia de E. coli enterohemorragico; toxB: proteina plasmidica que participa en la adherencia de

STEC; |pfA: subunidad mayor de la fimbria polar larga; saa : Adhesina autoaglutinante de STEC; subAB: subtilasa; cdt-V: toxina citoletal; astl: enterotoxina termoestable caracteristica de E. coli enteroagregativa.
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Determinacién del genotipo stx

Todas las cepas de E. coli 0157:H7 fueron stx, positivas y una portaba ademas stxi. Al analizar los
subtipos de las 55 cepas 0157:H7, se obtuvieron los siguientes resultados: 42 (76,4%) stxza/ StXac(vh-a),
nueve (16%) stxza, UNa StXac(vh-a) Y UNA StX1a/ StX2a/ Stxacwh-a). En el grupo de STEC no-0157, todas las
cepas fueron stx; positivas y una cepa portaba ademads stx; (026:H11). Al analizar los subtipos de las
22 cepas no-0157:H7, 17 (77%) fueron stx;a positivas, dos (9%) stxza/stXacvh-a), Una Stxa¢ y una

StX1a/StX2a/StXac(vh-a) (Tabla 15).

Tabla 15. Genotipo stx de las cepas aisladas en el periodo de estudio (n=77)

Serotipo Diagnéstico clinico N° (%) de cepas Genotipo stx
0157:H7 SUH 20 (26) Stx2a/ StXac(vh-a)
SUH 8(10,4) Stxaa
SUH 2(2,6) StXac(vh-a)

DS 22 (28,6) Stx2a/ StXac(vh-a)

DS 1 StX2a

DS 1 StXac(vh-a)

DS 1 Stx1a/ StX2a/ StXac(vh-a)
0145:NM SUH 6 (7,8) StX2a
0145:NM DS 6 (7,8) stxa
0121:H19 SUH 3(3,9) stX2a
026:H11 DS 1 Stx1a/ StX2a/ StXacvh-a)
0174:NM SUH 1 Stx2a
0174:H21 SUH 1 Stxad
0103:NM DS 1 StX2a/ StXac(vh-a)
0102:H6 DS 1 stxab
059:H19 DS 1 Stx2a
Ont:NM SUH 1 Stx2a/ StXac(vh-a)
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El aislamiento del serotipo 0102:H6 portaba un subtipo de stx, que no pudo caracterizarse por el
método de Tyler y col. El subtipo de stx, presente en este aislamiento fue identificado utilizando el
método de Scheutz y col. (2012) y fue stxa,. Utilizando el método de Tyler y col., el aislamiento
0174:H21 fue categorizado como stxzcvh-b), pero utilizando el método de Scheutz y col., se identificé

el subtipo stxag.
Perfiles genéticos identificados en las cepas 0157 y no-0157

Entre las cepas 0157, el genotipo mas frecuente fue stx:a/stxacwh-a)/eae/ehxAliha/efa/toxB/IpfA1-3
/IpfA2-2 detectado en el 76,4% (42/55) de las mismas (Tabla 16). Entre las cepas de STEC no-0157, el
genotipo mas frecuente fue stxza/eae/ehxA/iha/efa/toxB/IpfA1-5/IpfA2-3, detectado en el 50% de las

mismas (Tabla 17).

Tabla 16. Perfiles genéticos identificados entre las cepas STEC 0157 (n=55)

Genotipo N° (%) de cepas
Stx2a / Stxacvh-a)/ €ae / ehxA /iha / efa / toxB / IpfA1-3 / IpfA2-2 42 (76,4)
stx2a/ eae / ehxA /iha / efa / toxB / IpfA1-3 / IpfA2-2 9(16,4)
Stxacvh-a)/ €ae / ehxA /iha / efa / toxB / IpfA1-3 / IpfA2-2 3(5,4)
Stx1a/ Stx2a/ Stxacvh-a)/ €ae / ehxA / iha / efa / toxB / IpfA1-3 / IpfA2-2 1

Tabla 17. Perfiles genéticos identificados entre las cepas STEC no-0157 (n=22)

Serotipo Genotipo N° (%) de cepas
0145:NM stx2a / eae /ehxA /iha / efa / toxB / IpfA1-5 / IpfA2-3 11 (50)
0145:NM stx2./ eae / iha / efa / IpfA1-5 / IpfA2-3 1

0121:H19 stx2a/ eae / ehxA /efa / toxB / IpfA2-1
0121:H19 stx2a/ eae / ehxA /efa / IpfA2-1

026:H11 stx1a/ Stx2a/ Stxacvh-a)/ €ae / ehxA /iha / efa / toxB / IpfA1-2 / IpfA2-1
0102:H6 stxap / ehxA / IpfA2-1

0103:NM  stx2a/ Stxacvh-a)/ €ae / ehxA / iha / efa / toxB / IpfA2-1

0174:NM stxaa /iha / IpfA1-2 / IpfA2-1
0174:H21 stxyq/iha / IpfA1-2 /IpfA2-1 / aggR

059:H19  stx2a/ IpfA1-2 / IpfA2-1 / aggR

Ont:NM  stx2a/ Stxacvh-a)/ €ae / ehxA / iha / toxB / IpfA1-2 / IpfA2-1

e e e = R = A S
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SUBTIPIFICACION MOLECULAR
ERIC-PCR

Sobre un total de 51 cepas de E. coli 0157:H7 analizadas, se establecieron 6 patrones ERIC-PCR con al
menos 84% de similitud entre ellos. Los patrones presentaron entre 7 y 8 bandas en un rango
comprendido entre 200 y 1300 pb y fueron agrupados en 6 clusters (I-VI). El grado de semejanza entre

las cepas se representd en un dendograma de homologia (Figura 7).

Xbal-PFGE

Al analizar los productos de restriccion obtenidos al digerir con Xbal el genoma de las 51 cepas
estudiadas de E. coli 0157:H7, se generaron 42 patrones de bandas diferentes, con al menos 88% de
similitud entre ellas. Los patrones presentaron entre 16 y 22 bandas, con tamafios aproximados de 40
a 600 kpb. El grado de semejanza entre las cepas se representé en un dendograma de homologia
utilizando el algoritmo UPGMA (Figura 8).

De los 42 patrones de bandas obtenidos por Xbal-PFGE, 36 resultaron ser patrones Unicos y 15 cepas
fueron agrupadas en 6 clusters (cluster definido como grupo de cepas que presentan patrén
indistinguible de Xbal-PFGE). Los clusters se nombraron como #| (3 cepas: SML72, 73 y 74), #1l (3
cepas: SMLS, 9, y 10), #IIl (SML39, 40y 77), #IV (SML22 y 26), #V (SML6 y 19) y #VI (SML32 y 43). La
distribucién de patrones segun serotipo, factores de virulencia, diagndstico, localidad y ano de
aislamiento se presenta en la Figura 8.

Las 3 cepas 0157:H7 genotipo stxaa / stxacvh-a) agrupadas en el cluster #1, fueron aisladas en el mes de
diciembre de 2011 en la ciudad de la Plata a partir de 3 pacientes con domicilio cercano (4 cuadras de
distancia) en un intervalo de aproximadamente 60 dias. Los 3 pacientes tuvieron DS y no requirieron
internacién. Aunque no fue posible establecer la fuente de infeccién en ninguno de los casos, la
informacién epidemiolégica disponible apunta al consumo de cremas heladas compradas en el mismo
local comercial.

Las cepas 0157:H7 stx2a agrupadas en el cluster #1l fueron aisladas de 3 casos de SUH. Las cepas
fueron aisladas en el mes de enero de 2007, en un periodo de 15 dias y en dos ciudades distintas (La

Plata y Olavarria, distantes a 330 Km). De los registros de la vigilancia por UC se pudo establecer que
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los residentes en la ciudad de la Plata vivian en diferentes barrios, pero los datos epidemioldgicos
fueron insuficientes como para establecer un nexo entre los casos.

Dos de las cepas agrupadas dentro de los cluster #l1l portan stxza/ stxacvh-a) Y Una solo stxza. Las cepas
agrupadas en el cluster #V poseen distinto genotipo stx (una stxza/ stXacvh-a) Y Otra stxacvh-a))-

Las cepas del cluster #IV (2 cepas) poseian idéntico genotipo stx (stx2a/ Stxacvh-a)) Y fueron recuperadas
de pacientes que desarrollaron SUH, uno con domicilio en Brandsen y otro en Azul, pero los datos
epidemioldgicos disponibles no permitieron establecer un nexo entre los mismos.

Las cepas agrupadas en el cluster #VI, poseian idéntico genotipo stx (stxza/ Stxacvh-a)) Y fueron aisladas
en La Plata de un caso de diarrea con sangre y de otro caso con SUH, con 5 aiios de diferencia entre

ellos.
Poder discriminatorio de las pruebas de subtipificacion genotipicas

El poder discriminatorio de ERIC-PCR para STEC O157:H7 fue de 0,69 y para Xbal-PFGE fue de 0,98.
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cRiIC Cluster ERIC-PCR TIFF N° cepa Localidad Serotipo Perfil de Factores de virulencia Afio Origen

sensibilidad aislamiento muestra
sSML28 La Plata 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ |2009 SUH
SML55 Bavio 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2008 Ds
SML10 Olavarria 0O157:H7 S h: lef: ih: B 2007 SUH
SML12 La Plata 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 SUH
SML14 La Plata 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2008 SUH
SML2 Granbourg 0O157:H7 S 2006 SUH
SML21 Quilmes 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML22 Azul 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML24 Almirante Brown 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML25 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2008 SIH
SML26 Brandsen 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML27 Brandsen 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SMLS5 Tandil 0157:H7 S h: fa+/ih: 2006 SUH
SML52 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 Ds
SML53 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 Ds
SML57 S/D 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2008 DS
SML58 Berisso 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 [5]
SML6 Gral. Lamadrid 0157:H7 S stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 SUH
SML60 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 [5]
SML7 La Plata 0O157:H7 S stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 SUH
SML70 S/D 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2010 DS
SML8 La Plata 0O157:H7 S h: fa+/iha+/t 2007 SUH
SML9 La Plata 0O157:H7 S h fa+/iha+/t 2007 SUH
SML13 Tandil 0O157:H7 S h fa+/iha+/t 2007 SUH
SML77 S/D 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 DMsS
SML19 Berazategui 0O157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2008 SUH
SML20 Ensenada 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML29 Berazategui 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2010 SUH
SML30 Azul 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2010 SUH
SML32 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 SUH
SML33 Florencio Varela 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 SUH
SML34 Bolivar 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH
SML41 Florencio Varela 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH
SML42 La Plata 0157:H7 S h; lefe ih. B 2006 Ds
SML44 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DMsS
SML61 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+liha+/toxB+ 2009 Ds
SML69 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2010 Ds
SML71 Berisso 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 DS
SML72 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 DS
SML73 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 DS
SML74 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2011 DS
SML43 S/D 0157:H/ s stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DS
SML23 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2009 SUH
SML51 S/D 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 Ds
SML46 S/D 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DS
SMLA7 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DS
SML48 Berisso 0157:H7 s stxla/stx2a + stx2c(vh-a)leae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DS
SML39 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH
SML40 Lomas de Zamora 0157:H7 S h: fa+/iha+/t 2012 SUH
SML35 Trenque Lauquen 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH
SML37 La Plata O157:H7 AMP h: fa+/iha+/ 2012 SUH

Figura 7. Dendograma de la relacion genética entre 51 cepas de E. coli 0157:H7 estudiadas por ERIC-PCR, indicando n° de cepa, lugar de
aislamiento, serotipo, perfil de sensibilidad, factores de virulencia, afio de aislamiento y origen de la muestra.




PFGE-xbal PFGE-Xbal N° cepa Localidad Serotipo Perfil de Factores de virulencia Afio Origen

= . - sensibilidad aislamiento muestra
SML20 Ensenada 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)l lehxA+/efa+fiha+/toxB 2009 SUH
SML21 Quilmes 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh lehxA+/efa+fiha+/toxB 2009 SUH
SML13 Tandil 0157:H7 s stx2aleae+/ehxA+lefa+/iha+/toxB+ 2007 SUH
SML51 S/D 0O157:H7 s stx2a + stx2c(vh: /eh; fa+/iha+/te 2007 DS
SML44 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c¢(vh: leh: fa+/iha+/te 2006 DMS
SML23 La Plata 0157:H7 S stx2a + 2c(vh. /eh: fa+/iha+/t 2009 SUH
SML55 Bavio 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h: 2008 DS
SML5 Tandil 0157:H7 s stx2aleae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 SUH
SML7 La Plata 0157:H7 s 2c(vh 2007 SUH
SML33 Florencio Varela 0157:H7 s stx2a + h-a) 2011 SUH
SML70 s/D 0157:H7 s stx2a + h-a) 2010 DS
SML12 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh /eh; fa+/iha+/tc 2007 SUH
SML30 Azul 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh: /eh; fa+/iha+/te 2010 SUH
SML72 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c¢(vh: leh: fa+/iha+/te 2011 DS
SML73 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c¢(vh: /eh: fa+/iha+/t 2011 DS C’uster |
SML74 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh. h: fih: 2011 DS
SML22 Azul 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h 2009 SUH a "
W SML26 Brandsen 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh. h: 2009 SUH uster
SML27 Brandsen 0157:H7 s st2a + h-a) 2009 SUH
il SML60 La Plata 0157:H7 s stx2a + h-a) 2009 DS
SML14 La Plata 0157:H7 S stx2a + stx2c(vh /eh; fa+/iha+/te 2008 SUH
SML28 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh lehxA+/efa+fihar+it 12009 SUH
SML61 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c¢(vh: leh: fa+/iha+/te 2009 DS
SML19 Berazategui 0157:H7 S stx2a + stx2c¢(vh: /eh: fa+/iha+/t 2008 SUH C/uste,- V
SML6 Gral. Lamadrid 0157:H7 s tx2c(vh hxA+/efa+/ih 2006 SUH
SML47 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh feh fat/in 2006 DS
L | SML57 s/D 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h 2008 DS
SML48 Berisso 0157:H7 s stxla/stx2a + h i 2006 DS
SML58 Berisso 0157:H7 s stx2a + h-a) 2009 DS
SML46 s/D 0157:H7 s stx2a + h-a) i 2006 DS
SML29 Berazategui 0157:H7 s stx2a + h-a) i 2010 SUH
L SML10 Olavarria 0157:H7 s stx2aleae+/ehxA+lefat+/iha+/toxB+ 2007 SUH
sML8 La Plata 0157:H7 S stx2a/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2007 SUH C’uster "
SML9 La Plata 0157:H7 s stx2aleaeHehxA+/efat+/iha+/toxB+ 2007 SUH
SML42 La Plata 0157:H7 s stx2a/eae t/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2006 DS
SML24 Almirante Brown 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h: fat/in 2009 SUH
SML69 La Plata 0157:H7 s stx2a + h-a) 2010 DS
SML25 La Plata 0157:H7 s stx2a + h-a) 2008 SIH
SML39 La Plata 0157:H7 s stx2a + h-a) i 2012 SUH
SML40 Lomas de Zamora  O157:H7 s stx2a/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH Cluster 1l
SML77 s/ID 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)l lehxA+/efa+fiha+/toxB 2012 DMS
SML34 Bolivar 0157:H7 S stx2a + stx2c¢(vh: leh: fa+/iha+/te 2012 SUH
SML37 La Plata 0157:H7 AMP stx2al/eae+/ehxA+/efa+/iha+/toxB+ 2012 SUH
SML35 Trenque Lauquen 0157:H7 S stx2a + 2c(vh. /eh: fa+/iha+/t 2012 SUH
SML71 Berisso 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h: fat/ih 2011 Ds
SML32 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh h fih: 2011 SUH
SML43 s/ID 0157:H/ s stx2a + h-a) 2006 DS Cluster VI
SML2 Granbourg 0157:H7 s stx2a/eae+/ehxA+/efat/ina+/toxB+ 2006 SUH
SML41 Florencio Varela 0157:H7 s stx2a + h-a) i 2012 SUH
SML52 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)l lehxA+/efar+fiha+/toxB 2007 DS
SML53 La Plata 0157:H7 s stx2a + stx2c(vh-a)l lehxA+/efa+fiha+/toxB 2007 5

Figura 8. Dendograma de la relacién genética entre 51 cepas de E. coli 0157:H7 estudiadas por Xbal-PFGE, indicando n° de cepa, lugar de
aislamiento, serotipo, perfil de sensibilidad, factores de virulencia, afio de aislamiento y origen de la muestra.




DISCUSION

Teniendo en cuenta el niumero de casos de SUH que se producen anualmente y la severidad de la
enfermedad, el Ministerio de Salud de la Nacidn establecid en el afio 2000 la notificacién obligatoria
de esta enfermedad al Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (S.N.V.S.). En el afio 2004, se
propone la implementaciéon de un Sistema de Vigilancia desde el Laboratorio (Mddulo SIVILA), que
consiste en notificar esta enfermedad a través de distintas vias: cuando ingresa un paciente con
diarrea sanguinolenta, cuando se detecta el agente etioldgico en un alimento o cuando se logra
vincular el caso clinico con un alimento, o directamente cuando el paciente desarrolla SUH. Con el
objeto de fortalecer la notificacién, el seguimiento de los casos y facilitar el control y prevencion de
esta enfermedad, a partir del afio 2005 se puso en marcha el seguimiento de ésta enfermedad a
través de la vigilancia por la modalidad de Unidades Centinelas (UCSUH). Esta modalidad de vigilancia,
presenta multiples ventajas, ya que permite determinar tendencias, focalizar actividades de vigilancia
y sugerir intervenciones preventivas, pero, presenta la limitacién de no permitir comparar la
magnitud del problema estudiado con otras sub-poblaciones o areas donde la informaciéon no se
recolecta con esta estrategia. Esto es debido a que las UCSUH seleccionan una unidad de salud sin
poblacién definida en lugar de seleccionar un area geografica con una poblacién definida. Este
sistema de vigilancia estd integrado por tres componentes: epidemioldgico, clinico y de laboratorio.
En el presente estudio se refleja parte del trabajo realizado en una de las 25 UCSUH que componen la
Red de laboratorios para la vigilancia de SUH de Argentina.

Al ser un laboratorio integrante de la Red Nacional de Diarrea y Patdgenos Bacterianos de
Transmisién Alimentaria y UCSUH, a partir del ano 2006 se comenzé la bisqueda de STEC utilizando
tamizaje por PCR multiple para la deteccidon de los genes stxi, stxz y rfbois; complementando las
técnicas microbioldgicas estandar. En el periodo 2006-2012, el Hospital “Sor Maria Ludovica” de la
Plata, notificé 187 casos de SUH al S.N.V.S. Estos datos revelan la importancia crucial que tiene la
vigilancia de las diarreas y la implementacion de técnicas sensibles para la deteccion de STEC 0157 y
no-0157, a fin de detectar oportunamente los casos, realizar el estudio de los contactos, sintomaticos
y/o asintomaticos, y convivientes de casos de SUH, con el objetivo de vigilar la circulacién y evitar la
diseminacion de STEC en la comunidad.

En este trabajo, Escherichia coli productor de toxina Shiga fue detectado en el 4,8% de los pacientes

con DS y no fueron detectados en pacientes con diarrea aguda no sanguinolenta. La combinacién de
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procedimientos bacterioldgicos y tamizaje por PCR multiple, ha permitido mejorar sustancialmente el
diagndstico de STEC en nuestro Hospital, lo que ha significado un avance importantisimo en la calidad
y oportunidad diagndstica. En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, estudiando 7075
pacientes con diarrea y utilizando agar SMAC para la recuperacién de STEC sin tamizaje por PCR
multiple, sélo se recuperaron 5 aislamientos de STEC 0157:H7 a lo largo de 3 afios de estudio (Giugno
y col., 2010).

Estudios realizados en paises poco desarrollados muestran una recuperacién de STEC menor al 2% en
nifios pequefios con gastroenteritis (Cheng y col., 2005) y en EE.UU., STEC es detectado entre el O-
4,1% de las muestras enviadas a los laboratorios (Gould y col., 2009). En Argentina, Rivero y col.
(2010) detectaron la presencia de STEC en el 10,1% (44/437) de las muestras analizadas de nifios con
diarrea aguda oriundos de las ciudades de Tandil, Bahia Blanca, Morén y Rio Cuarto. A diferencia de
nuestro trabajo, estos autores detectaron STEC en pacientes que presentaban diarrea no
sanguinolenta (27,3% del total de positivos). Lépez y col. (2012), estudiando prospectivamente 2435
nifios (edades 0,5-15 afios) con diarrea acuosa y/o sanguinolenta, detectaron la presencia de STEC en
4,1% de los pacientes que presentaron diarrea acuosa de menos de 5 dias de evolucidn, DS de menos
de 36 horas de duracién o ambas, pero la incidencia de infeccidon por STEC fue significativamente
mayor en sujetos con diarrea sanguinolenta.

En este trabajo, al estudiar los pacientes que desarrollaron SUH post-entérico, pudimos evidenciar la
presencia de STEC en el 39,2% de los pacientes analizados. Estos resultados son similares a los
hallados por otros autores en nuestro pais (32,8%, Lépez y col., 1998; 32,8%, Rivas y col., 2006 a;
45,7%, Rivero y col., 2010) o en Chile (38,6%, Prado y col., 2008), pero inferiores a los obtenidos en
Francia (66%, Espié y col., 2008) y Austria-Alemania (75%, Gerber y col., 2002). Estas diferencias en las
tasas de recuperacién de STEC pueden depender de diversos factores, entre ellos, el tiempo
transcurrido entre el inicio de los sintomas y la recoleccion de la muestra, la metodologia utilizada, el
uso de técnicas de enriquecimiento, uso de antibidticos, etc. Por ejemplo, Tarr y col. (1990),
estudiando prospectivamente pacientes que desarrollaron SUH post entérico, recuperaron E. coli
0157:H7 en el 91,4% de las muestras cuando las mismas fueron obtenidas entre 3-6 dias del inicio de
la diarrea, pero la recuperacion bajaba al 33% si se demoraban mas de 7 dias en recolectarlas, es

decir, al momento que se manifestd el SUH, el 67% de los pacientes no tenian STEC 0157 en MF. En el
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presente estudio, la demora promedio de las muestras de materia fecal para diagndstico
microbioldgico fue de 7 dias (rango: 1-15) desde el comienzo de la diarrea y la instauracion del SUH.
Otro factor importante que afecta la recuperacion de estos patégenos es la implementacion de
tratamiento antibidtico en los niflos durante la etapa diarreica. Si bien el uso de antimicrobianos en
las infecciones por STEC es muy controversial y su indicacidon ha sido contraindicada por diversos
autores (Tarr y col., 2005; Wong y col., 2012), estudios previos realizados en nuestro Hospital (Giugno
y col., 2007) y en otras regiones del pais (Rivero y col., 2010), dan cuenta que entre el 16 y el 51,8%
de los casos de SUH han recibido terapia antibidtica (periodo 1999-2010) Este conocimiento
demuestra el manejo deficiente en la atencidn primaria de los casos de diarrea, especialmente la
diarrea aguda sanguinolenta en funcién de la prevencién del SUH.

Otro factor importante es la metodologia utilizada para asociar al SUH con la infeccién por STEC. La
busqueda de toxina libre en materia fecal, anticuerpos neutralizantes anti-toxina Shiga o anti-LPS
0157 en suero, utilizacion de separacién inmunomagnética como técnica de inmuno-concentracién
de STEC, permite aumentar sustancialmente la evidencia de infeccion (Karch y col., 1996; Gerber y
col., 2002; Rivas y col., 2006 a). Por ejemplo, Gerber y col. (2002), utilizando estas metodologias,

pudieron evidenciar la infeccion por STEC en el 83% de los casos de SUH estudiados.

Cuando se analizé la edad media de los pacientes con SUH, la media del grupo fue de 29,1 m (rango,
6-142 meses), el 62% era menor de 2 anos y la mayor incidencia se observa en los nifios de 1 afio.
Estos hallazgos son un reflejo de la situacion observada en nuestro pais (Antmany col., 2014).

En cambio, la edad promedio del grupo de pacientes con DS fue 45,3 m (rango, 7-152 meses). A pesar
de no encontrar diferencias significativas entre ambos grupos (P>0,05), diversos autores han
reportado que los pacientes menores expuestos a STEC presentan mas riesgo de evolucionar a
enfermedad grave (Goldwater, 2007). Este fendmeno podria responder a un problema de
competencia bacteriana y de inmunidad cruzada, ya que los niflos mayores o que proceden de
ambientes con condiciones sanitarias deficientes, padecen, o han padecido, otras infecciones
intestinales por microorganismos que podrian impedir o limitar el desarrollo de STEC.

No se encontraron diferencias significativas entre la incidencia de SUH en nifios y nifias, lo que

concuerda con otros estudios realizados (Rivas y col., 2006 a; Giugno y col., 2007).
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Las infecciones por STEC, se presentan a lo largo del afio, con aumento de los casos en los meses
calidos. Esta distribucion estacional es similar a lo publicado en Argentina (lbarra y col., 2008; Rivero
y col., 2012) y en otros paises (Niskanen y col., 2015). La misma, se ha relacionado a una mayor
exposicion a STEC, pues el principal reservorio (rumiantes) aumenta la eliminacion fecal de STEC
(0157 y no-0157) en los meses cdlidos, disminuyendo a niveles bajos o indetectables en invierno
(Edrington y col., 2006; Rivero y col., 2012). Sin embargo, Tanaro y col. (2010), demostraron que en
los meses frios aumentd la portacion de STEC 0157 y no-O157 en bovinos en engorde, por lo tanto,
no se puede afirmar la asociacidn entre la portacion en el reservorio y el aumento de los casos clinicos

en los meses calidos, reafirmando que multiples variables estdn en juego.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de STEC

Las cepas STEC caracterizadas pertenecieron a varios serotipos (Tabla 13), la mayoria asociados con
enfermedad grave en el hombre. Escherichia coli 0157:H7 fue el principal agente etioldgico de SUH
post-entérico (73,2%) y el serotipo STEC prevalente entre los pacientes con DS estudiados (69,4%). En
Argentina, el SUH post-entérico es endémico y mds del 70 % de los casos estan asociados con la
infeccién por E. coli 0157 (Rivas y col., 2006 a, 2006 b, 2008, 2010, 2011), al igual que en diversos
paises como Chile, Francia, Japén, Canadd y Estados Unidos (Prado y col., 2008; Espié y col., 2008;
Griffin y col., 1991). La misma situacidon se observa en varios paises de la Unién Europea (UE)
(Niskanen y col., 2015).

La mayoria de las cepas O157:H7 caracterizadas en el presente estudio pertenecieron al biotipo C, al
igual que la mayoria de las cepas circulantes en Argentina (Rivas y col., 2006 a; Zotta y col., 2009).

Con respecto a STEC no-0O157, en los ultimos afios se han producido cambios notables en la
epidemiologia a nivel mundial, con un aumento en los casos de enfermedad humana cercano al 60%
en algunos serotipos (Coombes y col., 2008; Gould y col., 2013; Niskanen y col., 2015). Los serogrupos
implicados varian de pais en pais, aunque 026, 0103, 0111 y 0145 tienden a ser los mas frecuentes
(Gerber y col., 2002; Elliott y col., 2004; Johnson y col., 2006; Rivas, 2012). En los paises de la UE, los
serotipos no-0157 mas frecuentes en el periodo 2010-2012 fueron: 026:H11 (5,8%), 0103:[H2]
(5,7%), 063:H6 (2,8%), O145:NM (2,6%) y 091:NM (2,3%) (Niskanen y col., 2015). Durante este
periodo, en Europa se produjo un incremento constante en la mayoria de los 20 serotipos mas

frecuentes incluyendo 026:H11 (56%) y O145:NM (72%), mientras que el nimero de casos debidos al
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serogrupo 0157 se mantuvo estable. Este incremento puede ser explicado en parte por una mejora
en la deteccién de serotipos no-0157, sin embargo, la emergencia de un nuevo clon virulento del
serogrupo 026 ha sido descripta (Bielaszewska y col., 2013).

En el afio 2012, Rivas reportd que la frecuencia de STEC no-O157 en la Argentina (sobre 1245 cepas
caracterizadas) fue: 0145:[H27, NM, NT](13,6%), 0121:H19 (2,2%), 026:[H2, 11, NT)(1,4%), 0174:[HS,
21, 28, NM](1,0%), O111:[NM, NT](0,8%), 0103:[H2, NM, NT](0,6%), O8:[H16, 19](0,4%), 0O91:[H21,
NM, NT](0,4%), 0113:[H4, 19, 21](0,3%), ONT:[H6, 7, 11, 12, 49, NT](3,1%) y OR:[H11, NM, NT](0,6%).
En el presente estudio, se recuperaron cepas STEC no-O157 en el 28,5% de los casos y el serotipo mas
frecuente fue 0145:NM. La importancia de este serotipo, como asi también de 026:H11, 0103:H2,
O111:NM y 0113:H21, radica en su capacidad de causar enfermedad humana severa y brotes
epidémicos (Gémez y col., 2010).

En Argentina, STEC 0174 se destaca dentro de las cepas STEC LEE-negativas y representa cerca del 1%
de los serotipos asociados a enfermedad humana (Rivas, 2012). En el presente trabajo se aisléd STEC
0174 en dos pacientes que desarrollaron SUH. La importancia de este serogrupo radica en su
virulencia, impacto local y la ausencia de un marco normativo que regule y reglamente el aislamiento
e identificacién en los alimentos de este y otros serotipos STEC no-0157. De esta forma, su
diagnodstico escapa de los sistemas de control agroalimentario y genera cierta incertidumbre en los
procesos de aseguramiento de inocuidad de los alimentos para el mercado interno. En la actualidad,
los articulos del Cédigo Alimentario Argentino (CAA) que incluyen E. coli 0157:H7 entre los criterios
microbioldgicos se encuentran en revision, incorporandose los serogrupos 0145, 0121, 026, 0111y
0103, debido a que son los de mayor importancia en salud publica y ademas existen diferentes
alternativas técnicas validadas para la deteccién y aislamiento de estos serogrupos (Leotta,
comunicacidon personal). Sin embargo, debemos considerar que si bien el CAA contempla como
criterio microbioldgico la ausencia de E. coli 0157:H7 en carne picada fresca, chacinados, vegetales,
salazones, y alimentos listos para el consumo, este serotipo sigue siendo el mas prevalente en la
comunidad. Por lo tanto, no es suficiente con incorporar serogrupos al CAA sino que es necesario
consolidar la verificacion de los procesos de produccién y comercializacion de los alimentos, ademas
de aumentar la capacidad analitica de los laboratorios de microbiologia clinica a fin de identificar

cepas enterohemorragicas.
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Al estudiar la sensibilidad de los aislamientos de STEC, la mayoria de las cepas fueron sensibles a
todos los antibidticos ensayados. Esta observacién ya fue reportada por otros autores Argentinos que
informaron porcentajes de susceptibilidad superiores al 94% (Rivas y col., 2006 b; Rivero y col., 2010).
A pesar del uso inadecuado de antibidticos en casos de diarrea que se observa en Argentina (Rivero y
col., 2010), sumado al uso de diversos antibidticos como promotores del crecimiento en ganado o en
medicina veterinaria (Schroeder y col., 2002), la presidn de seleccién ejercida por los mismos no se ve
reflejada en la pérdida de susceptibilidad de las cepas STEC de origen humano (Zhang y col., 2015).
Distinta es la situacion observada en Europa, donde los aislamientos de STEC muestran grados
variables de resistencia, en especial a estreptomicina, sulfametoxazol, ampicilina y tetraciclina, para
los cuales mdas del 20% de los aislamientos son resistentes y la proporcién de aislamientos
multirresistentes (3 6 mas familias de antimicrobianos) es cercana al 20% (Niskanen y col., 2015).

Al estudiar la expresién fenotipica de las toxinas Shiga por ELISA, se pudo comprobar la produccién de
las mismas en 76 de las 77 cepas estudiadas. La Unica excepcion fue la cepa 0102:H6 asociada a un
caso de diarrea leve. Posteriormente se comprobd que esta cepa era portadora del gen stxap, el cual
codifica para una toxina que no puede ser detectada por el ensayo inmunoldgico utilizado (Feng y
col., 2011).

Al caracterizar el fenotipo hemolitico, el 95% de las cepas expresaban el fenotipo enterohemolitico.
Debido a la estrecha relacién entre la expresion de la hemolisina de EHEC calcio dependiente y la
produccidon de toxinas Shiga, se considera que la deteccion del fenotipo enterohemolitico puede
servir como un marcador epidemioldgico util para seleccionar rapidamente probables cepas STEC
(Beutin y col., 2004). En contraste, la a-hemolisina, hallada frecuentemente en cepas de E. coli
uropatogénico, ciertas ETEC y STEC de origen porcino (Kaufmann y col., 2006), no fue detectada en

ninguna de las cepas STEC aisladas.

Caracterizacion genotipica de los aislamientos de STEC

Todas las cepas 0157:H7 y el 82% de las no-O157 portaron el gen eae. Este gen se detecta mas
frecuentemente en cepas aisladas de pacientes con enfermedad severa como SUH o DS que en
aquellos pacientes con enfermedad menos severa o controles sanos (Jenkins y col., 2003; Beutin y
col., 2004). Sin embargo la presencia de eae no es esencial para la patogénesis y algunos serotipos de

STEC LEE-negativos como 08:H19, 091:H21, 0113:H21 y 0O174:H21 son capaces de provocar
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enfermedad grave. Si bien en Argentina son de baja prevalencia (Rivas y col., 2012), la capacidad de
provocar enfermedad grave y SUH de determinados serogrupos, en especial 0174, justifica la
vigilancia activa de estos patdégenos.

El gen ehxA (y el fenotipo enterohemolitico) estuvo presente en todas las cepas eae-positivas. Este
gen ha sido asociado con enfermedad severa en el hombre y su presencia ha sido reportada en mas
del 96% de las cepas eae-positivas (Paton y col., 1998; Beutin y col., 2004).

En estudios previos se ha mostrado que la virulencia de las cepas STEC para los humanos estd
relacionada con el tipo de toxina Shiga producida por la bacteria (Piérard y col., 1998; Friedrich y col.,
2002). En este estudio se detectd la presencia de stx; en el 100% de las cepas 0157 y sélo 1 cepa
portaba conjuntamente stxi y stx,. Esta situacion es similar a la reportada en trabajos previos de
Argentina, donde mas del 95% de las cepas STEC 0157:H7 aisladas de casos de DS y SUH producen
stxz y la combinacion stxi+stx; es infrecuente (Rivas y col., 2011). En los paises de la UE, el 61% de los
aislamientos O157:H7 portan stx, y el 36% stxi+stx; (Niskanen y col., 2015). En cambio, en Chile (Rios
y col., 1999), Australia (Elliott y col., 2004), Japdn (lzumiya y col., 1997) y EE.UU. (Slutsker y col., 1997),
son prevalentes las cepas 0157:H7 que portan stxi + stxa.

Al analizar las cepas 0145:NM, todas portaban stxz, hecho que ya fue reportado en Argentina (Rivas y
col., 2006) y que también se observa en el 89% de las cepas Europeas (Niskanen y col., 2015).

Al estudiar los subtipos stx,, la presencia simultanea de stxza y Stxacvh-a) S€ detectd en el 76% de los
aislamientos 0157:H7. Estos hallazgos son similares a los reportados previamente en Argentina,
donde mas del 90% de las cepas O157:H7 presentan esta combinacion (Rivas y col., 2006 a; Leotta y
col., 2008; D’Astek y col., 2012). Este genotipo altamente virulento ha sido asociado con enfermedad
severa en el hombre y se ha demostrado que esta presente mas frecuentemente en pacientes con DS
y SUH que otros subtipos (Friedrich y col., 2002). Entre las cepas no-0157, los genotipos son mas
diversos, pero el genotipo stx,a es el mas prevalente, como ya fue reportado Rivas y col. (2006 b).
Manning y col. (2008), han demostrado que aislamientos clinicos de E. coli 0157 pertenecientes al
clado 8 (considerado hipervirulento) han aumento su frecuencia en patologia humana en los ultimos
anos. Estas cepas, cuyo genotipo stx predominante es stxza + Stxzc, han adquirido factores que
incrementan su capacidad de provocar enfermedad severa y circulan de manera casi exclusiva en la

Argentina, representando mas del 80% de los aislamientos clinicos humanos (Mellor y col., 2012). La
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alta circulacion en nuestro pais de estas cepas hipervirulentas podria explicar en parte la alta
incidencia de SUH en nuestro pais (Pianciola y col., 2014).

El subtipo stxzq se ha detectado previamente en cepas STEC eae-negativas de los serotipos 091:[H10,
H21] y O174:[H21, NM] aisladas de pacientes con DS y SUH (Bielaszewska y col., 2006). En el presente
estudio, este subtipo fue identificado en un aislamiento 0174:H21 presente en un paciente con SUH
utilizando la técnica propuesta por Scheutz y col. En relacidn al gen stxzp, el cual se ha asociado
principalmente a cuadros diarreicos no complicados y portadores humanos asintomaticos (Stephan y
col., 2000), sélo se detecté en una cepa STEC 0102:H6 aislada de un paciente cuya diarrea se
autolimitd rdpidamente y no requirié internacion.

El brote ocurrido en Europa en mayo/julio de 2011, asociado al nuevo patotipo de EAEC productor de
toxina Stx2a y del serotipo 0104:H4, provocd 3141 casos de diarrea/CH, 881 casos de SUH y 50
muertes (Bielaszewska y col., 2011). Luego de ocurrido el mismo, el comité cientifico para peligros
biolégicos de la UE (European Food Safety Authority, 2013), propuso testear los genes aggR
(regulador trascripcional) y aaiC (proteina secretada), ambos marcadores genéticos caracteristicos de
EAEC, en todas las cepas STEC eae-negativas. Siguiendo esa recomendacién, todas las cepas eae-
negativas analizadas en este trabajo fueron testeadas para estos genes. El hallazgo en las cepas
SML49 serotipo 059:H19 y SML67 serotipo 0174:H21 de secuencias relacionadas a EAEC (presencia
de aggR) en cepas productoras de toxina Shiga, es un hecho no muy frecuente en nuestro pais
(Carbonari y col., 2015). Probablemente estas cepas STEC adquirieron por transferencia horizontal el
pldasmido de virulencia de cepas EAEC, ya que el gen aaiC (codificado en el cromosoma) dio negativo
en ambas, descartando la posibilidad que sean EAEC que adquirieron los genes que codifican para la
toxina Shiga, como la cepa 0104:H4 que provoco el brote Europeo del 2011. Si bien es interesante
este hallazgo, se desconoce el impacto de este hibrido en la salud publica.

Ademas de la produccion de toxinas Shiga e intimina, se determind la presencia de 6 genes (incluidas
sus variantes alélicas) que codifican para adhesinas o probables adhesinas. Este conocimiento es muy
importante para el desarrollo de vacunas que bloqueen los pasos iniciales de colonizacién en el
reservorio o en el humano, de manera de evitar los pasos iniciales en la patogénesis y poder controlar
la infeccidon por STEC.

La frecuencia de iha, efal y toxB en los aislamientos 0157:H7 fue del 100% y en los aislamientos no-

0157 fue del 81,8%, 77,2% y 72,7%, respectivamente. La alta prevalencia de iha hallada en el
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presente estudio ya fue descripta por otros autores, independientemente del origen de la cepa STEC y
de la presencia del gen eae. Toma y col. (2004), estudiando 139 aislamientos STEC de distinto origen
(humano, animal y alimentario) y de los 5 seropatotipos, la describié como la adhesina mas frecuente
(91%) y Cergolle-Novella y col. (2007), detectd el gen iha en el 85% de las cepas eae-positivas y en el
90% de las cepas eae-negativas, sin encontrar diferencias significativas. Galli y col. (2010 a),
estudiando cepas exclusivamente eae-negativas, describieron esta adhesina en el 89,4% de los
aislamientos humanos. La prevalencia de iha entre serotipos implicados en enfermedad severa y en
serotipos raramente asociados a enfermedad humana, indica que la presencia de iha no estd
directamente relacionada con el potencial patogénico del aislamiento (Ju y col., 2013). Sin embargo,
dada su presencia en la mayoria de los aislamientos, no debemos excluir la posibilidad de
complicaciones de la enfermedad atribuible a este factor de virulencia.

Las adhesinas efal y toxB se encontraron fundamentalmente en las cepas eae-positivas y nunca en la
STEC eae-negativas. Esta observacion reportada anteriormente (Toma y col., 2004; Cergolle-Novella y
col., 2007; Galli y col., 2010 a) refleja la estrecha asociacién entre estos genes y la intimina. ToxB
muestra un 47% de similitud con Efal y su gen codificante es considerado un homdlogo plasmidico de
efal. Debido a que ToxB promueve la produccién y secrecién por el SSTIII de proteinas codificadas en
LEE (como EspA, EspB y Tir), no es de sorprender su presencia en cepas eae-positivas y su ausencia en
cepas eae-negativas. Toma y col. (2004) describieron la presencia de efal en ausencia de toxB en
algunas cepas eae-positivas (026:H11, 0103:H2, 0111:NM) y propusieron que debido a la similitud
entre Efal y ToxB, Efal compensaria funcionalmente la ausencia de ToxB.

La fimbria polar larga (LPF), ademas de facilitar la persistencia de E. coli patégenos en el reservorio
animal, es uno de los pocos factores de adherencia de STEC asociados a la colonizacion del intestino
humano (Jordan y col., 2004). STEC 0157:H7 posee dos loci que codifican estructuras fimbriales, y
genes homologos a IpfA se encuentran en diversas cepas de E. coli comensales y ampliamente
distribuidos entre los E. coli diarreigénicos, incluyendo STEC ege-positivos y eae-negativos, y otros
patégenos intestinales como Salmonella y Shigella spp. (Toma y col., 2006; Torres y col., 2009).
Utilizando la clasificacion de Torres y col. (2009), se identificaron varios polimorfismos dentro del gen
IofA, detectando la presencia de secuencias relacionadas a IpfAl y IpfA2 en 93,5 % y 100% de las
cepas estudiadas, respectivamente. El total de cepas 0157:H7 portaba la combinacidon de genes IpfAl-

3y IpfA2-2 y las cepas 0145:NM la combinacion IpfA1-5/IpfA2-3, en ambos casos las cepas poseian la
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variante y1 del gen eae. Estos hallazgos se corresponden con lo publicado por Torres y col. (2009),
donde se vincula a combinaciones especificas de IpfA1/2 con variantes especificas del gen eae en
ciertos serotipos STEC, por ejemplo 026:H11 (/pfA1-2/IpfA2-1/eae-B1) y O111:NM (IpfA1-2/IpfA2-
1/eae-01), ademas de los serotipos nombrados previamente. Cabe resaltar que la combinacion IpfA1-
5/IpfA2-3 hallada en las cepas O145:NM se describe por primera vez en el presente trabajo, y es
distinta de otras cepas 0145 descriptas previamente (Torres y col., 2009).

Nuestros resultados muestran la presencia de IpfA2-1 en todas las cepas distintas de 0157:H7 y
0145:NM. Esto confirma las observaciones realizadas por otros autores (Toma y col., 2004; Cergolle-
Novella y col., 2007; Galli y col.,, 2010 b) que detectaron esta subunidad fimbrial como la mas
frecuente entre las cepas STEC (con la excepcion de 0145:NM y 0157:H7), independientemente del
origen de la cepa y de la presencia de eae, postulando que podria tratarse de un importante factor de
colonizacién. Comparando cepas eae-negativas de origen humano y bovino, Galli y col. (2010 b)
reportaron que la variante mas comun identificada en las cepas de origen bovino fue IpfA2-1, en
cambio en las cepas de origen humano la combinacion IpfA1-2 y IpfA2-1 fue la mas prevalente. Estos
autores sugieren que la variante IpfA2-1 podria estar mas vinculada al reservorio bovino y aquellas
cepas portadoras de IpfA1-2 y IpfA2-1 podrian tener la habilidad de colonizar el intestino humano y
eventualmente causar enfermedad. Sin embargo, no pudieron encontrar una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de una variante particular de IpfA y la severidad de la
enfermedad.

Diversos autores (Paton y col., 2001; Cergolle-Novella y col., 2007) detectaron la presencia de la
adhesina Saa exclusivamente en cepas STEC LEE negativas, incluyendo algunas cepas que han sido
aisladas de pacientes con diarrea y SUH. Jenkins y col. (2003) llegaron a las mismas conclusiones,
resaltando que saa es hallada mas frecuentemente en cepas STEC de origen bovino que humano
(diferencia estadisticamente significativa), postulando que podria tratarse de un importante factor de
colonizacién en el ganado bovino. En el presente trabajo, saa no fue detectado en ninguna de las
cepas STEC estudiadas.

Dos toxinas adicionales que causan apoptosis han sido identificadas en STEC. CDT-V, que induce el
arresto irreversible del ciclo celular secundario a la ruptura del ADN, y SubAB que provoca un severo e

irreversible stress del RE. Ambas toxinas fueron encontradas en cepas STEC, incluso simultaneamente
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(Galli y col., 2010 a), y se ha propuesto que podrian participar en el desarrollo de la patogénesis
(Bielaszewska y col., 2004; Paton y col., 2005).

CDT-V ha sido descripta principalmente en cepas de STEC 0157:NM (fermentador del sorbitol), pero
también en algunas cepas eae-negativas como 091:H21, 0113:H21 y 0174:H21 (Paton y col., 1999;
Bielaszewska y col., 2004; Galli y col., 2010 a) y en un numero limitado de aislamientos clinicos de
STEC 0O157:H7 (Friedrich y col., 2006). En cambio, el operdn subAB ha sido detectado exclusivamente
en STEC eae-negativas, incluyendo 0113:H21 y 0174:H28 aisladas de pacientes con SUH (Paton y col.,
2005; Irino y col., 2010; Galli y col., 2010 a). Es de destacar que ninguna de las cepas STEC
caracterizadas en el presente estudio presentaba secuencias asociadas a estas nuevas toxinas. Sin
embargo, su relevancia clinica no debe ignorarse, debido a la capacidad de transmisién por
conjugacién del pldsmido que porta subAB y su potencial diseminacién entre E. coli de distintos

serotipos (Srimanote y col., 2002).

SUBTIPIFICACION MOLECULAR

Para estudiar la diversidad genética de los aislamientos de E. coli 0157:H7 recuperados de diferentes
areas geograficas, se aplicaron dos técnicas de subtipificacion molecular, ERIC-PCR y Xbal-PFGE.
Analizando las cepas por ERIC-PCR, se obtuvieron 6 patrones de bandas con mds de 84% de
homologia, lo cual se reflejé en un bajo poder discriminatorio (D=0,69). Segin Hunter y col. (1988), el
poder discriminatorio que debe presentar una técnica de subtipificacion molecular debe ser al menos
del 90% (D=0,9). Idealmente, los métodos de tipificacién que se utilizan cdémo método Unico deben
poseer D > 0,95, y aquellas técnicas de tipificacion menos discriminativas, pueden ser utilizadas en
combinacién con otras para alcanzar un D >0,95 (Struelens, 1996). Dado su bajo poder
discriminatorio, ERIC-PCR no mostrd ser efectiva para discriminar entre las cepas 0157:H7, por lo
cual, no deberia utilizarse como técnica Unica de subtipificacion al estudiar cepas de este serotipo de
origen humano. El bajo poder discriminatorio del método puede ser explicado por el limitado numero
de fragmentos de ADN generados al aplicar la PCR con los cebadores ERIC1R y ERIC2.

Leung y col. (2004) utilizaron ERIC-PCR para evaluar la relacién genética entre aislados de STEC de
diferentes origenes, incluyendo aislamientos humanos, bovinos y porcinos, observaron que ERIC-PCR
poseia bajo poder discriminatorio y no resultaba efectiva para discriminar los aislamientos de E. coli
de distinto origen. Giammanco y col. (2002) estudiando 57 cepas de E. coli 0157:H7 de diversos

origenes (humano, ambiental y animal), obtuvieron el mismo resultado independientemente del
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origen, confirmando que el método no es util para distinguir cepas 0O157:H7 no relacionadas
epidemioldgicamente.

Si bien esta técnica no fue util para diferenciar los aislamientos 0157:H7, es una técnica de
subtipificacion sencilla, econdmica y de facil implementaciéon, que puede utilizarse en centros
hospitalarios con la capacidad de realizar PCR y ha sido utilizada satisfactoriamente para la tipificacién
de algunos patdgenos como Y. enterocolitica, Salmonella y ETEC (Falcdo y col., 2006; Moredo y col.,
2015).

Las metodologias de subtipificacion como la electroforesis de campo pulsado, permiten establecer la
relacion epidemioldgica existente entre cepas aisladas de distintos origenes, realizar una vigilancia de
los clones circulantes en una regién determinada, ayudan en el trazado de vias de transmisién y el
rastreo de las fuentes (Tenover y col., 1995; Swaminathan y col., 2001; Gerner-Smidt y col., 2006). La
implementacién en el afno 2003 del programa de vigilancia molecular de STEC, llamado PulseNet
América Latina y el Caribe, ha permitido generar una Base de Datos Nacional de la Red Regional de
Subtipificacidn para la Vigilancia de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (red PulseNet), que
permite comparar los genotipos de cepas semejantes hallados en diferentes regiones y reconocer la
ocurrencia de brotes epidémicos.

Al realizar la subtipificacion por Xbal-PFGE en nuestros aislamientos 0157:H7, se observaron 42
patrones de bandas, lo que demuestra la alta diversidad genética de las cepas circulantes. Un total de
15 cepas pudieron ser agrupadas en 6 clusters y el resto de las cepas (n=36) presentaban patrones
unicos de Xbal-PFGE.

Las cepas con patrones idénticos fueron aisladas de pacientes provenientes de diferentes localidades
y en distintas semanas epidemiolégicas, lo que demuestra que se encuentran altamente diseminadas
en nuestro pais. Esto significaria que estas cepas son capaces de sobrevivir, persistir a través del
tiempo y probablemente diseminarse a través de distintos reservorios.

Uno de los principales hallazgos de este trabajo fue encontrar una relacién clonal entre los
aislamientos SML 72, 73 y 74, en donde, ademds de comprobar su similitud genética, fue posible
establecer un nexo epidemioldgico y estariamos ante la presencia de un probable brote. Si bien no se
pudo identificar la fuente de contagio, la informacién epidemiolégica disponible apunta al consumo
de cremas heladas compradas en el mismo local comercial en el mismo periodo de tiempo. Para

confirmar esta hipdtesis y poner en evidencia que estamos frente a cepas genéticamente
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relacionadas y pertenecientes al mismo clon seria necesario realizar estudios complementarios como
BInl-PFGE (Rivas vy col., 2010).

Al analizar las cepas SML8, 9 y 10, los tres aislamientos también tenian idéntico genotipo y patrdn
Xbal-PFGE, pero los datos disponibles fueron insuficientes como para establecer un nexo entre los
mismos. Sin embargo, estos casos esporadicos pertenecientes al mismo cluster podrian ser parte de
un brote con caracteristicas de “difuso” (Gémez y col., 2010).

En Argentina, diversos brotes de SUH o enfermedad asociada a STEC han sido identificados a través
del Sistema Nacional de Vigilancia. En el periodo 2002-2009, fueron reportados un total de 12 brotes
de DS y SUH ocurridos en jardines de infantes, familias o en la comunidad, asociados a cepas 0157 y
no-0157 (Rivas y col., 2010). En el afio 2008, la UCSUH de la Provincia de La Pampa, logré establecer
la relacién clonal entre cepas STEC 0157 aisladas de un caso de SUH, un contacto (conviviente)
asintomatico y un alimento (Almada y col., 2009). Estos hallazgos, dan cuenta de la importancia de la
aplicacion de técnicas de epidemiologia molecular con el objeto de mejorar la vigilancia de STEC,
integrando los resultados de laboratorio con los datos epidemiolégicos, pero su aplicacién en tiempo
real y el uso de bases de datos nacionales y regionales es fundamental para monitorear las diferencias
en los perfiles de patrones detectados, a fin de identificar rapidamente la diseminacion de un cluster
y notificar a las autoridades competentes para la aplicacidon de acciones de control.

Dada la alta tasa de SUH en nuestro pais, la falta de un tratamiento especifico, y la alta morbilidad, la
prevencion primaria de las infecciones por STEC es fundamental para reducir el impacto sanitario de
las mismas. Es importante conocer las vias de transmisidén y educar en forma continua a la poblacién,
para disminuir los habitos de riesgo, como el consumo de carne picada mal cocida, leche de vaca no
pasteurizada, la inadecuada higiene de manos y de los utensilios de cocina después de manipular y
cortar carne cruda durante la elaboracidn de los alimentos, entre otras medidas preventivas (Rivasy
col.; 2008). Frente a un aislamiento de E. coli 0157 o no-0157, se debe realizar una adecuada
vigilancia epidemiolédgica. En nifios que asisten a jardines maternales, de infantes y escuelas, se
recomienda el estudio de contactos institucionales, sintomaticos y asintomaticos, y no autorizar su
reingreso hasta tener 2 coprocultivos negativos con intervalos de 48 h, debido a la excrecién

prolongada de estos patdgenos (Miliwebsky y col.; 2007).

83



6. CONCLUSIONES

e Este estudio de vigilancia muestra que las infecciones por STEC y el SUH constituyen un problema
endémico en la ciudad de La Plata y alrededores, con casos durante todo el afo.

e Se demostro que en las DS la prevalencia de STEC fue del 4,8% lo que justifica la busqueda de STEC
0157 y no-0157 en este tipo de pacientes.

e Enel39% de los pacientes con SUH fue posible evidenciar la presencia de STEC.

e La edad de presentacidn, sexo y distribucidn estacional no difieren de los datos epidemiolégicos
nacionales.

e Escherichia coli 0157:H7 es el serotipo prevalente, tanto en pacientes con DS y SUH, detectado en
mas del 69% de los casos, seguido por 0145:NM.

e La mayoria de las cepas 0157:H7 pertenecieron al biotipo C y fueron sensibles a los antibidticos
ensayados.

e Las cepas aisladas en este estudio, presentan serogrupos y genes de virulencia (toxinas y
adhesinas) previamente descritos en cepas de STEC aisladas de casos clinicos de CH y SUH.

e Entre las cepas 0157:H7 el genotipo prevalente fue stxza/stxacvh-a)/eae/ehxA/iha/efa/toxB/IpfA1-
3/ IpfA2-2, detectado en el 76% de los casos.

e Entre las cepas no-0157, los genotipos son mas diversos pero es prevalente
stxaa/eae/ehxAliha/efa/toxB.

e Se demostré que la técnica de subtipificacion ERIC-PCR mostrd un bajo poder discriminatorio y
debe utilizarse en combinacidn con otra técnica de mayor poder discriminatorio.

e Por Xbal-PFGE se pudo comprobar la alta diversidad genética de las cepas de E. coli O157:H7
circulantes. En el estudio se detectaron 6 patrones con mayor frecuencia, y es probable que
determinados clones estén ampliamente diseminados y persistan a través de los afios.

e La aplicacién de las técnicas de subtipificacion molecular en tiempo real es fundamental para la
deteccion y control de brotes de manera oportuna. Quedd demostrado que es posible aplicar
técnicas de subtipificacion molecular en una UC de SUH, aunque es necesario consolidar el
exhaustivo analisis epidemioldgico de los casos y fortalecer el trabajo conjunto de todos los

componentes de la UCSUH.
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Es necesario redoblar los esfuerzos para la deteccion y aislamiento de STEC en casos de diarrea
aguda. Los nifios con evidencia de infeccién por STEC deben recibir pautas de alarma y
monitorearse cuidadosamente en Centros con experiencia. El diagndstico temprano de la
infeccidn ayuda en la toma de decisiones médicas (correcto manejo de los fluidos, uso racional de
antibidticos, etc.) que pueden evitar graves consecuencias en caso de progresion a SUH. También

el diagndstico oportuno permite evitar la transmisidn secundaria y prevenir probables brotes.
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7. PERSPECTIVAS A FUTURO

Adoptar las recomendaciones del CDC (Gould y col., 2009) de realizar la deteccidn de todos los
serotipos de STEC en todo tipo de diarreas comunitarias, tanto en diarreas sanguinolentas
como en las acuosas, e incluso en las consideradas diarreas viricas.

Realizar estudios complementarios a las cepas SML49 y SML67 para caracterizar
genéticamente estos nuevos hibridos bacterianos.

Se aislaron 15 cepas 0157:H7 que se agruparon en 6 clusters por PFGE-Xbal. Estas cepas
deben ser estudiadas utilizando una segunda enzima (BInl), para confirmar la relacién clonal
entre las mismas.

Establecer la diversidad genética y la relacién clonal por PFGE de las cepas de E. coli 0145:NM

aisladas.
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9. LISTA DE ABREVIATURAS

ADN
A/E
ANLIS
ARN
ARNr
CH
CAA
CDC

CDT-V
CTS
DAEC
DEC
dNTPs
DS
EAEC
EAST

EDTA
EE.UU
Efa

EHEC
EIEC
EPEC
Esp
ETAs
ETEC
Gb3
H

Iha
INEI
LEE
LNR
LPF

Acido desoxirribonucleico

Adherencia y destruccion de microvellosidades (attaching and effacing)
Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud

Acido ribonucleico.

Acido ribonucleico ribosomal

Colitis hemorragica

Caodigo Alimentario Argentino

Centro para la Prevencion y el Control de Enfermedades (Centers for Disese Control and
Prevention)
Toxina distensora citoletal (cytolethal distending toxin)

Caldo Tripteina de Soja

E. coli de adherencia difusa (diffuse-adherent E. coli)
Escherichia coli diarreigénicos (diarrheagenic E. coli)
Desoxinucledtidos trifosfato

Diarrea sanguinolenta

E. coli enteroagregativo (enteroaggregative E. coli)

Toxina estable al calor de E. coli enteroagregativo (enteroaggregative E. coli heat-stable
toxin)
Acido etilendiaminotetraacético

Estados Unidos de Norteamérica

Factor de E. coli enterohemorragico para la adherencia-1 (enterohemorrhagic E. coli factor
for adherence)
Escherichia coli enterohemorragico (enterohemorrhagic E. coli)

Escherichia coli enteroinvasivo (enteroinvasive E. coli)

Escherichia coli enteropatdgeno (enteropathogenic E. coli)
Proteina de secrecion de Escherichia coli (E. coli secreted proteins)
Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Escherichia coli enterotoxigénico (enterotoxigenic E. coli)
Globotriaosilceramida

Antigeno flagelar

Adhesina homadloga a IrgA

Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas

Locus de borrado del enterocito (Locus for enterocyte effacement)
Laboratorio Nacional de Referencia

Fimbria polar larga
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LPS Lipopolisacarido

NM No moviles

0] Antigeno somatico

OMS Organizacion Mundial de la Salud

ONT O-no tipificable

PBS Solucion salina bufferada con fosfatos (phosphate-buffered saline)

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

RAPD Amplificacion al azar del ADN polimérfico

PFGE Electroforesis en campos pulsados (pulsed-field gel electrophoresis)

RFLP Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccidn (restriction fragment lenght
polymorphism)

Saa Adhesina autoaglutinante de STEC (STEC autoagglutinating adhesin)

SIM Separacion Inmunomagnética

SMAC Agar MacConkey sorbitol

STEC Escherichia coli productor de toxina Shiga (Shiga toxin-producing E. coli)

Stx Toxina Shiga

SUH Sindrome urémico hemolitico

TAE Tris-Acido Acético-EDTA

TBE Tris-acido Borico-EDTA

TE Tris-EDTA

Tir Receptor traslocado de la intimina (translocated intimin receptor)

TSA Agar Tripteina de Soja

SSTHI Sistema de secrecidn tipo llI

UE Unidn Europea

UPGMA  Método de pares no ponderados usando medias aritméticas
uv Radiacion ultravioleta

y col. y colaboradores

UNIDADES DE MEDIDA

°C Grados centigrados
hs Horas

Kpb Kilopares de bases
pb Pares de bases

mg Miligramos

Ug Microgramos
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min
M
M
mM
uM
rpm

Seg

Minutos

Mililitros

Microlitros

Milimolar

Micromolar
Revoluciones por minuto
Segundos

Voltios
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10. ANEXO 1 (protocolos utilizados)

PCR multiple utilizada para la deteccidn de pacientes portadores de STEC (Seccidn 3.2.3)

Protocolo PCR Condiciones para la amplificacion
Reactivo [l d? Vol X1 () Etapa Condicidon N° ciclos
trabajo
Buffer PCR 10X 5 Desnaturalizacién inicial 5 min a94°C 1
Mezcla dNTPs 2,5 mM 2 Desnaturalizacion 30 seg a 94°C
Cl,Mg 25 mM 3 Pegado de cebadores 30 seg a 58°C 30
Primer Stx1a 100 pM 1 Extension 30 sega 72°C
Primer Stx1b 100 pM 1 Extension final 2 min a 72°C 1
Primer Stx2a 100 uMm 0,2
Primer Stx2b 100 uM 0,2
Primer O157F 100 uMm 0,2
Primer O157R 100 uM 0,2
Taq polimerasa 5uU/ul 0,2
ADN molde 2
H,Oddd 35
Vol. Final 50

Condiciones de corrida: gel de agarosa 2% en TBE 1X, 120 volts, 40 min.

Control positivo: E. coli EDL 933 (stx1/stxz/rfbois7)

Referencia: Leotta, G. A., Chinen, I., Epszteyn, S., Miliwebsky, E., Melamed, I. C., Motter, M., Ferrer M., Marey
E. and Rivas, M. (2005). Validacion de una técnica de PCR multiple para la deteccidn de Escherichia coli

productor de toxina Shiga. Revista Argentina de Microbiologia. 37: 1-10.
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Identificacion de los serotipos 0157, 026, 0111, 0121, 0145 y 0103 por PCR muiltiple (seccion 3.4.2)

Gen Cebador nM Amplicén (pb)
SRM128
stx1/2 240 528
SRM129 240
SRM103
eae 120 482
SRM104 120
VMP5
16S 120 204
VMP6 120
5'026 4
WZXo026 . 00 268
3'026 400
5'0103 2
WZX0103 00 320
3'0103 200
5'0111.3 2
WzZXo111 . 00 829
3'0111.2 200
5'0121 1
WZX0121 . 00 651
3'0121 100
5'0145.6
WZX0145 200 418
3'0145.B 200
5'0157 300
WZXo157 . 133
3'0157 300
Protocolo PCR Condiciones para la amplificacion
Reactivo [l d? Volumen X1 Etapa Condicién N° ciclos
trabajo ()
Buffer PCR 10X 2,5 Desnaturalizacion inicial 15 min a 95°C 1
Mezcla dNTPs 2,5mM 3 Desnaturalizacién 30sega95°C
ClbMg 25 mM 1,5 Pegado de cebadores 20 seg de 68°C a 59°C [-1°C/ciclo] 10
Mezcla cebadores ver tabla 2,5 Extension 52 sega 72°C
Tag Hot Start (Qiagen) 5 U/ul 0,25 Desnaturalizacion 30 sega95°C
H,0ddd 14,75 Pegado de cebadores 20 seg a 59°C 35
ADN molde 0,5 Extension 52 sega 72°C
Vol. Final 25 Extensidn final 1 mina72°C 1

Condiciones de corrida: gel de agarosa 1,75% en TBE 1X, 125 volts, 90 min.
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Referencia: Monday, S. R., Beisaw, A., and Feng, P. C. H. (2007). Identification of Shiga toxigenic

Escherichia coli seropathotypes A and B by multiplex PCR. Molecular and Cellular Probes. 21: 308-311.

Deteccidn del gen fliCy; (antigeno flagelar H7) (seccion 3.4.3)

Protocolo PCR

Condiciones para la amplificacién

Reactivo tr[;b(:\?o Volu(r: ;n X1 Etapa Condicidn N° ciclos
Buffer PCR 10X 5 Desnaturalizacién inicial 1 min a94°C 1
Mezcla dNTPs 2,5 mM 3 Desnaturalizacion 15 seg a 94°C
Cl,Mg 25 mM 3 Pegado de cebadores 15 seg de 60°C 35
Primer FLICH7-F 100 pM 0,3 Extensién 75sega 72°C
Primer FLICH7-R 100 uM 0,3 Extension final 5mina72°C 1
Taq polimerasa 5U/ul 0,2
H,Oddd 36,2

ADN molde 2
Vol. Final 50

Condiciones de corrida: gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 120 volts, 30 min.

Control positivo: E. coli EDL 933 (fliCh7)
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Deteccion de genes codificantes de intimina, enterohemolisina y adhesina autoaglutinante (seccién

3.4.4)

Protocolo PCR

Condiciones para la amplificaciéon

[1de

Volumen X1

Reactivo trabajo () Etapa Condicién N° ciclos
Buffer PCR 10X 5 Desnaturalizacién 1 mina95°C
Mezcla dNTPs 2,5 mM 2,5 Pegado de cebadores 2 min a 65°C 10
ClbMg 25 mM 4 Extension 1,5 mina 72°C
Primer stx1F 100 uM 1,25 Desnaturalizacién 1 mina95°C
Primer stx1R 100 uMm 1,25 Pegado de cebadores 2 min de 64°C a 60°C [-1°C/ciclo] 5
Primer stx2F 100 uM 1,25 Extension 1,5mina 72°C
Primer stx2R 100 uMm 1,25 Desnaturalizacién 1 mina95°C
Primer eaeAF 100 uMm 1,25 Pegado de cebadores 2 min a 60°C 9
Primer eaeAR 100 uMm 1,25 Extension 1,5 mina 72°C
Primer hlyAF 100 uM 1,25 Desnaturalizacion 1 min a 95°C
Primer hlyAR 100 um 1,25 Pegado de cebadores 2 min a 60°C 11
Primer saaDF 100 uMm 1,25 Extension 2,5mina72°C
Primer saaDR 100 uM 1,25
Taq polimerasa 5uU/ul 0,2
H,Oddd 20,8
ADN molde 5
Vol. Final 50

Condiciones de corrida: gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 100 volts, 40 min.

Controles positivos: E. coli EDL 933 (stx1, stxz, eae, ehxA), E. coli LaMA 1070 serotipo 0113:H21 (saa)
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Deteccion de adhesinas putativas de STEC no codificadas en LEE (seccion 3.4.4)

Protocolo PCR efal iha toxB Condiciones para la amplificaciéon
Reactivo tfa]bcl?o V?:;I;(l V((’:;I;(l V((’:;I;(l Etapa Condicion  N° ciclos

Buffer PCR 10X 2,5 2,5 2,5 Desnaturalizacion inicial 5 min a 93°C 1
Mezcla dNTPs 2,5mM 2 1 1 Desnaturalizacién 1 mina93°C
ClaMg 50 mM 0,75 0,75 1 Pegado de cebadores 1 min a 55°C 25
Primer toxB.911 F 100 um - - 0,125 Extensidn 1mina72°C
Primer toxB.1468 R | 100 uM _ - 0,125 Extensidn final 2 mina72°C 1
Primer iha-I 100 uM _ 0,125 -
Primer iha-lIl 100 um - 0,125 -
Primer 88T14 10 um 0,5 - -
Primer 88T9 10 um 0,5 - -
Taq polimerasa 5U/ul 0,15 0,15 0,15
H.0ddd 17,6 19,35 19,1
ADN molde 1 1 1
Vol. Final 25 25 25

Condiciones de corrida: agarosa 2% en TBE 1X, 100 volts, 40 min

Control positivo: E. coli EDL 933 (efa, iha, toxB)
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Deteccion de variantes de IpfA1y IpfA2 (seccion 3.4.4)

Protocolo PCR Condiciones para la amplificacion
Reactivo []1de trabajo Volumen X1 (pl) Etapa Condicion N° ciclos
Buffer PCR 10X 2,5 Desnaturalizacién inicial 5 mina94°C 1
Mezcla dNTPs 2,5 mM 1 Desnaturalizacion 30 seg a94°C
Cl,Mg 25 mM 0,75 Pegado de cebadores 30segaX°C 35
Primer F 100 uM 0,25 Extensidn 30sega72°C
Primer R 100 uM 0,25 Extensidn final 10 mina 72°C 1
Taq polimerasa 5U/ul 0,15
H,Oddd 18,1 Variante IpfA T° pegado cebadores (X)
ADN molde 2 IpfA1-1 59
Vol. final 25 IpfA1-2 57
InfA1-3 62
InfA1-4 52
IpfA1-5 60
IpfA2-1 60
IpfA2-2 52
IpfA2-3 72

Condiciones de corrida: agarosa 2% en TBE 1X, 80 volts, 40 min

Control positivo: EDL933 (IpfA1-3, IpfA2-2); E. coli LaMA1070 serotipo 0113H21 (/pfA2-1); EPEC
LaMA33 serotipo 026:H11 (/pfA1-2); EPEC 2348/69 serotipo 0127:H6 (IpfA1-1).
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Deteccidn de toxinas distintas a Stx (seccion 3.4.4).

Protocolo PCR duplex subA/cdt-V

Condiciones para la amplificacion subA/cdt-V

Protocolo PCR ast1

Reactivo [ 1de trabajo Volumen X1 (pl)
Buffer PCR 10X 5
Mezcla dNTPs 2,5 mM 2
ClMg 50 mM 1,5
Primer EAST11a 100 uM 0,25
Primer EAST11b 100 uM 0,25
Taq polimerasa 5U/ul 0,3
H>0ddd 38,7
ADN molde 2
Vol. final 50

Condiciones para la amplificacion ast1

Reactivo []1de trabajo Volumen X1 (ul) Etapa Condicion  N°ciclos
Buffer PCR 10X Desnaturalizacidn inicial 5 min a 95°C 1
Mezcla dNTPs 2,5 mM 4 Desnaturalizacién 1 mina95°C
Cl:Mg 50 mM 2 Pegado de cebadores 1 min a 54°C 30
Primer subHCD F 10 uM 0,5 Extension 2mina72°C
Primer subSCD R 10 uM 0,5 Extension final 2mina72°C 1
Primer cdt-V F 100 pMm 0,4
Primer cdt-V R 100 uM 0,4 Condiciones de corrida:

Taq polimerasa 5U/ul 0,3 Gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 80 volts 40 min
H20ddd 34,9 contreles poZ'I.t:;Iool} LaMA 1070 0113:H21 (subAB)
ADN molde 2 E. coli LaMA1033 091:H21 (cdt-V)
Vol. final 50

Etapa Condicion  N° ciclos
Desnaturalizacién inicial 5 min a 93°C 1
Desnaturalizacién 1 mina93°C

Pegado de cebadores 1 mina 55°C 25
Extension 1mina72°C

Extension final 2mina72°C 1

Condiciones de corrida:

Gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 80 volts 40 min

Control positivo:

EIEC LaMA1083 (ast1)
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Identificacion de subtipos de stx, por PCR simple convencional (secciéon 3.4.6).

Protocolo PCR convencional individuales

Condiciones para la amplificacion: stx ,,, StX ,, Y StX 5

Reactivo [ ] de trabajo Volumen X1 (pl) Etapa Condicion N° ciclos
Buffer PCR 5X 4 Desnaturalizacién inicial 15 min a 95°C 1
Mezcla dNTPs 2,5 mM 2 Desnaturalizacién 50sega 94°C
Cl,Mg 25 mM 1,5 Pegado de cebadores 40sega 62°C 35
Primer F 10 uM 0,6 Extensién 60sega 72°C
Primer R 10 uM 0,6 Extensidn final 3 mina 72°C 1
Tag HotStart 5U/ul 0,2
H,0ddd 10,1
ADN molde 1 Condiciones para la amplificacion: stx ,q, StX ;e , StX o Y StX 5
Vol. final 20 Etapa Condicién N° ciclos

Desnaturalizacién inicial 15 min a 95°C 1
Nota: Cuando se busca por PCR stx,q, la mezcla de Desnaturalizacion 50sega 94°C
reaccion lleva 0,6 ul de cada cebadoryse ajusta el Pegado de cebadores 40sega 64 °C 35
volumen de H20ddd Extension 60sega 72°C
Extensidn final 3mina 72°C 1

Condiciones de corrida: agarosa 2% en TBE 1X, 80 volts, 40 min
Controles utilizados: E. coli D2587 (stx ), D3435 (stx 5q)
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Identificacion de subtipos de stx; por PCR triple (seccion 3.4.6).

Protocolo PCR multiple para

deteccidon variantes stx;

Condiciones para la amplificacion stx;

Reactivo [1de Volumen
trabajo X1 (pl)
Buffer PCR 10X 5
Mezcla dNTPs 2,5mM 2
ChMg 50 mM 1,5
Primer Stx1aF1 10 pM 0,5
Primer Stx1aR2 10 um 0,5
Primer Stx1cF1 10 uM 0,25
Primer Stx1cR1 10 uM 0,25
Primer Stx1dF1 10 uMm 0,125
Primer Stx1dR2 10 uMm 0,125
Taq polimerasa 5U/ul 0,125
H>0ddd 38,625
ADN molde 1
Vol. final 50

Etapa Condicion N° ciclos
Desnaturalizacién inicial 4 min a 95°C 1
Desnaturalizacién 50 seg a 94°C

Pegado de cebadores 40 sega 62°C 35
Extension 1 mina72°C

Extension final 3 mina72°C 1

Condiciones de corrida: Gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 80 volts 40 min

Controles positivos: E. coli LaMA1304 (stx1a), E. coli LaMA1305 (stxic), E. coli LaMA1306 (stx1d)
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Identificacion de la variante y1 del gen eae (seccién 3.4.7)

Protocolo PCR eae-y1

Condiciones para la amplificacion stx;

Reactivo t!a]b:\‘jeo V;:Ilu(': Sn Etapa Condicion N° ciclos
Buffer PCR 10X 5 Desnaturalizacion inicial 2 mina94°C 1
Mezcla dNTPs | 2,5 mM 4 Desnaturalizacidn 1 mina94°C
ClMg 50 mM 2 Pegado de cebadores 1 mina62°C 30
Primer EAE19 | 100 uM 0,3 Extension 2mina72°C
Primer EAE20 | 100 uM 0,3 Extension final 4 mina72°C 1
;ZZ'merasa 5 U/ul 0,2
H20ddd 33,2
ADN molde 5
Vol. final 50

Condiciones de corrida: Gel de agarosa al 2% en TBE 1X, 80 volts 40 min
Control positivo: E. coli EDL 933 (eae-y1))
Deteccion de los genes aggR y aaiC por PCR en tiempo real (seccion 3.4.8).
Protocolo PCR en tiempo real Condiciones para la amplificacion
Reactivo [l d(.a Vol X1 (ul) Etapa Condicidn N° ciclos
trabajo
Master Mix 2X 12,5 Desnaturalizacion inicial 10 min a 95°C 1
Primer aggR FWD 10 puM 1,25 Desnaturalizacion 15 seg a 95°C
Primer aggR REV 10 uM 1,25 Pegado de cebadores/extension 60 seg a 58°C 40
Sonda aggR 10 uM 0,5
Primer aaiC FWD 10 uM 1,25
Primer aaiC REV 10 uM 1,25
Sonda aaiC 10 uM 0,5
ADN molde 2
H.0ddd 4,5
Vol. Final 25
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Control positivo: EAEC 17-2 (aggR, aaiC)
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