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Resumen

Caracterizacion de cepas Escherichia coli 0145 productor de toxina Shiga aisladas en

Argentina entre los afios 1998 y 2012

Escherichia coli (EC) es parte de la microbiota intestinal del hombre y animales de sangre
caliente. La mayoria de las cepas son comensales, pero otras pueden causar enfermedad. Los
Escherichia coli diarreigénicos se han clasificado en seis categorias: productor de toxina Shiga
(STEC), enteropatdogeno, enterotoxigénico, enteroinvasivo, enteroagregativo, y de adherencia
difusa. En particular STEC puede causar desde manifestaciones clinicas leves hasta
enfermedades severas como diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y sindrome urémico
hemolitico (SUH). Esto es debido a factores de virulencia tales como: la toxina Shiga que se
clasifica en dos tipos (Stx1 y Stx2), la proteina intimina (eae), la enterohemolisina (e/ixA4), y
otras adhesinas como las fimbrias Lpf. Durante la infeccion por STEC, estos patdogenos
alcanzan el intestino, se adhieren a los enterocitos y se produce la lesion de pegado y borrado
de las microvellosidades. La toxina es liberada al lumen intestinal, produciendo dafio celular y
puede a través de la circulacion sanguinea alcanzar otros 6rganos blanco. EI SUH fue definido
como una entidad clinica caracterizado por presentar anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia ¢ insuficiencia renal, siendo los nifios el grupo mas vulnerable. El ganado
bovino se considera el principal reservorio, también los alimentos contaminados son fuente de
infeccion y el contacto persona a persona es una importante via de transmision. En Argentina
el SUH es endémico con aproximadamente 400 casos al afio. Durante los tltimos afios se estimo
que los serotipos O157:H7 y O145:NM se asocian aproximadamente en un 69,3% y 23,3%
respectivamente con casos de SUH. Tomando en cuenta estos datos es que surgio la necesidad
de estudiar las caracteristicas fenotipicas y perfiles de virulencia de las cepas de E. coli O145
aisladas de los casos clinicos y del reservorio animal durante el periodo comprendido entre los
afios 1998 y 2012. Se incluyeron 286 cepas aisladas de casos clinicos y del reservorio animal.
Se realizaron estudios fenotipicos y genotipicos de los cuales la mayoria de las cepas resultaron
ser O145:NM (96,8%; 277/286), siendo O145:NM[H28] en el 97,8% (271/277) de las cepas no
moviles, y O145:HNT, O145:H28 y O145:H25 (9,5%, 0,9%, y 0,5% ) entre las méviles. El
11,5% del total de las cepas presentaron resistencia a al menos alguno de los antimicrobianos
ensayados, como tetraciclina. Por PCR se determind que la mayoria de las cepas (90,2%)
presentaron el perfil de virulencia con gran potencial patogénico stxz./eae-y/ehxA/lpfA1-5. Por
electroforesis de campos pulsado (PFGE) se pudo evidenciar la gran diversidad que presentan
las cepas STEC O145 que circulan en el pais ya que se identificaron 294 patrones Xbal-PFGE
con un porcentaje de similitud del 58,7% entre ellas. Sin embargo, se pudieron establecer
patrones similares asociados a brotes y un cluster entre cepas humanas y de reservorio. Si bien,
la mayoria de los casos analizados se presentaron de forma esporadica se pudieron estudiar 10
brotes asociados a infeccion por STEC O145. Es fundamental fortalecer el sistema de vigilancia
para prevenir casos humanos asociados a STEC 0145y otros STEC no-O157, asi como también
monitorear la circulacion de este patdgeno en reservorios y en posibles alimentos contaminados
en nuestro pais.

Palabras clave: STEC 0145, perfil de virulencia, brotes, vigilancia.



Abstract

Characterization of Shiga toxin-producing Escherichia coli 0145 strains isolated in

Argentina between 1998 and 2012

Escherichia coli (EC) is part of the intestinal microbiota of man and warm-blooded animals.
Most strains are commensal, but others can cause disease. Diarrheagenic EC are classified into
six categories: Shiga toxin producing (STEC), enteropathogenic, enterotoxigenic,
enteroinvasive, enteroaggregative, and diffuse adherence. STEC can cause mild clinical
manifestations to severe diseases such as bloody diarrhea, hemorrhagic colitis, and hemolytic
uremic syndrome (HUS). This is due to virulence factors such as: Shiga toxin, which is
classified into two types (Stx1 and Stx2), the intimin protein (eae), enterohemolysin (e/xA4),
and other adhesins such as Lpf fimbriae. During STEC infection, these pathogens reach the
intestine, adhere to enterocytes, and microvilli attachment and effacement lesions occur. The
toxin is released into the intestinal lumen, causing cellular damage and can reach other target
organs through blood circulation. HUS was defined as a clinical entity characterized by
microangiopathic haemolytic anaemia, thrombocytopenia and renal failure, being the children
the most vulnerable group. Cattle are considered the main reservoir; contaminated food is also
a source of infection, and person-to-person contact is an important route of transmission. In
Argentina HUS is endemic with approximately 400 cases per year. In recent years, it has been
estimated that serotypes O157:H7 and O145:NM are associated with approximately 69.3% and
23.3%, respectively, with HUS cases. Taking these data into account, the need arose to study
the phenotypic characteristics and virulence profiles of the E. coli O145 strains isolated from
clinical cases and the animal reservoir during the period between 1998 and 2012. We include
286 strains isolated from clinical cases and from the animal reservoir. Phenotypic and genotypic
studies were carried out, of which the majority of the strains turned out to be O145:NM (96.8%;
277/286), with O145:NM[H28] being in 97.8% (271/277) of non-motile strains, and
O145:HNT, O145:H28 and O145:H25 (9.5%, 0.9%, and 0.5%) among the motile ones. 11.5%
of the total strains showed resistance to at least one of the antimicrobials tested, such as
tetracycline. By PCR, it was determined that most of the strains (90.2%) presented the virulence
profile with great pathogenic potential stx2a/eae-y/ehxA/lpfAl-5. Pulsed field electrophoresis
(PFGE) showed the great diversity of the STEC O145 strains circulating in the country since
294 Xbal-PFGE patterns were identified with a similarity percentage of 58.7% between them.
However, similar patterns associated with outbreaks and a cluster between human and reservoir
strains could be established. Although most of the cases analyzed occurred sporadically, 10
outbreaks associated with STEC O145 infection could be studied. It is essential to strengthen
the surveillance system to prevent human cases associated with STEC O145 and other non-
0157 STEC, as well as monitor in our country the circulation of this pathogen in reservoirs and
in possible contaminated foods

Keywords: STEC 0145, virulence profile, outbreaks, surveillance.
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I. INTRODUCCION

1. Escherichia coli productor de toxina Shiga

Escherichia coli es parte de la flora habitual del tracto intestinal del hombre y de animales de
sangre caliente, especialmente rumiantes. La mayoria de las cepas son comensales, pero algunas
pueden causar enfermedad en humanos. Los Escherichia coli diarreigénicos se han clasificado
en seis categorias en seis categorias: productor de toxina Shiga (STEC), enteropatogeno
(EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), enteroagregativo (EAEC), y de
adherencia difusa (DAEC) (Nataro y Kaper, 1998).

Escherichia coli productor de toxina Shiga comprende a un grupo de patdgenos zoonoticos, que
pueden transmitirse a través de los alimentos, cuya principal propiedad es la capacidad de
producir una o mas citotoxinas de la familia de las toxinas Shiga (Stx) (Melton-Celsa, 2014).
Las manifestaciones clinicas relacionadas con infecciones causadas por STEC pueden variar
desde una portacion asintomatica, diarrea leve a formas clinicas mas graves como diarrea
sanguinolenta (DS), colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH) (Tarr et
al.2005). Las cepas STEC que ademas de la toxina Stx (stx) poseen otros factores de virulencia
adicionales como la proteina intimina (eae) y la enterohemolisina (e/xA), y que son capaces de
producir enfermedad severa en el hombre pertenecen al subgrupo conocido como E. coli
enterohemorragico (EHEC) (Nataro y Kaper, 1998). Si bien la incidencia de infecciones por
EHEC varia en diferentes partes del mundo, los casos de DS y de SUH tienen un gran impacto

en Salud Publica (Tarr et al. 2005; Rivas et al. 2006a).

En 1982, STEC fue descripto por primera vez como agente causal de enfermedades transmitidas
por los alimentos. A partir de los brotes de CH ocurridos en Oregon y Michigan, en los Estados
Unidos, se pudo establecer la asociacion de los casos con el consumo de hamburguesas. En la
descripcion de los brotes, Riley e al. (1983) mencionaron el aislamiento, a partir de las heces
de los individuos afectados, de un serotipo raro de E. coli. En la mitad de las muestras de materia
fecal de los 47 casos de CH, y en una muestra de carne de un lote sospechoso en Michigan, se
aislo por primera vez E. coli O157:H7. Al ano siguiente en Canada, Karmali et al. (1985),
pudieron establecer la asociacion entre casos de SUH y la infeccion por este mismo serotipo de
STEC. E. coli O157:H7 es el prototipo de este grupo bacteriano y sigue siendo el serotipo
responsable de la mayoria de los casos de enfermedad severa en humanos en diferentes regiones
alrededor del mundo. Durante el periodo comprendido entre diciembre de 1992 y febrero del

afio 1993, ocurrio el gran brote de los multi estados que afecto a cuatro estados de la costa oeste



de los Estados Unidos. En Washington se reportaron 501 casos, que incluyeron 151
hospitalizaciones (31%), 45 casos de SUH (9%), y 3 fallecidos. Alrededor del 90% de los
pacientes refirieron haber comido en locales de una cadena de comidas rapidas, pudiéndose
establecer el vinculo epidemioldgico con el consumo de hamburguesas (Bell ef al. 1994). A
partir de este brote, se implement6 la notificacion obligatoria de la infeccion por E. coli O157
en casos humanos y se establecio la reglamentacion de USDA/FSIS para el estudio de STEC
en carne picada. De esta manera, también se reforzo la vigilancia de STEC O157:H7 a nivel

mundial.

Hasta el momento se conocen mas de 400 serotipos de STEC. Diferentes estudios
epidemiologicos han demostrado que solo una proporcion de estos pueden causar enfermedad
en humanos. Ademas del clasico O157, otros serogrupos como 026, 045, 0103, O111, O121
y O145 también han sido reconocidos como responsables de casos severos de infeccion por

STEC (Gould et al. 2013; Terajima et al. 2014).

2. Factores de virulencia de STEC
2.1. Toxina Shiga

La toxina Shiga (Stx) es el principal factor de virulencia de STEC. La familia Stx comprende
varias toxinas, relacionadas con la Stx de Shigella dysenteriae, con quien se asemeja en
estructura y actividad biologica. Las Stx se clasifican en dos tipos Stx1 y Stx2, las cuales
presentan en sus secuencias nucleotidicas y de aminodcidos una homologia general del 56%
(Paton, y Paton, 1998). El operon del gen stx de ambos tipos de toxina se encuentra en el
cromosoma bacteriano, inserto en la secuencia de un bacteriofago de tipo lambda (y), (Melton-

Celsa, 2014).

El gen stx no se encuentra en otras especies bacterianas, sin embargo, se han descripto cepas de
Citrobacter freundii, Enterobacter spp y Aeromonas hydrophila que portan el gen s/¢-11 (Shiga
toxin like) que presenta una gran homologia con el gen stx2 que se encuentra en E. coli (Schmidt

et al.1993; Thomas et al. 2020).

En cuanto a su estructura, la toxina Shiga es una molécula formada por una subunidad A y cinco
subunidades B. La subunidad A esta compuesta por dos péptidos Al (28 kDa) y A2 (4 kDa)
unidos por un puente disulfuro. El péptido Al es responsable de la actividad biologica y A2

funciona como nexo a través de una union no covalente entre el péptido A1 con las subunidades



B. Las cinco subunidades B (7,5 kDa) forman un pentamero, en forma de anillo responsable de
la unién de la halotoxina con el receptor celular especifico globotriaosil ceramida (Gb3). El
mecanismo de citotoxicidad se inicia cuando Stx se une al receptor Gb3 presente en diferentes
superficies celulares como la de los enterocitos, células endoteliales y renales. El pentdmero se
une al receptor Gb3 y el complejo halotoxina-receptor es endocitado por la célula. Luego la
vesicula endocitica es llevada por medio del transporte reverso por el aparato de Golgi hacia el
reticulo endoplasmatico. Alli la subunidad A1 es liberada al citoplasma, se une a los ribosomas
y por su actividad glicohidrolasa separa la adenina especifica del componente 28S de la
subunidad 60S ribosomal, inhibiendo de esta manera la sintesis de proteinas. La interrupcion

de la sintesis de proteinas conduce a la muerte celular (Cherla ez al. 2003).

Si bien ambos tipos de Stx son similares en cuanto a estructura y funcion, presentan una amplia
diferencia en cuanto a la toxicidad en tejidos celulares y en modelos animales. Los ensayos de
citotoxicidad descriptos por primera vez por Konowalchuk ef al. en el afio 1977 determinaron
que los cultivos filtrados de algunas cepas de E. coli producian un efecto citotoxico irreversible
sobre células Vero (linea celular de rifidon de mono verde africano). Afios mas tarde se estudio
el efecto citotoxico en células endoteliales microvasculares renales humanas y, se comprobo
que Stx2 presentaba una actividad citotoxica de cien a mil veces superior que Stx1 (Louise y
Obrig, 1995). Ademas, la comparacion de los efectos de las dos toxinas mostr6 diferencias en
las respuestas pro-inflamatorias del huésped y en los tiempos en los que se producen las lesiones
de los organos. Stx1 indujo en babuinos una respuesta pro-inflamatoria mas intensa y rapida
mientras que la respuesta de Stx2 fue gradual y demord varios dias (Stearns-Kurosawa et al.
2010). En otro estudio, también utilizando un modelo de primate no humano, se observo que
tanto Stx1 como Stx2 afectaba la funcion renal, y aunque Stx2 inflige un dafio mas severo en
el rindn que Stx1, el dafio causado por Stx1 fue significativo (Stearns-Kurosawa et al. 2013).
En un estudio realizado por Bauwens et al. (2011) se describio la susceptibilidad diferencial de
las células endoteliales para Stxl1 y Stx2, pero estas diferencias no han podido ser
completamente explicadas. Es probable que la afinidad por el receptor, la estabilidad del
complejo holotoxina, y la actividad enzimatica estén relacionadas con la toxicidad diferencial

entre Stx1 y Stx2.

A lo largo de los afios se han descripto diferentes subtipos de Stx (Marques et al.1987; Ganon
et al. 1990; Tto et al. 1990; Tyler et al. 1991; Melton-Celsa et al. 1996; Pierard et al. 1998;
Zhang et al. 2002; Leung et al. 2003; Biirk ez al. 2003). A partir del afio 2012 se propuso una

serie de modificaciones en la nomenclatura basado en las secuencias de las toxinas y se



desarroll6 una metodologia especifica para la deteccion y subtipificacion de los distintos genes
de stx. De acuerdo a estas modificaciones se establecid la siguiente designacion para los
subtipos y genes de toxina de ambos tipos de Stx: Stxla (stx1a), Stxlc (stxic), Stx1d (stx1q),
Stx2a (stx2a), Stx2b (stx2p), Stx2¢ (stx2¢), Stx2d (stx24), Stx2e (stx2¢), Stx2f (stxar), y Stx2g (stx2g)
(Scheutz et al. 2012). Mas recientemente, siguiendo con la misma taxonomia, se han
identificado nuevos subtipos, Stxle (Probert et al. 2014, Stx2h (Bai et al. 2018), Stx2i (Lacher
et al. 2016), Stx2j (Gill et al. 2022), Stx2k (Meng et al. 2014), Stx21 (Yang et al. 2022), Stx2m
(Bai et al. 2021) y Stx2o0 (Gill et al. 2022).

Algunos subtipos como Stx2a, Stx2c o Stx2d presentan un mayor grado de virulencia y se han
asociado con casos clinicos severos, como DS y SUH. Mientras que otros, de menor virulencia
como Stxla, Stxlc, Stx2b y Stx2f se han asociado a casos menos severos de diarrea (Scheutz
etal. 2014). Las variantes Stx1d, Stx2e, y Stx2g no estan relacionadas con enfermedad humana,
sin embargo, se han identificado en cepas aisladas del reservorio animal. Stx2e es la toxina
asociada a la enfermedad del edema en porcinos, mientras que Stx2g se detectd en cepas
aisladas de ganado bovino (Persad y LeJeune, 2014). Dos de los nuevos subtipos han sido
identificados en muestras clinicas, lo que indica que podrian tener cierto potencial patogénico

en humanos (Gill et al. 2022).

La accion de la toxina Shiga es fundamental para el desarrollo de la enfermedad, pero existen
ademas una gran variedad de factores de virulencia adicionales, como distintas adhesinas,

toxinas y proteasas, que contribuyen a la severidad de la infeccion por STEC.

2.2. Isla de patogenicidad LEE: gen eae - Intimina y factores de adherencia intestinal

Una caracteristica fundamental de las cepas STEC es la capacidad para colonizar el epitelio
intestinal del huésped. Un subgrupo de STEC posee la isla de patogenicidad “LEE” (del inglés
locus of enterocyte effacement), que se encuentra inserta en el cromosoma de la bacteria. En
esta region esta presente el gen eae que codifica la proteina intimina. Este factor de virulencia
interviene en la primera etapa de la patogénesis y es responsable de la lesion de adhesion y
barrido de las microvellosidades intestinales del inglés “attaching-and-effacing” (A/E). La
lesion comienza con la union intima de la bacteria al enterocito y contintia con la formacion de
estructuras de tipo pedestal con la acumulacion de los filamentos de actina en la zona de union

intima entre la bacteria y la célula huésped. La alteracion histopatologica y la pérdida de la



capacidad absortiva de las microvellosidades contribuyen a la sintomatologia de la diarrea

(Nataro y Kaper, 1998).

La region LEE codifica ademas reguladores transcripcionales, chaperonas, el sistema de
secrecion de tipo III (TTSS) que transporta las proteinas efectoras hacia la célula huésped,
translocadores, y otras proteinas incluyendo al receptor translocado de la intimina denominado

Tir (del inglés, “translocated intimin receptor”’) (Garmendia et al. 2005).

La intimina es una proteina con una estructura dimérica ubicada en la membrana externa de las
bacterias codificada por el gen eae. Cada uno de los mondémeros esta compuesto por una region
periplasmica; una region de estructura ancha 3 cilindrica anclada en la membrana externa de la
bacteria (region N-terminal) y una tltima region que se proyecta fuera de la superficie
bacteriana (C-terminal), la cual seria la responsable de la union con el receptor. El analisis de
la secuencia nucleotidica del gen de la intimina mostrd un patron general de secuencia, con una
gran homologia en los dos tercios del extremo 5 correspondientes a la region N-terminal y con
un grado significativo de variabilidad en el ultimo tercio del extremo 3" correspondiente a los
ultimos 280 aminoacidos de la region C-terminal de la proteina. Esta zona de marcada
heterogeneidad representa la superficie expuesta donde ocurre la union de la proteina intimina
con su receptor Tir en la superficie del enterocito. De acuerdo a esto, es que los diferentes tipos
de intimina presentan especificidad o la habilidad de colonizar distintas regiones del epitelio
intestinal. Utilizando un modelo animal, Tzipori et al. (1995) observaron que, mientras la
intimina o especifica de las cepas EPEC causa la lesion en el intestino delgado, la intimina y
especifica de algunos serotipos de EHEC como O157:H7 y O145:NM[H28], causa la lesion en
el intestino grueso. Ademas del papel fundamental en la formacion de la lesion A/E, la intimina
puede desempefiar un papel en el tropismo tisular. Se sabe que las intiminas pueden unirse a
integrinas B y quizas a algunos receptores del huésped, lo que podria generar diferentes patrones
de colonizacion en distintas regiones especificas del epitelio intestinal. Hasta el momento se
han descripto 17 variantes diferentes del gen eae al, a2, B,7v, 0,¢,C, 1k, M, 1, A, 0 (R), p (B), v
(R), v (B), & (R) y € (B). La secuencia de la proteina intimina es altamente conservada dentro
de un mismo serotipo, pero no necesariamente dentro del mismo serogrupo o clase de patdégeno.
Por ejemplo, en diferentes cepas de E. coli O145:NM[H28] la secuencia del gen eae es idéntica
(eae-y), mientras que es distinta (eae-B) en cepas de E. coli O145:H25 (Zhang, Kohler et al.
2002; Ramachandran et al. 2003; Blanco et al. 2004). Se considera que ciertos serotipos de
STEC-LEE positivos (O157:H7, 026:H11, O111:NM y O145:NM) son muy virulentos y estan



asociados a brotes y casos esporadicos de enfermedad severa en humanos (Paton y Paton,1998;

Heiman et al. 2015; Vishram et al. 2021).

2.3. Adhesinas - Lpf

Si bien se han propuesto varios factores de colonizacion, el rol que desempeiia cada uno de
estos no esta completamente determinado. Sin embargo, respecto de aquellos que controlan la
expresion de fimbrias, podemos decir que la fimbria Lpf (del inglés, “long polar fimbriae™), es
considerada un factor de adherencia de las cepas EHEC O157:H7 y esta relacionada con la
colonizacion intestinal. Unos 14 loci genéticos distintos podrian codificar esta fimbria. En E.
coli K-12 estan descriptos diez loci y otros cuatro exclusivos en EHEC O157 (Farfan et al.
2011). Dos de estos loci Lpf que se encuentran en EHEC O157, resultan no ser idénticos y son
homologos a la fimbria Lpf de Salmonella entérica serovar Typhimurium (STP) que codifica
para una estructura fimbrial regulada (Torres et al. 2002). Uno de los dos locus de
aproximadamente 5,9 kb, se localiza en una isla de patogenicidad especifica de O157 (O-isla
141 u OI141), insertada en la region intergénica yhjX-yhjW (en relacion con el cromosoma E.
coli K-12). Este operon denominado /pf1 contiene 6 genes (/pfABCC’'DE) similares a los genes
presentes en Salmonella (I[pfABCDE). En estudios realizados por Torres et al. (2002, 2004), se
demostrd que una mutacion en el gen /pfAl que codifica para la subunidad principal fimbrial
en cepas STEC O157:H7, provocaba un patrén difuso con reduccion de la adherencia en células
epiteliales intestinales. El segundo locus /pf2, es de aproximadamente 6,8 kb y esta inserto en
la region intergénica glmS-pstS en la isla O-1154 (Torres et al. 2004). A diferencia de /pf1
(IpfABCC'DE), Ipf2contiene 5 genes (IpfABCDD’), posee una sola copia del gen /pfC, carece
del homologo /pfE y en su lugar esta presente el gen /pfD. Aun no esta esclarecido por completo
el fenotipo de adherencia in vitro conferido por este locus, sin embargo, se ha relacionado con
la adherencia a las células epiteliales y se cree que su expresion en otras cepas patdogenas de E.
coli seria importante para el desarrollo de diarrea severa (Giron et al. 2001). Otros genes
homologos de /pf se han descripto y estudiado en relacion a la adherencia de cepas STEC no-
O157. El analisis por secuenciacion demostrd que la cepa STEC O113:H21 posee un operéon
Ipf (también denominado /pfO113) que contiene 4 genes (genes /pfABCD) en la misma
localizacion cromosomica que el locus /pf2 en cepas STP/O157:H7 (O-1154) (Doughtyy et al.
2002).



Los genes IpfAly IpfA2 son muy frecuentes entre las cepas STEC LEE-positivas asociadas con
enfermedad severa. El gen /pfAl se puede agrupar en cinco subtipos (/pfAl-1, IpfAl-2, IpfAl-
3, IpfAl1-4 y IpfAl1-5), y IpfA2 en tres subtipos (IpfA2-1, IpfA2-2 y IpfA2-3). Los diferentes
subtipos de IpfAl y IpfA2 estan relacionados con variantes especificas de intimina. EI subtipo
IpfA1-lesta relacionado con al, d/k, N1, N2, A, uy m; [pfA1-2 esta asociado con B1,v2/0, ¢l, y
€2; IpfA1-3 y IpfA1-4 solo se encontraron en cepas de los serotipos O157:H7 y O55:H7 con
intimina y1 (Farfan et al. 2011). Ademas, en estudios previos Torres ef al. (2009) confirmaron
la presencia del gen IpfA1-5 en cepas STEC O145:NM y EPEC O145:H28 con intimina y1 y

relacionaron a /[pfA2-1 con las variantes de intimina 1, 01, €, 0 y y1.

2.4. Enterohemolisina

La patogénesis de STEC también esta relacionada con la capacidad de producir
enterohemolisina de EHEC (EHEC-Hly), codificada en el gen exk4 en el megaplasmido de 90-
kb (Schmidt et al. 1995). En el afio 1989 este nuevo tipo de hemolisina fue descripto en cepas
STEC de distintos serotipos incluyendo el O157:H7 (Beutin et al. 1989). Se determind que
existia una estrecha relacion entre la produccion de Stx y EHEC-Hly, ya que el 89% de las
cepas Stx positivas expresaban EHEC-Hly. Schmidt et al. (1995) demostraron que el
megaplasmido pO157 es el responsable de portar la informacion genética del fenotipo
enterohemolitico. El analisis de la secuencia nucleotidica del plasmido recombinante pE40 que
portaba un fragmento de 12 Kb del pO157, revelo la presencia de dos marcos de lectura (ORFs)
responsables del fenotipo enterohemolitico y una gran homologia con la secuencia de o-
hemolisina de E. coli y con otras proteinas de la familia de las citolisinas formadoras de poros
RTX (del inglés, repeats in toxin). Estas hemolisinas (citolisinas RTX) tienen actividad
especifica sobre diferentes células como linfocitos, granulocitos, eritrocitos y células de los
tubulos renales y son consideradas importantes factores de virulencia de bacterias que causan
enfermedades extraintestinales. Se demostr6 que al igual que las proteinas RTX, la EHEC-Hly
tenia una alta capacidad de formacion de poros de 2,6 nm en membranas artificiales y en
eritrocitos. La primera evidencia de que EHEC-Hly estaba asociada a la virulencia de STEC
fue a partir de un estudio de la respuesta inmune en pacientes con SUH. La deteccion de
anticuerpos de tipo IgG anti-EHEC-Hly, demostr6 que la proteina se expresaba durante el curso
de la infeccion (Schmidt, 1995). Las proteinas RTX pueden afectar el normal funcionamiento
de las células y estimular la produccion de interleuquina 1. En las infecciones por STEC se

observé que la liberacion de interleuquina 1 podria aumentar la capacidad citotoxica de Stx



sobre las células endoteliales. En el caso que la infeccion sea por el serotipo O157:H7,
probablemente la interleuquina 1 aumente por la presencia del LPSO157 y por la accion
estimulante que tiene la EHEC-Hly. Por lo tanto, la toxina Shiga junto con la enterohemolisina

actuaria de manera sinérgica en la patogenia asociada a la infeccion por STEC.

3. Patogénesis

Durante la infeccion por STEC, estos patdgenos alcanzan el intestino y se adhieren a los
enterocitos sin invadirlos. La adherencia bacteriana esta mediada por fimbrias y causa el
alargamiento de las microvellosidades. Luego, se produce la translocacion del receptor Tir, que
se integra a la membrana plasmatica del enterocito adoptando forma de pelo enrollado (Hartland
et al. 1999). El dominio central extracelular de Tir actia como receptor de la proteina intimina
que producen las cepas LEE-positivas (Frankel et al. 2001). Simultaneamente, el receptor Tir
interactiia a través de sus dominios intracelulares N- y C-terminal, con diversas proteinas del
citoesqueleto para la formacion del pedestal (Goosney et al. 2001). Ademas, se produce la
desorganizacion de las microvellosidades con produccion de la lesion A/E y acumulacion de
filamentos de actina formando un pedestal por debajo de la unién de la bacteria con la célula
epitelial. Esto reduce notablemente la superficie absortiva, desencadenando diarrea sin sangre.
La toxina Shiga liberada en el lumen intestinal, se une mediante el pentamero de la subunidad
B, a la célula epitelial del intestino por interaccion con el receptor Gb3 que se encuentra en la
membrana apical. La toxina es luego internalizada en una vesicula endocitica, y transportada al
aparato de Golgi, donde se libera el fragmento Al, el cual actua sobre la subunidad ribosomal
60S, inhibiendo la sintesis proteica y provocando la muerte celular. La toxina puede también
ser translocada desde la membrana apical a la superficie baso lateral, con induccion de
interleuquina-8 (IL-8), lo cual contribuiria a la acumulacion de leucocitos en la pared intestinal.
Ademas, se produce dafio en las células endoteliales de los vasos sanguineos por el mismo
mecanismo de unidén de la toxina a su receptor, endocitosis y accion sobre ribosomas,
provocando muerte celular y por consiguiente diarrea sanguinolenta. La toxina Stx que entra a
la circulacion sanguinea, podria ser transportada a distintos 6rganos blanco cuyas células
endoteliales poseen el receptor Gb3. El LPS bacteriano y las citoquinas del huésped aumentan
la sensibilidad a la Stx incrementando la disponibilidad de dichos receptores. En el rifion se
encuentran altos niveles de Gb3, particularmente en la region cortical, donde se observan las
principales lesiones en los pacientes con SUH. Las lesiones histopatologicas a nivel del

glomérulo ocurren por el hinchazon y desprendimiento de las células endoteliales de los vasos



sanguineos (Jandhyala et al. 2012). Simultaneamente, se produce depoésito de fibrina y de
plaquetas en la microvasculatura renal, que eclosionan los capilares y se reduce el flujo
sanguineo, provocando la ruptura de los globulos rojos y la consecuente insuficiencia renal.
También se observan lesiones tromboticas, particularmente en la microvasculatura del

intestino, cerebro y pancreas.

4. Historia natural de la enfermedad y manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion promedio de la infeccion por STEC es de 3 dias y puede oscilar entre
2 y 5 dias. Al inicio, el cuadro clinico puede manifestarse con vomitos, fiebre baja o ausente,
dolores abdominales severos, diarrea sin sangre y evidencia de edema en la mucosa coldnica.
Seguidamente puede desarrollarse diarrea sanguinolenta o colitis hemorragica durante 4 a 6
dias. Si bien la mayoria de los casos de diarrea por STEC se auto limitan, alrededor del 5 al 10

% de los nifos infectados evolucionan a SUH.

Originalmente, el SUH fue definido como una entidad clinica de comienzo agudo con anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal (Gianantonio et al. 1973;
Goldstein et al. 1979). Esta enfermedad sindromica puede presentar dos formas, una tipica de
etiologia infecciosa, precedida generalmente por un periodo prodrémico con diarrea de
caracteristicas endemo-epidémicas (llamada D+), y otra forma atipica (D-) desencadenada por
varios factores, como los medicamentos, los trasplantes de 6rganos, el post parto, etc. E1 SUH
de etiologia infecciosa puede ser la continuacion o no de un episodio de diarrea con o sin sangre,
en pacientes previamente sanos. A partir de estudios poblacionales realizados por Siegler
(1994), se vio que aproximadamente el 90% de los casos de SUH estan precedidos por diarrea.
Los nifios constituyen el grupo mas vulnerable, con mayor incidencia de infecciones
sintomaticas por STEC y alto riesgo de evolucion a SUH (Mead et al. 1998). Las
manifestaciones clinicas que mas cominmente se observan son: palidez, petequias, hematomas,
oliguria, edema, hipertension arterial, y cambios neuroldgicos como letargia o convulsiones
(Comité de Nefrologia, 1995). Se han propuesto un cambio en la definicion de SUH, incluyendo
hemolisis en lugar de anemia, consumo de plaquetas en lugar de trombocitopenia y signos de

dafio renal en lugar de la insuficiencia renal (Ardissino ez al. 2014).

Las formas mas graves de SUH se caracterizan por tener un periodo prodrémico mas corto con
diarrea severa y pueden presentarse con un elevado recuento de leucocitos, anuria, y

convulsiones. No existe un tratamiento especifico para esta enfermedad sindromica y los



pacientes reciben atencion para controlar el desequilibrio del agua, la anemia, la hipertension y
la insuficiencia renal. Aproximadamente, la mitad de los pacientes con SUH requiere dialisis
peritoneal y el 75% requiere transfusion sanguinea. Alrededor del 1 al 2% de los pacientes
fallece durante la fase aguda de la enfermedad (Mele et al. 2014) y casi el 30% desarrollan a
largo plazo dafo renal, requiriendo en algunos casos el trasplante del 6rgano (Spinale ef al.
2013).

Como ya se ha mencionado, hasta el momento no existe una terapia especifica para el
tratamiento de las infecciones por STEC. Si bien el uso de antibioticos no esta indicado, muchos
pacientes reciben tratamiento antimicrobiano con anterioridad al diagnostico definitivo. En
general E. coli O157 es susceptible a los agentes antimicrobianos comtinmente usados. Sin
embargo, hay algunos estudios clinicos que relacionan el uso de antibidticos con una mayor
duracion de la diarrea, mayor riesgo de evolucion a SUH e incluso con una alta mortalidad
(Panos et al. 2006; Paton y Paton, 1998). Ademas del uso de antibidticos, los agentes que
reducen la motilidad intestinal, narcéticos y antiinflamatorios no esteroideos, estan
contraindicados en pacientes con infeccion aguda. Solo se recomienda en pacientes criticos con
SUH, el restablecimiento del equilibrio interno con la administracion de liquidos intravenosos,
ademas del control de los 6rganos posiblemente afectados. La lesion vascular que conduce a
SUH es probable que tenga un mejor pronostico en tanto los pacientes infectados busquen lo

mas tempranamente posible, la atencion primaria para la diarrea (Tarr ef al. 2005).

Entre los factores de riesgo de evolucion a SUH se incluyen: edades extremas de la vida,
pertenecer al sexo femenino (Rowe, 1991), presentar leucocitosis, fiebre, periodo prodromico
corto (Buteau et al. 2000), y en algunos casos diarrea sanguinolenta. El genotipo y subtipo de

la toxina Shiga también es un factor importante en la evolucion a SUH (Ostroff ez al. 1989).

En los ultimos afios, el diagnostico precoz de la enfermedad y el mejor manejo de la
insuficiencia renal aguda y de la anemia disminuy0 la letalidad durante el periodo agudo, siendo
en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo, la complejidad del tratamiento y el posterior
seguimiento de los pacientes con esta patologia conlleva a grandes costos para el sistema de

salud, por lo que todavia representa un fuerte impacto econémico en los paises en desarrollo.
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5. Reservorio y vias de transmision

Los mamiferos de sangre caliente, entre ellos los rumiantes, fueron descriptos como el
reservorio de STEC. El ganado bovino es el principal reservorio y distintos estudios de
portacion y prevalencia de STEC lo han confirmado a lo largo del tiempo (Meichtri ef al. 2004;
Masana et al. 2010; Cap et al. 2019). Tanto el ganado de carne como el ganado lechero son
portadores de STEC, inclusive cepas O157:H7. La bacteria no es patogena para el ganado, la
colonizacion es de menos de 2 meses de duracion y la portacion fecal es mas frecuente en el

ganado joven (2 a 24 meses) que en el ganado adulto (Parma et al. 2000).

La principal via de transmision de STEC son los alimentos contaminados, en general se trata
de productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos, como ser carne picada,
hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada, yogur, quesos,
mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no pasteurizados, y agua,

entre otros (Caprioli et al. 2005; Oteiza et al. 2006; Rivas et al. 2014).

La contaminacion de los alimentos se debe principalmente al contacto directo o indirecto con
heces de animales. Durante la faena y debido a practicas inadecuadas puede ocurrir la
contaminacion de la superficie de la res por heces o por el contenido intestinal del animal. En
el procesamiento de la came se puede transferir la contaminacion bacteriana al interior de la
masa carnica, donde los microorganismos podrian resistir una coccion insuficiente y
mantenerse de esta manera viable. En la Argentina, se detect6 un 8,4% de STEC no-O157 en
hamburguesas congeladas (Gomez et al. 2002) y un 3,9% de STEC O157 en productos céarnicos
a nivel de boca de expendio (Chinen et al. 2001). Mas recientemente en un relevamiento que
se llevo a cabo en supermercados, el 22% de las muestras resultaron positivas, siendo un 11%
O157:H7/NM y el resto no-O157 (Llorente ef al. 2014). En un estudio retrospectivo se encontro
STEC O157:H7 y O157 no toxigénico en diferentes matrices alimentarias (Jure et al. 2015).
Las cepas STEC son resistentes a los acidos y pueden sobrevivir en alimentos fermentados y

vegetales frescos.

En cuanto al agua, la contaminacion de esta puede ser por la descarga de materia fecal, tanto en
aguas de recreacion que se encuentran inadecuadamente cloradas, como asi también en el agua
destinada al consumo sin el tratamiento adecuado correspondiente (Meyer et al. 2005). Ademas,
se ha descripto que el agua de riego de suelos productores de alimentos constituye un riesgo
potencial de transmision (Tanaro et al. 2010 y 2012). La contaminacion de los cultivos puede

deberse al uso de materia fecal de ganado como fertilizante o al uso de aguas cloacales, durante
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la cosecha o procesamiento de los mismos. Durante el afio 2006, se notificaron casos clinicos
por infeccion de STEC O157:H7 en 21 Estados de EE. UU., los cuales estuvieron asociados al
consumo de espinaca fresca (CDC, 2006). En ese mismo afio, en un estudio piloto realizado en
nuestro pais se detectd en ensaladas listas para el consumo E. coli del mismo serotipo. (Leotta

et al. 2006).

La transmision persona a persona por la via fecal-oral, el contacto directo con animales y la
contaminacion cruzada durante la preparacion de los alimentos son importantes y muy bien

documentadas vias de transmision (Rivas et al. 2006b).

Se sabe que la dosis infectiva es muy baja, lo que implica un alto riesgo de infeccion en centros
de cuidado diario como jardines maternales y de infantes, asilos de ancianos y carceles donde
los habitos de higiene pueden verse facilmente deteriorados. Ademas, se debe enfatizar que
aquellos individuos que estan recuperandose de un episodio diarreico, también pueden
contribuir al riesgo de transmision, pues pueden seguir eliminando gérmenes. El personal y los
nifios con diarrea, que asisten a esas Instituciones no deben reincorporarse a esos centros hasta
la resolucion de los sintomas, tengan o no identificado el patdogeno. Ademas, dado que la
excrecion de STEC puede ser intermitente y prolongada (Swerdlow et al. 1997), no debe
permitirse el reingreso a la Institucion a todo nifio o adulto con infeccion por STEC, sintomatico
o asintomatico, hasta determinar la finalizacion de la excrecion mediante la obtencion de dos
coprocultivos negativos sucesivos con intervalos de 48 horas entre ellos (Miliwebsky et al.

2007).

6. Vigilancia epidemioldgica de las infecciones por STEC

Teniendo en cuenta el nimero y severidad de los casos de SUH que se producen anualmente en
la Argentina, el Ministerio de Salud establecid en abril del 2000 (Resolucion N.° 346/00) la
notificacion obligatoria al Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) con modalidad

inmediata e individualizada.

Ademas, con el fin de fortalecer el Sistema de Vigilancia se implement6 la estrategia de
vigilancia basada en Unidades Centinela (UC). La vigilancia epidemiologica a través de UC
permite determinar tendencias, focalizar actividades de vigilancia y definir intervenciones
preventivas. Si bien no tiene representatividad poblacional, es una estrategia que alerta de forma

especial sobre situaciones de riesgo, y cumple una funcién clave en la toma de decisiones. Las
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UC en lugar de seleccionar un area geografica con una poblacion definida, seleccionan una
unidad de atencion de salud sin poblacion definida, de ahi la limitante que se presenta cuando
se desea comparar la magnitud de un problema estudiado con otras sub-poblaciones o areas
donde la informacion se recolecta a través de diferentes estrategias. Este sistema de vigilancia
estd integrado por tres componentes: epidemioldgico, clinico y laboratorio. Todas las partes
cumplen funciones especificas con relacion a la recoleccion, el analisis y a la difusion de la

informacion. Las Unidades Centinela conformaron un Subsistema del SNVS.

Como todo subsistema, debio responder a las prioridades identificadas como problemas
relevantes y debid cumplir con los atributos generales del sistema de vigilancia. Hasta el afio
2018 se habian conformado 25 UC para el estudio de los casos de SUH en 16 jurisdicciones del

pais.

Hacia fines del afio 2018 se comenzd a trabajar con el Sistema Integrado de Informacion
Sanitaria Argentina del SNVS 2.0. A través de este sistema cada institucion hospitalaria que
notifica sus resultados al SISA constituye una Unidad Centinela en si misma al ser integrado
en esta plataforma toda la informacion referente al caso originada de las areas clinica,

laboratorio y de epidemiologia.

Asimismo, la enfermedad diarreica aguda es de notificacion obligatoria. La notificacion clinica
y los principales patdogenos bacterianos que se identifican son informados por los laboratorios

también a la plataforma SISA — del SNVS 2.0.

La vigilancia epidemiologica de patdgenos bacterianos de transmision alimentaria es realizada
principalmente por los laboratorios que integran la Red Nacional de Diarreas que notifican los
resultados al SISA. El objetivo principal de esta Red es promover la organizacion y la
integracion de los laboratorios del area humana y de alimentos, para generar un sistema de
trabajo multidisciplinario, bajo normas de gestion de calidad que garanticen un diagnostico
microbiologico confiable, oportuno y reproducible, para mejorar la atencion del paciente,
avanzar en la disminucion de casos y la prevencion de brotes. La Red esta integrada por 4
Laboratorios de Referencia Nacional que funcionan en el Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas -ANLIS- “Dr. Carlos G. Malbran” y mas de 500 laboratorios de distintos niveles de
complejidad localizados en las diferentes regiones de Argentina (Manual de Procedimientos,

2019).
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Otra estrategia es la vinculada a la vigilancia molecular realizada por los laboratorios que
componen la Red PulseNet de América Latina y El Caribe. Esta Red realiza la caracterizacion
molecular de bacterias asociadas a enfermedades de transmision alimentaria (ETA) por
electroforesis de campo pulsado (PFGE, del inglés “pulsed-field gel electrophoresis”™)
utilizando el protocolo propuesto por el Centro de Enfermedades Infecciosas (CDC) de Atlanta,
EE.UU. (CDC, 2010). Esta metodologia permite observar el polimorfismo genético existente
en una poblacion bacteriana, a través de diferencias obtenidas en los patrones de restriccion del
ADN gendmico utilizando enzimas de corte poco frecuente. Para la subtipificacion de STEC
0157 y n0-O157, se requiere el uso de enzimas de restriccion como Xbal y Binl (Avrll) que
permiten la obtencion de fragmentos de gran tamafio que pueden ser separados por PFGE (Ribot
et al. 2006; CDC, 2010). La Red PulseNet tiene como objetivo comparar los patrones de PFGE
obtenidos de aislamientos humanos, del reservorio animal, ambiental y de los alimentos, con
los existentes en las Bases de Datos Nacionales (BDN) de los laboratorios que componen dicha
Red. El analisis de los patrones en tiempo real permite monitorear los clones circulantes de
STEC, detectar microorganismos emergentes, identificar la cepa asociada a un brote, asi como
también, detectar el vehiculo de transmision, para poder implementar medidas rapidas de
intervencion y de esta manera lograr limitar la ocurrencia de nuevos casos. Por otro lado, el
aislamiento del agente etiologico con igual patron de PFGE, en aquellos casos de ETA que
ocurren simultaneamente en diferentes areas geograficas, permite diferenciar casos de un brote
difuso de casos esporadicos. Por lo tanto, la vigilancia molecular constituye una herramienta
util para identificar aquellos brotes que no pueden ser detectados por vinculos epidemiologicos
(CDC, 1993 y 2006). Un ejemplo de ello fue lo ocurrido en el afio 2011 con el brote asociado
a EAEC-STEC del serotipo O104:H4, que afectd a varios paises europeos, principalmente
Alemania y también a Canada y a EE. UU. La aparicion de un nuevo patotipo desencadeno, a
través de la vigilancia molecular, los mecanismos de alarma que rapidamente pudieron

identificar el patdgeno emergente causal del evento (Wadl et al. 2011).

En el marco de esta Red, el Servicio Fisiopatogenia como Laboratorio Nacional de Referencia
(LNR) ha formado dos BDN con patrones Xbal PFGE de cepas STEC O157 y no-O157 aisladas
de diferentes regiones de Argentina desde el afio 1988 hasta la actualidad. Esto ha permitido
realizar estudios de diversidad genética y relacion clonal. En general las cepas estudiadas
presentan una gran diversidad genética. Sin embargo, al comparar patrones prevalentes de cepas
aisladas en la actualidad con aquellos preexistentes en la BDN, se observa que muchos de ellos

fueron detectados con anterioridad asociados a enfermedad humana, alimentos y medio
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ambiente. Estos estudios son relevantes dado que son capaces de identificar cepas, algunas con
caracteristicas especiales como los clones hipervirulentos (Pianciola et al. 2014), capaces de
sobrevivir, persistir a través del tiempo en diferentes nichos y diseminarse en diferentes

reservorios aumentando la probabilidad de transmision en la poblacion humana.

7. Epidemiologia de las infecciones por STEC en Argentina

En Argentina, donde el SUH es endémico, se reportan aproximadamente 400 casos al afio. En
el periodo comprendido entre los afios 2010-2015 la media de la tasa anual estimada resulto ser
de 8,4 casos por cada 100,000 niflos menores de cinco afios de edad, con un porcentaje de
letalidad que oscil6 entre 2 y 5%. Durante el afio 2015 se notificaron 337 casos de SUH de los
cuales 190/257 (73,9%) fueron confirmados y asociados a la infeccion por STEC por el LNR.
(BIV.2016: n296-se05-11022016). Durante el 2021, la tasa anual estimada de SUH reportada
por el sistema de salud publica durante parte de la pandemia de SARS-covid-19 fue de 6 casos
por cada 100000 nifios menores a 5 afios. (BIV .2022: n-630-se-48-2022). Durante los tltimos
afios se estimo que aproximadamente O157:H7 y O145:NM se asociaron en un 69,3%y 23,3%

respectivamente, con casos de SUH (Carbonari ef al. 2022).

8. Escherichia coli productor de toxina Shiga 0145

Uno de los primeros serogrupos no-O157 que Karmali et al. (1985) aislaron de pacientes con
SUH fue el O145:NM. Afios después se propuso la clasificacion de los serotipos en cinco
seropatotipos con el fin de agrupar a las cepas STEC segun su potencial patogénico de acuerdo
con: la incidencia de los distintos serotipos en enfermedad humana, la asociacion con la
ocurrencia de brotes y enfermedad severa en el hombre (Karmali et a/. 2003). Dentro de esta
clasificacion, STEC O145 fue considerado parte del seropatotipo B, por tener una moderada
incidencia mundial, porque es un agente causal poco comun en brotes y por estar asociado a

casos de enfermedad severa en humanos.

Asi mismo, a nivel mundial las cepas STEC 0145, incluyendo los serotipos O145:NM,
O145:HNT, O145:HS8, O145:H16, O145:H25, O145:H28 y O145:H34, estan asociados a
diarrea y a casos severos como diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y SUH (Sonntag et

al. 2004; Blanco et al. 2004; Wadl et al. 2011).
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En un estudio caso-control realizado en Argentina, en el cual se incluyeron nifios con SUH,
diarrea sanguinolenta y no sanguinolenta, se pudo establecer la siguiente frecuencia de
deteccion de serotipos: O157:H7 (59,2%), O145:NM (12,6%), O26:H11 (5,8%), O113:H21
(3,9%), O174:H21 (2,9%) y otros (15,6%) (Rivas et al. 2006b).

En la actualidad en Argentina, O145:NM contintia siendo el serotipo que se detecta mas
frecuentemente luego de STEC O157:H7, tanto en casos esporadicos de enfermedad severa
como asociado a brotes familiares e institucionales. (BIV .2022: n-630-se-48-2022; Carbonari

et al. 2022).

Las cepas de E. coli O145 no presentan caracteristicas bioquimicas distintivas de otras cepas
de E. coli por lo que su identificacion resulta muy laboriosa. Pueden fermentar el sorbitol y
presentan actividad B-glucoronidasa. Por esta razon es necesario el uso de técnicas de biologia
molecular para su identificacion, tanto para detectar la toxina Stx o genes asociados al
lipopolisacarido O145, como por ejemplo los descriptos por Fratamico et al. (2009). Si bien la
mayoria de las cepas son no moéviles, algunas pueden expresar el antigeno flagelar. Ademas de
la capacidad de producir Stx1 o Stx2, presentan el gen eae y ehixA (Sonntag et al. 2004), lo que

explica su potencial patogénico.

En general las cepas STEC O145 son susceptibles a la mayoria de los antibioticos, pero se han
detectado casos de cepas multirresistentes. Si bien el tratamiento antimicrobiano para las
infecciones por STEC no estd recomendado, la identificacion de la resistencia antimicrobiana

puede aportar informacion importante en los estudios epidemioldgicos (Folster e al. 2011).

El desarrollo y la presentacion de este trabajo de Tesis se fundamenta en la necesidad de estudiar
las caracteristicas fenotipicas y perfiles de virulencia de las cepas de E. coli O145 aisladas de
los casos clinicos y del reservorio animal durante el periodo comprendido entre los afios 1998
y 2012. El conocimiento de la epidemiologia de este patdogeno de gran virulencia,
frecuentemente detectado en casos severos en Argentina permitira tomar acciones para prevenir

y/o controlar tanto los casos severos esporadicos, como brotes familiares e institucionales.
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I1. OBJETIVOS
1. Objetivos generales

Caracterizar feno-genotipicamente cepas de Escherichia coli 0145 productor de toxina Shiga
de origen clinico y del reservorio animal, y estudiar su asociacion con la severidad de las
manifestaciones clinicas de casos ocurridos durante el periodo comprendido entre los afios 1998

y 2012.
2. Objetivos especificos

a. Confirmar las caracteristicas fenotipicas de las cepas de E. coli O145 en aquellas que

presentan o no atipias.

b. Determinar los perfiles de resistencia a los antimicrobianos.
c. Confirmar las caracteristicas genotipicas de las cepas de E. coli O145 en aquellas que
presentan o no atipias tales como la movilidad o inmovilidad (expresion del gen fIiC) y

en cepas no enterohemoliticas (gen ehxA).

d. Subtipificar las cepas 0145 determinando factores de adherencia putativos adicionales

como IpfA1-5y IpfO113 y las variantes del gen eae.

e. Estudiar las cepas STEC O145 mediante macrorestriccion y analisis de los patrones
obtenidos por electroforesis en gel de campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis

PFGE) para establecer la relacion clonal entre ellos.
f. Establecer la asociacion entre los perfiles de virulencia con las manifestaciones clinicas.

g. Analizar los casos que presentan periodos prolongados de excrecion del patdgeno.
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III. MATERIALES Y METODOS
1. Cepas bacterianas

Todas las cepas de STEC O145 estudiadas en este trabajo pertenecen a la Coleccion de Cultivos
Bacterianos del Servicio Fisiopatogenia. Se incluyeron 286 cepas aisladas, entre los afios 1998
y 2012. Del total de cepas, 282 fueron aisladas de muestras clinicas correspondientes a 272
casos, de algunos pacientes se obtuvo mas de un aislamiento debido a la excrecion prolongada
del microorganismo. Los especimenes clinicos (materia fecal y/o aislamiento) fueron tomados
de casos de SUH y de diarreas identificados a través del Sistema Nacional de Vigilancia y
remitidos al LNR para su estudio, identificacion, aislamiento, y caracterizacion de cepas STEC.
Se incluyeron, ademas, 4 cepas aisladas de muestras de materia fecal y carcasa de ganado
bovino sano, obtenidas durante la faena, en el marco de diferentes programas de investigacion
llevados a cabo en el mismo periodo. Las 282 cepas O145 de origen humano fueron aisladas de
272 casos clinicos, que fueron diagnosticados de la siguiente forma: SUH (n=154), DS (n=47),
D (n=45), contactos asintomaticos de casos de SUH (n=16) y pacientes sin diagnostico clinico
conocido (n=10). Todas las cepas incluidas en este estudio ya estaban caracterizadas en cuanto
a sus propiedades fenotipicas tales como la fermentacion del sorbitol y la actividad de -
glucuronidasa y en cuanto a sus propiedades genotipicas tales como la deteccion de los genes
de eae 'y ehxA y la subtipificacion de las Stx. Los ensayos de esta investigacion se realizaron a
partir del cultivo bacteriano puro obtenido de la conservacion de las cepas en ultra freezer a -
80°C. Para ello, una alicuota de la conservacion se sembro en forma directa en placa de agar
MacConkey con sorbitol (SMAC, BD-Difco™, Le Pont de Claix, Francia) y se incub6 a 37°C
durante 19-20 h.

2. Caracterizacion fenotipica
2.1. Serotipificacion

Todas las cepas se ensayaron con el antisuero anti-antigeno somatico “O” del lipopolisacarido
0145 (anti-O145) producido por el Instituto Nacional de Produccion de Biologicos del ANLIS
"Dr. Carlos G. Malbran", siguiendo la técnica de aglutinacion en lamina. Para completar la
serotipificacion, se realizo la deteccion del antigeno flagelar “H” de las cepas moviles con los
antisueros anti-H del kit Denka Seiken (H25, H28, H34 y H40), siguiendo la técnica de

aglutinacion en tubo (@Orskov y Orskov, 1984). Este ensayo requirid6 previamente la
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estimulacion de la expresion flagelar mediante la realizacion de sucesivos pasajes en el medio

de Craigie (Craigie, 1931).

2.2. Confirmacion de los resultados atipicos en las pruebas de fermentacion del sorbitol,

actividad p-D-glucuronidasa y de hemdlisis por EHEC-Hly

Se realizo la confirmacion de caracteristicas atipicas (no fermentacion del sorbitol, ausencia de
actividad de B-D-glucuronidasa y de hemolisis por EHEC-Hly) en aquellas cepas que en
ensayos previos ya se habian identificado. Se confirmo la ausencia de: a) fermentacion del
sorbitol en tubo utilizando la prueba de caldo Rojo Fenol (BBL™ Phenol Red Broth Base, Le
Pont de Claix, Francia) con el agregado de D-sorbitol (1%) en 3 de 286 cepas; b) actividad -
D-glucuronidasa mediante el uso de discos Coli-Brit. (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina) embebidos en p-nitrofenil-glucuronido en 41 de 286 cepas; y c) la hemolisis por
EHEC-Hly utilizando placas de agar sangre desfibrinada de oveja lavada (placa de prueba) y
no lavada (placa control) (Beutin et al. 1989) en 7 de 286 cepas. Los cultivos en agar Tripticasa
de Soja (BD-Difco™, Le Pont de Claix, Francia) se sembraron simultdineamente en placas de
prueba y de control. Luego de 3 h de incubacion a 37°C, se realizo una primera lectura para
descartar hemolisis debida a otra hemolisina y una segunda lectura a las 18 h de incubacion
para detectar la ausencia de actividad hemolitica debida a EHEC-Hly. Los aislamientos se
consideran no productores de EHEC-HIy al no detectarse una fina hemolisis alrededor de la
estria de siembra tanto en placas de prueba, como de control. Las cepas de E. coli E32511
(STEC O157:H7) y E. coli E2348/69 (EPEC O127:H6) fueron utilizadas como controles

positivo y negativo del ensayo, respectivamente.

2.3. Susceptibilidad antimicrobiana

Todas las cepas fueron primeramente estudiadas utilizando la técnica de difusion con discos,
siguiendo los métodos estandarizados propuestos y puntos de corte definidos por las normas
CLSI (CLSI, 2008-2015). Se realizaron ensayos de susceptibilidad a amikacina, ampicilina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, acido nalidixico, norfloxacina, estreptomicina,
tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol (BD BBL™, Ireland, USA - Oxoid™, Hampshire,
England). A partir de estos resultados se estudiaron los perfiles de resistencia y se seleccionaron

las cepas que presentaron resistencia a ampicilina, en las que se probo la presencia de actividad
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de pB-lactamasas y la actividad de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) utilizando el
método de difusion de doble disco. Para ello se realizaron suspensiones en solucion fisiologica
de las cepas estudias y se llevaron a una turbidez de 0,5 en la escala de McFarland. Luego se
procedio a hisopar con cada una de las suspensiones las superficies de placas de Miiller-Hinton
agar (BD-Difco™, Le Pont de Claix, Francia) y sobre ellas se colocaron los mono discos de
antibioticos. Posterior a la incubacion a 37°C durante 19-20 h, se procedio a la lectura de los

halos de resistencia.

3. Caracterizacion genotipica
3.1. Extraccion del ADN

Se prepararon extractos de ADN de cada una de las cepas para ser utilizados en todos los
ensayos de PCR. Se tom6 una colonia de la placa de cultivo y se resuspendi6 en 100 pl de buffer
Tris-EDTA (TE) 1X con 1% de Titron X-100. La suspension se calent6 en bloque térmico a

100°C durante 10 minutos y luego se centrifugd a 10.000 rpm por 5 minutos.

3.2. Deteccion de los genes O145wzx2 y O145wzy2

La confirmacion genotipica del antigeno somatico O145 se realizd mediante la PCR descripta
por Fratamico et al. (2009), utilizando los oligonucléotidos especificos que amplifican los
fragmentos wzx2 (antigeno-O de la flipasa) de 555 pb, y wzy2 (antigeno-O de la polimerasa) de
310 pb. Los componentes de la mezcla de reaccion, las cepas utilizadas como controles
positivos y negativos, los ciclos de amplificacion y las condiciones de la electroforesis para la
deteccion del producto de amplificacion se detallan en el Apéndice 1. La PCR se realiz6 en un
termociclador My Cycler (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA). Los productos de
amplificacion se diluyeron en buffer de siembra (6X) compuesto por Xilene cyanol (0,25% y
glicerol en agua (30%) y se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer Tris
Acético EDTA (TAE) 1X, durante 40 min a 80 vol. La visualizacion de los fragmentos de ADN
en geles de agarosa se realizo de dos maneras distintas. Una utilizando una concentracion de
0,5pl/ml de bromuro de etidio (BrEt) en la solucion de agarosa y la otra realizando la siembra
de los productos de amplificacion en el gel de agarosa con el buffer de siembra con colorante

GelRed en una concentracion de 12,3X (EurBiophys J., 2014) en una proporcion de 10l de
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amplicon y 10ul de la mezcla del buffer. La adquisicion de la imagen se realizd con camara
digital fotografica (Olympus Corporation, Japan) y la fotografia qued6 registrada en la

computadora utilizando el programa informatico Doc-1T2000 (Bio-Rad).

3.3. Deteccion del fTiCHS8 y fliCH28

Para la determinacion del antigeno flagelar se utilizaron dos pares de oligonucleétidos
especificos que amplifican fragmentos de 110 pb de los genes fliCus y fliCh2s, disefiados por
Bugarel et al. (2010) y adaptados en este trabajo a dos PCRs de punto final. Los componentes
de la mezcla de reaccion, las cepas utilizadas como controles positivos y negativos, los ciclos
de amplificacion y las condiciones de la electroforesis para la deteccion del producto de
amplificacion de ambas PCRs se indican en el Apéndice 1. El termociclador utilizado y como

se realizo la adquisicion de la imagen se detalla en el punto 3.2.

3.4. Deteccion del gen ehxA

Se ensayaron los extractos de ADN de aquellas cepas que previamente a este trabajo fueron
caracterizadas como ehxA negativas (7/286). Se realizo la PCR descripta por Schmidt et al.
(1995) utilizando los oligonucléotidos especificos que amplifican un fragmento de 1551 pb de
la region del extremo 5° del gen ehxA. Ademas, para confirmar lo resultados obtenidos, se
realizé una PCR adicional descripta por Wang et al. (2002), que amplifica un fragmento de 534
pb. Los componentes de la mezcla de reaccion, las cepas utilizadas como controles positivos y
negativos, los ciclos de amplificacion y condiciones de la electroforesis para la deteccion del
producto de amplificacion de la PCR se indican en el Apéndice 1. El termociclador utilizado y

como se realizo la adquisicion de la imagen se detalla en el punto 3.2.

3.5. Deteccion de los genes IpfA1-s y Ipfo1s

Se realizaron dos PCRs utilizando los oligonucléotidos especificos que amplifican los
siguientes fragmentos: I) [pfA41.5 de 250pb (Torres et al. 2009) relacionado con la intimina y que
se encuentra en la mayoria de las cepas O145; II) I[pfO113 de 573 pb (Doughty et al. 2002) que

por tratarse de un gen homologo al 1pf2 se propone como un factor accesorio de adherencia en

21



cepas STEC no-O157. Los componentes de la mezcla de reaccion, las cepas utilizadas como
controles positivos y negativos, los ciclos de amplificacion y las condiciones de la electroforesis
para la deteccion del producto de amplificacion de ambas PCRs se indican en el Apéndice I. El

termociclador utilizado y como se realizé la adquisicion de la imagen se detalla en el punto 3.2.

4. Subtipificacion
4.1. Deteccion de las variantes genotipicas del gen eae

La caracterizacion de las variantes genotipicas de la proteina intimina. a1, a2, 3, v, 6, €, €, k,
N, L, A, W, vy E se realizdo mediante el analisis de polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) segtn lo descripto por Ramachandran et al. (2003), luego de la restriccion
con las enzimas Rsal, y Alul del producto de amplificacion obtenido por PCR utilizando los
oligonucléotidos especificos que amplifican un fragmento de 840-880 pb de la region del gen
eae correspondiente al extremo 3 de la secuencia de intimina. Los componentes de la mezcla
de reaccion, las cepas utilizadas como controles positivos y negativos, los ciclos de
amplificacion y las condiciones de la electroforesis para la deteccion del producto de
amplificacion se indican en el Apéndice 1. El termociclador utilizado y como se realizd la

adquisicion de la imagen se detalla en el punto 3.2.

Para el RFLP se realizo la restriccion de dos alicuotas de 10 pl del producto de amplificacion
de 840-880 pb con 10 U de Rsal y de Alul (Promega, Corp.) respectivamente, durante 2 h a
37°C, en un volumen final de 20 pl de mezcla de reaccidon por alicuota. Los fragmentos de
restriccion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X utilizando
GelRed como colorante del ADN. Segtn el analisis del RFLP se determinaron las variantes

genotipicas de intimina.

4.2. Electroforesis en gel de campo pulsado

Con el fin de establecer la relacion clonal de las cepas, el genoma de cada una de ellas fue
extraido y sometido a una macrorestriccion con enzimas de corte poco frecuente. Los
fragmentos asi obtenidos se separaron en gel por electroforesis de campo pulsado (PFGE)
utilizando los protocolos de 24 h de la red PulseNet, estandarizados por el Centro para el Control

y Prevencion de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos para cepas O157 (Ribot et al. 2007)
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y n0-O157 (CDC, 2010). En este estudio, antes que el CDC estandarizara para la red PulseNet
un protocolo especifico para subtipificar cepas STEC no-O157, un total de 172 aislamientos
fueron procesados en una primera instancia con el protocolo de PFGE estipulado para STEC
O157. El resto fue procesado con el nuevo protocolo. Para que todos los patrones de fragmentos
de restriccion obtenidos por ambos protocolos fueran comparables para establecer la relacion
clonal, se seleccionaron cepas representantes de aquellas que tenian patrones unicos con el
protocolo para O157 y se repitieron con el nuevo protocolo. De esta forma se pudieron analizar

los diferentes patrones de todas las cepas con un mismo protocolo.

Una colonia de cada cepa se sembré en forma directa y confluente en placas de Agar Tripticasa
Soja (BD-DifcoTM, Le Pont de Claix, Francia). Se incubaron las placas a 37°C por 14-18 h'y
luego se realizo una suspension bacteriana en Buffer de Suspension Celular (BSC). Se ajusto la
concentracion de las suspensiones celulares entre 0.40 - 0.45 utilizando un medidor de turbidez
Microscan®Turbidity Meter (Dade Behring Inc. West Sacramento, USA). A 200 pl de cada una
de las suspensiones celulares se adicionaron 10 pl de Proteinasa K (20 mg/ml; Promega,
Madison, WI, USA) y 200 pl de agarosa SeaKem Gold 1%. Cada una de estas mezclas se
transfirio a un molde para la formacion de los bloques o “plugs” y se dejaron solidificar a
temperatura ambiente por 10-15 min. Como control se utilizé6 una Salmonella Branderup

H9812, que se prepard de la misma forma.

En una segunda etapa se realizo la lisis celular: Se colocaron los “plugs” en tubos con 5 ml de
buffer de lisis celular (Tris 50 mM: EDTA 50 mM, pH 8.0 + Sarcosyl 1%) y se incubaron en
un bafio termostatizado a 54°C durante 2 h con agitacion (150-175 rpm). Posteriormente se
realizaron dos lavados con 15 ml de agua estéril calidad molecular y 4 lavados sucesivos con
buffer TE 1X (Tris 10 mM: EDTA 1 mM, pH 8.0), con los liquidos pre-calentados a 54-55°C

y con agitacion en el bafio termostatizado durante 15 min.

Luego de los lavados se continudé con la digestion enzimatica utilizando Xbal (Promega,
Madison, WI, USA y Fermentas, EU) como primera y B/nl (Amersham Biosciences, UK
Limited) como segunda enzima segtn correspondiera. Una porcion de 2,0-2,5 mm de espesor
del “plug” se transfirié a un tubo de microcentrifuga conteniendo la enzima (30U/muestra) en

buffer 1X. Se incubaron los tubos en bafio termostatizado a 37°C durante 2h.

Por ultimo, se procedid al armado del gel utilizando agarosa SeaKem Gold (SKG) al 1% en
TBE 0,5X. Se acomodaron en los hoyos del gel todas las porciones de los diferentes “plugs”

conteniendo el ADN fragmentado. Una vez solidificado el gel se realizo la electroforesis en un
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equipo CHEF DR III (BioRAD Laboratories, Inc., USA) utilizando buffer Tris-Borato EDTA

(TBE) 0,5X. Para la electroforesis se siguieron las condiciones que se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones en el CHEF DR III para realizar la electroforesis.

Variables del protocolo de electroforesis 0157 no-0157
Tiempo de pulso inicial 2,2 seg 6,8 seg
Tiempo de pulso final 54,2 seg 35,4 seg
Voltaje 6V 6V
Angulo 120° 120°
Tiempo de corrida 18-19 h 18-19h

Una vez finalizada la corrida electroforética, se tifio el gel con una solucion de GelRed 1X,
durante 20 min en agitacion (50 rpm). Luego se realiz6 un lavado en agua destilada durante 5

min con leve agitacion.

Las imagenes de los geles de PFGE se obtuvieron con Doc-It 2000 (Bio-Rad). El analisis de las
imagenes en formato TIFF se realiz6 con el programa BioNumerics version 5.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium) usando un coeficiente de Dice y UPGMA para generar dendrogramas con

un 1,5% de valor de tolerancia.

La interpretacion del analisis de los patrones obtenidos por PFGE se realiz6 buscando “clusters”
o grupos formados por aislamientos con patrones indistinguibles. Se puede aceptar variabilidad
de al menos dos o tres bandas, si se trata de un evento que transcurre durante algiin tiempo o si
la propagacion de persona a persona es una caracteristica prominente. Ademas, si la
informacion epidemioldgica lo avala, los aislamientos con patrones de PFGE diferentes pueden

incluirse en un mismo evento o brote (Barrett et al. 2006).

5. Perfiles de virulencia

Se determinaron los diferentes perfiles de virulencia que surgieron del estudio de las cepas
0145, teniendo en cuenta la caracterizacion previa de las mismas y los resultados que surgieron
de este estudio. Para ello se utilizaron los genes de las variantes de toxina stx, variantes de eae,

ehxA, IpfAl1-5y IpfO113.
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6. Relacion entre los perfiles de virulencia y las manifestaciones clinicas

Teniendo en cuenta los diferentes perfiles de virulencia se estableciod la relacion de los mismos

con el nimero de casos y la severidad de las manifestaciones clinicas.

7. Anadlisis de los controles de excrecion de STEC

En este trabajo se presenta el estudio y el analisis del control de excrecion de 7 casos en los
cuales se habia detectado STEC O145. De cada uno de estos casos se realizd la toma de
muestras con intervalos de 48 h entre cada una ellas. Para dar por finalizada la excrecion se
realiz6 un seguimiento hasta obtener 2 muestras con resultados negativos consecutivos. De los
analisis realizados se consider6 al periodo de excrecion al tiempo transcurrido entre la primera

y la ultima muestra positiva.
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IV. RESULTADOS

1. Caracterizacion fenotipica

1.1. Serotipificacion

El seroagrupamiento de todas las cepas (n=286) resultd ser O145 positivo. El 96,8% de las
cepas (277/286) no presentaron movilidad, por lo que fueron caracterizadas como O145:NM.
Entre las cepas moviles se identificaron los serotipos O145:H25 (3/286; 1%) y O145:H no
tipificable (HNT) (6/286; 2%).

1.2. Confirmacion de los resultados atipicos en las pruebas de fermentacion del sorbitol,
actividad p-D-glucuronidasa y de hemélisis por EHEC-Hly

Siendo que la mayoria de las cepas incluidas en este estudio tenian la capacidad de fermentar
el sorbitol, se confirmé que solo el 1% (3/286) no la presentaban.

En cuanto a la actividad de la enzima B-glucuronidasa, la mayoria de las cepas presentaban
actividad enzimatica y se confirmaron los resultados negativos en el 14,4% (41/286) de las
cepas.

Ademas, se confirm6 que el 2,5% (7/286) de las cepas, no presentaba actividad
enterohemolitica. En la figura 1 se pueden observar las placas de prueba y de control del ensayo
de enterohemolisina de las siete cepas EHEC-HIy negativas en comparacion con dos cepas
EHEC-Hly positivas. Todas son O145:NM[H28], s6lo una de las cepas B-glucuronidasa
negativa, resulté ser EHEC-Hly negativa.

Figura A. Ensayo Figura B. Control

Figura 1: Enterohemolisina en placa.

En A se aprecian los resultados de las cepas estudiadas que se detallan a continuacién:

1) Control positivo 32511 ; 2) Cepa 703/03— negativo; 3) Cepa 806/05 - negativo; 4) Cepa
873/07 - negativo; 5) Cepa 896/08 — negativo; 6) Cepa 617/09 — negativo; 7) Cepa 375/12—
negativo; 8) Cepa 02/02 — positivo; 9) Cepa 80/10 — positivo; 10) Cepa 520/12 — negativo.

B es la placa control: se sembraron las mismas muestras y no se observa halo de hemolisis .
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1.3. Susceptibilidad antimicrobiana

Del total de las cepas, 33/286 (11,5%) presentaron resistencia a al menos alguno de los
antimicrobianos ensayados. Las resistencias a tetraciclina (n=25), ampicilina (n=16),
estreptomicina (n=12) y a trimetoprima—sulfametoxazol (n=12) fueron las que se identificaron
con mayor frecuencia (Tabla 2), mientras que no se detectaron para gentamicina y norfloxacina.
Se identificaron 12 perfiles distintos de resistencia antimicrobiana. Se observaron dos perfiles
con un total de 12 cepas (36,4%) que presentaron resistencia a un solo antibidtico, el resto de
los perfiles con 21 cepas (63,6%) fueron a dos (n=8; 24%), tres (n=10; 30%) y cuatro
antimicrobianos (n=3; 9%). Los perfiles y porcentajes de resistencia detectados estan detallados

en la Tabla 3.

Tabla 2. Frecuencia de deteccion de resistencias a los antimicrobianos ensayados.

n° total de cepas
Antibidticos (n=33; %)
Tetraclicina 25; 8,75
Ampicilila 16; 5,8
Trimetroprima-
sulfametoxazol 12;4,4,3
Estreptomicina 12;43
Acido nalidixico 2;0,7
Cloranfenicol 1;0,4
Gentamicina 0;0
Norfloxacina 0;0

Todas las cepas resistentes a ampicilina fueron estudiadas para la produccion de B-lactamasa y
la actividad BLEE usando amoxicilina, acido clavulanico, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina
y cefalotina tal como se describe en materiales y métodos. Todas presentaron actividad
enzimatica de PB- lactamasas, sin embargo, no se puede inferir que haya mecanismos de
resistencia ya que no se evaluo la susceptibilidad antimicrobiana a cefalosporinas de tercera

generacion.
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Tabla 3. Perfiles de resistencia detectados

N° total de cepas Perfil de
N° de perfil por perfil Resistencia®
(n=33; %)
1 2; 6,06 A/ES/T/TMS
2 153,03 C/ES/T/TMS
3 4;12,12 A/T/TMS
4 2; 6,06 A/ES/TMS
5 2; 6,06 A/ES/T
6 2; 6,06 A/N/T
7 3;9,09 ES/T
8 2; 6,06 A/ES
9 2; 6,06 T/TMS
10 1; 3,03 A /TMS
11 9;27,27 T
12 3;9,09 A

* ampicilina (A), cloranfenicol (C), gentamicina (G), acido nalidixico (AN), norfloxacina (N), estreptomicina (ES), tetraciclina (T), y

trimetoprima-sulfametoxazol (TMS).

2. Caracterizacion genotipica

2.1. Deteccion de los genes O145wzx y O145wzy

En las 286 cepas estudiadas se confirmd genotipicamente por la PCR multiple O145wzx2y
0145wzp2 el antigeno somatico O145. En la figura 2 se muestra a manera de ejemplo como se
visualizan los resultados obtenidos luego de realizar la electroforesis para detectar los productos

de amplificacion obtenidos con la PCR.
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Figura 2: Determinacion del antigeno somatico 0145 por PCRO145wzx y 0145wzy. Linea 1: E.
coli 167/98 0145+. Linea 2: E. coli 102/01 0145-. Linea 3: E. coli 2/02 0145+. Linea 4: E. coli
144/03 0145+. Linea 5: E. coli 136/05 0145+. Linea 6: E. coli 290/06 0145+. Linea 7: E. coli
105/07 0145+. Linea 8: E. coli 230/08 0145+. Linea 9: E. coli 58/09 0145+. Linea 10: E. coli
163/11 0145+. Linea 11: Control positivo E. coli 0145. Linea 12: Control negativo cepa derivada
ATCC 25922. Linea 13: control de reactivos. Linea 14: Marcador de tamafio molecular 100pb.

2.2. Deteccion del fTiCH28 y fliCHS8

Todas las cepas no moviles, excepto 6, resultaron positivas para el gen del antigeno flagelar
fliCH28, por lo cual el 97,8% (271/277) se pudo caracterizar como O145:NM[H28]. Con
respecto a las cepas moviles O145:HNT (n=6), solo una se pudo determinar como positiva para
el fTiCH28 confirmandose como STEC O145:H28. Las 6 cepas O145:NM (n=6) y O145:HNT
(n=5) negativas para fliCH28 también resultaron ser negativas para el gen fliCH8. Estos
resultados junto con los obtenidos por serologia se observan en la tabla 4. Ademas, en la figura
3 se muestra a manera de ejemplo como se visualizan los resultados obtenidos luego de realizar

la electroforesis para detectar los productos de amplificacion obtenidos con la PCR para el gen
SliCH28.

Tabla 4. Serotipos obtenidos por serologia y PCR del total de 286 cepas.

N Serologia PCR
(0] H fliC H28 fliC H8
271 145 NM + -
6 145 NM - -
3 145 25 - -
5 145 NT - -
1 145 NT + -
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Figura 3: Determinacion del fliCH28 por PCR. Linea 1: E. coli 14/00 H28-. Linea 2:
E. coli 935/01 H28-. Linea 3: E. coli 02/02 H28+. Linea 4: E. coli 144/03 H28+.
Linea 5: E. coli 518/04 H28+. Linea 6: E. coli136/05 H28+. Linea 7: E. coli 447/06
H28+. Linea 8: E. coli 107/07 H28-. Linea 9: E. coli 500/08 H28+. Linea 10: E. coli
163/11 H28+. Linea 11: Control positivo E. coli 0145. Linea 12: Control negativo
cepa derivada ATCC 25922. Linea 13: control de reactivos. Linea 14: Marcador de
tamafio molecular 100pb.

2.3. Deteccion del gen ehxA

Aquellas cepas que previamente fueron caracterizadas como ehxA-negativas (4/286; 1,4%),
fueron ensayadas segiin Schmidty et al. y Wang y et al. (1995 y 2002). Estas 4 cepas O145:NM
resultaron negativas para el gen ehxA, por ambas PCRs. Cabe destacar que estas cepas
resultaron negativas tanto por PCR como por el estudio fenotipico; mientras que otras 3 cepas
que resultaron portadoras del gen, no expresaron actividad enterohemolitica. En la figura 4 se

muestran los resultados por ambas PCRs para las siete cepas no hemoliticas, 4 esixA4 (-) y 3 ehxA

().
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Figura 4: Determinacion del gen ehxA. En la figura A se
observan amplicones de 1551 bp y en la figura B de 534 bp,
seglin las metodologias descriptas por Schmid y Wang
respectivamente. En ambas, Linea 1: E. coli 705/03 ehxA-.
Linea 2: E. coli 806/05 ehxA+. Linea 3: E. coli 896/08 ehxA-.
Linea 4: E. coli 375/12 ehxA-. Linea 5: E. coli 873/07 ehxA+.
Linea 6: E. coli 617/09 ehxA+. Linea 7: E. coli 520/12 ehxA-.
Linea 8: Control positivo E. coli 35922. Linea 9: Control

negativo cepa derivada ATCC 25922. Linea 13: control de
reactivos. Linea 10: Marcador de tamafio molecular 100pb.

2.4. Deteccion de los genes IpfA1-s y Ipfois

El gen /pfA4:.s fue detectado en 275 de las 286 cepas (96,15%) y mientras que en un porcentaje
menor resultaron portadoras del gen que codifica para la adhesina Ipf4o113 (15/286; 5,2%). En
las figuras 5.a y 5.b se muestran a manera de ejemplo como se visualizan los resultados
obtenidos luego de realizar la electroforesis para detectar los productos de amplificacion

obtenidos con ambas PCRs.
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Figura 5.a: Determinacion del gen [pfA, s. Linea 1: E. coli 14/00 IpfA s-.
Linea 2: E. coli 936/01 IpfA,s-. Linea 3: E. coli 146/02 IpfA,s+. Linea 4:
E. coli 605/06 IpfA,+. Linea 5: E. coli 235/08 IpfA,c-. Linea 6: E. coli
787/11 IpfA, < +. Linea 7: Control positivo E. coli 02/02. Linea 8: Control
negativo cepa derivada ATCC 25922. Linea 9: Marcador de tamafio
molecular 100pb. Linea 10: control de reactivos.

Figura 5.b: Determinacion del gen Ipfo,4;. Linea 1: E. coli 14/00
Ipfo113+. Linea 2: E. coli 647/04 Ipfoy15-- Linea 3: E. coli 936/01
Ipfo113+. Linea 4: E. coli 105/07 Ipfoy13+. Linea 5: E. coli 73/12
Ipfo113+. Linea 6: E. coli 355/10 Ipfsy45-. Linea 7: Control positivo
E. coli EH41. Linea 8: Control negativo cepa derivada ATCC
25922. Linea 9: control de reactivos. Linea 10: Marcador de
tamarfio molecular 100pb.

3. Subtipificacion

3.1. Deteccion de las variantes genotipicas del gen eae

El gen eae fue caracterizado principalmente como subtipo eae-y, siendo el 97,6% de las cepas
portadoras de dicho gen (279/286) de las cuales 96,8% coincidi6 con el serotipo
O145:NM[H28] (270/279) y las 9 cepas restantes pertenecieron a los serotipos O145:NM (n=6)
y O145:NT (n=3) a las cuales no se les pudo determinar el antigeno flagelar. Por otro lado sélo
7 cepas (2,4%) correspondieron al subtipo eae-, identificando los serotipos O145:H25 (n=3),
O145:NM[H28] (n=2) y O145:NT (n=2). En la figura 6 se muestra a manera de ejemplo como

se visualizan los perfiles obtenidos luego de realizar la amplificacion, el corte con las enzimas
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de restriccion y la electroforesis para detectar las variantes de intimina. Se incluyeron cepas no-
0145 para poder mostrar las diferencias entre los patrones posibles para distintas variantes de

eae.
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Figura 6: Subtipificacion del gen eae. Patrones de RFLP obtenidos luego de la
restriccion de los productos de amplificacion de 840 pb con las enzimas Rsal (a) y Alul
(b). Lineas 1y 2: control positivo E. coli EDL933 0157:H7 eae y. Lineas 3 y 4: control
positivo E. coli 0103:H2 eae ¢. Lineas 5 y 6: control positivo E. coli 026:H11 eae B.
Lineas 7y 8: E. coli 14/00 O145:H25 eae B +. Lineas 9y 10: E. coli 02/02 0145:H28 eae
y +. Lineas 11y 12: E. coli 787/11 0145:H28 eae y +. Lineas 13 y 14: E. coli 593/05
0145:HNT eae B +. Linea 15: Marcador de tamafio molecular 100pb.

3.2. Subtipificacion molecular para el estudio de la relacion clonal de las cepas STEC 0145
Utilizando la metodologia de electroforesis de campo pulsado se procesaron en una primera
instancia 172 cepas utilizando el protocolo del CDC para STEC O157. Se pudieron establecer
126 patrones Unicos Xbal-PFGE, con un porcentaje de similitud del 60,15% entre ellos
(Apéndice II).

A partir del afio 2009 se implementd el nuevo protocolo de electroforesis para a STEC no-
0157, por lo que se realizd nuevamente la macrorestriccion y electroforesis de una cepa
representativa de cada uno de los 126 patrones identificados previamente con el protocolo para
STEC 0157, de modo tal que pudieran ser incorporados y comparados con los patrones de la
nueva base de datos construida con el protocolo para no-O157. Entonces en una segunda
instancia se procesaron un total de 245 cepas (126 aislamientos representantes de los patrones
obtenidos anteriormente mas 119 nuevos aislamientos) con el segundo protocolo. Se pudieron
establecer 204 patrones Xbal-PFGE con un porcentaje de similitud del 58,7% entre ellos
(Apéndice III).

Del analisis general de los patrones de restriccion por Xbal-PFGE no-O157, 123 cepas se
agruparon en 36 clusters, mientras que los 168 restantes presentaron patrones unicos. La

composicion total de los clusters se describe en la tabla 5.
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Tabla 5. Distribucion de las cepas STEC O145 de origen humano y bovino en clusters, segun Xbal-PFGE por

ambos protocolos.

Origen (n
Cluster |Patrones de Xba I-PFGE SUR DS D 3 ‘ Co(nt)actol Sin dato] Bovino n total Serotipo Genotipo
| ARENMX01.0061 5 1 6  0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx AlIpf Ars
1l ARENMX01.0006 7% 2 2 3 14 0145:NM[28] stx y./eae-y/ehx A*/Ipf A, s
Il ARENMX01.0032 1 1 2 0145:NM[28]' stx ,./eae-y/ehx AllpfArs
\Y ARENMX01.0125 1 1 1* 3 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf Ay s/*Ipf 0113
\Y% ARENMX01.0018 1* 1 2 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx A/*Ipf A5
Vi ARENMX01.0004 6 3 2 1 12 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx A/IpfA, s
Vil ARENMX01.0008 7 2 9  0145:NM[28] stx 5,/eae-y/ehx A/lpfAs
Vil ARENMX01.0084 1 2 2 2 7 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
IX ARENMX01.0078 2 2 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx AllpfArs
X ARENMX01.0099 1 1 2 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx AllpfArs
X ARENMX01.0002 2 2 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx Allpf Ars
Xl ARENMX01.0076 5 1 6 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
Xl ARENMX01.0030 1 1 2 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx Aflpf Ay s
XIV ARENMX01.0036 1 2 3 0145:NM[28] stx 5,/eae-y/ehx A/lpfAs
XV ARENMX01.0016 1 1 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Aflpf Ay
XVI ARENMX01.0063 3 3 O145:HNT  stx,,/eae-y/*eae-B/ehx A/lpf o113
XVII ARENMX01.0042 2 2 0145:NM[28] stx /eae-y/ehx Allpf Ars
XVill ARENMX01.0017 2% 2 0145:H25  stx,,/eae -B/ehx A/*Ipf Ays/*Ipf o113
XIX ARENMX01.0172 1 1 2 0145:NM stx 2a/eae [ehx A
XX ARENMX01.0034 1 1 2 0145:NM[28] stx ,/eae-y/ehx Allpf Ays
XXI ARENMX01.0163 1 1 2 0145:NM[28] stx ,/eae-y/ehx Allpf As
XX ARENMX01.0194 1 1 2 0145:NM[28] stx ,/eae-y/ehx Allpf Ays
XX ARENMX01.0173 1 1 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXIV ARENMX01.0152 1 1 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXV ARENMX01.0049 2 1* 3 0145:NM[28] stx ,./eae-y/ehx Allof A s/*Ibf 011
XXVI ARENMX01.0203 1 1 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXVII ARENMX01.0100 2 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A, s
XXVIII  ARENMX01.0178 2 3 5  0145:NM[28] stx y,/eae-y/ehx Allpf Ays
XXIX ARENMX01.0037 1 1 2 0145:NM[28] stx y,/eae-y/ehx Allpf Ays
XXX ARENMX01.0041 1 1* 2 0145:NM[28]' stx ,./eae-y/ehx Allpf Ars/*Ipf o113
XXX ARENMX01.0188 2 2 0145:NM[28] stx /eae-y/ehx Allpf Ays
XXXII ARENMX01.0177 1 1 2 0145:NM[28]' stx u/eae-y/ehx Allpf As
XXX ARENMX01.0035 1 1 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXXIV ARENMX01.0129 2 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXXV ARENMX01.0080 2 0145:NM[28] stx ,,/eae-y/ehx Allpf A,
XXXVl ARENMX01.0064 4 4 0145:NM[28] stx y,/eae-y/ehx AflpfAs

Referencias: Los patrones marcados con color verde corresponden a aquellos en los que se pudo establecer una
relacion en ambas bases de datos, es decir son clusters identificados con el protocolo de STEC O157 y el
actualizado para STEC no-O157.

ehxA*: s6lo una de las 7 cepas sefialadas con * es negativa para el gen ehxA.

[28]'" la cepa sefialada con ' es negativa para el gen fTiCH28.

*eae-P: solo una de las cepas es positiva para el gen eae-.

*Ipfoi13: solo una de las cepas es positiva para el gen Ipfoi13

*IpfAi1.s: s6lo una de las cepas es positiva para el gen Ipfd..s.

En cuanto a las 4 cepas aisladas de bovinos se establecié que dos tenian perfiles idénticos

(cluster VIII), con 100% de similitud, obteniéndose en total 3 patrones Xbal-PFGE con 87,5%
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de similitud entre todas. En la figura 7 se observa que dentro del cluster VIII se pudo establecer
la relacion clonal entre 5 cepas de origen humano y 2 aisladas de bovinos, a las que se les asigno

el patron ARENMX01.0084.

Figura 7. Relacion clonal por Xbal-PFGE entre cepas de origen humano y bovino.

Cluster VIl
Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-98.3%]
PFGE-Xbal
s 8 PFGE-Xbal N°cepa Patron PFGE-Xbal Origen Ano
l” [ 1 667/07 ARENMX01.0084 HUS 2007
||| |u ||| 67/08 ARENMX01.0084 BD 2008
A il | | 682/07 ARENMX01.0084 D 2007
B FP-195 ARENMX01.0084 Calf 2007
; | FP-202 ARENMX01.0084 Calf 2007
“l n| m "H‘\ 1137/11 ARENMX01.0084 BD 2011
B ? Il m T TR TR ARENMX01.0084 D 2012
l 667/07 ARENMX01.0084 HUS 2007

Los patrones marcados con color rojo corresponden a aquellos designados como patron nico, representante en
cada base de datos. A corresponde a las cepas corridas con el protocolo de STEC O157 y B con la actualizacion

para STEC no-O157.

Ademas se establecieron diferencias segun el serotipo, es decir las 271 cepas STEC
O145:NM[28] y O145:NM (n=6) arrojaron 199 patrones y entre las cepas moviles
correspondientes a O145:H25 (n=3) y O145:HNT (n=6), se diferenciaron 5 patrones Xbal-
PFGE, con 92,7% de similitud entre si. En total todas las cepas presentaron 67.01% de similitud.

4. Perfiles de virulencia
Teniendo en cuenta todos los genes de virulencia estudiados, se identificaron 9 perfiles
genéticos de virulencia diferentes, que se muestran en la figura 8, siendo el mas frecuente:

stx2a/eae-y/ehxA/lpfA1-5 en un 90,2% (258/286).
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Figura 8: Distintos perfiles de virulencia detectados entre las cepas estudiadas.

Perfiles de virulencia

stxla, eae-y, ehxA, IpfAl-5 | 1

stx2a, eae-y, IpfA1-5 W 4

stx2a, eae-y, ehxA W 5
stx2a, eae-y, ehxA, IpfO113 1 3

stx2a, eae-y, ehxA, IpfA1-5 I 258

stx2a, eae-y, ehxA, IpfO113, IpfA1-5 M 8
stx2a, eae-B, ehxA, IpfO113 1 3
stx2a, eae-B, ehxA, IpfA1-5 1 3
stx2a, eae-8, ehxA, IpfO113, IpfA1-5 | 1

0 50 100 150 200 250 300

5. Relacion entre los perfiles de virulencia y las manifestaciones clinicas

Teniendo en cuenta todos los perfiles de virulencia y serotipos que se identificaron, se estudio
si existia relacion entre ellos con la severidad de las manifestaciones o el diagnéstico de

enfermedad de cada caso del cual se aislaron las cepas. Eso puede observarse en la tabla 6.
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Tabla 6. Relacion de los perfiles de virulencia de las cepas y diagndstico de los casos.

n° Antigeno
cepas Perfil de virulencia flagelar Movilidad Diagnéstico
1 Stx2a, eae-B, ehxA, Ipfoi1s, IpfA1s H28 DS
1 Stxza, eae-B, ehxA, IpfA1s H28 SUH
7 Stxea, €ae-y, ehxA, Ipfoi1s, IpfA1s H28 2 contactos, 2 SUH, 3 D
1 Stx2a, €ae-y, ehxA, Ipfo113, IpfA1-s noH28 sin dato
253 Stee, €36~y ShXA, IpfALs Hos 140 SUH (2 fallecidos), 47 DS, 40 D,
NM 13 contacto, 4 reservorio, 9 S/D
4 Stxza, €ae-y, ehxA, IpfA1s noH28 SUH, DS, 2D
4 Stx2a, eae-y, ehxA H28 2 SUH, DS, D
1 Stx2a, eae-y, ehxA noH28 D
4 Stx2a, €ae-y, IpfA1.s H28 3 SUH, D
1 Stx1a, €ae-y, ehxA, IpfA1s H28 Contacto
2 Stx2a, €ae-f, ehxA, Ipfo113 H25 SUH, D
1 Stxz2a, €ae-B, ehxA, Ipfoi1s HNT SUH
1 Stx2a, €ae-B, ehxA, IpfA1s H25 D
Moviles
1 Stxza, €ae-B, ehxA, IpfA1s HNT SUH
3 Stxza, €ae-y, ehxA, Ipfoi1s HNT SUH
1 Stxza, €ae-y, ehxA, IpfA1s H28 SUH

6. Epidemiologia: Estudio de brotes por STEC 0145
El primer aislamiento de STEC O145 registrado por el LNR fue en 1998 de un caso de SUH,
detectado en la provincia de Mendoza. Por otro lado, en 1999 se registr6 el primer aislamiento
de reservorio a partir de la materia fecal de un bovino (datos no publicados).
Durante el periodo de estudio de este trabajo se identificaron 9 brotes de STEC O145 con el
perfil genotipico O145:NM|[28], stx2a, eae-y, ehxA, IpfA1-s en distintas partes del pais. Todos
fueron detectados a través de la vigilancia epidemiologica y estudiados por epidemiologia
molecular (PFGE). Cinco de estos brotes fueron familiares y el resto ocurrid en instituciones
de cuidado diario. Los eventos se detallan a continuacion:

1. El primero se produjo en 2005, en una guarderia en Rosario, provincia de Santa Fe.

Cincuenta y tres personas fueron muestreadas y se sospecho que el caso indice era un

nifio de un afio de edad. Este brote incluy6 dos casos de SUH y un caso de portacion
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asintomatica. Uno de los casos de SUH presentd excrecion prolongada del
microorganismo (18 dias).

2. El segundo brote ocurrio dentro de una familia en Mar del Plata, Buenos Aires a
principios de 2006; donde tres contactos del hogar presentaron SUH y un contacto
familiar que result6 ser un portador asintomatico.

3. El tercero, ocurri6 a finales de 2006 en la ciudad de Neuquén y el caso indice resultd
ser una nifia de 20 meses de edad con SUH, y tres contactos asintomaticos del hogar.

4. A principios de 2011, se detectd un brote familiar en Cordoba. Las cepas fueron
recuperadas del caso indice-SUH y de su hermana.

5. El quinto brote ocurrié durante abril de 2011 en una guarderia de la ciudad de Buenos
Aires, involucré a un caso de SUH (fallecido), un caso que presentd diarrea
sanguinolenta y dos casos de diarrea no complicada. Ademas en este mismo brote un
contacto asintomatico resultd portador de una cepa STEC O111:NM stx1a/eae/ehxA. En
el caso de diarrea sanguinolenta y uno de los casos de diarrea se observd que la
excrecion del microorganismo fue prolongada.

6. En mayo de 2011 se produjo otro brote en un jardin de infantes que pertenece a un
hospital publico de la ciudad de Buenos Aires. En este evento el organismo aislado con
mayor frecuencia fue STEC O157:H7 (SUH, DS, 3 diarreas y un contacto asintomatico).
Se detectd ademas como coinfeccion, STEC O145:NMJ28], stx2a, eae-y, ehxA, IpfA;-s
en el caso de SUH y en uno de los casos de diarrea.

7. A finales de 2011 el séptimo brote ocurrié dentro de una familia en la ciudad de Buenos
Aires, donde se detectaron positivos para el microorganismo, tanto el caso de SUH
como dos contactos del hogar (hermana y padre).

8. Al mismo tiempo se produjo otro brote en una familia en los alrededores de Buenos
Aires. Esta vez el caso indice presentd diarrea sanguinolenta al igual que su hermana.
Ambos casos resultaron positivos.

9. El ultimo y noveno registro de brotes durante este periodo de estudio, ocurrié en San
Carlos de Bariloche, Rio Negro en una guarderia a mediados del afio 2012. El caso
indice SUH y dos contactos asintomaticos fueron positivos para STEC O145:NM.

Todos estos eventos se describen asociados con los datos de PFGE en el apéndice IV.
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7. Control de excrecion de STEC

En este estudio se incluyeron 7 casos en los que se llevo a cabo el control de excrecion de cepas
STEC O145. A continuacion, se describen a cada uno de ellos:

1. Nifa con SUH de la ciudad de Neuquén, de la que s6lo se obtuvieron dos muestras
positivas tomadas con 48 h de diferencia entre ellas. Las cepas aisladas presentaron el
mismo patron de Xbal-PFGE: ARENMXO01.0006. Sin embargo, se pudo observar, que
si bien ambas cepas eran positivas para el gen ehxA4, en la primera no se expresaba

fenotipicamente.

2. Durante un brote que se produjo en la ciudad de Rosario en el afio 2005, se estudié a un
nifio positivo para STEC O145:NM vy se pudo demostrar la excrecion de la bacteria
durante 18 dias. Las cepas aisladas de la primera y segunda muestra (1° control)
mostraron un patrén de Xbal-PFGE indistinguible. La colonia stx-positiva de la tercera
muestra de materia fecal estudiada (2° control), no pudo ser recuperada. Sin embargo,
se aislaron cepas con el mismo patron de Xbal-PFGE de la cuarta y quinta muestra (3°
y 4° control), las cuales presentaron un 85% de similitud respecto de la cepa original

aislada en la primera muestra. (Figura 9).

Figura 9: Relacion clonal de cepas O145:NM segtin Xbal-PFGE

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-98.3%]

PFGE-Xbal Patron Xbal Muestras Fecha de recepcion
ARENMX01.0042 4° control 2005-02-04
ARENMX01.0042 3° control 2005-02-06
ARENMX01.0006 1° control 2005-01-19
ARENMX01.0006 1° muestra 2005-02-01

A partir del afio 2011 se estudiaron varios casos con control de excrecion, algunos de los cuales
formaron parte de los diversos brotes detectados durante ese afo:

3. Caso de diarrea sanguinolenta de una nena de un afio asociada a un brote en un jardin

de infantes, en la Ciudad de Buenos Aires durante el mes de abril. Se estudiaron 3

muestras de la misma paciente, de las cuales el aislamiento de la primera muestra

(ARENMXO01.0136) present6d diferencias significativas (83,73% de similitud) en el

patron de Xbal-PFGE respecto del segundo y tercer aislamiento (ARENMX01.0178)
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que fueron idénticos entre si. Este Ultimo patron también fue identificado en cepas
aisladas de otros pacientes en el marco del estudio de un brote (ver punto 4). El tiempo

de excrecion para esta paciente fue del5 dias con una evolucion favorable.

. Dentro del mismo brote que se menciond en el punto 3, se estudi6 un caso de diarrea de
una nifia de 4 afios, con tres muestras positivas. Las cepas aisladas presentaron 100% de
similitud entre ellas y con los ultimos dos aislamientos del caso anterior

(ARENMXO01.0178). Se confirm¢ la excrecion del microorganismo por 13 dias.

Durante el mismo afio en un jardin de infantes también en la Ciudad de Buenos Aires,
se estudio un caso de SUH, correspondiente a una bebé de 10 meses. Se identificaron 2
muestras positivas de STEC O145 con un margen de 5 dias entre ambas muestras.
Ademas de la primera toma se pudo aislar una cepa STEC O157:H7 y se pudo establecer
una coinfeccion. Las cepas de 0145 presentaron dos patrones de Xbal-PFGE

(ARENMXO01.0173 y ARENMXO01.0139) con 93,3% de similitud.

. En el afo 2012, en la ciudad de San Carlos de Bariloche, provincia de Rio Negro, se
estudié un caso de DS en un nifio de 8 afios. En dos muestras tomadas con 48 hs de
diferencia entre ambas, se identificaron 2 cepas con patrones de PFGE

(ARENMXO01.0187 y ARENMXO01.0188) que presentaban un 97,62% de similitud.

. Por ultimo, se estudié un caso de SUH correspondiente a una nifia de 22 meses, de la
provincia de Buenos Aires. Se identificaron cepas con idéntico patréon de PFGE
(ARENMX1.0064) en dos muestras sucesivas de materia fecal tomadas con un margen

de 72 hs entre ellas.
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V. DISCUSION

Actualmente, en diferentes paises los avances tecnoldgicos en metodologias de deteccion han
hecho posible la vigilancia y notificacion, principalmente para STEC no-O157. La frecuencia
de asociacion con enfermedad humana segtn los diferentes serogrupos varia a nivel mundial.
Segun el LRN, entre 1998 y 2012, la proporcion de casos asociados a los serogrupos prevalentes
fue: STEC O157, 76,6% (n = 1636/2135); STEC 0145, 12,7% (n = 272/2135), STEC 026, 2
% (n=43/2135); STEC O121, 1,3 % (n = 28/2135), y STEC 0103, 0,7 % (n = 16/2135). En
comparacion, en Estados Unidos se describiéo que STEC 026 (22%) es el segundo serogrupo
asociado a enfermedad humana después de STEC O157:H7, mientras que STEC O145:NM
representa un pequeio porcentaje (5%) y ocupa el sexto lugar entre los serogrupos detectados
(Brooks et al. 2005; Mathusa et al. 2010). En Europa, EHEC O26:H11/H— represento el 5-7 %
de todos los aislamientos de origen humanos de EHEC (Bielaszewska et al. 2013). Ademas, en
Alemania, O26:H11/H- (13 %) fue el serotipo STEC no-O157 aislado con mayor frecuencia,
seguido de los serogrupos O103 (5 %)y O145 (4 %). Estos resultados concuerdan con los datos
de prevalencia informados en otros paises de Europa continental, incluidos Austria, Bélgica,
Republica Checa, Finlandia, Francia, Italia, Serbia, Suiza y los Paises Bajos, en pacientes con
enfermedad grave como SUH y también diarrea no complicada (Bielaszewska y Karch (2000).
Cabe destacar que, en Argentina, las cepas STEC O145 son de suma importancia, porque se
trata del segundo serogrupo mas frecuentemente detectado relacionado con enfermedad severa,
después del STEC O157, es por eso la necesidad de su estudio en mayor profundidad.

En este estudio se analizaron 286 cepas aisladas entre los afos 1998 y 2012, de las cuales 282
se aislaron de 272 casos clinicos. La diferencia observada entre el nimero de cepas aisladas
(n=282) y la cantidad de casos clinicos (n=272) surge de que en algunos casos de SUH se pudo
recuperar mas aislamientos al realizar el control de excrecion del patogeno. Ademas, se
incluyeron 4 cepas del reservorio animal.

En cuanto a la caracterizacion de estas cepas, podemos decir que la mayoria resultaron ser
O145:NM (96,8%; 277/286). Incluso, como fue posible determinar el fliCH28 por PCR, se llegd
a completar la serotipificacion molecular como O145:NM[H28] en el 97,8% (271/277) de las
cepas no moviles. Por otra parte, las cepas moviles se identificaron como O145:HNT,
O145:H28 y O145:H25 (9,5%, 0,9%, y 0,5% ), respectivamente. Estos serotipos son los mas
comunmente descriptos para STEC O145 (Sonntag et al. 2004; Lorenz et al. 2017). Como en
su mayoria las cepas que circulan son no moéviles, la deteccion del gen f7iC es esencial para una

completa caracterizacion. Otros autores han descripto, variantes de los genes del antigeno
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flagelar de O145, y si bien en este trabajo no se ha abordado un estudio genémico de dichos
genes, es decir no se han secuenciado, es fundamental para el contexto epidemioldgico realizar
al menos la caracterizacion (feno-genotipica) porque esta en relacion con la actualizacion de
los datos epidemiologicos en cada lugar (Beutin et al. 2015). La mayoria de las cepas fueron
capaces de fermentar el sorbitol, y de presentar la actividad de B-glucuronidasa como es de
esperarse en cepas STEC no-O157 (Paton y Paton, 1998). Sin embargo, el 1% y el 14% se
confirmaron como negativas, respectivamente. En cuanto a la actividad enterohemolitica, 7/286
(2,5%) cepas no expresaron hemolisis. Sin embargo, 4 de estos aislamientos fueron
confirmados como no enterohemoliticos cuando resultaron ser por PCR negativos para el gen
ehxA. Por tratarse de algo excepcional fue necesario el uso de dos PCRs, la que se usa
habitualmente en el LNR para la caracterizacion de las cepas STEC y otra alternativa que
amplifica una region diferente del gen (Wang et al. 2002).

Mediante pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, encontramos que la mayoria de las
cepas fueron susceptibles a los antimicrobianos seleccionados, tal como se describe en la
bibliografia para STEC O157:H7 (Gentle et al. 2020). Sin embargo, el 11,5% del total de las
cepas (33/286) fueron resistentes a al menos uno de los antimicrobianos ensayados, sin
detectarse ESBL. De los 12 perfiles unicos de resistencia a los antimicrobianos, dos exhibieron
multi resistencia a cuatro antimicrobianos. Informes recientes indican que estan siendo
detectadas cepas STEC 0145 resistentes a los antimicrobianos, asociadas tanto a casos
esporadicos como a brotes. Se describieron cepas resistentes a multiples farmacos
(cloranfenicol, 4cido nalidixico, estreptomicina, sulfametoxazol y tetraciclina), aisladas de un
brote asociado al consumo de lechuga (Taylor et al. 2010). Ademas, durante una investigacion
en los EE. UU. se observo una alta prevalencia de resistencia (n=5; 80%), siendo a la
azitromicina la mas comun, con un 20 % de multi resistencia (Beier et al. 2016). En nuestro
estudio, todas las cepas STEC 0145 de origen bovino fueron susceptibles, en oposicion a los
resultados descritos durante una investigacion realizada en ganado vacuno escocés que mostro
perfiles de resistencia a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina y trimetoprima-sulfametoxazol
(Vali et al. 2007). Estos resultados fueron similares a los detectados en las cepas humanas de
Argentina. Beier et al. (2016) también describié un 63% de cepas bovinas resistentes (n=11)
con diferentes perfiles de resistencia y un 9% de multi resistencias, siendo también la
azitromicina la mas comun. Es importante dar seguimiento al monitoreo del perfil de resistencia
en la vigilancia de las cepas de STEC, debido a que el determinante resistente puede adquirirse
por transmision plasmidica entre diferentes bacterias entéricas. También se considera que

algunos tipos de plasmidos tienen una amplia gama de huéspedes y se han encontrado en
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miembros de enterobacterias de origen clinico, alimentario y animal. Ademas, los estudios de
monitoreo molecular y filogenético permitirian una mejor comprension de las fuentes de
infeccion (WHO, 2021) y el papel de los reservorios animales o de los alimentos derivados de
animales, en el origen de las infecciones humanas por STEC no-O157 (Bai et al. 2016).

Al ser todas las cepas eae positivas podemos confirmar que son potencialmente virulentas
debido a la asociacion con la adherencia intima de la bacteria a las células del huésped
provocando la primera lesion de pegado y borrado de las microvellosidades intestinales. En
cuanto a la subtpificacion del gen eae se pudo determinar la asociacion entre la variante de eae
y el fIiC detectado. Las cepas STEC O145:NM[H28]/H28 fueron todas eae-y, mientras que las
cepas O145:H25 fueron eae-f, tal como fue descrito por Sonntag et al. (2004). Esto indicaria
que se trata de diferentes linajes dentro del mismo serogrupo. Sin embargo y debido al bajo
numero de cepas no se pudo establecer una relacion con una mayor o menor severidad de los
mismos. En otro estudio llevado a cabo en Brasil también se observo la relacion entre los
subtipos eae con los diferentes f7iC. En este trabajo se identifico una cepa como O145:H34 stxar
con la variante eae-1, asociada con un caso de diarrea aguda (Cavalcanti et al. 2020).

Asi mismo, la mayoria de las cepas resultaron ser portadores del gen IpfAi-s (96,2 %) y un
nimero mas acotado present6 el gen de la adhesina /pfo113 (5,2 %). Esta asociacion entre el gen
IpfAi1sy STEC O145 se describi6 previamente por Torres et al. (2009). Los genes que codifican
estructuras fimbriales suelen estar presentes en cepas patogenas de E. coli y, en especial, los
genes IpfAl y [pfA2 se encuentran con frecuencia entre las cepas LEE positivas asociadas con
enfermedades graves (Farfan y Torres, 2012).

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se determind que en la mayoria de las cepas
estudiadas (90,2%) el perfil prevalente de virulencia fue stxaa/eae-y/ehxA/lpfA1-5,
representando a la mayoria de las cepas de origen humano (254/282) y también a todas las cepas
de origen bovino (n=4). Este perfil, aislado con mayor frecuencia durante el periodo de estudio
podriamos considerarlo, como el de mayor virulencia. Se sabe que la capacidad citotoxica de
Stx2 es mucho mayor que Stx1 (Louise y Obrig, 1995) y diferentes estudios epidemioldgicos
sugieren que Stx2 se asocia mas frecuentemente con enfermedades graves y desarrollo de SUH
que Stx1. También a nivel de los subtipos se han estudiado las potencias citotoxicas relativas
de cinco de los subtipos purificados de Stx2, Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, y se pudo establecer
in vitro tanto en células Vero como en células epiteliales primarias del tibulo renal proximal
humano que, Stx2a y Stx2d fueron al menos 25 veces mas potentes que Stx2b y Stx2c. Los
mismos resultados se observaron en un modelo raton (Fuller et al. 2011). Por otro lado, al igual

que en el serotipo O157:H7 asociado a enfermedad severa, el gen eae y en particular la variante
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eae-y, les confiere a las cepas de O145 la capacidad de adherirse y danar al enterocito (Nataro
y Kaper, 1998). Se conoce que la presencia del gen ehxA4 esta relacionado con una actividad
sinérgica sobre el accionar de la Stx y ademas la enterohemolisina per se, produce dafio a
eritrocitos y células de los tiibulos renales (Schmidt, 1995). Por ultimo, las fimbrias estan
asociadas con la adherencia y colonizacion intestinal. En particular la fimbria /pf41-5 se ha
descripto en cepas STEC O145 asociada a determinadas variantes de intimina como eae-y
(Torres et al. 2009). A diferencia de otros trabajos donde se observan perfiles de virulencia para
STEC 0145 tanto con la presencia de stx1 como stx2 (Sonntag et al. 2004; Wahl et al. 2011;
Cernichiaro et al. 2013 y Carter et al. 2015) en este estudio solo se detectd una sola cepa con el
perfil O145:NM[H28]/stx1a/eae-y/ehxA/lpfAi.s, mostrando una gran diseminacion, tendencia
y estabilidad de cepas de gran virulencia portadoras de Stx2 y no Stx1.

En este estudio, ademas, se demostro la alta diversidad de las cepas STEC O145 que circulan
en el pais. Entre 286 cepas, se identificaron 204 patrones Xbal-PFGE con un porcentaje de
similitud del 58,7%. El patron ARENMXO01.0006 fue el mas frecuentemente detectado en
Argentina a lo largo del tiempo (14/204; 6,7%). Los patrones asociados a los brotes fueron
variables y el patron ARENMX01.0006 se ha identificado en sélo dos de los brotes estudiados
en 2005 y 2006 (Apéndice 1V). En uno de los clusters analizados (cluster VIII) se pudo
establecer la relacion clonal entre cepas humanas y bovinas, con un 100% de similitud. Este
patron Xbal-PFGE (ARENMXO01.0084) se reconocid por primera vez en 2007 en bovinos y
humanos pudiéndose establecer la circulacion de un mismo clon tanto en reservorio como en
humanos sin vinculo epidemiolédgico. Esto hace sospechar su circulacion de forma intermitente
ya que se detecto aflos siguientes en casos clinicos. En otro estudio realizado en Argentina, se
establecidé una asociacion similar entre cepas STEC O157:H7 humanas y bovinas aisladas
durante el mismo periodo. En ese trabajo se detectaron cinco grupos o clusters de cepas
humanas y bovinas con un 100% de similitud entre ellas (D'Astek et al. 2012).

Del total de casos asociados a STEC O145 durante este periodo, el 56,6 % correspondio a casos
de SUH y cinco de ellos fallecieron (1,8 %). Es de destacar que la mayoria de los casos que
ocurren en Argentina se corresponden con enfermedad grave y esto podria estar directamente
relacionado con el perfil de gran potencial de virulencia, que ademas se detecta con mayor
frecuencia. La descripcion de dicho perfil seria evidencia importante como para poder asociar
a este patogeno con el gran numero de casos de enfermedad severa en el pais por STEC O145.
Por otro lado, si nos referimos solo a los casos totales de SUH en dicho periodo, el SUH-STEC
0145 (n=154) representa el 16,2% de todos los casos de SUH estudiados en el mismo periodo

(n=953), lo que confirma que es el segundo serogrupo asociado a enfermedad grave en nuestro
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pais, después del SUH-STEC O157:H7 (73,8 %). En tercer lugar, podemos mencionar SUH-
STEC O121 que se encontr6 en un 2,1 % de los casos, mostrando una gran diferencia en cuanto
a la frecuencia de los principales serogrupos. Esto esta disponible en los informes nacionales
(BIV .2022: n-630-se-48-2022) donde se presentan STEC O157:H7 y O145:NM/H28 a lo largo
de los afios. Ademas de la asociacion con enfermedad grave, debemos considerar que STEC
0145 se encuentra asociado con otras manifestaciones clinicas, tales como diarrea
sanguinolenta (17,3 %), diarrea (16,5%), contactos asintomaticos (5,9 %) y diagndstico clinico
desconocido (4 %). Se estima que este patogeno circula en nuestro pais desde hace varios afios,
teniendo en cuenta que el primer aislamiento se detect6 a partir de un caso de SUH notificado
en 1998, momento en el que el NRL comenzaba a implementar PCR especificas para stx
descriptas previamente por Paton y Paton (1998).

A pesar de que la mayoria de los casos se reportaron como eventos esporadicos, también se
detectaron brotes asociados a STEC O145. La estrategia del sistema de vigilancia implementada
en el pais permite la posibilidad de detectar brotes de tipo comunitario cerrados. En general, los
eventos ocurren en ambientes familiares o institucionales acotados. El nimero de personas
involucradas en cada brote detectado por el procedimiento de seguimiento epidemiologico
mostré que la transmision persona a persona fue la via de diseminacion mas probable.
Independientemente del esfuerzo en la investigacion, no se pudo identificar la asociacion con
la fuente de infeccion en ninguno de los brotes descriptos. Sin embargo, uno de los brotes de
jardin de infantes estuvo asociado con el agua recreativa, aunque no se recuperd ninguna cepa
de STEC para confirmar esta hipotesis. Otros paises también han informado brotes asociados
con O145. En Alemania, un brote ocurrido en 1999 ha sido descripto con dos casos positivos
para STEC O145:H28, sin asociacion con una fuente de contagio (Mathusa et al. 2010). En
Bélgica se notificd un brote de STEC O145 y se pudo establecer la relacion de los casos con el
consumo de helado como vehiculo de infeccion. Este evento ocurrid en dos fiestas de
cumpleafios sucesivas celebradas en una finca con cinco casos de SUH; cuatro de ellos fueron
confirmados como positivos para STEC O145 y uno incluia una coinfeccion con STEC 026
(De Schrijver et al. 2008). En 2009, en Noruega se notificd un brote en una guarderia con 16
casos de diarrea, particularmente asociados a STEC O145:H28/stx1/eae (Wahl et al. 2011). En
el afio 2010 en los Estados Unidos se notifico un brote denominado de multi Estado pudiéndose
establecer el vinculo en 5 estados diferentes. La causa del brote estuvo asociada al consumo de
lechuga romana rayada lista para el consumo. Se confirmaron 26 casos por infeccion con STEC
0145, de los cuales 14 tuvieron que ser hospitalizados y 3 de ellos evolucionaron a SUH (Taylor

et al. 2013). Durante 2012 se notifico otro brote con 18 casos de infeccion por STEC O145 en
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nueve estados diferentes (cuatro pacientes debieron ser hospitalizados y uno de ellos fallecio),
sin confirmacién de fuente (CDC, 2012).

Ademas del estudio de brotes, la estrategia del sistema de vigilancia también ha permitido el
estudio y seguimiento prolongado de algunos casos y contactos, especialmente cuando se trata
en un contexto de brote. En total, se identificaron 7 casos con mas de una muestra positiva para
STEC 0145, aislada durante el periodo de eliminacion fecal. Esto da cuenta de la duracion en
el tiempo que puede tener la portacion y el potencial de diseminacion de este patdogeno, como
en el caso del brote ocurrido en 2005 en Rosario, donde el caso indice presentd excrecion
intermitente y persistente en el tiempo por alrededor de 20 dias (Miliwebsky et al. 2007). La
portacion y excrecion de STEC por tiempo prolongado se ha descripto previamente en
Alemania (Karch et al. 1995). La baja dosis infectiva de STEC es un factor determinante que
facilita la transmision del patégeno, principalmente de persona a personay a través del consumo
de alimentos contaminados (Paton y Paton, 1998). Ademas, hay varios factores del huésped que
influyen en el riesgo de adquirir una infeccion por STEC, como la edad, la inmunidad, el estado
de salud, el uso de antibidticos y agentes anti-motilidad intestinal, el estrés y los factores
genéticos (Rivas et al. 2014). Por lo tanto, siempre es importante realizar un seguimiento de los
pacientes y evaluar las infecciones por STEC también entre los convivientes, para interrumpir
el ciclo de transmision.

Si bien en Argentina STEC O145:NM no es un serotipo frecuentemente aislado de reservorio,
en este estudio describimos cuatro cepas STEC O145:NM de origen bovino. Tres de dichas
cepas fueron aisladas en el marco de una investigacion realizada en mataderos y frigorificos,
representando solo el 1% de las cepas aisladas de heces bovinas (Masana et al. 2011). La cuarta
cepa estudiada, fue parte de un estudio en colaboracion con el INTA durante 1999 y es por tanto
hasta el momento considerada el primer registro de origen bovino de STEC O145 (Meichtri et
al. 2004). Por otro lado, otros autores que han trabajado en estudios de portacion en Argentina
describieron unos 31 serogrupos diferentes aislados de carcasas, cortes y recortes de carne
vacuna en un matadero de exportacion del pais, sin embargo, no han identificado O145 durante
ese muestreo (Brusa et al. 2017). En otro estudio llevado a cabo en animales de compaiiia se
aislo STEC O145 de un gato doméstico, que convivia con un nifio que padecia SUH. Si bien
del caso se pudo detectar otro serogrupo diferente de STEC, esto indicaria el potencial de
contagio y lo importante que podrian ser las medidas de higiene para controlar la transmision
del patogeno (Rumi et al. 2012). En nuestro pais, hasta el momento no se ha descripto ningun
hallazgo de STEC O145 en alimentos. Sin embargo, es importante reforzar la vigilancia en

alimentos, considerando que en diferentes paises este patdgeno se ha asociado con infecciones
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en humanos luego del consumo de diferentes tipos de alimentos, como helado artesanal, lechuga
lista para el consumo (CDC, 2010; De Schrijver et al. 2008 y Wahl et al. 2011), y carne de
venado poco cocida (Rounds et al. 2012).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron conocer con mas detalle las
caracteristicas de las cepas STEC O145 que circulan en Argentina. Si nos referimos a la
deteccion de STEC no-O157, podemos decir que es un desafio para el diagnostico de
infecciones humanas. Resulta muy dificultoso en el cultivo bacteriano diferenciar estos
patogenos del resto de las cepas de E. coli comensales dado que presentan las mismas
caracteristicas morfoldgicas. Por tanto, es muy importante conocer los perfiles genéticos de
virulencia del patdogeno para poder detectarlo mediante las técnicas adecuadas de biologia

molecular.
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VI. CONCLUSIONES

- En este estudio se complet6 la caracterizacion las cepas STEC O145 aisladas en Argentina en
el periodo 1998-2012 y se analizo el perfil de virulencia de estas. El conocimiento del potencial
virulento de estas cepas es fundamental para una mejor comprension del impacto que generan
en Salud Publica.

-Se identificaron 9 perfiles de virulencia diferentes y podemos decir que los factores de
virulencia para este serogrupo estan muy conservados, siendo O145:NM[H28], stx2a, eae-y,
ehxA, IpfA1-5 el perfil prototipo mayoritario de las cepas circulantes en Argentina. Sin embargo,
a partir del estudio de subtipificacion por Xbal-PFGE podemos inferir que las cepas presentan
una gran diversidad genética debido a la gran cantidad de patrones unicos que se obtuvieron
respecto de la cantidad de cepas estudiadas y que muchos de ellos se mantuvieron viables en el
tiempo.

- Se observo un mismo patron de PFGE en cepas de reservorio bovino y de aislamientos
clinicos, esto pone de manifiesto la circulacion de un clon potencialmente exitoso que pasa del
reservorio al humano y / o viceversa.

- Los resultados obtenidos demuestran que las cepas STEC O145 que circulan en Argentina, no
solo presentan un perfil genético con gran potencial virulento, sino que como son detectadas
con alta frecuencia, constituyen un factor de riesgo importante. Son causales de enfermedad en
humanos, desde una diarrea sin complicacion, hasta casos severos como diarrea sanguinolenta
y SUH. También se encuentran asociadas a brotes y pueden ser excretadas por periodos largos
e intermitentes como asi también infectar a individuos de manera asintomatica.

-De acuerdo entonces a la virulencia demostrada en este trabajo que poseen las cepas de STEC
0145:H28, se puede inferir que la severidad de los casos en Argentina no solo esta vinculada a
la infeccion por STEC O157:H7 que es el prototipo mas importante a nivel mundial, sino que
también esta relacionada con este serotipo que es el segundo detectado en frecuencia en nuestro
pais.

-A partir de este estudio, debemos destacar la importancia y la necesidad de mejorar los
algoritmos de diagnodstico orientados a identificar este tipo de patogenos. Esto permite
monitorear la circulacion, prevalencia y la deteccion de brotes asociados a STEC O145 y otros
serogrupos significativos, y por lo tanto facilita a los agentes responsables de las distintas areas
(clinica, alimentos y reservorio animal) la toma de decisiones para la implementacion de

medidas adecuadas de control y prevencion.
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-El monitoreo de las cepas circulantes de STEC O145 que se aislan de casos clinicos, del
reservorio animal y del ambiente es de suma importancia para conocer la epidemiologia de este
patogeno, para prevenir y/o controlar oportunamente la ocurrencia de casos esporadicos, como
brotes familiares e institucionales.

-Para ellos es necesario contar con un sistema de vigilancia fortalecido que permita establecer
las estrategias de prevencion y control de las enfermedades asociadas a la infeccion por STEC,
que las mismas sean dindmicas y se adapten a los cambios que estos patdogenos pueden
manifestar eventualmente, a fin de disminuir la incidencia de SUH en nuestro pais de forma
eficaz.

-Por lo tanto es fundamental fortalecer el sistema de vigilancia para prevenir casos humanos
asociados a STEC 0145 y otros STEC no-O157, asi como también monitorear la circulacion

de este patdgeno en los posibles reservorios y en alimentos en nuestro pais.
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VII. PROPUESTA DE TRABAJOS A FUTURO

A partir de este estudio quedaron planteadas las siguientes lineas tematicas para su

investigacion:

>

Caracterizacion de las cepas no moviles incorporando como parte de la rutina de
diagnostico las PCRs para determinar el gen f7iC.

Incorporacion de la secuenciacion de genoma completo (SGC) como una herramienta
importante para facilitar el diagndstico de rutina en los laboratorios. En este contexto,
debido a la gran cantidad de informacion que aporta, la implementacion de SGC sera
un gran avance que contribuira a la mejora de la caracterizacion de las cepas y estudio
de genes de virulencia accesorios.

Fortalecimiento de la vigilancia epidemiologica a través de diferentes estudios locales
que permitan establecer ademas de las caracteristicas de virulencia de las cepas, su nicho
ecologico y factores de riesgo de las infecciones por STEC O145.

Estudios de los mecanismos de supervivencia y de evolucion de la poblacion STEC
0145 en el pais.

Adecuacion de la estrategia de vigilancia a las nuevas metodologias de secuenciacion

masiva.
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PCR IpfA1-5 IpfO113
Autor (aio) Torres (2009) Doughty (2002)
Tamano del fragmento
250 pb 573 pb

Nombre y secuencia de los
primers 5°-3"

IpfA1-C: GGTTGGTGACAAATCCCCG
IpfA1-CR1: GAGAACCGTCTGGCCTGTTT

IpfAF: ATGAAGCGTAATATTATAG
IpfAR: TTATTTCTTATATTC GAC

Cepas de referencias

Control positivo 1

E. coli FP-02/02 O145:NM (/pfA1-5)

E. coli EH41 O113:H21 (IpfO113)

Control positivo 2

Control positivo 3

Control Negativo

E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 25922

Concentracion de los reactivos
en la mezcla/50 pl

Tris-CIH 10 mM (pH. 8,3) 1X 1X
Cl.Mg 1,5 mM 1,5 mM
dNTPs 0,1 mM 0,1 mM
Primers 0,1 pmol/ul 0,4 pmol/ul
Taq polimerasa 0,02 U/ull 0,02 U/ull
Templado 1/25ul 2/50 ul

Condiciones de Amplificacion

Desnaturalizacion inicial

94°C por 5 minutos

94°C por 2 minutos

N° de ciclos (condiciones de
amplificacion)

30 (94°C, 30 seg.; 60°C, 30 seg.; 72°C, 30 seg.)

30 (94°C, 60 seg.; 52°C, 50 seg.; 72°C, 60 seg.)

Extension final

72 °C por 10 min.

72 °C por 1 min.

Electroforesis

Concentracion gel agarosa

2%

2%

Colorante del ADN

GelRed 12,3X

GelRed 12,3X

Buffer de corrida

Tris Acético EDTA (TAE 1X)

Tris Acético EDTA (TAE 1X)

Buffer de siembra

Xilene Cyanol

Xilene Cyanol

Tiempo de corrida

40 minutos

40 minutos

Voltaje

80V

80V
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APENDICE II

Relacion clonal de cepas STEC 0145 por Xbal- PFGE segun protocolo STEC O157

Dice éO
PFGE-Xbal

(=]
@©

FGE-Xbal
8

£:1,50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-98.3%]

Apéndice I

_673/09
236/02

ARENMX01.012
ARENMX01.0018

coli 0145:NM
coli 0145:NM

Contact

Cluster vV

171/06  ARENMX01.0061 Xbal  E.coli O145:NM HUS
174106 ARENMX01.0061 E.coll O145:NM Contact |
419/06  ARENMX01.0061 E. coli O145:NM HUS
| 428/06  ARENMX01.0061 E. coli O145:NM HUS
©221/06  ARENMX01.0062 Xbal E.coli O145:NM HUS
- 290/06  ARENMX01.0071 Xbal  E.coli O145:NM HUS
: 150/06  ARENMX01.0069 Xbal  E.coli O145:NM Contact
175/09  ARENMX01.0115 Xbal  E.coli O145:NM HUS
| 490/08  ARENMX01.0082 Xbal  E. coli O145:NM HUS
599/08  ARENMX01.0039 Xbal  E.coli O145:NM BD
: 666/05  ARENMX01.0028 Xbal  E.coli O145:NM D
75/07 ___ ARENMX01.0029 Xbal __E. coli O145:NM_BD
1104/06  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM Contact
1105/06 ARENMX01.0006 Xbal  E.coli O145:NM Contact
1106/06  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM Contact
1117/06  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM HUS
135/08  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM HUS Cluster Il
136/05 1m ARENMX01.0006 E. coli O145:NM D
605/06  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM HUS
710/03  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM BD
710/08  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM BD
913/02  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM HUS
705/03  ARENMX01.0006 E. coli O145:NM HUS
136/05 3m ARENMX01.0006 E. coli O145:NM D
783/08  ARENMX01.0037 Xbal  E.coli O145:NM HUS
460/07  ARENMX01.0092 Xbal  E.coli O145:NM HUS
B | 806/05  ARENMX01.0035 Xbal  E.coli O145:NM unknown
101/03. ARENMX01.0009 Xbal  E.coli O145NM HUS
268/04  ARENMX01.0033 Xbal  E.coli O145:NM HUS
117/09  ARENMX01.0111 Xbal  E.coli O145:NM HUS
641/07  ARENMX01.0085 Xbal E.coli O145:NM BD
1/08 ARENMX01.0032 Xbal  E. coli O145:NM HUS A—
875/07  ARENMX01.0032 E. coli O145:NM D
628/04 ARENMX01.0035 Xbal E.coli O145:NM D
| 925/08 ARENMX01.0103 Xbal  E.coliO145:NM BD
315/06. ARENMX01.0057 Xbal E.coli O145:NM D
674/05 ~ARENMX01.0051 Xbal E.coli O145:NM unknown
22/06  ARENMX01.0060 Xbal E.coli O145:NM HUS
896/08  ARENMX01.0104 Xbal E.coli O145:NM HUS
| 256/04  ARENMX01.0031 Xbal  E.coli O145:NM BD
_ 8/08 ARENMX01.0077 Xbal __E. coli O145:NM_unknown
628/09 ARENMX01.0125 Xbal E. coli O145:NM D Cluster IV
E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.

71

916/01 ARENMX01.0018 Xbal coli 0145:NM D
152/02  ARENMX01.0007 Xbal coli O145:NM D
396/08  ARENMX01.0080 Xbal coli O145:NM HUS
805/05  ARENMX01.0053 Xbal coli 0145:NM HUS
. 100/07  ARENMX01.0041 Xbal coli 0145:NM HUS
1166 ARENMX01.0112 Xbal coli O145:NM Young steer
888/05  ARENMX01.0052 Xbal coli 0145:NM HUS




I 785108

ARENMX01.0047 Xbal E. coliO145:NM  HUS
809/07 ARENMX01.0100 Xbal E. coliO145:NM  HUS
144/03 ARENMX01.0010 Xbal E. coli O145:NM HUS
597/06 2 ARENMX01.0054 Xbal E. coliO145:NM BD
617/09 ARENMX01.0124 Xbal E. coliO145:NM BD
650/06 ARENMX01.0056 Xbal E. coliO145:NM  HUS
00/0 ARENMX01.0004 Xbal . coll O145:NM HU
125/05j ARENMX01.0004 E. coli O145:NM  unknown
2002 ARENMX01.0004 E. coli O145:NM  HUS
339/07 ARENMX01.0004 E. coliO145:NM  HUS
389/09 ARENMX01.0004 E. coli O145:NM HUS
472/07 ARENMX01.0004 E. coliO145:NM D
478/06 ARENMX01.0004 Xbal E. coliO145:NM BD
810/05 ARENMX01.0004 E. coliO145:NM HUS
870/06/  ARENMX01.0004 E. coliO145:NM D
994/10 ARENMX01.0004 E. coli O145:NM  BD
- 433/06 ARENMX01.0064 Xbal E. coliO145:NM BD
47/08 ARENMX01.0096 Xbal E. coli O145:NM  HUS
330/07 ARENMX01.0088 Xbal E. coliO145:NM BD
644/06 ARENMX01.0055 Xbal E. coliO145:NM BD
973/06 ARENMX01.0075 Xbal E. coli O145:NM  HUS
. 274/081 ARENMX01.0079 Xbal E. coliO145:NM  HUS
67/0 ARENMX01.0024 Xb coli O145:NM__H
161/03 ARENMX01.0008 Xbal E. coliO145:NM  HUS
447/06 ARENMX01.0008 Xbal E. coli O145:NM  HUS
465/07 ARENMX01.0008 E. coli O145:NM  HUS
. 47/06 ARENMX01.0008 E. coliO145:NM  HUS
481/08 ARENMX01.0008 E. coliO145:NM  HUS
679/07 ARENMX01.0008 E. coli O145:NM HUS
843/07 ARENMX01.0008 Xbal E. coli O145:NM  HUS
544/09 ARENMX01.0120 Xbal E. coliO145:NM  HUS
. 547/09 ARENMX01.0119 Xbal E.coliO145:NM D
- 20/09 ARENMX01.0107 Xbal E. coli O145:NM HUS
667/07 ARENMX01.0084 Xbal E. coli O145:NM  HUS
67/08 ARENMX01.0084 E. coliO145:NM BD
682/07 ARENMX01.0084 E. coliO145:NM D
FP-195  ARENMX01.0084 E. coli O145:NM  Calf
. FP-202  ARENMX01.0084 E. coli O145:NM _ Calf
84/07 ARENMX01.0095 Xbal E HUS

coli 0145:NM
0li O145:NM

coli 0145:NM

457/06
931/08
292/07
500/08
- 554/07
557/08
- 1013/01

E
ARENMX01.0078 E. coli O145:NM  HUS
ARENMX01.0011 _ Xbal _ E. coll O145:NM D
ARENMX01.0114  Xbal  E.coliO145:NM HUS
ARENMX01.0034  Xbal  E.coliO145:NM BD
ARENMX01.0066  Xbal  E.coliO145:NM HUS
ARENMX01.0105  Xbal  E.coli O145:NM HUS
ARENMX01.0093  Xbal  E.coli O145:NM BD
ARENMX01.0083  Xbal  E.coli O145:NM D
ARENMX01.0106  Xbal  E.coli O145:NM HUS
ARENMX01.0091  Xbal  E.coliO145:NM HUS
ARENMX01.0003  Xbal  E.coliO145:NM D
ARENMX01.0108  Xbal  E.coli O145:NM Contact
ARENMX01.0074  Xbal  E.coli O145:NM BD
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Cluster VI

Cluster VIl

Cluster Vil

Cluster IX



153/01 ARENMX01.0015 Xbal E.coliO145:NM  BD
- 23/02 ARENMX01.0005 Xbal E.coliO145NM D

471/06 ARENMX01.0068 Xbal E.coliO145NM D

806/08 ARENMX01.0102 Xbal E.coli O145:NM  HUS

307/09 ARENMX01.0116 E.coli O145:NM  HUS

476/00 ARENMX01.0013 Xbal E.coliO145:NM  BD

503/07 ARENMX01.0109 Xbal E.coliO145:NM  BD
- 811/06 ARENMX01.0070 Xbal E.coliO145:NM  HUS

167/98 ARENMX01.0038 Xbal E.coliO145:NM  HUS

12/06 ARENMX01.0067 Xbal E.coliO145:NM  HUS

175/05 ARENMX01.0044 Xbal E. coliO145:NM  unknown

932/06 ARENMX01.0072 Xbal E.coli O145:NM  HUS

823/07 ARENMX01.0099 E.coliO145:NM  BD Cluster X
 920/06 ARENMX01.0099 Xbal E. coli O145:NM  HUS

4/05 ARENMX01.0073 Xbal E.coliO145NM D

603/08 ARENMX01.0049 Xbal E.coliO145:NM  HUS

798/08 ARENMX01.0002 E coliO145:NM  HUS Cluster XI

949/011 ARENMX01.0002 Xbal coli O145:NM  HUS

551/09 AR 01.0076 . coli O145: H
Cluster XII

886/06  ARENMX01.0076 Xbal  E.coliO145NM  HUS
899/06 ___ ARENMX01.0076 E_coli O145:NM___HUS
184/07  ARENMX01.0094 Xbal  E.coliO145NM  HUS
1012/08  ARENMX01.0110 Xbal  E.coliO145NM  HUS
| 480/08  ARENMX01.0081 Xbal  E.coliO145NM  HUS
830/07  ARENMX01.0097 Xbal  E.coliO145NM  BD
834/07  ARENMX01.0098 Xbal  E.coliO145NM  HUS
425/06  ARENMX01.0065 Xbal  E.coliO145:NM  HUS
134N3 ARENMX01.0001 Xbal  E.coliO145:NM  calf
449/09  ARENMX01.0117 Xbal  E.coliO145NM  HUS
138/09  ARENMX01.0115 E.coli O145:NM  HUS
807/01 ARENMX01.0020 Xbal  E.coliO145NM D
485/07  ARENMX01.0086 Xbal  E.coliO145NM  HUS
647/04  ARENMX01.0030 Xbal  E.coliO145NM  HUS f—
664/0 ARENMX01.0030 E. coli O145:NM___BD
298/07  ARENMX01.0089 Xbal  E.coliO145:NM  HUS
632/0 RENMX01.0036 b . coll O :NM BU
635/07  ARENMX01.0036 E.coliO145:NM  HUS (Cluster Xiv
649/07  ARENMX01.0036 E. coli O145:NM ___ BD
| 179/08  ARENMX01.0101 Xbal  E.coliO145NM  HUS
569/03  ARENMX01.0026 Xbal  E.coliO145NM D
613/03  ARENMX01.0021 Xbal  E.coliO145NM D
1183/06  ARENMX01.0090 Xbal  E.coliO145NM  HUS
" 584/08  ARENMX01.0016 E.coliO145NM __ BD lstar
764/01 ARENMX01.0016 Xbal  E.coliO145NM D
176/09  ARENMX01.0116 Xbal  E.coliO145:NM  BD
84/05 ARENMX01.0043 Xbal  E.coliO145:NM  Contact
0708 RENMXO01.0063 E. coll O145:ANT _ HUS
235/08  ARENMX01.0063 E. coli O145:HNT  HUS Cluster XVI
| 854/05 __ ARENMX01.0063 Xbal __E. coli O145:HNT _HUS
© 14/00 ARENMX01.0012 Xbal  E.coliO145H25 HUS
105007  ARENMX01.0046 Xbal  E.coliO145:HNT  HUS
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146/02 ARENMX01.0022 Xbal E. coli 0145:NM D
298/06 ARENMX01.0059 Xbal E. coli 0145:NM HUS
136/05 4m ARENMX01.0042 Xbal E. coli 0145:NM D
136/05 5m ARENMX01.0042 E. coli 0145:NM D
139/07 ARENMX01.0087 Xbal E. coli 0145:NM HUS
196/05 ARENMX01.0045 Xbal E. coli 0145:NM unknown
935/01 ARENMX01.0017 Xbal E.coliO145:H25 D
936/01 ARENMX01.0017 E.coli0145:H25 D
80/06 ARENMX01.0058 Xbal E. coli 0145:NM D
148/02 ARENMX01.0019 Xbal E. coli 0145:NM D
155/02 ARENMX01.0025 Xbal E. coli 0145:NM HUS
53/01 ARENMX01.0014 Xbal E. coli 0145:NM HUS
873/07 ARENMX01.0118 Xbal E. coli 0145:NM D
‘ 593/05 ARENMX01.0027 Xbal E.coliO145:HNT  HUS
- 711/03 ARENMX01.0113 Xbal E. coli 0145:NM HUS
| 790/03 ARENMX01.0048 Xbal E. coli 0145:NM HUS

Cluster XVII

Cluster XVIII



APENDICE III

Relacion clonal de cepas STEC O145 por Xbal- PFGE segun protocolo STEC no-O157

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

°© g g & PFGE-Xbal

Apéndice I

1181 AR1IIN! 854/05 E.coli O145:HNT ~ ARENMX01.0063  Xbal HUS .
23508 E.coli O145:HNT  ARENMX01.0063 HUS
14/00 E.coll O145:H25  ARENMX01.0012  Xbal  HUS
105007  E.coliO145:NM  ARENMX01.0046  Xbal ~ HUS
l“l \ 593/05___E.coli O145:HNT _ARENMX01.0027 _ Xbal ___HUS
I} 470/11 E.coliO145:NM  ARENMX01.0172  Xbal BD
Il | 50011  E.coli O145:NM  ARENMX01.0172 D CHsEr e
I 46111 E.coliO145NM  ARENMX01.0171  Xbal  HUS/dead
UILTLIML LW s4ros E.coli O145:NM  ARENMX01.0043  Xbal  Contact
Il 174/06  E.coli O145NM  ARENMX01.0061 Contact
“LUBD I 17106 E.coliO145:NM ARENMX01.0061  Xbal  HUS
I i 221/06  E.coliO145:NM  ARENMX01.0061 HUS Cluster!
' u “I m{ 290/06  E.coli O145:NM  ARENMX01.0061 . HUS
Tk 75006 E.coll O145:NM __ ARENMX01.0069  Xbal _ contact
W | 800/12 E.coliO145:NM  ARENMX01.0200  Xbal HUS
W T 202007 E.coliO145:NM  ARENMX01.0093  Xbal  BD
| M o ll 41712 E.coliO145:NM  ARENMX01.0192  Xbal  HUS
419/04  E.coliO145NM  ARENMX01.0114  Xbal ~ HUS
931/08  E.coliO145:NM  ARENMX01.0105  Xbal  HUS
{10 || | |91 E.coli O145:NM  ARENMX01.0155  Xbal ~ HUS
Hil ) 457/06  E.coliO145NM  ARENMX01.0066 Xbal ~ HUS
Illlil}l 471/06  E.coliO145NM  ARENMX01.0068 Xbal D
| [ || 20009 E.coliO145:NM  ARENMX01.0107  Xbal  HUS
" ﬂ Wl | |||}l 544109 E.coliO145:NM  ARENMX01.0120  Xbal HUS
1210/06  E.coli O145:NM  ARENMX01.0023  Xbal  HUS
| m] | [l 94908  E.coli IO145:NM  ARENMXD1.0034  Xbal  BD o
11/ 80/10 E. : ARENMX01. D
1018/11  E.coli O145:NM _ ARENMX01.0008
) T 101911 E.coliO145:NM  ARENMX01.0008 Contact Clustes VIl
L L 161/03 ___E.coli O145:NM___ARENMX01.0008 _ Xbal ___HUS
WM B0l 54709 E.coliO145:NM  ARENMX01.0119  Xbal D
942/11  E.coli O145:NM  ARENMX01.0164  Xbal  HUS
1 784/11  E.coliO145NM  ARENMX01.0163 Xbal D P
il 787/11____E.coli O145:NM___ARENMX01.0163 BD
(1 R} |||||| 1137/11  E.coliO145NM  ARENMX01.0084 BD
WM B 7ean2 E.coliO145:NM  ARENMX01.0084 D
LI 667/07  E.coliO145:NM  ARENMX01.0084  Xbal  HUS
‘ i i . Xoal AOS Cluster XXI1
‘ W1 00l 629/123°M E.coliO145:NM  ARENMX01.0194 Contact
| ‘ | 8407 E.coliO145:NM  ARENMX01.0095  Xbal HUS
Il W1 B 59512 E.coiO145NM  ARENMX01.0193  Xbal  BD
W e 72 E.coliO145:NM  ARENMX01.0169  Xbal D
[0 1 48108 E.coliO145:NM  ARENMX01.0040  Xbal  HUS
92710 E.coli O145:NM  ARENMX01.0151  Xbal ~ HUS
4101 (1l 745112 E.coliO145:NM  ARENMX01.0199  Xbal  HUS
{ 184/07  E.coliO145:NM  ARENMX01.0094  Xbal  HUS
[HIUE 101l 28812 E.coliO145:NM  ARENMX01.0185  Xbal  HUS
1 ] 385/11 E.coli O145:NM  ARENMX01.0159  Xbal HUS
72012 E.coliO145:NM  ARENMX01.0121  Xbal  HUS
P MY 47600 E.coliO145:NM  ARENMX01.0013  Xbal  BD

75




T 594/11  E.coli O145:NM _ ARENMX01.0173 _ Xbal HUS
| |1l 83111 E.coliO145:NM  ARENMX01.0173 Contact
| JIlll 52010  E.coliO145:NM  ARENMX01.0131 Xbal  HUS
(]l 606/10  E.coliO145NM  ARENMX01.0146 Xbal  HUS
134N3  E.coli O145:NM  ARENMX01.0001 Xbal calf
| ||; | 485007  E.coliO145NM  ARENMX01.0086  Xbal HUS
Y 405 E.coliO145NM  ARENMX01.0073 Xbal D
Bl 117111 E.coliO145NM  ARENMX01.0167 Xbal D
|1[ || IH " Il 179/08 E.coliO145:NM  ARENMX01.0101  Xbal HUS
’ 904/06  E.coliO145:NM  ARENMX01.0074 Xbal ~ BD
|||]||]||| Hlmﬁ 14012  E.coliO145:NM  ARENMX01.0183 Xbal D
i | || 58/09 E.coliO145:NM  ARENMX01.0108  Xbal  Contact
Bl 965/10  E.coli O145:NM _ ARENMX01.0152  Xbal _ HUS
71/11 E. coli O145:NM__ ARENMX01.0152 Contact
153/01  E.coliO145:NM  ARENMX01.0015 Xbal  BD
; 557/08  E.coliO145:NM  ARENMX01.0091 Xbal ~ HUS
Wi | 449/09  E.coliO145:NM  ARENMX01.0117 Xbal  HUS
U0l © ] 18112  E.coliO145NM  ARENMX01.0182 Xbal  BD
I w I“ [l||ll 30709  E.coliO145:NM  ARENMX01.0062 Xbal  BD
L ﬂ‘t“,» 268/04  E.coliO145:NM  ARENMX01.0033 Xbal  HUS
I 1 599108  E.coliO145:NM  ARENMX01.0039 Xbal — BD
|| Il 256/04  E.coliO145NM  ARENMX01.0031 Xbal ~ BD
| |||H"“ Pl 17505  E.coliO145:NM  ARENMX01.0044 Xbal  unknown
[ U101 1 (]| 167/98  E.coliO145:NM  ARENMX01.0038 Xbal ~ HUS
BUMI BEUD 50008  E.coliO145NM  ARENMX01.0083 Xbal D
(AL | 633007  E.coliO145NM  ARENMX01.0050 Xbal D
158/11  E.coliO145:NM  ARENMX01.0156 Xbal  BD
‘E WL 1 19605  E.coliO145:NM  ARENMX01.0045 Xbal  unknown
518/04  E.coliO145:NM  ARENMX01.0078 Xbal  HUS
T 1012/08  E.coli O145:NM  ARENMX01.0110  Xbal HUS
{E [F40 0 U1 489008 E.coliO145:NM  ARENMX01.0081 Xbal  HUS
00 425/06  E.coliO145:NM  ARENMX01.0065 Xbal  HUS
). 79808  E.coliO145NM  ARENMX01.0002 Xbal  HUS
T 1. 290/12  E.coliO145:NM  ARENMX01.0076 Xbal  HUS
PO 11| 679112 E.coliO145:NM  ARENMX01.0076 BD
1 HIN 680/12  E.coliO145:NM  ARENMX01.0076 HUS
L Ll 886/06  E.coliO145:NM__ ARENMX01.0076 . HUS
|| 790/03 _ E.coliO145:NM__ ARENMX01.0048 _ Xbal ___HUS
(1l 182111  E.coliO145:NM  ARENMX01.0049 Contact
1 ! m . 603/08  E.coliO145:NM  ARENMX01.0049 . HUS
UL 17911 E.coliO145:NM__ ARENMX01.0049 _ Xbal __ HUS
- | h | 298/07  E.coliO145NM  ARENMX01.0089 Xbal  HUS
|_ [ i wl 87910  E.coliO145NM  ARENMX01.0214 Xbal  HUS
| b 807/01  E.coliO145:NM  ARENMX01.0020 Xbal D
Iy ’M’ | Hl 138/09  E.coliO145:NM ~ ARENMX01.0115 Xbal ~ HUS
| ||| 920/06  E.coliO145:NM  ARENMX01.0099 Xbal  HUS
i 635/07  E.coliO145:NM _ ARENMX01.0036  Xbal _ HUS
Ll 649/07 _E.coli O145:NM__ ARENMX01.0036 . BD
- I I 1050/11/#1 E.coliO145:NM  ARENMX01.0168 Xbal D
79710 E.coliO145NM  ARENMX01.0147 Xbal  HUS
{_E ||| Hil ||||m 503/07  E.coliO145:NM  ARENMX01.0109 Xbal ~ BD
806/08  E.coliO145:NM  ARENMX01.0102 Xbal ~ HUS
g [ IWI1 WINT 56903  E.coliO145NM  ARENMX01.0026 Xbal D
| B0l 6130038 E.coliO145:NM  ARENMX01.0021  Xbal D
L — b 12/06 E.coliO145NM  ARENMX01.0067 Xbal ~ HUS
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Cluster XIV
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[ T BT 56903  E.coliO145:NM  ARENMX01.0026  Xbal D
[ | L Bl 61303 E.coliO145:NM  ARENMX01.0021 Xbal D
E ! 12/06 E.coliO145NM  ARENMX01.0067 Xbal  HUS
|‘ Wil BUlE 932006 E.coliO145:NM  ARENMX01.0072 Xbal  HUS
C I 830/07  E.coliO145:NM  ARENMX01.0097 Xbal  BD
LIl 834/07  E.coliO145:NM  ARENMX01.0098 Xbal  HUS
_': [0l 11l 32912 E.coliO145:NM  ARENMX01.0189  Xbal HUS
U0 M| 1] 649/123°M E.coliO145:NM  ARENMX01.0212 Xbal  Contact
_{: il |||H m 811/06 E.coliO145:NM  ARENMX01.0070  Xbal HUS
WALl 7507 EcoliO145:NM  ARENMX01.0029  Xbal  BD
L1l 1 1] 830M2  E.coliO145:NM  ARENMX01.0203 Xbal ~ HUS
_l Ul 3] Lo on2/40 EcaliOi45.00 AREANMX04.0203 20
(| 809007  E.coliO145NM  ARENMX01.0100 Xbal  HUS
_I_I LULQIE LU 958/09  E.coliO145:NM__ ARENMX01.0100 HUS
.‘l_— [0 | || 84509  E.coliO145:NM  ARENMX01.0128 Xbal  HUS
1000 | | 84209  E.coliO145NM  ARENMX01.0127  Xbal D
— Wb N ear E.coli O145:NM  ARENMX01.0162  Xbal BD
— W0 Wl f | 78508 E.coliO145:NM  ARENMX01.0047 Xbal  HUS
0 10 1 1016/11  E.coliO145NM  ARENMX01.0174 Xbal  HUS
_{g { WU Bl 59706 E.coliO145NM  ARENMX01.0054 Xbal ~ BD
1 | |l 65006  E.coliO145:NM ARENMX01.0056 Xbal ~ HUS
— WIS L a8 E.coliO145:NM  ARENMX01.0096 Xbal  HUS
W 617/09  E.coli O145:NM  ARENMX01.0124 BD
/] | 470/11 2°M E.coli O145:NM  ARENMX01.0178  Xbal BD
|1|| il | 470/11 3°M E. coli O145:NM  ARENMX01.0178 BD
[ [ 534/11 E.coliO145:NM  ARENMX01.0178 D
(|}l 534/11 2°M E.coli 0145:NM  ARENMX01.0178 D
1l 534/113°M E.coli O145:NM  ARENMX01.0178 D
- |1 T 764/01 E.coliO145:NM ~ ARENMX01.0016  Xbal D
[0 110 925/08/#1 E.coliO145:NM  ARENMX01.0103 Xbal  BD
[[ [l IM) BUT 110409 E.coliO145:NM  ARENMX01.0132  Xbal ~ HUS
|_| L T 305/12  E.coll O145:NM _ ARENMX01.0037 BD
| 1l 78308 E.coli 0145:NM  ARENMX01.0037  Xbal HUS
1 TOOT07 —— E. col OTA5 NN ARENMXUT.004T — Xoal — HOS |
r]'l I i‘ {1l 103111 E.coliO145NM  ARENMX01.0041 unknown
.|: T [ 888/05 E.coll O145:NM _ ARENMX01.0052 _ Xbal HUS
H.H | Il 80505  E.coliO145:NM  ARENMX01.0053 Xbal ~ HUS
= i WY T 99410 E.coliO145:NM  ARENMX01.0150  Xbal BD
T HIB B 101711 E.coliO145:NM  ARENMX01.0166  Xbal  HUS
PIUEE D 49008 E.coliO145:NM  ARENMX01.0082  Xbal ~ HUS
_[ (LI | 1-166 E.coliO145:NM  ARENMX01.0112  Xbal young steer
(11T | 2302 E.coliO145:NM  ARENMX01.0005  Xbal D
r I Iv | 1090/11  E.coliO145:NM  ARENMX01.0175 Xbal  HUS
L 2112 E.coliO145:NM ~ ARENMX01.0179  Xbal ~ HUS
r i H || 594/112°M E.coli O145:NM  ARENMX01.0176 ~Xbal  HUS
F mﬁ 163/11  E.coliO145:NM  ARENMX01.0071  Xbal  HUS
r b l 251/12 1°M E.coli O145:NM  ARENMX01.0187 Xbal  BD
Ll | "1l 2511122 E.coliO145NM _ ARENMX01.0188 Xbal  BD
Lol 252112 E.coli O145:NM___ ARENMX01.0188 BD
| ﬁ I[1l] 236002  E.coliO145:NM  ARENMX01.0018 HUS
U 916/01 E.coliO145:NM __ARENMX01,0018 _ Xbal D
i 710/08  E.coliO145NM  ARENMX01.0006 BD
| M 1| 81409 E.coliO145NM  ARENMX01.0006 HUS
i L 110506 £ coliO145NM  ARENMX010006  Xbal cootact |

Cluster XXVI

Cluster XXVII

Cluster XXVl

Cluster XXIX

Cluster XXX

Cluster XXXI

Cluster v

Cluster Il
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M rem

491/12

_coli 0145:NM
. coli 0145:NM

ARENMX01.0129
ARENMX01.0080

Cluster XXXV

e 1105/08 E._cali0145:NM ARENMX01.0006 ___Xbal contact
WL HHEL 628009 E.coliO145:NM  ARENMX01.0125 D o
|| UL L e4ei09 E.coliO145:NM  ARENMX01.0125 HUS
eI . l a1 G730 E_ # e‘ S '.“-I_E”' MBS v _l m;v‘
102511  E.coliO145:NM  ARENMX01.0177 Contact Cluster XXXII
d 989/11 E.coliO14ONM __ARENMX01.0177 __Xbal BD
PIVITT TN 549112 E.coliO145NM  ARENMX01.0195  Xbal  unknown
ﬁ“ U B 17512 E.coliO145:NM  ARENMX01.0170  Xbal HUS
TTITTT TWINT 628/04 E.coll O145:NM  ARENMX01.0035 _ Xbal D R——
-t LIl 8o6/05 E.coliO145NM  ARENMX01.0035 . unknown
ﬂ “ | 666/05 E.coliO145:NM  ARENMX01.0028  Xbal D
10 83em E.coliO145:NM  ARENMX01.0165  Xbal D
[RL R | 188/10 E. coli 0145:NM ARENMX01.0145  Xbal D
LI B s7sio7 E.coliO145:NM  ARENMX01.0032  Xbal D
|| I I essioe E.coliO145:NM  ARENMX01.0133  Xbal unknown
il 896/08 E.coliO145:NM  ARENMX01.0104  Xbal HUS
“‘ JHUMY 97306 E.coliO145:NM  ARENMX01.0075  Xbal  HUS
Wi REHIE 10103 E.coliO145:NM  ARENMX01.0009  Xbal HUS
W | 120/10 E.coliO145:NM  ARENMX01.0144  Xbal BD
)L sten2 E.coliO145:NM  ARENMX01.0202  Xbal D
H“ WILE B ssa07 E.coliO145:NM  ARENMX01.0106  Xbal HUS
ICLREEED BRI sat07 E.coliO145:NM  ARENMX01.0085  Xbal BD
Wi 1|1 85112 E.coli0O145NM  ARENMX01.0122  Xbal HUS
R 8/08 E.coliO145:NM  ARENMX01.0077  Xbal unknown
[ 1 | 22008 E.coliO145:NM  ARENMX01.0060  Xbal HUS
Wi HE RUTER 315008 E.coli O145:NM  ARENMX01.0057  Xbal D
W N UL eosr2 E.coliO145:NM  ARENMX01.0201  Xbal HUS
MU Y B 2032 E.coliO145:NM  ARENMX01.0186  Xbal BD
|l 67405 E.coli O145:NM___ ARENMX01.0051 __ Xbal unknown
[ E.coliO145:NM  ARENMX01.0129 HUS Cluster XXXIV
| E
E
E
E
E
E

78

Iy ! ' 396/08 .coli O145:NM  ARENMX01.0080  Xbal HUS
l I ||H| llllll | 282/11 ol O145:NM  ARENMX01.0161 _ Xbal _ HUS
185/12 .coliO145:NM  ARENMX01.0181  Xbal HUS
375/12 .coliO145:NM  ARENMX01.0190  Xbal D
| 0145 Xpal  HUS
il m 53/11 E.coli O145:NM  ARENMX01.0064 HUS
. Cluster XXXVI
UIIT 49512 1°M E.coliO145:NM  ARENMX01.0064  Xbal HUS
Il 1 HUIIN  495/122M E.coliO145:NM  ARENMX01.0064 HUS
NG ss112 E.coli O145:NM  ARENMX01.0064 HUS
T 2701 E.coli O145:NM  ARENMX01.0157 _ Xbal HUS
T 433106  E.collO145NM  ARENMX01.0004 . BD
LU 478108 E.coliO145:NM  ARENMX01.0004  Xbal BD Cluster VI
E_coliQ145NM__ ARENMX010004 HUS
BT 926000 E.coliO145:NM  ARENMX01.0130  Xbal HUS
SO T 330007 E.coliO145:NM  ARENMX01.0088  Xbal BD
M) i serios E.coliO145:NM  ARENMX01.0024  Xbal HUS
|.|| | |||||1 45/12 E.coliO145:NM  ARENMX01.0184  Xbal D
274/08 E.coliO145:NM  ARENMX01.0079  Xbal HUS
|||||||| | | ‘i| 196/10 E.coliO145NM  ARENMX01.0134  Xbal D
530/10 E.coliO145:NM  ARENMX01.0135  Xbal BD
I' I||| I 20811 E.coli O145:NM  ARENMX01.0158  Xbal D
LI 43711 E.coliO145:NM  ARENMX01.0160  Xbal D
{110 ) s 175009 E.coliO145:NM  ARENMX01.0126  Xbal HUS
I I | 117/09st2 E.coliO145:NM  ARENMX01.0111  Xbal HUS
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437/11
175/09
117/09stx2
664/04
644/06
176/09
366/12
1183/06
734/12
520/12
144/03
722/10

E. coli 0145:NM
E. coli O145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli O145:NM
E. coli 0O145:NM
E. coli O145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli O145:NM
E. coli 0145:H28
E. coli O145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli O145:NM

858/12 stx2 E. coli 0145:NM

148/02
155/02
1089/10
146/02
139/07
80/06
944/10

11 208006

935/01
152/02
873/07
418/10

36310

369/10

- 343/10

351/10

© 355/10
. 357/10

E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0O145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:H25
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM

136/05 4°M E. coli O145:NM

53/01
711/03
341/10
1013/01

E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM
E. coli 0145:NM

79

ARENMX01.0160
ARENMX01.0126
ARENMX01.0111
ARENMX01.0030
ARENMX01.0055
ARENMX01.0116
ARENMX01.0191
ARENMX01.0090
ARENMX01.0198
ARENMX01.0196
ARENMX01.0010
ARENMX01.0148
ARENMX01.0123
ARENMX01.0019
ARENMX01.0025
ARENMX01.0154
ARENMX01.0022
ARENMX01.0087
ARENMX01.0058
ARENMX01.0149
ARENMX01.0059
ARENMX01.0017
ARENMX01.0007
ARENMX01.0118
ARENMX01.0142
ARENMX01.0136
ARENMX01.0141
ARENMX01.0137
ARENMX01.0138
ARENMX01.0139
ARENMX01.0140
ARENMX01.0042
ARENMX01.0014
ARENMX01.0113
ARENMX01.0143
ARENMX01.0003

Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal
Xbal

HUS
HUS
BD

BD

HUS
BD

HUS
HUS
HUS
HUS
HUS
HUS

HUS

HUS

BD
HUS

o

HUS
BD
HUS
HUS
HUS
HUS
S/ID

HUS
HUS
HUS



08

10¢ d;p:uuo |euJaiew
(PNAjIWIS %506 — 01981U02) ZTZO TOXINNIYY oJ3aN (sTwfd) ‘wxya ‘A-a03 “2x3s “[Z]INN:SFTO) soye zap | ujpsef us a30.q
(PMUJIWIS %00T — 03983U02 A HNS) ¥6TO TOXINNIYY o1y ‘aydojiieg ap soje) ues SOD[3RWOUISE S030eIU0D 7 A HNS Bp 0sed T eulu ‘HNS dp osed ‘leuodnyisul 6
TT0C ‘@iqwaiqg (s7wfd] ‘wxya ‘A-apa “2x1s ‘[8Z]INN:SYTO) oue T
pn|IWIS %00T - Z£TO TOXINNIYY sally souang ‘|ipue] (euewJay) 010eU0d TASQ 9P OSEI T | Bp OUIU ‘SQ 3p OSeD Jeljiwey 33049 8
pepa
1T0T ‘@24qwanig (sTwfd) ‘wxya ‘A-ap2 “2x3s ‘[@THINN:SHTO) 9p S9SAW €T 9p
pnijIwIs %00T - 6TTO TOXININIYY SaJly souang ap pepni) (euewuay A aiped) so3oejuod z A HNS ap osed T euIu ‘HNS 3p 0seD Jeljlwey 9109 L
(VXya/ana [2x3s/%X1s ‘L H:LSTO - YXY3/a03 /°TX1s ‘TTH:9Z0) 039eIU0D T £STO D315 uod
sedad Se| sepojl aJjua pniljiwis DAum:mm ?%Em\mcm 2tx1s \mcam .NI“NmHOV SgoposedT UoQIdd84ul-0) "pepa sajuejul ap
6ETO TOXINNIYY 110C ‘ohey (Vxya/2e3/7tx3s/%ex3s ‘L H:LSTO -Tvfd] ‘Wxya ‘A ap sasaw QT ap | ujpsef us a304q
(PNHIWIS %00T — A A T HNS) €210 TOXINNIYY SaJly souang ap pepni) | -awa “2x3s ‘[8Z]INN:S¥TO) @ dp 0sed T A (seAinisod sessanw z) HNS dp 0sed T eylu ‘HNS 3p ose) ‘leuodnysu| 9
sedas Se| sepoil aJijua pniljiwis ok.m\vw
(pnajiwis (vXxya/apa/®1x1s ‘|INN:TTTO) 01981U0d T
%00T —N.EA 7SA ‘N.EA.Z.T Q) 8LIO TOXINNIYY (STvfd] ‘wxya “A-apa “2xis ‘[8THINN:SYTO) sajuejul ap
(PnuIwIs %00T — A A . T $A) 9ETO TOXIINIHY 1702 ‘|4qv (sealisod sesysanwi € uod @ 1) (+)soue gap | ulptefusajoiq
(HNS) SETO TOXINNIYY Sally souang ap pepniy sepedljdwod ou g 7 A (seanisod seiysanwi €) 5@ 9p 0sed T ‘(1) HNS P 0sed T oulu ‘HNS ap ose) ‘leuodnysul S
110C ‘0lau3 (sTwfd) “wxya ‘A-apa “2x3s ‘[8ZHIINN:STO)
wis %00T - 6700 TOXINNIHY BqOpPJ9) ‘8qOPIOD (euewuay) od3ewo)uIse 030e3U0d TAHNS 8p 0sed T HNS ap ose) Jeljiwey 91049 %
(sTwfd) “wxya ‘A-apa “2x3s ‘[8ZHIINN:SYTO)
900¢ ‘JquiaInoN (24ped |2 A seuewusy z) sasawl
pnjIWIS %00T - 9000 TOXINNIYY ugnbnap ‘usnbnan SOIUBIAIAUOD DP SODI3RWOIUISE SO3IBIU0D € A (0AIESBU DFLS) HNS P 0SeI T | 0T 3P ‘HNS 3P 0se) Jeljiwey a30.9 €
(sTwfd) “wxya ‘A-apa “2x3s ‘[8ZHINN:SYTO)
900¢ ‘0J24ga4 A osau3 02l1BWO1UISe 010B1U0D T
pnjIWIS %00T - T900 TOXINNIYY SaJly souang ‘ele|d |ap JelN HNS ap sosed ¢ opeulwI33pu| Jel|iwey 910.g I4
(0318
u0d UQIdIBJUI-0d A
*PNUJIWIS %t/ UOI (UOIDDIIXD 9P |043U0D selp gT) epeduojoud
[9p sedad 7) 2700 TOXIINIYY PNu|IWIS %688 (sTwfd) ‘vxya ‘A-ap3 ‘Dzx3s INN:SHTO) 0d1rpwoluise T A HNS 9p osed T uoIIRIOX3 [euJaiew
uod (od13eWoO3UISE) E700°TOXINIYY A (sedad S00¢ ‘oJau3 (LNH:LNO D315 eun A styfd) ‘yxya “A-a0a “2xis ‘[8ZTHINN:SFTO ‘oyeunap | ulpteluaajoiq
Z 01uasaud oun ‘HNS 9p SOSed g) 9000° TOXINNIYY 94 elues ‘Olesoy D316 sedad os1en)) ‘epeduojold UQIdAIIXS UOD HNS 3P 0Sed T oulu ‘HNS ap ose) ‘leuodnilsu| T
9j0.q |e OlUSAN3
sepedose GyTO J3LS sedad ap 394id ap sauosied ouy ‘s3Il / eIUINOAd ‘pepni) sope1dd1ap soeuod A H31s ap sosed ap |e101 N d1puj ose) | ojuaAs ap odiy ap N

SP10 DALS 10d $3)0.q 3p o1pm)sy

Al IDIANILYV




