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Editorial

1I° SIMPOSIO VTEC

Archivos Latinoamericanos de Nefrologia Pedidtrica considera un
orgullo la publicacién del material cientifico del IT° Simposio Nacional
sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC/VTEC)
responsable del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) que tuvo lugar
en Tandil, durante los dias 16 y 17 de mayo 2024, en el Centro

Cultural Universitario, Buenos Aires, Argentina.

En esta oportunidad el evento conté con la presencia de destacados
especialistas de toda Latinoamérica y tanto el nivel cientifico como los

aspectos sociales resultaron un éxito rotundo.

La organizacién fue perfecta, culminando un evento cientifico del

mejor nivel.

Agradecemos a los organizadores el poder aportar tan valioso material

cientifico a todo Latinoamerica a través de nuestra publicacién oficial.

Deseamos el mayor de los éxitos al préximo VITEC a efectuarse en
Tucumdn que, a no dudar, serd un éxito como todos los efectuados

hasta el presente.

Dr. Ramon Exeni

Editor
Archivos Latinoamericanos de Nefrologfa Pedidtrica
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La Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del
Centrode la Provincia de Buenos Aires, tuvo el honor de organizar el
Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC/VTEC)
responsable del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).

Este evento cientifico de gran relevancia se llevé a cabo los dias 16 y 17 de Mayo
del 2024 en la ciudad de Tandil en el Centro Cultural Universitario (Yrigoyen 662)
Buenos Aires, Argentina. Ademas se llevo a cabo el Taller LACER “Avances en la
investigacidn en Escherichia coli patégenas en Latinoamérica" previo al Simposio,
el dia 15 de Mayo de 2024 en el Aula 7, Pabellon 3 del Campus Universitario, Tandil.

Declarado de Interés Cientifico y Social por el Honorable Consejo Deliberante de Tandil.

SPONSORS

Los organizadores del Simposio VTEC Argentina 2024 agradecen el apoyo de las siguientes entidades:
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Presidenta:
Dra. Nora Lia Padola
Facultad de ciencias Veterinarias - CIVETAN - UNCPBA

Vicepresidenta:
Dra. Analia Etcheverria
Facultad de ciencias Veterinarias - CIVETAN - UNCPBA

Dra. Maria Marta Amaral
IFIBIO-Houssay, Facultad de Medicina - UBA - CONICET

Dra. Adriana Bentancor
Facultad Ciencias Veterinarias - IIEV - UBA

Dr. Angel Cataldi

IABIMO - INTA - CONICET
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UNCPBA

Dra. Flavia Sacerdoti. IFIBIO-Houssay, Facultad de
Medicina - UBA - CONICET



8 | SIMPOSIO VTEC ARGENTINA 2024 « Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli Arch Latin Nefr Ped 2024;24(1-2):6-57

PALABRAS DE BIENVENIDA

Estimados colegas

En nombre del Comité Organizador les damos una cordial bienvenida al “ll Simposio
Nacional sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC/VTEC) responsable del
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)".

La iniciativa de llevar a cabo este evento surge de la necesidad de promover un encuentro
multidisciplinario, propiciando el intercambio de conocimientos en investigacion cientifica
bdsica y aplicada, que contribuya a abordar un problema global con epicentro en nuestro
pais: el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).

Este Simposio permitird fortalecer los vinculos entre los diferentes integrantes de los
grupos que a nivel nacional realizan investigacion en deteccion y caracterizacion de STEC,
epidemiologia y genémica de STEC, prevencion, control y tratamiento de STEC en reservorios
y humanos, y patogenia y respuesta del hospedador. La actualizacion cientifica y la
capacitacion de recursos humanos en estos ejes, promoverd en consecuencia una mayor
conciencia en la sociedad sobre esta enfermedad.

Principalmente quisiéramos agradecer a los integrantes de los Comités Organizador y
Cientifico por el tiempo y la dedicacion invertida en el desarrollo tanto del Simposio como del
Taller. Agradecemos también a los disertantes, cientificos argentinos y extranjeros destacados
e investigadores jovenes y profesionales de la salud de diversas disciplinas, que se
comprometieron a participar y que abordaron temdticas diversas de gran interés para todos
los grupos de investigacion.

Destacamos el apoyo financiero del Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires,
del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y de la Comision
de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CICpba). También hacer una
mencion especial a la participacion de LuSUH (Lucha contra el Sindrome Urémico Hemolitico)
formada por madres y padres afectados por SUH, quienes aportan experiencias comunitarias
sobre la enfermedad y contribuyen a su difusion al dmbito social.

Esperamos con este evento poder cumplir con las expectativas de todos los inscriptos que
con su participacion, contribuyeron a la concrecion con éxito del Simposio y especialmente
que contribuya a la formacidn de los jovenes investigadores de nuestro pais.

Dra. Analia Inés Etcheverria Dra. Nora Lia Padola

FCV-CIVETAN-UNCPBA FCV-CIVETAN-UNCPBA
Vicepresidenta VTEC 2024 Presidenta VTEC 2024
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TALLER LACER-VTEC 2024

“AVANCES EN LA INVESTIGACION EN ESCHERICHIA COLI
PATOGENAS EN LATINOAMERICA”

LUGAR: BIBLIOTECA DE LA UNICEN
(CAMPUS UNIVERSITARIO, PARAJE ARROYO SECO,
CIUDAD DE TANDIL, BUENOS AIRES, ARGENTINA)

15 pe MAYO DE 2024

CHARLA INICIAL

EL PRESENTE Y FUTURO DE LACER:
PROMOVER LA “ONE HEALTH” EN LA REGION LATINOAMERICANA

ALFREDO G. TORRES

Presidente de LACER. University of Texas Medical Branch, Estados Unidos
altorres@utmb.edu

Una de las misiones de la Coalicidn Latinoamericana para la Investigacién de Escherichia coli (LACER) siempre
ha sido reunir a investigadores, cientificos y profesionales de la salud de varios paises latinoamericanos para
fomentar la cooperacion y la investigacidén innovadora destinada a abordar los desafios que plantea la infeccion
por E. coli. Al promover el didlogo cientifico y fomentar la colaboracidn internacional, la coalicion busca mejorar
las capacidades de investigacidn de la regidn, cerrar las brechas de conocimiento y brindar recomendaciones
basadas en evidencia a los formuladores de politicas sanitarias y proveedores de atencion médica. LACER tam-
bién desempefia un papel crucial en la sensibilizacidn sobre la infeccién por E. coli, la promocién de programas
educativos y de capacitacidn y la promocidn de mejores sistemas de vigilancia e intervenciones de salud publica.
Por lo tanto, para continuar con su mision, LACER requiere la participacion de individuos del mundo académico,
agencias gubernamentales y el sector privado para promover un enfoque holistico de la investigacidn de E. coli. A
través de la participacién de sus miembros, LACER necesita mejorar la prevencion, el diagndstico y el tratamiento,
con el objetivo final de mitigar el impacto de E. coli en la salud publica mediante la estrategia “One Health”.

ANTICUERPOS MONOCLONALES Y RECOMBINANTES:
HERRAMIENTAS PARA EL DIAGNOSTICO DE STEC Y TRATAMIENTO DEL SUH

PIAZZA RMF, SILVA MAY, POLATTO JM*, HENRIQUE IM*, GUILHERME APBZ, IBARRA C>*, AMARAL
MM?3, SACERDOTI F?3, LUZ D*

1. Laboratdrio de Bacteriologia, Centro de Desenvolvimento de Anticorpos, Instituto Butantan, SGo Paulo, SP,
Brasil. 2. Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Médicas, Departamento de Ciencias Fisioldgicas.
Laboratorio de Fisiopatogenia. Buenos Aires, Argentina. 3. CONICET - Universidad de Buenos Aires. Instituto de
Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay). Buenos Aires, Argentina.

roxane.piazza@butantan.gov.br

Los anticuerpos son moléculas fundamentales en el sistema inmunoldgico, capaces de reconocer antigenos
y unirse a ellos, desempefiando funciones cruciales en la defensa del organismo. Su versatilidad y especificidad
los hacen valiosos para ser utilizados en diversas aplicaciones. Existen varios enfoques para generar anticuerpos
para diferentes aplicaciones. Por una parte, la inmunizacion de animales puede producir anticuerpos policlo-
nales (pAb), y por otro, la inmortalizacion de linfocitos o la tecnologia recombinante pueden generar anticuerpos
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monoclonales (mAb) o recombinantes, respectivamente. Ademas, la tecnologia de hibridomas revolucioné la
produccion de mAbs, y permitio la generacion de anticuerpos especificos a gran escala. Sin embargo, el uso
de animales y la dependencia de la maduracién de anticuerpos son limitaciones de este enfoque. Asimismo, la
quimerizacion y la humanizacion, mejoraron la eficacia de los mAbs, y permitieron la aprobacion de fragmentos
de anticuerpos para uso terapéutico y diagndstico. En este sentido, los fragmentos Fab y scFv tienen la caracter-
istica de mejorar la penetracion en los tejidos, la farmacocinética y el reconocimiento de epitopos, y minimizan
los efectos toxicos asociados con la porcidn Fc. La técnica de “phage display” y la presentacion en levaduras
permitié el desarrollo de fragmentos de anticuerpos recombinantes, como alternativa a los hibridomas, espe-
cialmente para antigenos con baja inmunogenicidad. Ademas, los sistemas de expresién microbiana son una
opcién mas econdmica de produccion de anticuerpos especificos. En este contexto, desarrollamos ensayos in-
munoserolégicos para el diagnéstico de infecciones causadas por Escherichia coli productora de toxina Shiga
(STEC), utilizando anticuerpos mAb y pAb. La aglutinacidn con latex (mAbstx1 y mAbstx2) mostré una sensibili-
dad del 99 % y una especificidad del 95 %; en el ensayo ELISA usando mAbStx1 se obtuvo 100% de sensibilidad
y 98% de especificidad y cuando se usé mAbStx2 se obtuvo 92% de sensibilidad y 100% de especificidad; en el
ensayo de inmunocromatografia usando mAbStx1, la sensibilidad presentada fue del 98% y 97% de especifici-
dad y cuando se usé mAbStx2 la sensibilidad fue de 92% y 98% de especificidad. Estos ensayos han demostrado
una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de Stx, ofreciendo herramientas sélidas para diagnosticar
estas infecciones. Ademas, se generaron fragmentos de anticuerpos recombinantes, como scFv y Fab, para apli-
cacion terapéutica contra las toxinas Stx1 y Stx2; entre ellos, FabC11:Stx1/Stx2, que tiene una afinidad de 7x10-9
M por la toxina Stx2 y 3x10-8 M por Stx1. La reaccidn cruzada FabC11:Stx1/Stx2 se debe al epitopo de unidn
GKIEFSKYNEDDTF, ubicado en la subunidad B de ambas toxinas. Estos fragmentos demostraron la capacidad de
neutralizar la citotoxicidad de toxinas en diferentes modelos celulares y animales, lo que indica su potencial
como terapia contra la intoxicacidon por STEC. Esta capacidad neutralizante parece implicar el bloqueo del sitio
de uniodn al receptor, impidiendo la translocacién efectiva de la subunidad A a las células diana. En resumen, los
anticuerpos monoclonales y recombinantes son herramientas poderosas para el diagnéstico y la terapia de en-
fermedades, y ofrecen especificidad, eficacia y potencial para una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas.

EXPERIENCIA EN EL DIAGNOSTICO DEC, UNA VIGILANCIA SESGADA
EN EL MARCO DEL ESTUDIO DE LAS INFECCIONES POR STEC

CLAUDIA CAROLINA CARBONARI
Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. Buenos Aires
ccarbonari@anlis.gob.ar

Por definicion DEC es un grupo heterogéneo de organismos que poseen distintos factores de virulencia y
causan diferentes sindromes diarreicos: E. coli enteropatégeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli
enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC) y E. coli productor de toxina Shiga (STEC). Por presentar car-
acteristicas bioquimicas indistinguibles de otras E. coli es necesario el uso de metodologias moleculares para su
diagndstico. El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) implementa un flujograma de diagnéstico para la detec-
cién y caracterizacion (PCR RT y punto final) y la secuenciacidon de genoma completo (SGC). El objetivo de este tra-
bajo es describir las caracteristicas de las cepas de DEC que se aislaron durante el periodo 2022-2023, en el marco
de la vigilancia de las infecciones por STEC a nivel nacional. Se identificaron y caracterizaron STEC (n=338), EAEC
(n=89), EPEC (n=62), ETEC (n=19) y EIEC (n=13). El flujograma de andlisis: incluyd: Control de calidad: FastQC.
Identificacion: Kraken. Caracterizacion de genes de virulencia, resistencia y plasmidos: ARIBA (Virulencefinder,
Resfinder y Plasmidfinder). Serotipificacion y MLST: srst2. Para el ensamble, anotacién y andlisis del pangenoma:
Unicycler, Prokka y Roary, respectivamente. Por Gltimo, el estudio de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
con Snippy. Se obtuvieron los siguientes resultados: STEC: 0157:H7-ST11/7816/7825/8343/novel*, 0145:H28-
ST32, 0121:H19-ST655, 026:H11-ST21/1573, 0103:H2-ST1967/17, y otros en menor frecuencia. Se observan
variaciones en los perfiles genéticos: eae, epeA, espA, espB, espF, espl, espl, espP, ehxA, eilA, nleA, nleB, nleC,
stx1, stx2, subA, tccP, terC. EAEC: 0153:H2-ST10, 021:H2-ST10, 099:H10-ST34, 015:H6-ST69 principalmente. Es
un grupo muy heterogéneo, se identificaron AAF I-V, aggR, aaiC, aat, aap, pic, pet, iha, astA, sat, sepA, siga, ORF3,
ORF4, aar, afaA, gad, hra, ireA, irp2, iss, iutA, kpsE, yfcV entre otros. Ademas blaCTX-M15, aph(6), aph(3"), sul2,
blaTEM-1, parC, glpT, cyaA, como marcadores de resistencia. Se identific6 EAEC-stx 059:H19-ST1136, agg4A.
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EPEC: 0157:H12/H16-ST10, 0132:H8-ST327, 011:H16-ST10, 0156:H8-ST327. Se detectaron los genes AslA, anr,
csgA, cvaC, eae, ehxA, espP, espY2, etsC, fdeC, fimH, gad, hlyE, hlyF, ompT, sitA, terC, yehA, yehB, yehC, yehD y yghJ
entre otros. ETEC: 0128:H45-ST2332, 0169:H41-ST182, 08:H2-ST1114. Se identificaron los genes anr, astA, cfaA,
cfaB, cfaC, cfaD, cfak, capU, cea, eilA, espC, estah_Sta, csgA, etsC, cssA, cssB, cssC, cssD, eatA, terC, nlpl, tir, traTy
ompT entre otros. EIEC: 096:H19-ST99, 0124:H30-ST6, 098:H19-ST4267, 028:H7-ST311, 0124-0164:H7 ST270,
ONT:H16 ST152. Se encontraron los genes de virulencia anr, nlpl, sitA, terC, yehA y yehCy el replicdn para plasmi-
do de tipo IncFl. La SGC nos permitié obtener perfiles de virulencia mas completos a los estudiados sélo por PCR,
especificando el potencial patogénico de DEC. Dado que el LNR recibe muestras de casos de gastroenteritis para
descartar principalmente infecciones por STEC, no se ha podido establecer una frecuencia real de asociacién de
patotipos de DEC a diarreas. Es necesario entonces fortalecer el estudio de las diarreas y la notificacion de los pato-
genos asociados para poder contar con la casuistica real de las infecciones causadas por DEC. Esto permitira con-
ocer la situacién epidemioldgica a nivel nacional para dar respuesta a diferentes problematicas en Salud Publica.

DINAMICA DE LOS SISTEMAS DE SECRECION
DE ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA

FERNANDO NAVARRO GARCIA
Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV, México
fnavarro@cinvestav.mx

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) causa diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico hemo-
litico (HUS) a partir de una baja dosis infecciosa. Los factores de virulencia mas relevantes de esta bacteria
son la toxina Shiga y el sistema de secrecidn tipo Il (T3SS). Interesantemente, EHEC EDL933 también posee
otros sistemas de secrecidn (SS) asociados a factores de virulencia (T1SS, T2SS, T5SS y T6SS), sin embargo, la
funcién de estos SS cuando EHEC infecta células epiteliales no se ha caracterizado. En EHEC se han reportado
proteinas efectoras secretadas por estos SS, pero se desconoce qué estimulos ambientales provocan la expre-
sidn de estos sistemas y si existe cooperacion entre ellos para la secrecidn o translocacidn de otros factores de
virulencia. El objetivo de mi charla es discutir la dinamica de expresidon de los diferentes SS de EHEC durante
el curso de infecciones en células epiteliales humanas. Por lo que es importante determinar condiciones de
cultivo in vitro que induzcan la activacion de los diferentes SS en EHEC y determinar el secretoma durante la
interaccion EHEC-célula epitelial incluyendo: el perfil de secrecién de proteinas cuando estimulamos la expre-
sion de los diferentes SS en EHEC en comparacion con mutantes isogénicas de cada tipo de sistema, adicio-
nalmente y de suma importancia, determinar cudl es la jerarquia de expresion de cada uno de los SS de EHEC
durante la infeccidn. El poder entender como EHEC utiliza estratégicamente todos sus sistemas de secrecidn
para translocar hacia la célula hospedera y liberar al medio extracelular una amplia gama de factores de vir-
ulencia nos permitird entender la patogénesis de enfermedad hacia la busqueda de mecanismos atenuantes.

0JOS QUE NO VEN... IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI DIARREIGENICAS
EN MUESTRAS DE AGUA DE RiO Y ARROYO

LUCIA GALLI
Instituto de Genética Veterinaria "Ingeniero Fernando Noel Dulout" (IGEVET-CONICET/FCV-UNLP)

lgalli@igevet.gob.ar

El agua es un recurso fundamental para la vida, pero en ocasiones puede convertirse en el vehiculo de agen-
tes causantes de enfermedades, que han llegado a ella a través del vuelco de desechos de diferentes actividades
humanas. Si bien el uso de microorganismos indicadores permite a las autoridades sanitarias determinar el grado
de contaminacion de un agua superficial de manera sencilla y econdmica, podrian no reflejar los niveles de
patogenos reales, es por ello que algunos paises han modificado algunos parametros de calidad de agua. El Rio
de la Plata nace de la unién de los rios Parana y Uruguay y desemboca en el océano Atlantico. Tiene una forma
triangular de 290 km de largo y un ancho de 221 km, lo que lo convierte en el rio mas ancho del mundo. Se uti-
liza para actividades recreativas, fuente de captacion para agua de consumo y como sitio de descarga de aguas



12 | SIMPOSIO VTEC ARGENTINA 2024 - Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli Arch Latin Nefr Ped 2024;24(1-2):6-57

residuales domiciliarias e industriales. En el marco de un estudio de evaluacién cuantitativa de riesgo microbi-
oldgico de aguas de uso recreativo, se realizd un andlisis descriptivo de una zona costera del Rio de la Plata, con
dos escenarios de riesgo potencial diferentes: una playa muy contaminada (A) y una zona aparentemente segura
(B), en las que se identificaron que el 93,3% de las muestras de la playa Ay el 56,5% de las muestras de la playa
B excedieron los limites de los recuentos establecidos por normativa para los indicadores de contaminacion fe-
cal tradicionales como Escherichia coli y enterococos y se pudieron aislar distintos patégenos microbianos entre
los que podemos destacar al grupo de E. coli diarreigénicos (DEC): EPEC, EAEC, ETEC y EIEC; mientras que STEC
no se identificé en ninguna de las muestras. La frecuencia de deteccion y aislamiento de bacterias en las dos
playas estudiadas fue significativamente diferente, con un claro aumento en las proximidades de la descarga de
aguas residuales (playa A). Estudios de epidemiologia molecular de los aislamientos, durante el mismo periodo
de analisis, mostraron una gran similitud entre algunas cepas 0157 de este estudio y aislamientos de origen
clinico de localidades muy distantes del pais. Al mismo tiempo, se encontraron patrones unicos de los aislamien-
tos ambientales que muestran una gran diversidad entre las cepas DEC confirmando la importancia del medio
ambiente como medio para la aparicidon de nuevas cepas patdgenas. La descripcidon taxondmica de patégenos
microbianos en aguas fluviales permite identificar los microorganismos que infectan a la poblacion que habita
en sus orillas pero también patdgenos no reportados previamente por el sistema de vigilancia clinica. Por ello se
destaca la importancia no sélo de la epidemiologia clinica, sino también la vigilancia activa de la epidemiologia
ambiental, bajo el concepto de una sola salud, que deberia formar parte de las agendas de las politicas publicas.

DESAFIOS DE LA VIGILANCIA GENOMICA DE STEC EN LATINOAMERICA Y EL CARIBE

ISABEL CHINEN
Unidad de Gestion de Amenazas Infecciosas (IHM). Departamento de Emergencias en Salud (PHE), OPS

chinenisa@paho.org

Las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) son de relevancia internacional, por
su alto impacto en la poblacion por las enfermedades severas (sindrome urémico hemolitico-SUH) y secuelas
que produce, asi como también por los costos en los sistemas de salud. Se sabe, ademas, que el diagndstico
de STEC a su vez es complejo por las caracteristicas de virulencia particulares y diversas que presenta el mi-
croorganismo para establecer su asociacion a las enfermedades. Por lo que el advenimiento de las nuevas tec-
nologias representa un aporte fundamental para la mejora de los sistemas de diagndstico y vigilancia de los
agentes patdgenos asociados a las enfermedades de transmisidn alimentaria (ETA), siendo STEC uno de los mas
significativos. Se ha demostrado que la secuenciacion de genoma completo (SGC) es de alto valor diagndstico
y presenta un alto poder discriminatorio para su aplicacidn a la epidemiologia gendmica. En este contexto la
SGC ha demostrado mejoras sustantivas respecto al uso de otras metodologias lo que motiva a los paises a
avanzar hacia la vigilancia gendmica. Desde la Region se estd trabajando en la incorporacion de la SGC como
componente esencial para el fortalecimiento de los sistemas de salud. Dada la alta resolucidn, mediante la
aplicacién a estudios epidemioldgicos de STEC se ha logrado mejorar la definicidon de brote, establecer el vin-
culo entre el vehiculo/fuente al caso asociado, realizar asociaciones epidemioldgicas en forma retrospectiva,
detectar “clusters” en forma temprana, contribuir al geo- referenciamiento de los casos, entre otros resulta-
dos de relevancia. En los paises desarrollados se utiliza en la vigilancia de rutina. En la Regidn, se ha traba-
jado en el marco de la Red PulseNet América Latina y el Caribe, Red de vigilancia molecular/genédmica de los
patoégenos asociados a ETA, y especificamente se ha avanzado en su utilizacién para STEC. Actualmente, se
encuentra en etapa de implementacion, mediante cursos de capacitacion, adquisicion de equipamiento, insta-
lacién de infraestructura, y unificacion de protocolos para su estandarizacién. La vigilancia regional es funda-
mental ya que permite la detecciéon temprana y el monitoreo de la circulacién del patégeno en los diferentes
paises y asi poder contribuir a las estrategias de control y prevencién de enfermedad severa como lo es el SUH.



Arch Latin Nefr Ped 2024;24(1-2):6-57 SIMPOSIO VTEC ARGENTINA 2024 - Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli | 13

VACUNA MULTIVALENTE PARA BOVINOS CONTRA LA COLONIZACION
DE ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA 0157: H7 Y
CONTRA LA DIARREA NEONATAL EN TERNEROS

MARIANO LARZABAL
Instituto de Agrobiotecnologia Molecular (IABIMQ) INTA-CONICET, Buenos Aires, Argentina
larzabal.mariano@inta.gob.ar

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 es un patégeno zoondtico que constituye un grave prob-
lema de salud publica siendo el principal agente responsable del sindrome urémico hemolitico (SUH). Los bo-
vinos son el principal reservorio de EHEC 0157:H7 que es eliminada por materia fecal. La contaminacion de
los alimentos, asi como el ambiente causan un impacto econdmico a nivel sanitario y de produccion. La vacu-
nacion del ganado bovino contra EHEC O157:H7 consistiria en la estrategia mas efectiva de intervencion pre-
faena, pudiendo generar una respuesta inmune capaz de reducir la colonizacién intestinal del ganado y su ex-
crecion al medio ambiente, a la vez que permitiria reducir el riesgo de contaminacion de la carne durante la
faena generando una menor cantidad de casos de SUH. El sistema de secrecién de tipo Il (SST3) se encuentra
asociado a la colonizacion intestinal de EHEC 0157:H7. Demostramos que la vacunacion con proteinas fusion-
adas del SST3 generd elevados titulos de respuesta inmune sérica en diferentes modelos animales incluidos los
bovinos. La produccién de IgG especifica logré reducir la colonizacidn y excrecion de EHEC 0157:H7 en estos
modelos. Los costos atribuidos a la administracion de una vacuna especifica contra EHEC 0157:H7 dificulta su
comerciabilidad. Por otra parte, la diarrea neonatal del ternero (DNT) es una enfermedad multifactorial del ga-
nado recién nacido. La vacunacion frente a estos agentes evita importantes pérdidas econdmicas. Esto condujo
a la vinculacion de organismos publicos y privados nacionales como Bioinnovo, INTA y CONICET a desarrollar
una plataforma vacunal multivalente con expresiéon de antigenos de fusiéon del SST3 de EHEC 0157:H7 en la
superficie de agentes responsables de la DNT. Este producto de transferencia tecnoldgica permitira reducir la
colonizacion del bovino y excrecién de EHEC 0157:H7 al ambiente, colaborando con la salud publica y al cui-
dado del medio ambiente ademas de otorgar un valor agregado diferencial a la produccién cérnica argentina.

EPIDEMIOLOGIA DE STEC BAJO EL CONCEPTO UNA SALUD

NORA LIA PADOLA
Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia Facultad Ciencias Veterinarias-CIVETAN (CONICET-CIC-UNICPBA)

nlpadola@vet.unicen.edu.ar

Desde hace mas de 30 afios, el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia ha desarrollado tareas de
investigacion vinculadas a la salud publica y sanidad animal, con énfasis en la cadena de transmisién de STEC y
otras bacterias productoras de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), utilizando técnicas de Biologia
Molecular. Con énfasis en STEC, a nivel del primer eslabdn de la cadena epidemioldgica aislamos y caracter-
izamos STEC, en reservorios bovino, porcino y aviar, determinando que los bovinos en pastoreo, en feedlot y
en distintas categorias de ganado lechero son reservorios de cepas de STEC con potencialidad para producir
SUH, encontrando diferencias significativas entre terneros jévenes (portadores de STEC LEE-positivas) y adul-
tos (portadores de STEC LEE-negativas), y en el medio ambiente de animales: suelo y agua de bebederos de
diferentes categorias de bovinos. A nivel del segundo eslabén de la cadena epidemioldgica, detectamos STEC
0157 y no-0157 en medias reses de frigorificos, y en cabina sanitaria. Una STEC 0157 de una media res y otra
0157 aislada de un nifilo con SUH del mismo espacio geografico y temporal se compararon por secuenciacion
genodmica, difiriendo sélo en el subtipo de Stx, demostrando el potencial de virulencia de las cepas STEC circu-
lantes. Para estudiar el tercer eslabdn de la cadena participamos del Programa Carnicerias Saludables, con la
deteccidn, aislamiento y caracterizacién geno-fenotipica de STEC no-O157 en carne picada y ambiente de las
carnicerias y desarrollamos un programa piloto de acompafamiento de PUPAs en la region de Tandil, subsidiado
en la convocatoria “Argentina contra el Hambre”. Contamos con un cepario de mas de 1000 cepas STEC aisladas
de Argentina Chile y Paraguay, consecuencia de colaboraciones con grupos de la red LACER. Las cepas estan
tipificadas y subtipificadas geno-fenotipicamente, incluyendo genes codificantes de resistencia antimicrobiana.
Se han estudiado factores de virulencia adicionales mediante tipificacidn y subtipificacion genética: MLVA, MLST,
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caracterizacidon de genes plasmidicos y de islas de patogenicidad en cepas STEC aisladas de reservorios, medio
ambiente y alimentos, que influyen en la colonizacidn de los animales, en la supervivencia en el medio ambiente
o0 bajo formas de estrés y en la contaminacion a lo largo de distintos puntos de la cadena de produccién-comer-
cializacién. Como medida de control se aislaron bacterias con capacidad probidtica de colon bovino y de carne
porcina, que inhibieron in vitro a bacterias STEC nativas, se purificaron sus bacteriocinas y se realizaron estudios
de inhibicién de biofilm, especialmente con Lactiplantibacillus plantarum. Nuestros estudios sobre bacteriéfagos
hicieron énfasis, principalmente, en caracteristicas presentes en profagos codificantes de toxina Shiga presentes
en las cepas STEC nativas, aislamiento y la caracterizacion de bacteriéfagos (estrictamente liticos), Utiles para el
biocontrol de STEC y también como fuente de enzimas que puedan tener efecto litico sobre STEC o ayuden en la
eliminacién de biofilms. Se ha comenzado con el estudio de colifagos somaticos presentes en el agua y efluen-
tes de tambos, con la finalidad de conocer su rol en la movilizacion de genes de resistencia a antimicrobianos.

STEC DE BOVINOS PARAGUAYOS: UN ABORDAIJE DESDE LA SECUENCIACION DE GENOMAS

ROSA GUILLEN

Departamento de Fitoquimica. Facultad de Ciencias Quimicas — Universidad Nacional de Asuncion.
Departamento de Microbiologia. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de
Asuncidn, Paraguay.

rmguillenf@gmail.com

Escherichia coli es un comensal de la microbiota intestinal, sin embargo existen cepas patdgenas asociadas
a cuadros tanto intestinales como extraintestinales. Uno de estos patotipos es la E. coli productora de toxina
Shiga (STEC) que puede causar desde diarreas leves hasta colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico.
El ganado bovino es uno de sus principales reservorios y la transmisidén a seres humanos se produce por con-
sumo de alimentos contaminados, por el contacto directo del hombre con los animales, y también de persona
a persona por la ruta fecal-oral. Con el objetivo de estudiar la variabilidad genética y caracterizar molecular-
mente se analizaron los genomas completos de 40 cepas STEC aisladas de hisopados rectales de bovinos de
establecimientos ganaderos de los departamentos de San Pedro, Cordillera, Caaguazu, Paraguari y Villa Hayes
en Paraguay. La caracterizacidn previa de los aislados y su clasificacion como STEC se llevd a cabo por PCR con-
vencional para identificar la portacion de los genes stx1 y stx2. La secuenciacion de genoma se realizo utilizando
la plataforma lllumina MiSeq. Para la caracterizacion molecular de las cepas se utilizaron las herramientas web
del Center for Genomic Epidemiology (CGE). MLST Finder (E. coli set #1), ResFinder y Serotypefinder fueron
utilizadas para determinar el secuenciotipo, genes relacionados a resistencia a antibioticos y el serotipo de las
cepas. Se determind la presencia de 29 secuenciotipos diferentes entre las cepas, siendo los mas frecuentes
ST58 (n=3) y ST11729 (n=3). En cuanto a resistencia a antibidticos, se detectd la presencia del gen fosA7 relacio-
nado con la resistencia a fosfomicina en el 10% de las cepas (n=4). Ninguna de las cepas pertenecia al serotipo
0157:H7 ni a ninguno de los serotipos pertenecientes al grupo de las big six (026, 045, 0103, 0111, 0121, y
0145). El serotipo encontrado con mayor frecuencia fue el 074:H2 (n=3). Este constituye el primer reporte de
la variabilidad genética de cepas STEC aisladas de ganado bovino en el Paraguay y dada la importancia de la ga-
naderia en la economia del pais se debe continuar realizando la vigilancia epidemioldgica de cepas patdgenas.

CARACTERISTICAS DE CEPAS STEC RECUPERADAS
DE CARCASAS BOVINAS Y DE ALIMENTOS

GUSTAVO VARELA
Unidad Académica de Bacteriologia y Virologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR, Uruguay.
gvarela@higiene.edu.uy

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) causa enfermedades transmitidas por alimentos. El objetivo
fue caracterizar STEC recuperadas de canales bovinas y de carne. Se estudiaron 78 STEC, 39 de carcasas bovinas y
39 de carne. Las 39 STEC de carne correspondieron al serotipo 0157:H7 y en las 4 que se realizé MLST se confirmo
el ST11. Todas portaron el gen eae (y1) y la distribucién de los tipos del gen stx fue: 59% presentaron el gen stx1,
95% stx2,y 51% ambos. El gen Ipf se detectd en todos los aislamientos, iha se presentd en el 86%. hcpA se detectd
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en el 68% de los casos mientras que F9 se hallé en el 92%; tccp y espJ se presentaron ambos alta prevalencia (95%).
Sélo 3 correspondieron al clado 8. Las 3 correspondieron al ST11. Sélo una mostré resistencia para ampicilina,
trimetroprim- sulfametoxazol y gentamicina. De las 39 de carcasas, solo una fue 0157:H7. Predominaron los sero-
tipos 0130:H11, 0174:H28 y 022:H8. Seis portaban Unicamente el gen stx1; 17 stx2, y 16 ambos. Los genes mas
prevalentes incluyeron los correspondientes a factores de adherencia, IpfA (n=38) e iha (n=30). El gen chuA sélo se
detectd en la cepa 0157:H7. El gen eae se detectd sélo en dos, una 0157:H7 y una 0182:H25. Ninguln gen marca-
dor de otros patotipos diarreogénicos se detectd en este conjunto. Ninguna de las STEC recuperadas de carcasas
mostra resistencia. La distribucién de los 38 no-0157 seguin grupos de riesgo FAO/OMS, con los serogrupos vincu-
lados, fue: nivel 1: ninguno; Nivel 2: 7 aislamientos (022:H8{2}, 0113:H21{1}, 0130:H11{2}, 0174:H21{2}); nivel 3:
ninguno; nivel 4: 1 (0182:H25); nivel 5: 30. Este es el primer estudio local sobre la presencia de STEC en canales de
bovinos, y sobre las caracteristicas de las cepas involucradas, asi como de STEC recuperadas de carne para exportar.
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SEGUNDO SIMPOSIO ARGENTINO DE
ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA
RESPONSABLE DEL SINDROME UREMICO HEMOLITICO

DIA 1: 16 DE MAYO

BN CONFERENCIA PLENARIA

OBSERVACIONES Y REFLEXIONES SOBRE LA VIRULENCIA DE ESCHERICHIA cOLI

ANGEL ADRIAN CATALDI
Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO) — INTA-CONICET
cataldi.angeladrian@inta.gob.ar

Escherichia coli es una bacteria genéticamente diversa que habita en el intestino de mamiferos. Esta diver-
sidad se ve reflejada en un genoma promedio de 4700 genes y un pangenoma de 15000 genes que determinan
las caracteristicas distintivas de E. coli para ser dependiendo del genotipo comensal, patégena o patobionte.
Nuestro trabajo se centra en dilucidar las bases genéticas de la virulencia de E. coli enterohemorragica (EHEC),
en particular el serotipo E. coli 0157:H7. EHEC pueden ser divididas en clados o linajes y algunos de los cuales
estdn asociados a la hipervirulencia en humanos. Especialmente caracterizamos la virulencia de cepas EHEC
0157 de clado 8 aisladas de bovinos en Argentina. Uno de los principales (sino el principal) factor de virulen-
cia es la toxina Shiga-2 (Stx2) que se encuentra codificada en bacteriofagos de tipo lambdoide. Hasta el pre-
sente sabemos que ciertos alelos de las proteinas O y P del fago estdn asociados a una produccidn exacerbada
de Stx2 y que la casi totalidad de la produccidn de Stx2 en aquellas cepas de EHEC que poseen stx2a y stx2c
es a expensas del operdn stx2a. Por ultimo, realizamos intensas investigaciones para identificar el promotor
pR’ que dirige la expresion de stx2a. Recientemente nos centramos en la estructura de fagos que promueven
la alta expresion de stx2a aunque son fagos defectivos, que no son liticos. Otro atributo de virulencia es el
sistema de secrecion de tipo Il (SST3). Investigaciones enfocadas en este mecanismo permitieron identificar
y caracterizar los efectores EspY3 y OspB, Actualmente, nos encontramos analizando las caracteristicas y fun-
ciones del megaplasmido pO157, presente en todas las cepas de EHEC 0157 y que al parecer se encuentra
involucrado en la adaptacién a diferentes nichos ecoldgicos del tracto gastrointestinal de los mamiferos. Como
conclusion analizaremos qué sabemos y que no sabemos sobre la virulencia y patogenicidad de EHEC O157.

I VIESA REDONDA

DIAGNOSTICO DE SUH, DETECCION Y CARACTERIZACION DE STEC
COORDINADORAS
ELIZABETH MILIWEBSKY
Servicio Fisiopatogenia, INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrén”

LuciA GALLI
IGEVET-CONICET-Facultad de Cs Veterinarias, UNLP
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DISERTANTES

APLICACION DEL ALGORITMO OPORTUNO DE DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES
POR ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA

ROSANA MASSA
Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”, Buenos Aires
rmassa@anlis.gob.ar

El diagndstico de las infecciones por STEC representa un gran desafio para el laboratorio de bacteriologia
hospitalario como para el referencial, siendo muy importante el diagndstico oportuno a nivel local. La detec-
cion de STEC requiere de metodologias de tamizaje molecular con una sensibilidad adecuada. En la actualidad
se dispone de diferentes estrategias para dar un diagndstico oportuno. Se cuenta con el diagndstico indirecto
de la infeccion mediante la deteccidn de anticuerpos anti-lipopolisaridos en el suero del paciente utilizando
metodologias comerciales como glico-ELISA e inmunocromatografia. A partir de la muestra de materia fecal
(MF) existen por un lado, sistemas moleculares automatizados que sin necesidad de cultivos permiten detectar
rapidamente una variedad de patdgenos gastrointestinales; y por otro la metodologia de PCR multiple en tiempo
real (mRT-PCR). Esta es una herramienta fundamental para el diagndstico de tamizaje de STEC, donde el ADN
extraido de la zona de crecimiento confluente en placas de cultivo, se testea para detectar simultaneamente
los genes stx1, stx2 y rfbO157. El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) cuenta con dos metodologias de
mRT-PCR, las cuales amplifican diferentes fragmentos de los genes codificantes de stx1 y stx2. En casos donde
se requieran una mayor sensibilidad para la deteccidon del patégeno, el LNR dispone de un procedimiento pre-
liminar utilizando un kit para la extraccién de ADN directo de MF y/o a partir de caldos de enriquecimiento,
seguido del andlisis por mRT-PCR. Ademas, la identificacidn rapida de colonias presuntivas de STEC 0157 ahora
es posible a partir de protocolos de analisis protedmico por MALDI-TOF. De todas maneras, en el algoritmo de
diagndstico se observan obstaculos que requieren ser resueltos en forma oportuna. Muchas veces debemos
considerar que la deteccidn de anticuerpos anti-lipopolisacdridos es el Unico diagndstico disponible o posible de
realizar, ya sea porque no se cuenta con biologia molecular o no se dispone de MF. En la etapa de tamizaje di-
rectamente de MF, los métodos automatizados cumplen un rol fundamental en el diagndstico, ain en muestras
sin desarrollo. Sin embargo, se ha observado que cultivos de enriquecimiento son necesarios para aumentar
la recuperacion del patégeno. Contar con dos protocolos de RT-PCR permite resolver casos donde el limite
de deteccion de estas metodologias genera incertidumbre. Es de destacar que el aislamiento del patégeno es
el principal criterio de infeccion y que la caracterizacion y subtipificacion de los factores de virulencia aporta
datos para la vigilancia del patégeno. En este sentido, los laboratorios de la Red de diarreas tienen el papel
fundamental de derivar oportunamente las muestras siguiendo un flujograma de derivacion desde los labora-
torios de menor a mayor complejidad. En el LNR todos los aislamientos son caracterizados por secuenciacion
masiva del genoma. El analisis bioinformatico de las secuencias proporciona de manera rapida el serotipo, la
presencia de factores de virulencia, la subtipificacion de toxina y el estudio de relacién clonal y asociacién a
brotes. Es importante mencionar que un analisis global incluyendo resultados generados en los distintos lab-
oratorios, datos clinicos y epidemioldgicos son necesarios para alcanzar el éptimo y oportuno diagndstico.

ANALISIS DE RIESGO MOLECULAR DE AISLAMIENTOS STEC NO-0157 DE
DIVERSAS FUENTES DE INFECCION EN COMPARACION CON LAS TOP SEVEN

MARIA PAZ BONINO

Universidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Cdtedra de Microbiologia. Buenos Aires,
Argentina

mpazbonino@fvet.uba.ar

Escherichia coli shigatoxigénico (STEC) codifica diferentes elementos genéticos asociados con seropatotiposy
asuvezconvirulencia bacteriana, permitiendo la identificacion del riesgo molecular (RM). Entre las cepas LEE-neg-
ativas, se reconocen aquellas que codificanlaisla LAA como factor de adhesién. Tierra del Fuego (TDF), se caracter-



I8 | SIMPOSIO VTEC ARGENTINA 2024 - Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli Arch Latin Nefr Ped 2024;24(1-2):6-57

iza por altas tasas de sindrome urémico hemolitico (SUH). Las restricciones sanitarias en laimportacion de ganado
en pie permiten considerar la circulacidn de cepas propias con un perfil de virulencia diferente del resto del pais.

El objetivo del presente trabajo fue comparar el RM entre aislamientos de diferente fuente de infeccion pro-
cedentes de TDF y cepas de referencia del top seven. Se analizaron mediante PCR siete cepas procedentes de TDF
(dos de carne picada, tres de bovinos y dos de carcasas ovinas) para determinar la presencia/ausencia de 24 genes
asociados a virulencia. Se llevé a cabo serologia clasica para el serotipo. Se descargaron secuencias de cepas de
referencia de bases de datos internacionales pertenecientes al top seven. El criterio de seleccion de los genomas
se basé en la longitud del genoma, valor de L50 y N50. Se analizaron las mismas mediante PCR in silico. Los resul-
tados fueron agrupados en 12 categorias: tipo de toxina, subtipo de stx2, de stx1, seropatotipo (SPT), adhesinas,
factores de colonizacién, hemolisinas, quelantes, factores adicionales, sistema de secrecidn tipo Il, genes no de-
terminados y gen control. Mediante el andlisis del indice del perfil analitico se establecié un nimero de 12 digitos
caracteristicode cadaunadelascepasbajoestudio. Sedetermindlapresenciadelgen hesydelaislaLAA, lo quecla-
sificd alas cepas como: LAA-positivas (4 modulos), LAA-incompletas (1 a3 mddulos) y LAA-negativas (sin médulos).

En orden decreciente segun el valor asignado, la cepa 0157:H7 se establecié como la de mayor RM seguida de
una cepa 026:H11. A continuacidn, se identificaron dos cepas de TDF una de carne picada (LAA-incompleta/hes
positiva) y una de carcasa ovina (LAA-negativa). Las mismas difirieron en tipo y subtipo de toxina, patrén de hemo-
lisinas, quelantes, genes no determinados y gen control. Luego, se ubican dos cepas pertenecientes al top seven
(0145:H25y 0121:H19) seguidas de cinco aislamientos de TDF. Las mismas comparten como caracteristica comun
la codificacion de stx2, carecer de stx1 y no codificar quelantes, presentando diferentes patrones de genes en los
criterios restantes. Dos de ellas pertenecen al SPT Cambas LAA-incompleta y de las tres restantes una de ellas se
clasificacomo LAA-incompleta/hes positiva y las otras dos LAA-negativa. Llamativamente las tres Ultimas posicio-
nes son ocupadas por cepas del top seven (0111:H8, 0103:H11 y 045:H2). Cada cepa presentd un patrdén Unico.

Las cepas se establecerian con un significativo RM, ya que no se observan diferencias considerables entre
las cepas top seven y los aislados en estudio, quienes ademas codifican factores de adhesidn alternativos a LEE.
Su RM alertaria sobre su posible relacidon con patologias como el SUH. Este trabajo permitié identificar cepas
locales de riesgo cuya expresion de factores de virulencia debera verificarse.

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE CEPAS STEC AISLADAS
DE ALIMENTOS Y MEDIO AMBIENTE

ANALIA INES ETCHEVERRIA
Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, CIVETAN, UNCPBA

analiain@vet.unicen.edu.ar

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es agente causal de enfermedades de transmision alimen-
taria (ETA). Puede producir diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico. La infeccion del hombre
se asocia con el consumo de carnes, productos lacteos, verduras y agua contaminados, y también con el contacto
persona-persona, con animales y con el medio ambiente. Diferentes especies animales son consideradas reser-
vorios de STEC pudiendo eliminar la bacteria favoreciendo la contaminacién de alimentos y ambientes. Para ello,
estudiamos la presencia de STEC en alimentos de diferentes origenes y en ambientes. En alimentos derivados de
pollo, encontramos STEC en 3,2 % de carcasas, 2,3% de menudos y 10,3 % de hamburguesas. En la cadena pro-
ductiva porcina detectamos un 4,05% de las canales positivas. En carne bovina evaluamos la presencia de STEC en
medias reses en frigorifico, cabinas sanitarias, carnicerias y cortes de carne, detectando en 12,34%; 18,64%; 2,5%
y 33% respectivamente. En camiones que transportaban reses bovinas y porcinas, detectamos 40% de reses y 4%
de camiones positivos. Para conocer el rol del medioambiente como reservorio de STEC evaluamos instalaciones
de carnicerias (mesadas, cuchillas, tablas y picadoras), del ambiente del tambo (comederos, bebederos y suelo),
y de paredes de camiones; en todos los ambientes detectamos STEC en diferentes prevalencias. Cuando realiza-
mos la caracterizacién molecular de cepas aisladas, observamos que fueron portadoras de diferentes combina-
ciones de factores de virulencia y que hubo cepas 0157 y no-0157 LAA positivas; y con serotipos compartidos
entre cepas de derivados de bovinos, pollos, porcinos y ambiente. Las cepas fueron capaces de adherirse a lineas
celulares y de formar biofilms en diferentes condiciones y superficies. Teniendo en cuenta que detectamos STEC
con perfiles de virulencia de riesgo para el hombre, en alimentos y ambiente, es necesario implementar medidas
de control y de deteccidn que incluyen factores de virulencia que impliquen un riesgo para la salud humana.
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PRESENTACIONES ORALES

O1. DESEMPENO DEL TEST CHEMSTRIP® ESCHERICHIA COLI 0157/0145
PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS EN ETAPA AGUDA

SCHESI CF', MAIZTEGUI C, BASCHKIER A, LANDIVAR SM?, MELLI LJ?, CIOCCHINI AE?, MILIWEBSKY E*
1 Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrén”.
Buenos Aires. 2 Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, Universidad Nacional de San Martin (lIB-UNSAM-
CONICET), Buenos Aires. 3 Chemtest Argentina SA.

cschesi@anlis.gob.ar

La infeccidn por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) se puede presentar en forma asintomatica,
como diarrea con sangre (DAS) o sin sangre (DA) o evolucionar a sindrome urémico hemolitico (SUH). Para tener
un diagndstico oportuno se plantea la necesidad de contar con un método rapido de deteccién en la etapa
temprana de la infeccion. Si bien el diagndstico definitivo es a partir del aislamiento del patégeno, la principal
limitacion radica en la dificultad de detectarlo. El empleo de las tiras reactivas (TR) inmunocromatograficas
(CHEMSTRIP® E. coli 0157/0145-Chemtest Argentina SA) para la deteccidn rapida de anticuerpos I1gM anti poli-
sacarido O de E. coli 0157 y 0145, resultaria de mucha utilidad para ser aplicado en muestras de suero en la
fase aguda de la infeccidn. El objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefio de las TR en muestras de suero
humano. Se seleccionaron, 128 sueros de pacientes (DAS y/o SUH), clasificados en 4 categorias de acuerdo a
resultados previos obtenidos por cultivo de materia fecal (MF) y/o por Glyco-iELISA CHEMLIS E. coli IgM 0157
y 0145 en suero: 1-Aislamiento 0157 y/o IgM (+) para 0157 (n=50); 2- Aislamiento 0145 y/o IgM (+) para 0145
(n=47); 3- Stx libre en MF sin recuperacion del patégeno y Glyco-iELISA negativo (n=11) y 4- STEC negativo
(n=20). Luego del procesamiento con las TR se obtuvieron los siguientes resultados: Las dos primeras categorias
coincidieron en un 100% con el Glyco-iELISA. En la tercera, las tiras fueron negativas tanto para anti-0157
como para anti-0145, confirmando el resultado inicial por Glyco-iELISA y con la uUltima categoria coincidieron
los negativos por ambos métodos. Se evidencié un buen desempeiio del test y debido a su simplicidad y facil
interpretacion seria apropiado para el diagndstico oportuno en pacientes con sospecha de infeccion por STEC.

02. CARACTERIZACION FILOGENETICA DE AISLAMIENTOS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA
AISLADAS DE TAMBOS DE LA CUENCA MAR Y SIERRAS

GEREZ MG, HERNANDEZ LB, SANSO AM, BUSTAMANTE AV

Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Centro de
Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN). CONICET-CICPBA. Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia.
Tandil. Argentina

gabriela.gerez@vet.unicen.edu.ar

La mastitis bovina es una enfermedad compleja y costosa para la industria lactea por su elevada prevalenciay
por las pérdidas econémicas que ocasiona. Escherichia coli suele causar mastitis esporadica, cuyos signos clinicos
varian desde formas leves a muy graves. El ganado bovino es el principal reservorio de Escherichia coli productor
de toxina shiga (STEC). En el tambo, las cepas STEC pueden llegar a la leche a través del ordefie y del ambiente,
mediante contaminacién fecal. La estructura genética de E. coli es predominantemente clonal y pueden delimi-
tarse diferentes grupos filogenéticos. Estudios previos han demostrado que las cepas que pertenecen a distintos
filogrupos no se distribuyen al azar, sino que estdn asociadas a la fuente de aislamiento y a diferente capacidad
de causar enfermedad. Nuestro objetivo fue aislar STEC de 5 tambos de la Cuenca Mar y Sierras (Provincia de
Buenos Aires) a partir de muestras de leche y del ambiente (comederos, bebederos, suelo de corrales) y asig-
narle filogrupos. Mediante dos PCR multiplex se realizé la identificacion de STEC (eae, stx1 y stx2) y de filogrupos
(chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA). Los resultados se analizaron mediante un agrupamiento por UPGMA. Se identi-
ficaron 44 aislamientos STEC de leche y del ambiente en 6 perfiles de virulencia: stx1 (52,2%), stx1-stx2 (25,3%),
stx1- eae (11,3%), stx2 (4,5%), stx1- stx2-eae (4,5%), stx2-eae (2,2%). El 27,2% de las cepas pertenecié al filogrupo
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B1, el 20,4%, al filogrupo E, el 15,9 %, al filogrupo B2, el 4,5%, al filogrupo Cy el 32% restante fue indeterminado.
Estos datos muestran que en los tambos de la Cuenca Mar y Sierras circulan cepas patdgenas con distintas
caracteristicas genéticas y pertenecientes a distintos filogrupos que potencialmente podrian llegar a la leche.

03. CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA EX VIVO DE LA ADHERENCIA DE CEPAS DE
ESCHERICHIA COLI PRODUCTORAS DE TOXINA SHIGA AL COLON DE BOVINOS

ALZOLA P!, FERNANDEZ 2, ETCHEVERRIA A3, FELIPE A%, PADOLA NL?

1 Laboratorio de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA, Tandil- Bs.As. 2
Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA, Tandil-Bs. As.

3 Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, CIVETAN-CONICET-CIC-
UNCPBA, Tandil- Bs.As. 4 Laboratorio de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA,
Tandil-Bs.As.

pgalzola@vet.unicen.edu.ar

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) son reconocidas como responsables de
enfermedades de alto impacto en salud publica, como el sindrome urémico hemolitico. El bovino es el prin-
cipal reservorio de la bacteria y el estudio de la interaccion huésped-patogeno es fundamental para la inter-
vencion a nivel de control. Teniendo en cuenta la importancia de los serotipos 0157 y no-0O157, nos plantea-
mos como objetivo el analisis histopatoldgico de explantes de colon posterior de ganado bovino, inoculados
con STEC 0157:H7 y 091:H21 LAA-positiva. Se efectuaron dos ensayos. En cada uno, dos explantes por cepa
se colocaron sobre esponjas estériles en placas de poliestireno con medio RPMI 1640 y se inocularon con
25ul de un caldo LB conteniendo 2 x 10’UFC de cada uno de los serotipos mencionados. Tras la inoculacion,
se incubaron en agitacion a 37°C en una atmdsfera con 5% CO2. Los tiempos de incubacion fueron de 3h vy
6h. Como control negativo, se cultivaron explantes sin inocular. Luego de cada incubacion, los explantes se
fijaron en formol bufferado 10% y se procesaron con técnica histoldgica de rutina para inclusién en parafi-
na. Se realizaron cortes seriados de 5um que se colorearon con hematoxilina de Mayer y Eosina y Giemsa.

En las muestras control se observéd la histoarquitectura normal, sin presencia bacteriana. En las
muestras inoculadas se detectaron bacterias adheridas y alteraciones tanto celulares como estructurales
en el epitelio de revestimiento tales como desorganizacién (pérdida del orden normal de las células) y vac-
uolizacion (aspecto claro del citoplasma de las células). Se observé como principal diferencia entre ambos
serotipos, una marcada descamacidn de células epiteliales con el serotipo 0157:H7. Estos ensayos prelimin-
ares realizados con los serotipos 0157:H7 y 091:H21 LAA-positiva, indican que ambos colonizan el intes-
tino bovino, mientras que cada uno genera alteraciones histopatoldgicas ex vivo con caracteristicas propias.

04. CARACTERIZACION DEL PLASMIDO P0O157 EN ESCHERICHIA COLI 0157:H7:
ASPECTOS MOLECULARES Y BIOLOGICOS

SMITH L%, RIVIERE NA?, CASSABONE C, LARZABAL M*, RAMOS R?, CATALDI A1, MARQUES DA
SILVA W-,
1 Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO) - INTA, 2 Universidade Federal do Parra

smith.libia@inta.gob.ar

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) 0157:H7 es un patdégeno Gram-negativo que provoca el sindrome
urémico hemolitico (SUH), principalmente en nifios menores de 5 afos, siendo Argentina uno de los paises
mas afectados. El plasmido pO157, de aproximadamente 96 kb y que contiene 92 ORFs, esta presente en estas
bacterias, pero aliin no se comprende completamente su papel en la fisiopatologia. El objetivo es estudiar cier-
tos genes sobreexpresados en cepas hipervirulentas y analizar cémo el plasmido pO157 afecta la resistencia al
estrés de E. coli 0157:H7. Para ello, primeramente se utilizé la prediccion in silico de la localizacion subcelular
de algunas proteinas (StcE, YijP y p0097) mediante programas como CELLO v.2.5 y SignalP v4.0. Para confirmar
sus ubicaciones de forma in vitro, se procedid a clonarlos en el vector de expresiéon pRSET-b en E. coli BL21 y
la obtencién de anticuerpos con los cuales se puede verificar la localizacion subcelular. Ademas, se evalué la
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expresion génica de estos genes en diferentes fases de crecimiento y se analizaron cepas Cu-p0157 (version
curada) para determinar el impacto del pO157 en la resistencia a sales biliares, cambios de pH y estrés osmoético.
Asi, se predijo que StcE se encuentra extracelularmente, mientras que YijP estd en la intermembrana y p0097
en el citoplasma. En paralelo, se observé que YijP muestra una mayor expresion al inicio de la fase estacionaria.
Por otro lado, se evidencidé que la ausencia de pO157 no afecté significativamente el crecimiento de las cepas
bajo estrés osmoético, a diferencia de las condiciones de pH acido o sales biliares. Por Gltimo, concluimos que
el plasmido pO157 puede afectar de manera especifica algunas cepas y actuar de forma diferente en otras,
mostrando la alta variabilidad inducida por su presencia. Estos hallazgos, junto con los resultados finales de los
genes estudiados, podrian ser crucial para comprender el papel del pO157 en la adaptacién de E.coli 0157:H7.

MESA REDONDA

EPIDEMIOLOGIA Y GENOMICA DE STEC

COORDINADORES
ALEJANDRA KRUGER
Facultad de Ciencias Veterinarias, CIVETAN-UNCPBA

WANDERSON MARQUES DA SILVA
IABIMO INTA-CONICET

DISERTANTES

METODOLOGIAS PARA LA SECUENCIACION COMPLETA Y
ANALISIS DE GENOMAS COMPLETOS DE STEC

ARIEL FERNANDO AMADIO

Instituto de Investigaciones de la Cadena Ldctea (IDICAL, INTA-CONICET). Rafaela, Santa Fe. Universidad
Nacional de Rafaela (UNRaf), Rafaela, Santa Fe.

amadio.ariel@inta.gob.ar

Las tecnologias de secuenciacién masiva han transformado la microbiologia al permitir el analisis rdpido y
exhaustivo de genomas completos de bacterias. Estas herramientas, como la secuenciaciéon de nueva gener-
acion (NGS, por Next Generation Sequencing) y, mas especificamente, las denominadas de tercera generacion
(que producen lecturas significativamente mas largas), ofrecen una precisién sin precedentes y una capacidad
de analisis de genomas completos a gran escala. Las mismas, proporcionan una vision detallada de la diversidad
genética dentro de poblaciones bacterianas, permitiendo la identificacién de genes relevantes para caracter-
isticas fenotipicas importantes como la virulencia y la resistencia a los antibiéticos. Esto es fundamental para
entender la evolucién bacteriana y para el desarrollo de estrategias de tratamiento mas efectivas. Ademas, es-
tas tecnologias facilitan el estudio de la dindmica de las poblaciones bacterianas en diferentes entornos, como
la respuesta a cambios ambientales o su evolucion durante brotes especificos. Gracias a estas tecnologias, se
ha logrado en los ultimos afios una comprensién mucho mas amplia sobre la epidemiologia de enfermedades
bacterianas, en este caso de STEC, y su utilizacién permite disefiar intervenciones preventivas y de control mas
precisas. En la presente, se hace un repaso por las metodologias actuales de secuenciacién de genomas com-
pletos, sus requerimientos, posibilidades y limitaciones. Una comprensién profunda de como funciona cada
una de estas es fundamental para seleccionar, de las diferentes opciones disponibles, cudl produciran los re-
sultados buscados y cdmo deben analizarse. Asi, se muestran resultados obtenidos por tecnologias de Illlumi-
na, PacBio y Oxford Nanopore para diferentes patdgenos bacterianos, especialmente STEC, indicando puntos
fuertes y débiles de cada una de ellas. Ademas, cémo un andlisis comparativo de genomas que actualmente es
posible analizar abre nuevas posibilidades para la descripcién de la patogénesis, epidemiologia y tratamiento.
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EPIDEMIOLOGIA GENOMICA EN LAS INFECCIONES POR STEC

CYNTHIA MAIZTEGUI
Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”, Buenos Aires.

cmaiztegui@anlis.gob.ar

En Argentina, el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) lleva a cabo la vigilancia epidemiolégica de STEC
asociado a sindrome urémico hemolitico y a diarrea aguda con y sin sangre. El LNR ha incorporado a su al-
goritmo de diagndstico y vigilancia, la secuenciacion de genoma completo (SGC), lo que ha resultado en una
mejora de gran impacto ya que permite la caracterizacion completa del patégeno en menor tiempo y aporta
informacion importante a la vigilancia epidemioldgica. En términos de vigilancia basada en el laboratorio, la
herramienta gold standard era la electroforesis de campo pulsado (PFGE) la cual se basa en la comparacion de
patrones de restricciéon de ADN. Actualmente se utiliza SGC siguiendo las estrategias basadas en el andlisis de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) y en el enfoque gen por gen de tipificacion de secuencia multilocus
extendida del pangenoma o core-genoma (wg-MLST/cg-MLST). El objetivo como LNR, es demostrar los aportes
de la SGC a la vigilancia molecular describiendo las distintas herramientas disponibles. Durante el periodo 2021-
2022 se analizaron por SGC, 325 cepas STEC aisladas de 1508 muestras fecales humanas estudiadas en el LNR.
Se utilizé el programa Roary (3.12.0) para la comparacion del pangenoma del total de las cepas STEC, entre
las cuales estaban incluidos los serotipos 0157:H7 (176), 0145:H28 (87), 026:H11 (16) y 0121:H19 (13), entre
otros. De esta forma, se evidencio la diversidad de las cepas y su distribucion segln serotipo. Se estudiaron
los patrones obtenidos por PFGE de 296/325 cepas con el programa Bionumerics (5.6). Ademas, se analizaron
los dos serotipos mds prevalentes mediante SNPs con el programa Snippy (4.6.0). Para ello, se selecciond una
cepa de referencia local representativa de la poblacion en estudio. Estas mismas cepas se estudiaron por wg-
MLST con el programa Bionumerics (7.6). Los resultados obtenidos por estas dos metodologias se compararon
y mostraron muy buena correlacién. Durante el periodo de estudio en el LNR, en 7/24 brotes se pudo recuperar
STEC de los casos y de los contactos asociados. En el estudio de la relacidn clonal por la diferencia de SNPs, se
pudo confirmar que en 6/7 brotes las cepas presentaban <5 SNPs de diferencia entre ellas, por lo que pudieron
ser consideradas genéticamente parte de un mismo evento. Esto estuvo en concordancia con la diferencia de
alelos (< a 5) obtenida mediante wgMLST. Por PFGE se obtuvo el mismo patron de restriccion de las cepas de
5/6 brotes. La discordancia observada con el PFGE puede deberse a la subjetividad del operador a la hora de
interpretar los resultados obtenidos, siendo una desventaja de esta metodologia. Por lo tanto, es fundamental
para el LNR como responsable de la vigilancia de infecciones por STEC, utilizar las herramientas mas apropia-
das para poder conocer el potencial patogénico y la dinamica de la poblacidn circulante de nuestro pais. Esto
permite a su vez delinear nuevas estrategias de prevencion y control de futuras infecciones por este patégeno.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE SUBTIPOS DE VTEC 0157:H7
AISLADOS DE RESERVORIOS, ALIMENTOS Y CASOS CLINICOS

JULIANA GONZALEZ

Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia (FCV-UNCPBA), Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil
(CIVETAN-CONICET-UNCPBA) julianag@vet.unicen.edu.ar

Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) 0157:H7 es el serotipo mayormente involucrado en los casos de enfer-
medad en el mundo, y en Argentina, también el mas frecuentemente asociado al sindrome urémico hemolitico
(SUH). Sin embargo, no todos los aislamientos de 0157:H7 tienen la misma capacidad de infectar y de causar
enfermedad. Desde el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia de la Facultad de Cs. Veterinarias (UN-
CPBA) hemos planteado como uno de nuestros objetivos caracterizar la diversidad genética de VTEC 0157:H7
de distintos origenes, e identificar subtipos asociados a patogenicidad y virulencia. Para ello, se emplean distin-
tos métodos de subtipificacion molecular y se analiza la presencia de genes relacionados con virulencia. En un
estudio, caracterizamos 43 aislamientos VTEC 0157:H7 obtenidos de ganado bovino, seres humanos y alimen-
tos de la regidén pampeana de Argentina. El 98% de ellos pertenecieron al linaje I/Il. El 100% present6 el alelo
del SNP (8_rhsA) relacionado al clado 8, uno de los identificados como mas virulentos. Un alto porcentaje de
aislamientos presentd en alelo tir 255 T>A T, asociado también a hipervirulencia, y fue asignado al filogrupo E.
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Segln el MLVA se encontré una amplia diversidad genética. Demostramos que las cepas de la region pampeana
de Argentina son un grupo filogenéticamente homogéneo que presenta diversidad genética en relacion a sus
perfiles MLVA y de genes nle (efectores no codificados en LEE). La pertenencia de los aislamientos al clado hip-
ervirulento 8 y al linaje I/ll, la alta prevalencia del alelo tir 255 T>A T y de genes de factores putativos de viru-
lencia, permitio asignar a la mayoria de las cepas 0157:H7 de esta regidn un alto riesgo para la salud publica y
explican, en parte, porqué Argentina es el pais con la incidencia mas alta de SUH en el mundo. En otro trabajo,
comparamos la diversidad genética de 76 cepas VTEC 0157:H7 aisladas de casos de SUH de Argentina y Chile.
Nuevamente observamos la circulacion casi exclusiva de aislamientos pertenecientes al linaje I/Il, asociado a
cepas hipervirulentas, y al filogrupo E. Se han postulado una serie de caracteristicas relacionadas con la alta inci-
dencia o gravedad de las infecciones por VTEC 0157, como la pertenencia al linaje I/Il y la presencia del supuesto
factor de virulencia ECSP_3286. Sin embargo, estos no fueron suficientes para diferenciar las cepas argentinas
y chilenas en este estudio. El Unico marcador que se distribuyé de manera significativamente diferente fue
ECSP_2687, el cual codifica una proteina que reduce la expresidn de citoquinas. Los métodos de subtipificacion
molecular nos permitieron ampliar el conocimiento sobre la estructura poblacional e identificar caracteristi-
cas de virulencia presentes en las cepas estudiadas, generando datos Utiles para la evolucion de este grupo.

POSTERS

P1 NUEVO ALGORITMO, PARA LA DETECCION RAPIDA DE STEC 0157:H7
UTILIZANDO LA PLATAFORMA MALDI-TOF MS

MANFREDI E*, ROCCA MF', DANZE D?, GENTILUOMO J:, MILIWEBSKY E*
1 INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. 2 ReNaEM, Buenos Aires Argentina.
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Recientemente, la tecnologia de espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) utiliza el andlisis de picos bio-
marcadores (PB) para discriminar especies estrechamente relacionadas. Para la deteccién rapida de STEC
0157:H7 ya se han definido PB utilizando los equipos Microflex LT (Bruker Daltonics). Sin embargo, para MS
existe otra plataforma: VITEK MS PRIME (VMSP, Biomerieux) que podria ser utilizada para ese fin. El objetivo
de este trabajo fue evaluar en el equipo VMSP, el desempefio del algoritmo anteriormente desarrollado para
la deteccién STEC 0157:H7 con MF-Bruker Daltonics. Se utilizaron espectros de PB obtenidos de cepas pre-
viamente caracterizadas: STEC 0157:H7 (n=86), E. coli de diferentes patotipos: EPEC (n=13), ETEC (n=10), EIEC
(n=6), EAEC (n=13), 0157 no toxigénicas (n=9) y STEC no-0157 de diferentes serotipos (n=26), y 15 cepas de
Shigella spp: flexneril, flexneri2, flexneri6, dysenteriael, dysenteriae2, .boydii y sonneii. Se utilizé la biblioteca
IVD para corroborar la identificacion y la base de datos RUO para la busqueda de PB ya previamente defini-
dos para la deteccién de STEC O157:H7 utilizando Bruker (3017m/z, 3083m/z, 3595m/z, 3770m/z, 4012m/z,
4939m/z, 5238m/z 6037m/z, 6169m/z, 9060m/z). A partir de una colonia bacteriana, se realizé la busqueda de
esos PB. La presencia de esos picos, de baja intensidad (<2000000) en otras E. coli no permitié aplicar el mismo
algoritmo. Paralelamente para la deteccién de STEC 0157:H7 con VMSP se hallaron PB entre 10163-10168 m/z
y 5234-5238 m/z, ademas de la presencia de tres o mas PB definidos para Bruker El resto de E. coli / Shigella
presentaron PB entre 10137-10142 m/z, 5229-5232 m/z y presencia de 9060 m/z y generalmente menos de dos
de los otros PB. Con las diferencias halladas en los espectros obtenidos al utilizar diferentes softwares, se de-
sarrollé un nuevo algoritmo para VSMP, con el que se logré identificar STEC 0157:H7 en el 99% de los aislados.
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P2 EVALUACION DE CURVAS DE CRECIMIENTO DE CEPAS STEC EN CONDICIONES
QUE SE ASEMEJAN AL TUBO INTESTINAL BOVINO Y HUMANO

CAETANO A’, MUNOZ C', BERASAIN P?, VAZQUEZ S*, VARELA G*
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Montevideo, Uruguay. 2 Unidad de Biologia Parasitaria-Instituto de Higiene-Facultad de Ciencias. Montevideo,
Uruguay
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Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC), son exdgenas y se transmiten por via fe-
cal-oral. En los seres humanos producen patologia de severidad variable, desde diarrea leve a cuadros graves
como el sindrome urémico hemolitico (SUH). No hay tratamiento especifico para la infeccidén por STEC, sin
embargo, se estan desarrollando nuevas estrategias de control basadas en resultados de ensayos protedmi-
cos. Proteinas de STEC podrian actuar como inmunomoduladores durante las infecciones, lo cual las convierte
en blancos para el desarrollo de vacunas. En esta propuesta, enmarcada en un proyecto de protedmica in-
tracelular de STEC de diferentes origenes, cultivadas en condiciones diversas el objetivo fue determinar dos
momentos del desarrollo, mitad de fase exponencial y comienzo de la estacionaria. Se realizaron curvas de
crecimiento por absorbancia a 600nm de 6 cepas STEC y K12 como control, en 5 condiciones diferentes:
aerobiosis con agitacion, anaerobiosis (sola, extracto fecal bovino estéril, extracto fecal humano estéril y ex-
tracto fecal humano estéril mas concentracién subinhibitoria de azitromicina). De las curvas, se calcularon
las pendientes y tiempos de mitad fase exponencial y comienzo de fase estacionaria. Los resultados arroja-
ron que en condiciones aerobias las pendientes calculadas estaban comprendidas entre 0,232 y 0,303, los
tiempos de mitad de fase exponencial rondaron desde 1h a 1,45h y fase estacionaria 3h a 4h. En las condi-
ciones anaerobias las pendientes fueron desde 0,090 a 0,353, los tiempos de mitad fase exponencial fueron
mayormente de 30min a 45min y de fase estacionaria de 2h. Estos resultados mostraron que, en condicio-
nes anaerobias todas las cepas alcanzaron la mitad de la fase exponencial y comienzo de la estacionaria en
menor tiempo. Debemos completar el estudio analizando los cambios que pudieran ocurrir en el perfil pro-
tedmico en estas condiciones y momentos e identificar proteinas de STEC de interés para utilizar en su control.

P3 DIAGNOSTICO RAPIDO DE PACIENTES EN RIESGO DE DESARROLLAR SUH
A PARTIR DE LA DETECCION DE MVS-STX2

GOMEZ F-2, PORPORATO M?, SACERDOTI F-?, GIRON REYES D*2, PASCUALE C*, LOMBARDO T, LUZ D¢,
FONTES PIAZZA RM®, IBARRA C*?> ALCONCHER L’, AMARAL MM*?
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En Argentina, el sindrome urémico hemolitico (SUH) causado por Escherichia coli productora de toxina Shiga
(Stx) (STEC-SUH) es una de las causas mas comunes de injuria renal aguda en nifios. Stx circula libre o unida prin-
cipalmente a células sanguineas y microvesiculas (MVs), que se fueron detectadas en la circulacién de pacientes
con STEC-SUH. Previamente, nosotros identificamos Stx2 en MVs (MVs-Stx2) en dos pacientes con STEC-SUH.
Nuestro objetivo fue confirmar la presencia de MVs-Stx2 en muestras de sangre de 21 pacientes pediatricos,
con STEC-SUH, 6 de ellos del Hospital Interzonal José Penna (Bahia Blanca) y 15 del Hospital Nacional Alejan-
dro Posadas (El Palomar). Las muestras se ultracentrifugaron secuencialmente para obtener una suspension
enriquecida en MVs. Luego, las MVs se identificaron con Anexina V-FITC y las MV-Stx2 con un anticuerpo mono-
clonal anti-Stx2 y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 647. Luego, se analizaron por citometria
de flujo y los resultados se expresaron en %MVs-Stx2. También, a partir de 15 controles sanos de la misma edad
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se establecio un punto de corte para MVs-Stx2 positivas (X :1,39 % + 2DS: 1,28 % = 2,7%). Los datos de las histo-
rias clinicas de los pacientes indicaron que, al dia de la hospitalizacién, 3 de ellos presentaban diarrea acuosa,
5 diarrea mucosanguinolenta y 1 de ellos no exhibia diarrea. Los analisis de PCR para stx2 fueron positivos en
11 pacientes. Ademas, se detectaron anticuerpos anti-LPS: 0145 IgG en 2 pacientes, 0145 IgM/I1gG en 4, 0157
IgG en 1y 0157 IgM e IgG en 2. Los valores obtenidos de MVs-Stx2 fueron desde 3% hasta 32,5% (X: 12,7 + % vs
controles: 1,39 + 0,64 %, p<0,05). Por lo tanto, la deteccidén temprana de MVs-Stx2 en la circulacion de pacientes
infectados con STEC podria contribuir a la identificacién rdpida de pacientes con alto riesgo de desarrollar SUH.

P4 DESEMPENO DEL FILMARRAY® EN EL DIAGNOSTICO DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA (STEC)

MASSA R, GENTILUOMO J, DEZA N, SCHESI C, MAIZTEGUI C, BASCHKIER A, BRET A, MANFREDI E,
CARBONARI CC, MILIWEBSKY E.
Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. Buenos Aires

rmassa@anlis.gob.ar

Las infecciones por STEC requieren de un diagndstico oportuno y precoz. La metodologia automatizada del
FilmArray® permite en 75 minutos detectar 22 patdgenos gastrointestinales (FA-GI®) en materia fecal (MF).
El algoritmo de diagnéstico (AD-STEC) del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) implica el enriqueci-
miento de materia fecal, cultivo en placa, dos PCRs multiples en tiempo real (mPCR-RT) y analisis de resul-
tados conjuntamente con los obtenidos por deteccion de anticuerpos anti lipopolisacarido, mas los datos de
origen del caso. El objetivo de este trabajo fue evaluar los resultados obtenidos por FA-GI® vs los obtenidos
con el AD-STEC. Se analizaron 88 MF de casos con sospecha de infeccion por STEC, 72 de ellas con desar-
rollo bacteriano en los cultivos de donde el DNA fue extraido por ebullicion en Tritdn 1% en buffer TE y 16
muestras sin desarrollo bacteriano. Se procesaron todas las muestras por FilmArray® y por mPCRs-RT en aquel-
las donde hubo desarrollo bacteriano. Los porcentajes de concordancia positiva del FA-GI® vs AD-STEC para
las 72 muestras con desarrollo bacteriano fueron 50%, 69% y 64% para stx1, rfbO157 y stx2 respectivamente,
mientras que los porcentajes de concordancia negativa fueron 100%, 96% y 90% para stx1, rfbO157 y stx2
respectivamente. Entre las muestras sin desarrollo 9/16 se procesaron por FA-GI, siendo 3 de ellas positivas.
Entre los 7 casos restantes, que resultaron negativos por FA-GI®, el diagndstico fue positivo por el AD-STEC del
LNR. Los resultados obtenidos indican que FA-GI® es de gran utilidad para dar un resultado en forma rdpida
y oportuna, principalmente en aquellos casos donde la muestra no presente desarrollo bacteriano. Sin em-
bargo, para un diagndstico sensible de infeccion por STEC, no solo es importante enriquecer la muestra, si no
también analizar los resultados evaluando otros criterios diagndsticos mas los datos del laboratorio de origen.

P5 OPTIMIZACION DE LA EXPRESION Y PURIFICACION DE STX2B
POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
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La toxina Shiga tipo 2 (Stx2) es el factor de virulencia de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) re-
sponsable de desencadenar sindrome urémico hemolitico (SUH). Hasta el momento no existe un diagndstico ra-
pido ni tratamiento eficaz para el SUH. En este trabajo nos propusimos optimizar la expresion y purificacion de la
subunidad Stx2B recombinante con el propdsito de utilizarla en técnicas inmunoenzimaticas o como immundge-
no para el desarrollo de sueros y la deteccion de Stx2. Para ello, se amplificé por PCR el gen stx2b a partir del ge-
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noma de la cepa E. coli 0157:H7 (125/99). El producto de PCR fue clonado en el vector de expresidn pet28ay su
correcta insercion fue confirmada por secuenciacion. La construccion pet28a-Stx2B fue transformada en la cepa
de expresion E. coli BL21. Para la expresion, se cultivé BL21-pet28a-Stx2B en medio Luria-Bertani suplementado
con kanamicina e inducido con IPTG 1mM por 3 o 24h. El cultivo bacteriano inducido por 3h obtuvo mejor ren-
dimiento. Este se centrifugd y el pellet se lisd y sonicé en buffer PBS. El sobrenadante se filtré por 0,22um. Para la
purificacion se inyectaron 4 ml del sobrenadante en una columna Q HP (5 ml) pre equilibrada con Tris 20 mM pH 8
conectada a un AKTA Purifier. La elucion se realizd con un gradiente lineal con Tris 20mM NaCl 1 M pH 8. Se cuan-
tificaron las proteinas de cada fraccidn con el espectrofotémetro NanoDrop Lite y se chequed la pureza e identi-
dad de las fracciones por SDS-PAGE 15% y western blot. Se optimizd lainduccion de la proteinay se obtuvo un ren-
dimiento de 5,5 mg de Stx2B de un cultivo de 1L con una pureza estimada de 65%. Proponemos continuar con la
optimizacidon para que esta proteina pueda ser utilizada como reactivo para el diagndstico y/o tratamiento del SUH.

P6 EFECTO DEL NAF SOBRE LA INFECCION DEL FAGO STX2 ARGO145

PASCAL SB', RODRIGUEZ VA', LUCCHESI PMA?, KRUGER A'.
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Las toxinas Shiga (Stxs) son consideradas el principal factor de virulencia de STEC y responsables de las car-
acteristicas patoldgicas como también de las complicaciones severas de la infeccidn. Estan codificadas por bac-
teridfagos (fagos Stx), los cuales juegan un rol importante en la regulacién de la produccién de toxina, en la
diseminacion de los genes stx y en la emergencia de nuevas cepas STEC. Analisis bioinformaticos de genomas
de fagos Stx2a mostraron que la region donde se encuentra localizado el gen stx es muy conservada y codifica,
adyacente a stx2a, una sialato O-acetil esterasa denominada NanS-p. Ensayos previos en nuestro laboratorio
mostraron que la expresion de nanS-p se incrementa en respuesta a la induccidn con mitomicina C, de manera
similar a stx2a. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del NaF, inhibidor de algunas esterasas, en la
infeccion de los fagos Stx2a. Se selecciond el fago Arg0145, el cual fue aislado a partir de una cepa STEC 0145,
secuenciado y caracterizado en estudios previos. Se generd un liségeno utilizando la cepa E. coli WG5 como
hospedadora y se evaluaron concentraciones de NaF que no tuvieran efecto negativo sobre el crecimiento de
E. coli WG5. Se cultivé la cepa liségena en caldo LB con mitomicina C. Los sobrenadantes filtrados (poro de
0,22 um) del cultivo se incubaron 1:1 con NaF 1M (o agua como control negativo) y se titularon los fagos medi-
ante el ensayo de doble capa de agar. Los resultados mostraron una marcada disminucion en el titulo de fagos
incubados con NaF. El efecto del NaF podria estar asociado a la inhibicién de la actividad de NanS-p, por lo
cual se requieren estudios especificos que determinen si NanS-p cumple un rol en la infeccién de fagos Stx2a.

P7 TIEMPO LETAL Y ADHERENCIA DE CEPAS BIG SIXY O174 EN EL MODELO
CAENORHABDITIS ELEGANS

CUNDON C *?, GHIGLIAZZA F*, CURA BORDA R, BENTANCOR A *2,

1 Universidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Cdtedra de Microbiologia. Buenos Aires,
Argentina 2 Universidad de Buenos Aires. Instituto de Investigaciones en Epidemiologia Veterinaria. Buenos
Aires, Argentina.
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La isla LAA es uno de los factores de adhesidn de Escherichia coli Shigatoxigénico. Caenorhabditis elegans es
un modelo versatil para el estudio de patdgenos.

El objetivo del estudio fue comparar la expresion de virulencia de cepas STEC 0174 LAA-positivas, LAA-
incompletas o LAA-negativas, con cepas del big six, utilizando C. elegans como modelo experimental.

Se analizaron 14 cepas STEC 0174, clasificadas mediante PCR como: LAA-positivas (4 madu-
los), LAA-incompletas (1 a 3 moddulos) y LAA-negativas (sin moddulos). Se determind la presencia del
gen hes. Se compararon con 6 cepas de referencia (SSI, Dinamarca), y una cepa control de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, UBA. Se utilizo la cepa E. coli OP50 como control negativo.
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Los serotipos 0157:H7 y 0103:H2 presentaron un valor TL50 de 3 dias y de adhesién de 60 y 4,5 x10° UFC/
ml respectivamente; la cepa 026:H11 un TL50 de 4 dias y adhesion de 50 x10® UFC/ml, la 0121:H19 TL de 6 dias
y adhesién de 6 x10° UFC/ml, la 0145:NM TL de 8 dias y adhesién de 0,8 x10® UFC/mly la 0111:H8 TL de 11 dias
y adhesién de 5,5 x10® UFC/ml.

Respecto a STEC 0174, doce cepas clasificadas como LAA-incompletas (6/12 codificaban hes) presentaron
TL50 mayor o igual a 11 dias con resultados de adhesién variables (5,4 a 95 x10° UFC/ml). Una cepa LAA-positiva
presentd TL50 de 12 dias y adhesion de 33 x10% UFC/ml; mientras que en la cepa LAA-negativa el TL fue mayor a
12 dias con una adhesion de 82 x103 UFC/ml.

Las diferencias en la adhesion podrian deberse a factores no vinculados con la isla LAA. El uso de C. elegans
proporciona informacién de la interaccién entre el patégeno y el hospedador. Estos hallazgos podrian contribuir
al estudio de la diferencia en la expresion de virulencia de los aislamientos.

P8 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE BIOFILM EN CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA PROVENIENTES DE BOVINOS DE TIERRA DEL FUEGO

CURCIO M, SANIN M, BATTAGLIA F:, BONINO MP*?, BLANCO CRIVELLI X*, BENTANCOR A*

1 Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias, Catedra de Microbiologia. Instituto de
Investigaciones en Epidemiologia Veterinaria. 2 Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET)

micaelacurcio@yahoo.com

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es identificado como la principal causa de sindrome urémi-
co hemolitico (SUH), con alta casuistica en la regidn sur de Argentina. El objetivo de este estudio fue determinar
la produccidn de biofilm y la expresidn de fimbria curli y produccién de celulosa en 9 cepas STEC obtenidas de
bovinos en Tierra del Fuego. Se realizé ensayo cuantitativo en placas de 96 pocillos. Cada cepa fue cultivada en
caldo Luria Bertani (LB) a 37°C ON con agitacion, seguido por dilucién y siembra en LB con cloruro de sodio, e
incubacién a 37°C 24h. Posteriormente se retird el medio, se afadid LB con glucosa y se incubd por 24h. Las mi-
croplacas se lavaron, fijaron y tifieron, y se realizé la lectura de la absorbancia a 570 nm. Los resultados se corri-
gieron con el blanco y se establecié un punto de corte basado en 3 desviaciones estandar por encima de la media
de las mediciones de un control negativo. La expresion de fimbria curli y produccién de celulosa se evalué me-
diante la técnica de Rojo Congo (RC), sembrando las cepas en agar RC e incubandolas a 37°Cy 21°C durante 48h.

Sélo una de las nueve cepas demostro ser fuerte formadora de biofilm en el ensayo cuantitativo. Ademas, esta
cepa produjo colonias rdar (rojas, secas y rugosas) a 37°C, indicando la expresion de fimbria curli y produccidon
de celulosa, mientras que a 21°C produjo colonias sar (rosadas y lisas), expresando Unicamente la fimbria curli.

La caracterizacién del biofilm en cepas STEC resulta de importancia debido a su posible implicancia en la
adherencia a sustratos y su persistencia en la cadena de produccidon, con importantes implicaciones epidemi-
oldgicas para el SUH en la regidn. Este conocimiento es fundamental para desarrollar estrategias efectivas de
prevencién y control de la enfermedad.

P9 SUPERVIVENCIA Y PROLIFERACION DE STEC Y ESCHERICHIA COLI SPP.
EN AGUA DE UNA LAGUNA PAMPEANA UTILIZADA CON FINES RECREATIVOS

VIALE AR1, NUOZZI G*?, HERNANDEZ DEL PINO RE*?, QUIROGA MP", LOBATO V**, CHINEN P,
MILIWEBSKY ES®, SCHIAFFINO MR*?
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La presencia de bacterias aldctonas representa uno de los contaminantes biolégicos mas importantes
de los sistemas acuaticos. Tiene una estrecha relacidon con los indicadores de contaminacion fecal y la exis-
tencia de centros urbanos. Los indicadores microbioldgicos frecuentemente utilizados en evaluaciones de
calidad del agua corresponden a bacterias coliformes fecales como Escherichia coli. Se ha reportado que al-
gunas cepas de E. coli pueden sobrevivir durante largos periodos y reproducirse en distintas matrices ambi-
entales, como suelos, aguas y sedimentos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la supervivencia y poten-
cial proliferacion de E. coli spp. y E. coli productor de toxina Shiga (STEC) en agua de una laguna pampeana
(El Carpincho, Junin, Buenos Aires) utilizada con fines recreativos (deportes acuaticos). Se evaludé una cepa de
E. coli no patégena (NP) y una cepa patdgena STEC (stx1/stx2) (P), previamente aisladas de cuerpos acuati-
cos de la region pampeana. Ambas fueron cultivadas por triplicado en agua de la laguna (previamente filtrada
y autoclavada) y en medio LB como control positivo de crecimiento. Las muestras se mantuvieron con agit-
acion, oscuridad, intercambio de oxigeno con la atmdsfera y temperatura controlada (25+2°C). Se determind
la abundancia en UFC/ml de ambas cepas en placas PetrifilmTM a distintos intervalos de tiempo durante 133
dias (TO-T1-T2-T5-T8-T13-T20-T26-T30-T42-T68-T84-T103-T133). Los resultados revelaron que la cepa P so-
brevivié entre 84 y 103 dias en agua de laguna mientras que la cepa NP mostrd una supervivencia de has-
ta 133 dias. Asimismo, se observd una proliferacion, con picos de abundancia en T1 para NP y en T8 para P.
Estos hallazgos destacan la capacidad de las cepas de E. coli y fundamentalmente STEC para sobrevivir y re-
producirse en entornos acuaticos. La persistencia de STEC en estos ambientes destaca la necesidad de moni-
torear y controlar la presencia de estas cepas patdgenas cuando se utilizan indicadores de contaminacién fecal.

P10 HES, ¢iREPRESENTA APORTES EN EL DIAGNOSTICO DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORA DE TOXINA SHIGA?

VELEZ MV %2, COLELLO R *?, ETCHEVERRIA Al 2, VIDAL R 3, PADOLA NL *?
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CISAPA, Tandil, Buenos Aires, Argentina. 2 CIVETAN UNCPBA-CICPBA-CONICET, Tandil, Buenos Aires, Argentina.

3 Programa de Microbiologia y Micologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile

mvictoriavelez@vet.unicen.edu.ar

El mecanismo de colonizacion de todas las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) no esta
dilucidado. Se ha descripto una isla de patogenicidad, Locus de adherencia y autoagregacion (LAA), que codifica
genes (como el gen hes) que participan en la adhesidn y autoagregacién. hes fue detectado en STEC aisladas de
casos de enfermedad. El objetivo fue estudiar en Escherichia coli HB101pVB1_hes, la capacidad de adherencia y
formacidn de biofilm, la expresidn de hes en distintas condiciones y la neutralizacion de la adherencia celular con
sueros bovinos. Se utilizd como control a Escherichia coli HB101. La adherencia celular en lineas HEp-2, se evalud
mediante el recuento de UFC. Para estudiar la neutralizacion por los sueros bovinos, se agregd 100pl de suero a
pocillos que contenian cada cepay se evalud la cantidad de bacterias adheridas. El ensayo de biofilm se realizd en
placas de poliestireno de 96 pocillos. Se analizé6 mediante gPCR la expresion de hes en la adherencia celular en-
tre cepas adheridas - no adheridas, y antes - después de formar biofilm Escherichia coli HB101pVB1_hes mostrd
un incremento de adherencia a HEp-2 y una fuerte formacién de biofilm comparada con Escherichia coli HB101
(p=<0.05). Los niveles de expresidn de hes fueron mas altos en las cepas adheridas que en las no adheridas y en
la formacion de biofilm. Se observé que el suero bovino mostré alta capacidad para neutralizar a hes (p=<0.05).

Esto confirma la participacidn de Hes en adherencia y autoagregacion. La seroneutralizacion demuestra que
el bovino tiene anticuerpos contra Hes, que impiden la adherencia a HEp-2, indicando que Hes tiene funciones
en la unidn al epitelio bovino. hes podria ser utilizado como un marcador de cepas LEE-negativas y sumarse al
esquema de deteccion para el diagndstico.
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P11 VIGILANCIA DE STEC EN EL MARCO DE DEC: BROTES POR STEC y EPEC
EN UN JARDIN MATERNAL DE GENERAL PICO, LA PAMPA

GENTILUOMO J:, CARBONARI CC:, MAIZTEGUI C:, MASSA R, SILVEYRA I, BAELO L?, DEZA N,
SCHESI C!, BASCHKIER A, MANFREDI E*, MILIWEBSKY E*.
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El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) para sindrome urémico hemolitico (SUH) y otras infecciones
por Escherichia coli diarreigénico (DEC) recibe muestras y aislamientos de diferentes centros del pais para la
vigilancia de estos patdgenos. El objetivo de este trabajo es describir por epidemiologia molecular, un brote
asociado a la infeccidon por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) y otro por E. coli enteropatégeno
(EPEC) ocurrido en un jardin maternal (JM) de General Pico, La Pampa, durante noviembre-diciembre del 2023.
A comienzos de noviembre, el Laboratorio del Hospital Gobernador Centeno detectd por PCR los genes stx2/
rfbO157 en tres diarreas sanguinolentas (DS): Una nifia que evoluciond a SUH, su hermana gemela y otra nifia
que concurria al mismo JM. A fin de ese mes, en la misma institucidn, se denuncié la ocurrencia de 7 nifios
con diarrea. Siguiendo el flujograma de derivacion, las muestras de materia fecal se enviaron al LNR, donde se
continud con el algoritmo de diagndstico, aislamiento y caracterizacion de DEC y posterior secuenciacion del
genoma completo y andlisis bioinformatico de las secuencias. Las 3 muestras de DS resultaron positivas para
STEC 0157:H7 stx2a/stx2c/eae/ehxA y 6/7 muestras de D para EPEC (eae): 0101:H33 (n=2), 0186:H19 (n=1),
066:H21 (n=1) y 049:H10 (n=1) y una para E. coli enteroagregativo (021:H2). Mediante el estudio de las dife-
rencias de polimorfismo de nucledtido Unico (SNPs) se determind que los aislamientos 0157:H7 fueron parte
del mismo evento (“cluster” de fuente comun) ya que presentaron sélo 1 SNP de diferencia. Con respecto a los
EPEC 0101:H33 también se pudo establecer la relacion clonal con 7 SNPs de diferencia, indicando una gran si-
militud genética entre ellos. La vigilancia activa de STEC/DEC es fundamental para llegar al diagndstico en forma
oportuna y frente a la ocurrencia de un brote, tomar las medidas necesarias para controlar la transmision.

P12 ¢SON LOS RiOS DE LA CUENCA SALI-DULCE UN RESERVORIO NATURAL
DE GENES DE ESCHERICHIA COLI DIARREIGENICAS?

MORENO MOCHI MP, VARGAS JM, MICALE L, LOPEZ C, JURE MA

Cdtedra de Bacteriologia. Instituto de Microbiologia Luis C. Verna. Fac. de Biogca, Qca y Fcia. Universidad
Nacional de Tucumadn, San Miguel de Tucumadn
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El crecimiento de la poblacidn, la industrializacién y el cambio climatico, ejercen una continua presion
sobre la calidad/cantidad de recursos hidricos. Escherichia coli diarreigénicas (DEC) comprende un grupo
de patotipos que pueden ser transmitidos por el agua, su vigilancia en aguas ambientales es esencial. En el
noroeste argentino se destaca la cuenca endorreica Sali-Dulce, en la que se vierten grandes cantidades de
materia organica de ingenios y citricolas. Nuestro objetivo fue conocer el rol de acuiferos receptores de re-
siduos de la actividad humana, como reservorio de E. coli diarreigénicas. Durante agosto de 2021, se tomaron
muestras de agua de rio en 34 puntos estratégicos de la cuenca Sali-Dulce en colaboracion con la secretaria
de medio ambiente de Tucuman. Se determinaron parametros fisico quimicos: temperatura, pH, conductivi-
dad, turbidez, sélidos y oxigeno disuelto, entre otros. Las muestras se procesaron por el método de filtracion.
Los filtros se sembraron en placas de agar TBX a partir de las cuales se cuantificaron coliformes totales/E.
coli y se realizé el screening para la deteccion de genes de diferentes patotipos de DEC. Se realizaron tres
PCR multiples: stx1/stx2/rfbO157; eae/It/stp/sth; aggR/ipaH. Los valores de recuento oscilaron entre 5 a
106 UFC/100ml, para los microorganismos indicadores evaluados. La deteccion de genes de virulencia, re-
sultd positiva en 12/34 (35.3%) muestras, sin aislamiento. Se encontraron 4 patrones genéticos, rfbO157/eae
(33.3%), rfbO157/eae/aggR (16.7%), eae/aggR (16.7%), rfbO157 (16.7%) y rfbO157/stx2 (8.3%), eae (8.3%). No
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se observd una correlacién directa entre parametros fisico quimicos fuera de rango/recuentos elevados de
microorganismos indicadores/presencia de genes asociados a los patotipos estudiados. Estos resultados pre-
liminares demuestran que los rios de la cuenca Sali-Dulce constituyen un importante reservorio de genes de
E. coli diarreigénicas y plantean la necesidad de efectivizar el monitoreo de STEC/DEC en aguas de la region
NOA por periodos mas extendidos, aplicando andlisis estadisticos para consolidar la informacién recabada.

P13 ANALISIS GENOMICO DE PLASMIDOS PO157 EN ESCHERICHIA COLI 0157:H7:
EXPLORANDO LA VARIABILIDAD
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Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 es un patdégeno Gram-negativo que causa el sindrome
urémico hemolitico (SUH) en humanos a nivel mundial. Su patogénesis involucra elementos genéticamente mo-
viles (EGM) como profagos, islas gendmicas y plasmidos; destacando el plasmido pO157 que contiene genes
relacionados con la virulencia de este patogeno. Estudios han demostrado que este plasmido se encuentra con
frecuencia en cepas de E. coli 0157:H7 y que los EGM son responsables de la variabilidad genética entre las
diferentes cepas de E. coli 0157:H7. Se analizaron plasmidos pO157 de diferentes cepas de E. coli 0157:H7 para
contribuir al conocimiento sobre dicha variabilidad genética. Los resultados del analisis del pan-genoma de 150
plasmidos pO157 revelaron un pan-genoma de 145 genes. En cuanto a la prediccién funcional de los genes en
el genoma core, la mayoria correspondié a genes con funciones desconocidas, seguidos por genes relacionados
con la secrecién de proteinas por el sistema de secrecidn tipo Il y transposasas, entre otros. En relacién con el
genoma accesorio, la mayoria eran genes que codifican transposasas y factores de transcripcién seguido por
genes con funciones desconocidas. La presencia de genes de virulencia como hlyA, stcE, espPy katP en todas las
cepas estudiadas resalta la importancia de estos factores en la patogenicidad de E. coli 0157:H7. Sin embargo, la
variabilidad en la presencia de genes como toxB en el genoma accesorio podria indicar adaptaciones especificas
de ciertas cepas a diferentes ambientes. El analisis filogenético muestra que la variabilidad genética no sigue pa-
trones geograficos o de hospederos, lo que sugiere una evolucién independiente de las cepas. Nuestros resulta-
dos presentados hasta el momento muestran que a pesar de que el plasmido pO157 estd presente en cepas de E.
coli0157:H7, presenta una variabilidad genética que podria influir en la virulencia y patogenicidad de estas cepas.

P14 PREVALENCIA DE ESCHERICHIA COLI SHIGATOXIGENICO EN BOVINOS PRODUCTORES
DE CARNE. UNA REVISION SISTEMATICA DE ARTICULOS PUBLICADOS ENTRE 2010 Y 2022
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Buenos Aires, Argentina

Igraciano@fvet.uba.ar

El estudio de la epidemiologia de Escherichia coli Shigatoxigénico (STEC) en bovinos ha brindado informacion
acercade las distintas variables asociadas a la produccién que contribuyen al desarrollo del patégeno en animales.
El objetivo de la revisidn sistematica fue analizar la prevalencia de STEC en bovinos de carne a nivel mundial,
comparando las caracteristicas de los sistemas productivos. La pregunta cientifica fue confeccionada en formato
PICO, siendo bovinos la poblacién en estudio, los sistemas de produccidn de carne la intervencién y las muestras
positivas a STEC 0157 y no-0157 los resultados. Los repositorios bibliograficos utilizados fueron PubMed, Scien-
ceDirect, Scielo, Redalycy el Sistema Nacional de Repositorios Digitales. La revision sistematica fue llevada a cabo
por dos revisoras, quienes utilizaron una lista de comprobacion que incluia criterios de inclusidn y exclusion. Este
proceso se dividid en tres fases:identificacion, andlisis e inclusién. Durante la primera etapa de identificacién se
examinaron 1647 articulos, 1302 fueron excluidos por el titulo y 243 por el resumen, quedando incluidos 102
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articulos. Durante la etapa de andlisis fueron excluidos un total de 80 articulos, siendo el 26,3% descartados
por no detallar en sus resultados los datos necesarios para analizar la prevalencia de STEC o debido a que sélo
se publicé la cantidad de aislamientos obtenidos. Luego de la fase de identificacion y analisis, se incluyeron 22
articulos. Dentro de estos, se observa una amplia variabilidad en los valores de prevalencia de STEC, que oscilan
desde 1,4% hasta 70% para STEC 0157 y del 3,3% hasta 85,8% para STEC no-0157. Es importante destacar que
los estudios con resultados en producciones intensivas se concentran en Estados Unidos, lo que podria gen-
erar dificultades para realizar comparaciones entre diferentes sistemas de produccién. Para analizar la situacion
epidemioldgica de STEC es necesario continuar desarrollando el meta-analisis de los articulos seleccionados.

P15 IDENTIFICACION DE LA ISLA DE PATOGENICIDAD LAA EN CEPAS STEC AISLADAS EN
ARGENTINA DURANTE 2018-2023

MAIZTEGUI C', GENTILUOMO J, BRET A, MASSA R, DEZA N*, SCHESI C', BASCHKIER A', MANFREDI
E', CARBONARI CC', MILIWEBSKY E.

1 Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrén”.
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Las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) se presentan con una alta inciden-
cia en nuestro pais. En su mayoria las cepas se caracterizan por codificar el locus LEE (locus of enterocyte ef-
facement), causante de la lesion A/E (attaching/effacing) en el epitelio intestinal. Sin embargo, formando parte
de las cepas LEE-negativas existe un grupo que presenta la isla de patogenicidad denominada Locus de Ad-
hesidn y Autoagregacion (LAA). El objetivo de este trabajo fue identificar LAA en cepas LEE-negativas aisla-
das durante el periodo 2018-2023 en el marco de la vigilancia nacional y analizar el potencial patogénico de
estas cepas. De un total de cepas STEC de origen humano (n=1066) aisladas de casos con diagndstico de sin-
drome urémico hemolitico (SUH), diarrea aguda con (DAS) y sin sangre (DA), contactos asintomaticos (CA) y
de alimentos (n=81), se seleccionaron las cepas LEE-negativas (n=47; 4,1% del total) para el estudio de LAA. Se
realizdé la secuenciacién de genoma para la caracterizacion completa y busqueda de genes asociados a LAA.
Catorce (29,8%; 14/47) cepas presentaron los 4 mddulos de LAA y otras 21 poseian algun médulo. Las cepas
LAA+ estuvieron asociadas a SUH (28,6%), DAS (14,3%), DA (14,3%), alimentos (28,6%) y contactos (14,3%). El
serotipo mayoritario fue 0113:H21 (21,4%) con el siguiente perfil de virulencia: stx2a (100%), ehxA (57,1%), fimH
(100%), iha (92,9%), IpfA (100%), subA (42,9%) y yehA-D (100%). Del analisis del conjunto del core genome sur-
gid que estarian frecuentemente relacionadas (25 polimorfismos de un sélo nucleétido, SNPs), a pesar de no
poseer vinculo geografico ni epidemioldgico. Esto indicaria que se trata de cepas conservadas, distribuidas a
lo largo de nuestro pais. Teniendo en cuenta que 4 aislamientos fueron recuperados de pacientes con SUH, su-
ponemos que las cepas LAA+ poseen un potencial patogénico que se requiere estudiar en mayor profundidad.

P16 RED PULSENET AMERICA LATINA Y EL CARIBE:
ALGORITMO DE VIGILANCIA GENOMICA DE ESCHERICHIA COLI
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Los paises de la Regidn participan activamente en la vigilancia de patdgenos transmitidos por alimen-
tos a través de la Red Regional PulseNet América Latina y el Caribe. La Secuenciacion de Genoma Completo



32 | SIMPOSIO VTEC ARGENTINA 2024 « Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli Arch Latin Nefr Ped 2024;24(1-2):6-57

para E. coli se estd aplicando en diferentes paises para salud publica y monitoreo de alimentos, incluyendo
la investigacion de brotes, el seguimiento y caracterizacion de las cepas, la vigilancia global y trazabilidad.
Para dar una respuesta certera se consideraron dos estrategias para el analisis de brotes: polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) y el enfoque gen por gen, de tipificacién de secuencia multilocus extendida del
pangenoma o core-genoma (wg-MLST/cg-MLST). El objetivo de este trabajo fue comparar los resultados ob-
tenidos por dos de las estrategias propuestas. Para ello en el marco de un proyecto regional se selecciona-
ron 54 cepas E.coli productor de toxina Shiga (STEC) 0157:H7: 39 de Argentina, 2 de Costa Rica, 6 de Cuba y
de 7 Paraguay. Las cepas previamente secuenciadas de STEC 0157:H7 fueron analizadas mediante SNPs, uti-
lizando el programa Snippy y el wg-MLST utilizando Bionumerics (v5.6). Se realizd la comparacion de los re-
sultados de ambas metodologias con el programa Tanlegram, para establecer una correspondencia entre
clusters y ramas de los arboles. Ademas, se aplicé el indice de Fowlkes-Mallows para determinar la similitud
entre los clusters generados utilizando las matrices obtenidas por Snippy y Bionumerics respectivamente.
Las graficas se representan en espejo y se observd gran similitud en la distribucién de las ramas y clusters.
Se obtuvieron los siguientes resultados: indice de Fowlkes-Mallows=1, Esperanza=0,8465 y Varianza=0,0004.
Esto indicaria que ambas metodologias arrojan resultados similares para hablar de relacién clonal y se podrian
utilizar de forma indistinta o complementaria. La aplicacién de las herramientas correctas es fundamental
para la construccidén de nuevas estrategias regionales especificas que hacen a la vigilancia regional y global.

P35 LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA:
VIGILANCIA DE LAS INFECCIONES POR STEC, ARGENTINA 2022-2023

CARBONARI CC', MAIZTEGUI C', MASSA R, DEZA N*, SCHESI C', GENTILUOMO J}, BASCHKIER A’,
MANFREDI E, BRET A%, CHINEN P, MILIWEBSKY E*

1 Servicio Fisiopatogenia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”, Buenos
Aires, 2 Unidad de Gestion de amenazas infecciosas - PHE/OPS/OMS

ccarbonari@anlis.gob.ar

En Argentina, existe un sistema laboratorial que contribuye al sistema de vigilancia de las infecciones por
STEC en casos de diarrea aguda con (DAS) y sin sangre (DA), y SUH. El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)
implementa un flujograma de diagndstico (FDD) de STEC aplicando como criterios diagnosticos: identificacion
del patégeno, deteccion de anticuerpos a-LPS 0157, 0145, 0121, 0103 por Glyco iELISA y deteccion de los genes
stx1, stx2 y rfbO157 (PCR RT y punto final); y la identificacion por MALDI-TOF. Este FDD se completa con la secuen-
ciacion de genoma completo (SGC) de los aislamientos y analisis bioinformatico de las secuencias, para la carac-
terizacion (pangenoma; genes de virulencia y resistencia) y vigilancia gendmica (monitoreo y andlisis de brotes).
El objetivo de este trabajo es describir las infecciones por STEC en el marco de la vigilancia nacional durante el
periodo 2022-2023. Se confirm¢ la infeccidn por STEC en el 409/504 (81,2%), 211/577 (36,6%) y 98/304 (32,2%)
de casos de SUH, DAS y DA, respectivamente. Respecto al SUH la deteccidn de STEC por RT-PCR (38%) y Ac a-
LPS (43%) mejoré el diagndstico. Con la secuenciacidn se logré caracterizar el 100% de los aislamientos (n=314),
siendo 0157:H7 stx2a/stx2cc/eae/exhA (54%) y O145:H28 stx2a/stx2c/eae/exhA (26%) los perfiles mas frecuen-
tes. En las cepas 0157 ST11/7816 y 0145 ST32 se identificaron genes del sistema de secrecion tipo |l (espA/espB/
tir), tccP, no codificados en LEE (nleA/nleB/nleC) y de resistencia (aadA, drfA, sul2, tetA, blaTEM); entre otros. Se
estudiaron 24 brotes familiares, uno institucional y uno de la comunidad. Por el estudio de SNPs-coregenome
se establecid que el 3,74% de las cepas 0157:H7 y 1,16% de 0145 podrian estar ocasionalmente relacionadas. La
implementacion de una estrategia adecuada para la mejora diagndstica es fundamental para brindar respuestas
oportunas, que permitan definir estrategias terapéuticas y comprender la situacién epidemioldgica del pais.
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PRESENTACIONES ORALES

05 ESTUDIO GENOMICO COMPARATIVO DE STEC EN LA NATURALEZA
Y EN HOSPEDEROS ANIMALES Y HUMANOS EN URUGUAY

FIGUEROA Y, STOLETNIY C*, GIMENEZ P, VAZQUEZ S 2, CAETANO A %, VARELA G2, IRIARTE A3,
ZUNINO P, PICCINI C*, UMPIERREZ A *

1 Departamento de Microbiologia. Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, 2 Unidad
Académica de Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina, Udelar, 3 Departamento de Desarrollo
Biotecnoldgico, Facultad de Medicina

yfigueroa89@gmail.com

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es un patégeno zoondtico. Los rumiantes, animales silves-
tres y sistemas acuaticos son los principales reservorios. Uruguay presenta alta incidencia de infeccién humana
causando diarrea sanguinolenta (DS) y sindrome urémico hemolitico (SUH). Se han descrito una variedad de fac-
tores vinculados con la virulencia, supervivencia y persistencia en ambiente y hospederos. Aunque la transmision
suele ocurrir por alimentos y agua contaminada, podrian existir otros reservorios naturales como medio de trans-
mision. El objetivo fue identificar rasgos gendmicos y fenotipicos que faciliten la adaptacion de STEC al entorno
natural y detectar si estas caracteristicas promueven infeccién en animales y humanos. Se compararon genomas
y fenotipos de aislamientos de STEC (1 de feca de chancho-jabali de monte nativo, 1 de mortalidad de ternero, 1
de alimento carnico) con STEC de infecciones humanas. La secuenciacién se realizé con llumina. Los andlisis bioin-
formaticos incluyeron genes de virulencia, secuenciotipo (ST), serotipo, resistoma y filogenia. Ademas se estudio
la produccién de biofilms, hemolisinas y resistencia al acido. Los genomas ensamblados y anotados estudiados
presentaron genes de virulencia y fenotipo comparables con STEC humanas. En chancho-jabaliy alimento carnico
se detectd ST11 (0157:H7), principal serotipo asociado a SUH, sin presencia de genes de resistencia antibiotica.
En ternero se detectd ST10948 (0119:H11) y genes comparables a la resistencia antibidtica observada fenotipi-
camente. La filogenia evidencié que ST11 (0157:H7) de chancho-jabali y alimento carnico, se agruparon con un
aislamiento ST11 (0157:H7) aislado de orina humana sin SUH, mientras que ST10948 (0119:H11) del ternero se
agrupo con aislamientos ST21 (026:H11) humanos con DS. Los atributos genéticos y fenotipicos hallados en STEC
le permitirian tanto persistir como excretarse de animales, adaptarse a suelos y cursos hidricos, sobrevivir en
alimentos y causar enfermedades. La perspectiva “Una Salud” es fundamental para abordar esta problematica.

06 IDENTIFICACION DE NUEVOS EFECTORES ASOCIADOS AL SISTEMA DE SECRECION
DE TIPO VI EN ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA 0157:H7

RIVIERE N*, SMITH L., CASSABONE C', MARQUES DA SILVA W", CATALDI A’, JINLONG BEF, LARZABAL M"
1 Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO)-INTA-CONICET (Dr. Nicolds Repetto y Los
Reseros, S/N, Buenos Aires, Argentina), 2 Agricultural Biological Gene Research Center, Guangdong Academy of
Agricultural Sciences, Guangzhou, China

riviere.nahuel@inta.gob.ar

E. coli enterohemorragica (EHEC) es un patégeno zoondtico que pertenece al grupo de E. coli productores
de toxina Shiga (STEC) capaz de causar diarrea severa y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. El
serotipo 0157:H7 es responsable de los cuadros mas severos de la infeccion generada por este patdgeno. Es-
tudios epidemioldgicos han demostrado que Argentina es el pais con mayor incidencia de SUH. Este patdgeno
aloja un sistema de secrecidn de tipo VI (SST6) que puede incrementar su virulencia y supervivencia mediante
la translocacidn de factores de virulencia, conocidos como efectores. En esta investigacion, se exploré la cepa
EHEC O157:H7 EDL933 para caracterizar su SST6 y los efectores asociados. Mediante analisis bioinformatico del
genoma bacteriano, se identificé una copia completa del SST6-2. Este sistema se vinculd con la supervivencia
de la bacteria en macrofagos murinos, confirmado mediante edicion génica CRISPR/Cas9 del SST6-2, demost-
rando su relevancia en la supervivencia bacteriana. Para entender el mecanismo de supervivencia bacteriana en
macroéfagos, se realizé un analisis de RNA-seq a las 2 horas post-infeccion y bajo condiciones de estrés extremo
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simulando fagosomas tardios. Aunque los genes estructurales del SST6-2 no mostraron cambios significativos en
su expresion diferencial, se identificaron 96 potenciales efectores del SST6-2, con el 50% sobreexpresados bajo
estas condiciones. Basandose en predicciones bioinformaticas y consideraciones sobre su funcién y virulencia,
se seleccionaron 6 candidatos a efectores del SST6-2. Estos candidatos podrian desempefiar roles criticos en la
detoxificacidon de especies reactivas de nitrogeno y en funciones metabdlicas que podrian aumentar la virulencia
y adaptacién de EHEC. En conclusidn, este estudio resalta laimportancia del SST6-2 en la patogenicidad de EHEC.

07 GENOMICA COMPARATIVA ENTRE AISLAMIENTOS DE ESCHERICHIA COLI 0157:H7
PROVENIENTES DE ARGENTINA

BROVEGLIO FM*, AMARAL MM, LARZABAL M?, SACERDOTI F*, RIVIERE N?, CHINEN I, CARBONARI
C%, MILIWEBSKY E%, AGUIAR S*, RAMOS R*, ABURJAILE F°, AZEVEDO V°, CATALDI A’>, MARQUES DA
SILVA W?

1 Laboratorio de Fisiopatogenia, Departamento de Fisiologia, Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo
Houssay (IFIBIO Houssay-CONICET), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,
Argentina, 2 Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO-INTA/CONICET), 3 Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS/OMS), 4 Universidad Federal do Pard, Brasil, 5 Universidad Federal de Minas
Gerais, Brasil, 6 Servicio Fisiopatogenia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) - Administracion
Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) 'Dr Carlos G. Malbrdn', Buenos Aires, Argentina

fbroveglio@gmail.com

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) 0157:H7 puede ser responsable de diferentes cuadros de di-
arreay sindrome urémico hemolitico. La gravedad de la enfermedad generada por este patégeno podria deberse
a lainfeccion causada por cepas de STEC 0157:H7 con distinto grado de virulencia. Estas diferencias son depend-
ientes de genotipos especificos de cada cepa. El objetivo de este estudio es comprender las bases gendmicas y la
variabilidad genética de este patégeno mediante secuenciacion del genoma completo de cepas argentinas de E.
coli 0157:H7. Se analizaron las secuencias de 59 cepas: 42 aislamientos bovinos y 17 de origen humano. Se deter-
mind la relacion clonal de las cepas seguin core SNP (Single Nucleotide Polymorphism). El porcentaje de identidad
de nucledtidos entre ellas, reveld un resultado del 99%. Segun el analisis por MLST, el 76% de las cepas pertene-
cenal ST-11y 24% al ST-7816. Respecto al analisis pangendmico se obtuvo la prediccion de 4.323 genes perteneci-
entes al core genomay 3.286 genes accesorios. El andlisis de factores de virulencia demostré que todas las cepas
son eae, ehxA, stcE, y espP positivas. El 93%, 63% y 82% de las cepas son positivas para ospB, astA y fdeC, respec-
tivamente. Mediante PCR se subtipifico los alelos de la toxina Shiga, donde el 44% son stx2c, 25% stx1a/stx2c, 20%
stx2a, 8% stx2a/stx2c y 1% stxla. En cuanto a la prediccion in sillico de genes de resistencia a antimicrobianos,
28% presentan genes de resistencia a penams, 17% a macrolidos, 14% a tetraciclina, 14% a fluoroquinolona, 10%
a aminoglicosidasas, 7% a sulfonamidas, 3% monobactamas, 3% a cefalosporina y 3% a diaminopirimidinas. Estos
resultados muestran una parte importante de la variabilidad genética existente entre estos aislamientos de Ar-
gentina y estudios de mayor profundidad son necesarios para entender mas sobre la dindmica de este patégeno.

O8 EL SISTEMA DE TOXINAS TIPO Il EN ESCHERICHIA COLI:
UN ANALISIS CUALITATIVO EN STEC

MALUHY RM*, GOMES TAT?, SILVA RM?, GUTH BEC?, ELIAS WP, PIAZZA RMF', HENRIQUE C-.
1 Laboratdrio de Bacteriologia, Instituto Butantan, SGo Paulo, SP, Brasil. 2 Disciplina de Microbiologia,
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal de SGo Paulo - Escola
Paulista de Medicina, Sdo Paulo, SP, Brasil.

rodrigo.maluhy@gmail.com

Los sistemas toxina-antitoxina (TA) son médulos genéticos ampliamente distribuidos en procariotasy arqueas.
En Escherichia coli, los sistemas del tipo Il han sido extensamente estudiados y desempefian un rol en la disemi-
nacion y virulencia bacteriana. Por consiguiente, comprender el funcionamiento del sistema TA tipo Il es esencial
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para dilucidar suimpacto en la fisiologia y patogénesis de diversos patotipos de E. coli. El objetivo de este estudio
fue investigar la prevalencia de dos sistemas TA tipo Il mediante el andlisis de las secuencias génicas de las toxi-
nas: hipA, mazF, yoeB, chpB, yafO, yafQ, relEy mgsR. Se empled la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Este proceso se llevd a cabo utilizando cebadores disefiados especificamente a partir de las secuencias de
las toxinas correspondientes a los ocho sistemas TA presentes en la cepa de E. coli MG1655. Se examinaron un to-
tal de 97 cepas de E. coli patogenas, de las cuales 67 pertenecian al grupo de las E. coli productoras de toxina Shiga
(STEC), observando asi, que existen diferentes distribuciones genéticas entre los distintos patotipos de E. coli. Para
las cepas de STEC, se detectaron las siguientes prevalencias: mazF (92,54%); chpBy yoeB (79,10%); hipA (70,15%);
maqsR (65,67%); yafQ (58,21%); relE (43,28%) y yafO (41,79%). Esos porcentajes evidencian que el gen mazF es el
mas frecuente, seguido por los genes chpBy yoeB. En comparacidn con otros patotipos, las cepas de STEC presen-
tan proporcionalmente una menor presencia del gen yafO, alcanzando Unicamente un 43,28%, en contraste con
el 90% de frecuencia observado en otros patotipos. Estos hallazgos proporcionan informacion importante sobre
la distribucion y prevalencia de algunos de los principales sistemas TA tipo Il en diversos patotipos de E. coli. Es-
tos resultados permitiran analisis sobre el posible papel de dos sistemas TA en la patogénesis de estas bacterias.

CONFERENCIA PLENARIA

MANEJO ACTUAL DEL SUH-STEC

MARTA ADRAGNA
Servicio de Nefrologia, Didlisis y Trasplante Renal. Hospital Nacional de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”
marta.adragna@gmail.com

Es bien conocida la importancia del sindrome urémico hemolitico (SUH) en nuestro pais. Histdricamente,
desde su descripcion en la década del 60, ha constituido la segunda causa de enfermedad renal crénica que
requiere terapia de reemplazo renal en Pediatria en nuestro medio, luego de las malformaciones renales y de las
via urinarias. “Un nimero significativo de ellos presentaron evidencia de dafo renal prolongado y en algunos de
ellos la enfermedad es progresiva”, con estas palabras, ya desde las primeras publicaciones de Giannantonio y
cols., estos autores describian las secuelas de la enfermedad. Al inicio de los 80's, con la aparicién de la teoria de
Brenner sobre la hiperfiltracion luego de la pérdida de masa renal, se comienza a asociar dicho fendmeno con
la evolucion del SUH a largo plazo. Si buscamos en la bibliografia argentina, en 1990 ya se comprobd este me-
canismo demostrando la menor reserva funcional renal en nifios con SUH expuestos a una sobrecarga proteicay
en 1996, su comprobacion anatomo- patoldgica: la lesion denominada “esclerosis focal y segmentaria”. A partir
de alli, se han realizado exitosas intervenciones para enlentecer la progresion de la enfermedad renal secundaria
al SUH, desde las medidas dietéticas al uso de farmacos antiproteinuiricos como los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina Il, o los bloqueantes de los receptores de ésta ultima. En la actualidad, siguen
surgiendo drogas que se alinean con esta misidn renoprotectora, aunque todavia no utilizadas en nifios, como
los inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa tipo 2 (i-SLGT2). Por otro lado, en los Ultimos afios, se ha
vuelto la mirada hacia el manejo de la etapa aguda. Por un lado, demostrando que la temprana intervencion con
una hidratacién mas agresiva, mejora el curso de la enfermedad. Por otro, nuevas estrategias se desarrollaron
para disminuir, por ejemplo, la toxicidad renal y posterior fibrosis relacionada al acido urico, como el uso de
rasburicase, una enzima recombinante urato-oxidasa, que cataliza la oxidacion enzimatica del acido urico a alan-
toina, un producto hidrosoluble e inocuo, que se excreta facilmente por via renal. Sin dudas, ha sido la deteccion
y tratamiento precoz de la etapa aguda y sobre todo, el seguimiento prolongado, a largo plazo, hasta la edad
adulta, utilizando medidas nefroprotectoras, lo que ha logrado que los pacientes que presentaron SUH puedan
posponer o incluso evitar la necesidad de terapias de reemplazo renal como la didlisis y el trasplante. Reciente-
mente, el andlisis de una larga cohorte de pacientes pediatricos trasplantados renales cuya etiologia de enfer-
medad renal crénica fue SUH, mostré que esta enfermedad ha dejado de ser la segunda causa en los ultimos
afios de trasplante renal, siendo superada por la esclerosis focal y segmentaria primaria. Pasaron de ser el 17%
en el periodo 1988-1995 a 3% en el correspondiente entre 2016-2021. Estos resultados prometedores, son los
que nos impulsan a reevaluar, corregir e intervenir en el curso clinico agudo y a largo plazo de esta enfermedad.
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MICROBIOTA-METABOLOMA INTESTINAL ASOCIADO A INFECCIONES POR STEC:
PAPEL DE LOS ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA

MAURICIO J. FARFAN

Departamento de Pediatria y Cirugia Infantil Oriente, CICA Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile

mfarfan@uchile.cl

La virulencia de las cepas de E. coli diarreogénicas (ECD) esta regulada por la microbiota y el metaboloma
intestinal. Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son el principal producto metabdlico de la fermentacion
anaerdbica en el intestino, pero su rol en la diarrea causada por cepas de ECD, como la cepa E. coli productora
de toxina Shiga (STEC), no ha sido del todo caracterizado. En este trabajo determinamos los niveles de AGCC, el
metaboloma y la microbiota intestinal en muestras de heces de nifios con diarrea causada por STEC. Ademas,
evaluamos el papel de la microbiota intestinal asociada a DEC en la expresion de genes de virulencia de este
patotipo. Se analizaron muestras de heces de 40 nifios con diarrea y 43 nifios sanos. Se realizé la secuenciacion
del gen 16S rRNA y analisis de metagendmica, HPLC y LC-MS para identificar la composicion de la microbiota,
los genomas ensamblados por metagenoma (MAG), los niveles de SCFA y el metaboloma, respectivamente.
Evaluamos la expresion de los genes de virulencia utilizando un modelo colon artificial (ARCOL). Se encontraron
niveles significativamente mas altos de todos los AGCC analizados en las muestras de diarrea en comparacion
a los controles. En un subanalisis de muestras positivas para STEC en comparacion con muestras pareadas por
edades de nifios sanos, encontramos diferencias similares. También se observé una composicién del metabo-
loma significativamente diferente entre los grupos. Utilizando el modelo ARCOL encontramos que el ambiente
generado con muestras diarreicas favorece la expresion de genes de virulencia de STEC. Identificamos 63 MAG;
las muestras diarreicas positivas para STEC en comparacién con muestras sanas se asociaron positivamente
con la presencia de Escherichia coli, Megamonas funiformis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum y
Limosilactobacillus mucosae. Nuestros resultados muestran que niveles altos de SCFA se asociaron a muestras
de diarrea positiva para STEC en comparacion con las heces sanas. Se encontraron correlaciones entre las es-
pecies bacterianas de la microbiota intestinal y la produccién de AGCC. En conjunto, nuestros datos aumentan
el conocimiento sobre la patogenicidad de STEC y la interaccion entre la microbiota y este enteropatdgeno.

EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE UN PROTOTIPO DE VACUNA CONTRA STEC
BASADA EN PROTEINAS QUIMERICAS EN VACAS Y CERDAS GESTANTES

ROBERTO M. VIDAL
Instituto Milenio de Inmunologia e Inmunoterapia. Universidad de Chile, Santiago, Chile
rvidal@uchile.cl
Las cepas de Escherichia coliproductoras de toxina Shiga (STEC) representan unimportante riesgo para la salud

publica por su capacidad para causar enfermedades graves en humanos. Aunque los rumiantes son el principal
reservorio de STEC, los cerdos también juegan un papel en su epidemiologia. Un subgrupo de STEC que produce
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la toxina Shiga tipo 2e (Stx2e) causa la enfermedad del edema (ED) en lechones recién nacidos, lo que afecta la
produccidn porcina. Nuestra vacuna candidata, dirigida contra STEC, incluye proteinas quiméricas que exponen
epitopos seleccionados de las proteinas Cah, OmpT y Hes, la que ha demostrado ser inmunogénica y protectora
en modelo ratén. En estudios recientes realizados en colaboracidn en la Argentina, hemos demostrado que es
inmunogénica y segura al ser aplicada en vacas y cerdas gestantes y en ambos casos hemos visto la transferencia
de inmunidad a sus crias. La vacuna provocd un aumento significativo de anticuerpos especificos en las vacas y
cerdas y demostro la transferencia pasiva de inmunidad a los terneros y lechones, proporcionandoles proteccidn
temporal contra STEC. La diversidad de serotipos de STEC en bovinos y en cerdos sugiere que la vacuna podria
dirigirse a una amplia gama de cepas. Estos hallazgos respaldan la vacunacién materna como una estrategia para
proteger a las crias de ambas especies, disminuyendo la colonizacién temprana. En lechones protegeria ademas
de la ED. En ambos casos el foco es reducir la prevalencia de STEC, lo que a su vez podria disminuir el riesgo de
transmision a humanos. Sin embargo, se necesita mas investigacion para evaluar la eficacia a largo plazo de esta
vacuna y su impacto en la colonizacion y excrecion de STEC durante el proceso productivo, con el fin de reducir
la prevalencia de STEC en animales y prevenir brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en humanos.

CIRCULACION DE STEC NO-0157 Y 0157:H7 EN URUGUAY:
PREVALENCIA EN TERNEROS DE LECHERIA Y SU PRESENCIA EN EL AMBIENTE

ANA UMPIERREZ

Departamento de Microbiologia, Departamento de Microbiologia. Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable, Montevideo, Uruguay

aumpierrez@iibce.edu.uy

Las infecciones por Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) en seres humanos suelen deberse
al consumo de carne poco cocida, verduras, productos lacteos y contacto con agua contaminada. Algunas in-
fecciones también se deben al contacto con el entorno de los animales o de persona a persona. Las infec-
ciones por STEC son endémicas en Sudamérica. Su incidencia difiere entre paises a lo largo del continente,
representando casi el 2% de los casos de diarrea aguda y el 20%-30% de diarreas sanguinolentas. Los casos
de sindrome urémico hemolitico son esporadicos en Uruguay. Se estiman al menos 10-15 casos/afio, con una
incidencia de 0,5/100.000 habitantes y 4-5/100.000 nifios menores de 5 afios. La produccion de carne, leche
y derivados en Uruguay se destina al consumo interno y la exportacidon, siendo una de las actividades agro-
pecuarias mas relevantes. Esta actividad esta asociada a la intensificacion de los sistemas productivos, lo que
puede tener un impacto en la transmision de las enfermedades infecciosas. Los trabajos en nuestro laboratorio
han determinado que circulan STEC no-0157 entre terneros de lecheria, principalmente los serogrupos 0111 y
0103, con una prevalencia baja respecto de otros virotipos. La mayoria se clasifican como B1, E y A, y portan
las variantes Stxla, Stx1c, Stx2e y Stx2a de toxina Shiga, ademas de ser todos STEC LEE+ (eae+). En cuanto a
la resistencia a los antibidticos la Ampicilina es la mas frecuente, lo que concuerda con que los B-lactamicos
son los antibidticos mas utilizados en animales, seguido de resistencia a Ciprofloxacina, Gentamicina y Fosf-
omicina. Referente a la Fosfomicina, detectamos por primera vez el gen fosA7 en animales de produccién en
nuestro pais. Un escenario diferente sucede con STEC en muerte neonatal de terneros, cuya tasa en Uruguay
es una de las mas altas de América, particularmente asociada a diarrea y neumonia. En un estudio realizado en
terneros neonatos muertos por diarrea, la prevalencia de STEC stx1+/eae+/ehxA+ fue significativamente mayor
que en los vivos, observandose ademds un elevado porcentaje de STEC multirresistentes (MDR) y genes de
resistencia transferibles a quinolonas (gqnrB). La MDR en STEC podria reflejar el uso generalizado de antimicro-
bianos para tratar enfermedades infecciosas, especialmente en terneros con alto riesgo de muerte. El mismo
estudio reafirmé la circulacién de STEC 0103 y 0111, y los subtipos Stxla y StxIc. Proponemos entonces que
las STEC LEE + podrian ser causa de muerte de los terneros, y su deteccién indicaria un mal prondstico. Tam-
bién la alta prevalencia de MDR y los genes gnr evidencian la necesidad de tomar medidas para minimizar
la aparicidon de resistencias entre animales y la propagacion al medio ambiente. En el marco de un estudio
de gendmica comparativa actualmente trabajamos con STEC aisladas de terneros, alimentos, agua de arroyo
y de animales silvestres. Planeamos comprender las bases genéticas y poblacionales de STEC, y sus patrones
de dispersién. Sobre la base de dicho proyecto contamos con los primeros aislamientos STEC LEE- en agua y
STEC 0157:H7 en jabali de zonas serranas, donde hay presencia humana y bovinos de produccion extensiva.
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FK-1000 COMO TERAPIA PROMETEDORA CONTRA STEC:
PERSPECTIVAS A PARTIR DE UNA EXPERIENCIA PILOTO

MARTA DOMINGOS
Instituto Butanan, San Pablo, Brasil
marta.domingos@butantan.gov.br

Los antibidticos no se recomiendan como tratamiento contra la infeccidon por STEC, ya que pueden au-
mentar la liberacion de toxina Shiga por parte del patégeno. En consecuencia, varios grupos han estado in-
tentando encontrar nuevas moléculas que puedan ser utilizadas como tratamiento alternativo contra STEC.
Como parte de este esfuerzo, se determiné el efecto de una fraccién antimicrobiana llamada FK-1000 so-
bre STEC. Los resultados demostraron que incluso después de 7 afios de almacenamiento en forma liofiliza-
da y acuosa, de manera dosis dependiente, la fraccion FK-1000 mostré un efecto bactericida contra STEC.
Los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA también mostraron que, la fraccion FK-1000 fue
capaz de inhibir la liberacién de toxinas Shiga por parte del patégeno. En resumen, nuestros hallazgos indi-
can que la fraccion FK-1000 tiene el potencial de ser utilizada como tratamiento alternativo contra STEC.

MESA REDONDA:

PATOGENIA DE SUH Y RESPUESTA DEL HOSPEDADOR

COORDINADORAS

MARINA S. PALERMO
IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina

MARIA MARTA AMARAL
IFIBIO CONICET, Facultad de Medicina, UBA.

DISERTANTES

REGULACION DE LA CAPACIDAD PROINFLAMATORIA DEL NEUTROFILO
EN RESPUESTA AL DESAFIO CON ESCHERICHIA COLI 0157:H7

ANALIA S. TREVANI

Laboratorio de inmunidad innata, Instituto de Medicina Experimental (IMEX) — CONICET - Academia Nacional
de Medicina. Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad
de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

atrevani@fmed.uba.ar

Las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) pueden causar patologias de severidad
variada, desde diarreas autolimitadas hasta una condicién sistémica potencialmente mortal que es el sindrome
urémico hemolitico. La infeccidn es consecuencia de la ingesta de carne, frutas, verduras, leche sin pasteuri-
zar o aguas contaminadas por STEC. La bacteria coloniza el intestino, donde libera toxina Shiga (Stx) y otros
factores de virulencia, lo que desencadena una respuesta inflamatoria que puede facilitar la translocacion de
la Stx a la circulacion, y con ello, el desarrollo de la enfermedad sistémica. La interleuquina-1B (IL-1B) es un
mediador altamente proinflamatorio. Los neutréfilos son fagocitos profesionales que son ampliamente reclu-
tados a la mucosa intestinal tras la infeccién por STEC. Trabajando con neutrdfilos humanos aislados de san-
gre periférica de individuos sanos, recientemente determinamos que estas células podrian contribuir al de-
sarrollo de la respuesta inflamatoria inducida por la STEC mediante la secrecion de IL-1B. Determinamos que
STEC 0157:H7 a distintas multiplicidades de infeccién (MDI; 0,5-50) estimulé a los neutrofilos a liberar niveles
elevados de IL-1B. Dicha secrecidon no dependié de la produccion de toxina Shiga por la bacteria, pero parecio
depender de otros componentes presentes en la STEC, dado que el desafio de neutréfilos con una cepa no
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patdgena de E. coli (C600) indujo niveles notablemente inferiores de secrecion de esta citoquina. La liberacién
de IL-1B por neutrofilos requirid de la viabilidad bacteriana y no pudo ser emulada por sobrenadantes de cul-
tivo de la bacteria. Ensayos adicionales indicaron que la secrecion de IL-1B en respuesta a STEC involucra la
activaciéon de la caspasa-1 mediada por el inflamasoma NLRP3 y las serinproteasas de los neutrofilos (SPN).
Ademas, la secrecion de IL-1B fue menor frente a mayores multiplicidades de infeccion. Este perfil secretor
modulado por la relacién bacteria: neutréfilo, no fue observado con la IL-8 (CXCL8), otra citoquina produci-
da por el neutréfilo en respuesta a STEC. Tampoco se debid a una pérdida de viabilidad de los neutrdfilos a
mayores MDI ni a una reduccién en la sintesis de la citoquina, sino que fue consecuencia de un mecanismo
regulador que reduce la secrecion de IL-1B cuanto mayores son los niveles de activacién de la caspasa-1, de
las SPN y la produccion de especies reactivas de oxigeno dependientes de la NADPH oxidasa. Nuestros estu-
dios también indicaron que la inhibicion de las SPN reduce significativamente la secrecion de IL-1B inducida
por STEC, sin modular la capacidad de los neutrdfilos de eliminar a la bacteria, lo que sugiere que las NSP po-
drian representar dianas farmacoldgicas potenciales para limitar la inflamacion intestinal inducida por STEC.

MODELO EXPERIMENTAL DE ENCEFALOPATIAS ASOCIADAS AL SUH,
DESDE UNA MIRADA MOLECULAR A CONDUCTUAL

JORGE GOLDSTEIN

Universidad de Buenos Aires. Facultad de Medicina. Instituto de Fisiologia y Biofisica “Bernardo Houssay”
(IFIBIO Houssay) UBA-CONICET. Buenos Aires, Argentina.

jogol@fmed.uba.ar

La toxina Shiga (Stx) de Escherichia coli productora de Stx (STEC) es el factor de virulencia responsable de
colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH) del cual se pueden originar encefalopatias asociadas.
Cuando el sistema nervioso central (SNC) estd comprometido, la tasa de morbimortalidad aumenta significati-
vamente. Al igual que otras bacterias Gram negativas, STEC también libera lipopolisacaridos (LPS). El presente
trabajo propone desentrafiar: (i) los efectos deletéreos de Stx2 en el SNC a través de 2 modelos experimental-
es murinos, de administracion intravenosa (iv) y local intracerebral (ic), desde el nivel celular a comportamen-
tal, y (ii) determinar posibles agentes farmacoldgicos capaces de neutralizar dicha encefalopatia. Se utilizaron
ratas Sprague Dawley y ratones Swiss-NIH para estudios ultraestructurales, de inmuno e histofluorescencia.
Se midid el perfil de citoquinas pro-inflamatorias cerebral por técnica de Elisa y se realizé un ensayo de sus-
tancias reactivas al acido tiobarbiturico para determinar peroxidacidn lipidica. Se realizaron cultivos primarios
microgliales ante la exposicidn a Stx2 en contexto de shock térmico o de LPS para determinar su rol en la in-
flamacion. WB para determinar la ruta de sefalizacion neural involucrada en el efecto deletéreo de Stx2. Se de-
termind el impacto de una dieta excedida en grasas y carbohidratos. Los estudios comportamentales incluyer-
on tests motores, sensoriales y cognitivos. El analisis estadistico se realizé a través ANOVA seguido de pruebas
post hoc de Bonferroni utilizando el software GraphPad Prism 7 (p<0,05). La administracion subletal de Stx2 iv
e ic mostré una alteracion significativa de la unidad neurovascular en diversas zonas del encéfalo: alteracion
del perfil de la microvasculatura, reactividad astrocitaria y microglial, neurodegeneracion y desmielinizacidn,
que correspondieron con sus dreas neuronales vinculadas a su funcionalidad neurolégica motora, cognitiva y
sensorial. La administracion ic demostrd la colocalizacidén de Stx2 con su receptor candnico Gb3 en neuronasy
por primera vez se demostré un up regulation en la expresion y en el nimero de neuronas que lo expresan. El
perfil inflamatorio mostrd una alta expresién de TNFa, INF-y e IL-2, y peroxidacidn lipidica. Dichas alteraciones
celulares y funcionales fueron agravadas por la presencia de LPS y/o una dieta desbalanceada. Sin embargo,
se demostrd que etanercept (un receptor soluble de TNFa) o dexametasona las redujeron significativamente.
Por WB se observé que Stx2 produjo la activacién de NF-kB independientemente de la via de sefializacién
ERK1/2 y LPS activd NF-kB, pero de forma dependiente. Los cultivos de células microgliales activadas incorpo-
raron Stx2, aumentaron su metabolismo, capacidad fagocitica y perfil proinflamatorio. La captacion de Stx2 se
asocié con Gb3, observandose diferentes patrones de distribucidon de acuerdo a diferentes contextos. En vista
de los resultados se demuestra que Stx2 subletal produce localmente la alteracién de la unidad neurovascular
que compromete la funcionalidad neurolégica, y que Gb3 estaria involucrado en dicho proceso, sin descartar
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que la toxina actue sistémicamente en forma secundaria. Se demuestra el alto grado proinflamatorio de la
encefalopatia, siendo que los antiinflamatorios pueden ser eficientes para disminuir dicha alteracién celular
y funcional. El modelo traslacional murino planteado es valido para estudiar encefalopatias asociadas al SUH.

COMPROMISO EXTRARRENAL DEL SUH: ¢{DONDE ENFOCARNOS?

ANA P. SPIZZIRRI
Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica, La Plata, Buenos Aires, Argentina
anaspizzirri@hotmail.com

El sindrome urémico hemolitico (SUH) se caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica, plaqueto-
penia y compromiso renal. El compromiso de otros érganos, principalmente sistema nervioso central (SNC) y
colon, puede condicionar aumento de la morbimortalidad en la etapa aguda. Por tal motivo, las manifestacio-
nes extrarrenales han generado en los ultimos afios creciente interés y su conocimiento ha favorecido el diag-
nostico y tratamiento oportunos. Objetivo: analizar el compromiso extrarrenal del SUH, mediante una revisidon
de los compromisos coldnico, cardiaco, neuroldgico severo y oftalmoldgico, previamente reportados. Resulta-
dos: Evaluamos en forma retrospectiva los pacientes con colitis hemorragica (CH) asistidos entre 1981 y 2009
(n: 54). Los criterios diagnodsticos incluyeron sintomas abdominales (dolor, distensién), anormalidades en Rx o
ecografia abdominal y hallazgos anatomopatoldégicos en aquellos pacientes intervenidos quirdrgicamente (n:
35). La mortalidad de este grupo fue 33%, y se asocié significativamente con compromiso neuroldgico severo
y requerimiento de mas de 10 dias de didlisis [1]. Asimismo, analizamos retrospectivamente los pacientes con
compromiso severo de SNC (= 3 convulsiones, estupor, coma, requerimiento de asistencia respiratoria) asisti-
dos durante los ultimos 10 afios. Veintiséis pacientes fueron incluidos, 25/26 requirieron terapia de reemplazo
renal y 19/26 asociaron CH. La mortalidad de este grupo fue 15% (4/26) y las secuelas renales 45% (albumin-
uria/caida de filtrado glomerular) [2]. El compromiso cardiaco en el SUH fue valorado en forma prospectiva
durante 4 afos. Se incluyeron 70 pacientes. Dentro de las 48 hs de ingreso se realizd: ECG, ecocardiograma
y determinacion de CPK-MB. Un tercio de los casos presentaron hallazgos anormales (7 EGC, 22 ecocardio-
gramas y 27 valores elevados de CPK MB). Se hallé asociacidn estadisticamente significativa entre la severi-
dad del compromiso cardiaco y el compromiso renal mas severo, valorado como pacientes que requirieron
mas de 11 dias de dialisis. Por ultimo, valoramos en forma prospectiva el compromiso oftalmoldgico, conside-
rando la retina como una forma de visualizacion del tejido neural. Fueron incluidos 99 pacientes. Trece por
ciento (n:13) presentaron anormalidades del fondo de ojo dentro de las 48h del ingreso, y mostraron asociacion
estadisticamente significativa con la severidad de la enfermedad (compromiso neuroldgico y coldnico), sug-
iriendo la utilidad de realizar fondo de ojo en todos los pacientes, principalmente en los casos de compromiso
neuroldégico mas grave. Conclusion: Se enfatiza la importancia del diagndstico y tratamiento oportunos de las
manifestaciones extrarrenales del SUH, ya que su presencia se asocia con aumento de la morbimortalidad.

PRESENTACIONES ORALES

09. IMPLICANCIA DEL OXIDO NITRICO SOBRE EL DANO RENAL
CAUSADO POR LA TOXINA SHIGA 2 EN RATAS PRENADAS

FISCHER SIGEL LK, SANCHEZ DS’, PRESTA A, ZOTTA E*, SILBERSTEIN C'.

1.Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO-Houssay) UBA-CONICET. Dpto. Cs Fisioldgicas,
Facultad de Medicina, UBA.

kfischersigel@gmail.com

Previamente, demostramos que la toxina Shiga 2 (Stx2) causé menor dafio renal, con recuperacion mas ra-
pida en ratas prefiadas (P) que en ratas no prefiadas (NP). Se conoce que los mecanismos adaptativos durante
la gestacién implican el aumento de la produccién de éxido nitrico (ON). El objetivo del trabajo fue estudiar la
implicancia del ON enddgeno en el dafio renal causado por una dosis subletal de Stx2 durante la prefiez. Ratas
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hembras Sprague-Dawley NP, y P al octavo dia de gestacion, fueron inyectadas intraperitonealmente con Stx2
(0,5 ng/g peso) (NPS y PS) o diluyente (Control: NPC y PC). Algunas ratas prefiadas recibieron L-NAME (1 mg/
ml) en el agua de bebida desde 1 dia antes hasta 4 dias post-inyeccion con Stx2 (PSL) o diluyente (PCL). A los
4 dias post-inyeccidn, se determind la concentracion sérica de ON (ONS), creatinemia, flujo urinario, osmolali-
dad urinaria. Se evalué la histopatologia renal y la expresion de Ki67 (marcador de proliferacion) y Vimentina
(marcador mesenquimal) por inmunofluorescencia. En ratas PCL y PSL la ONS disminuy® significativamente con
respecto a ratas PCy PS. En ratas NPS, PS y PSL aumenté la creatinemia con respecto a ratas controles(p<0,05)
La necrosis tubular fue significativamente mayor en PSL y NPS que en PS. En ratas NPS y PSL aumenté el flujo
urinario y disminuyd la osmolaridad urinaria con respecto a sus controles(p<0,05). La expresion tubular de Ki67
y Vimentina aumentd significativamente en ratas NPS y PS, pero no en ratas PSL. En conclusidn, la inhibicidn del
ON agravo el dafio renal causado por Stx2 en ratas prefiadas, aproximandose al observado en NPS, e impidio la
regeneracion (proliferacién y desdiferenciacién) del epitelio tubular. La vasodilatacién, producto del aumento
de ON, reduciria el dafio renal en las PS, el cual podria revertirse mediante la degeneracién del epitelio tubular.

010. EFECTO DE LA INTERLEUQUINA 10 EN LA PATOGENESIS
EJERCIDA POR STX2 EN RATONES BALB/C IL-10-/-

SOSA FN', BERNAL AM", CARPINTERO Y, CANCINO C., FERNANDEZ-BRANDO RJ., ALBA-SOTO CD?,
PALERMO MS', RAMOS MV-.
1.Laboratorio de Patogénesis e Inmunologia de Procesos Infecciosos, IMEX-CONICET, Academia Nacional de

Medicina. 2. Laboratorio de Inmunologia y Patogénesis Parasitarias, IMPaM-CONICET, Departamento de
Microbiologia, FMIED-UBA.

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es secundario a la infeccién con Escherichia coli productora de toxina
Shiga (Stx). Nuestros reportes previos demostraron que ratones deficientes para IL-10 (IL-10-/-) muestran menor
susceptibilidad a Stx2. Basandonos en estos antecedentes, el objetivo fue estudiar los efectos de Stx2 en ratones
IL-10-/- en un contexto de sobreexpresion de IL-10 (mediana (IQR) = 156,5(91,83-279,5) ug/mL). Ratones IL-10-
/- fueron inoculados con un plasmido codificante para IL-10 (PL) o vehiculo mediante la técnica de inyeccion
hidrodindmica. Luego, se les administré Stx2 (1 ng/ratdn) o vehiculo (ev) (grupos Basal, Stx y Stx+PL) y fueron
sacrificados 72 horas post-Stx2. Los datos se expresan como mediana (IQR) (*p<0,05). Se observé un aumento de
urea (mg%) en los ratones con plasmido, indicando mayor dafio renal (Basal (n=5): 53,80 (51,97-61,13); Stx (n=6):
118,10 (83,80-133,30); Stx+PL (n=9): 220,90 (169,10-292,50)*). Teniendo en cuenta la relevancia de la respuesta
inflamatoria mediada por neutrdéfilos y monocitos en el SUH, se analizaron estas poblaciones en el rifion. Medi-
ante citometria de flujo solo se observé un aumento en el porcentaje de neutréfilos (CD11b+Ly6G+) en el grupo
Stx2 (Basal (n=3): 3,54 (3,00-4,48); Stx (n=4): 23,25 (18,50-24,03)*; Stx+PL (n=6): 14,00 (11,58-18,68). Si bien el
porcentaje de monocitos fue similar (Basal (n=3): 2,87 (1,50-3,36); Stx (n=4): 3,76 (3,03-4,30)*; Stx+PL (n=6): 2,93
(1,48-6,21); *p<0,05), hubo un aumento en porcentaje de monocitos clasicos (Ly6C+CD43-, proinflamatorios)
(Basal (n=3): 38,20 (35,30-42,00); Stx (n=4): 49,65 (46,68-53,75); Stx+PL (n=6): 62,10 (59,75-66,08)*) y una dis-
minucidn en monocitos no clasicos (Ly6C-CD43+, antiinflamatorios) en el grupo Stx+PL (Basal (n=3): 27,90 (24,30-
30,10); Stx (n=4): 22,90 (19,38-25,83); Stx+PL (n=6): 10,18 (6,79-11,68)*). Estos resultados sugieren que la IL.-10
revirtid la protecciéon renal de los ratones deficientes. Este efecto se relaciond con un aumento en el porcen-
taje de monocitos clasicos, que debido a su perfil proinflamatorio, podrian estar exacerbando el dafio de Stx2.

O11. IMPORTANCIA DEL TNFa Y LAS DIETAS EN EL DESARROLLO
DE LA ENCEFALOPATIA PRODUCIDA POR LA TOXINA SHIGA

ARENAS-MOSQUERA D?, CERNY N?, GEOGHEGAN PA?, CANGELOSI A3, MALCHIODI EL*, DE MARzI IVP,
PINTO A, GOLDSTEIN J*.

1. Universidad de Buenos Aires - CONICET. Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay),
Facultad de Medicina, Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Laboratorio de Neurofisiopatologia. Buenos
Aires, Argentina. 2..Universidad de Buenos Aires, Facultad de Medicina, Departamento de Microbiologia,
Parasitologia e Inmunologia e Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM), UBA-CONICET.
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3..Centro Nacional de Control de Calidad de Bioldgicos (CNCCB), "ANLIS, Dr. Carlos G. Malbrdn", Avenida Vélez
Sarsfield 563, 1282, Ciudad de Buenos Aires, Argentina. 4..Universidad de Buenos Aires, IDEHU-CONICET,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Catedra de Inmunologia, Ciudad de Buenos Aires, Argentina. 5.Universidad
Nacional de Lujdn, Departamento de Ciencias Bdsicas, Ruta 5 y Avenida Constitucion (6700) Lujdan, Buenos Aires,
Argentina; Universidad Nacional de Lujdn, Instituto de Ecologia y Desarrollo Sustentable (INEDES)-CONICET,
Laboratorio de Inmunologia, Ruta 5 y Avenida Constitucion (6700) Lujdn, Buenos Aires, Argentina.

El dafio neural en pacientes que desarrollaron SUH incrementa de forma significativa su morbimortali-
dad. Se ha reportado que parte del dafio neural esta determinado por mediadores inflamatorios. Se descon-
oce la razén por la cual no todos los pacientes desarrollan encefalopatia. Hipotetizamos que la dieta de los
nifios podria ser un factor determinante. El objetivo de este trabajo fue determinar si dietas altas en grasas
y/o carbohidratos potencian el efecto deletéreo de Stx2; y determinar el rol del TNFa en la enfermedad. Ra-
tones recién destetados fueron sometidos a dietas normal, alta en grasas y/o carbohidratos. Al dia 20, se ad-
ministrd intravenosamente vehiculo, o dosis no letales de LPS y/o Stx2. Luego de 4 dias, los animales fueron
sometidos a ensayos de comportamiento, sacrificados y las dreas motoras taldmicas procesadas para inmu-
nofluorescencias (para determinar dafio neural) o ELISA (para cuantificar TNFa). Otros animales sometidos a
dieta control fueron desafiados con dosis letal 100 de Stx2 o con los mismos tratamientos intravenosos descri-
tos anteriormente y tratados con distintas dosis de Etanercept. Luego de 4 dias los animales fueron someti-
dos a ensayos de comportamiento, sacrificados y los cerebros procesados para inmunofluorescencia o ELISA.
Se evidencid un significativo dafio neuronal, astrogliosis, microgliosis, dafio a la vaina de mielina, una mayor
expresion de TNFa y un desempeiio motor deficiente en los ratones tratados con las toxinas; siendo mayor
en los ratones sometidos a dietas altas en grasa e hidratos de carbono. El Etanercept logré de forma signifi-
cativa proteger 40% de los ratones desafiados con dosis letal de Stx2 y su tejido neural, mejorar el desem-
pefio motor y reducir la expresion de TNFa. En conclusién, dietas altas en grasas y carbohidratos potencian
el dafio al tejido neural producido por Stx2 intravenoso y Etanercept es capaz de reducir la encefalopatia.

012. LA COINFECCION DE CELULAS EPITELIALES INTESTINALES POR ESCHERICHIA COLI
ENTEROAGREGATIVA (EAEC) FAVORECE LA PATOGENICIDAD DE ESCHERICHIA COLI
ENTEROHEMORRAGICA (EHEC) E INDUCE UN PERFIL PROINFLAMATORIO

CARPINTERO-POLANCO Y*, CANCINO C', MILIWEBSKY E?, BERNAL A’, SOSA F', RAMOS M", CHENIN P,
PALERMO M, FERNANDEZ-BRANDO R.

1. Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET- Academia Nacional de Medicina Buenos Aires.
2.Servicio de Fisiopatologia, INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn.

yinacarpinterop@gmail.com

En los Ultimos afos, el ANLIS-Malbran ha detectado una asociacidn de aislamientos de EAEC con casos de SUH
y diarrea sanguinolenta en nifios. El objetivo de este trabajo fue evaluar sila infeccién por EAEC favorece el poten-
cial patogénico de EHEC in vitro. Se empled un modelo de coinfeccion con EAECy EHEC en células Caco-2 y se es-
tudié la adhesion bacteriana por recuento de UFC y microscopia confocal, la produccion de Stx2 en células Veroy
el nivel de transcripciénde ccl20,il6,il1 R, tgf 8 por gPCR. Ademas, se evaluéd laformacion de biofilmy la agregacion
bacteriana. Aunque se observé una disminucion de la adherencia de EHEC a Caco-2 en la coinfeccion simultanea
con EAEC (p<0,005), la preinfeccién con EAEC aumentd la adherencia de EHEC (p<0,005). Ademas, EAEC indujo
cambios morfolégicos y desprendimiento celular en Caco-2. Asimismo, la coinfeccién aumento la transcripcion
de il6 (p<0,0001), produjo un efecto aditivo en ccl20 (p<0,0001) y potencié la transcripcion de il1B (p<0,0001)
comparado con las monoinfecciones; y redujo la transcripcion de tgf § tanto en las monoinfecciones como en la
coinfeccidn comparado con el basal (p<0,0005). No se observaron diferencias en la produccion de Stx2. Ademas,
EAEC presentd la mayor capacidad de formar biofilm (p<0,0001), que se perdié cuando es cocultivada con EHEC
(p<0,0001); y mostré mayor capacidad de agregarse que EHEC (p<0,05) pero no se co-agregd con EHEC en cultivo
plancténico. En conclusion, la preinfeccién de Caco-2 con EAEC condujo a un aumento en la adherencia de EHEC,
junto con la alteracién de la morfologia celular y un marcado perfil de citoquinas proinflamatorias. Aunque no
hubo aumento en la produccién de Stx2, estos cambios contribuirian a su acceso al compartimento sistémico.
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El control de la circulacién y de las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) pueden
ser una estrategia para la prevencion del sindrome urémico hemolitico (SUH). El calostro bovino hiperinmune
es una intervencidn propuesta para el manejo de la colonizaciéon de STEC en bovinos y el tratamiento de las
infecciones por STEC en humanos y otras enfermedades gastrointestinales. Estudios previos demuestran que
la inmunizacion de vacas prefiadas contra diferentes factores de virulencia de STEC (EspA, EspB, y-intimina, y
toxina Shiga tipo 2 (Stx2)) genera un calostro bovino hiperinmune (CHI) con altos niveles de 1gG especificos que
son transferidos al ternero lactante (Rabinovitz 2012). Ademas, el CHI contra Stx2 es capaz de proteger con-
tra la citotoxicidad de Stx2 in vitro y la patogenicidad de STEC en modelos in vivo. Con el objetivo de estudiar
estrategias para el uso del CHI como un bioproducto realizamos estudios de preservacién de las propiedades
de los CHI luego de la pasteurizacion y secado por aspersion (spray dry). El CHI pasteurizado a 60°C seguido
del secado por aspersion con una temperatura de entrada del equipo constante de 120°C y de salida en el
rango de 60 a 74 °C (CHlsec) no afectd las propiedades neutralizantes de Stx2 ni te inhibicidon de la patogeni-
cidad de STEC. Siguiendo esta linea de trabajo evaluamos la estabilidad y la preservacién CHIsec a diferentes
temperaturas (4°C y a Temperatura ambiente (Temp Amb)) por 30, 60 y 90 dias. Demostramos que CHlsec re-
constituido en agua mantenia las capacidades de neutralizacion de Stx2 in vitro desde los 30 dias hasta los
90 dias de almacenamiento tanto a 4°C como a Temp Amb. Sin embargo, los CHIsec reconstituidos mostraron
una disminucién significativa en los niveles de IgG totales y lactoferrina a los 30 dias de almacenamiento a
ambas temperaturas de preservacion y una disminucion significativa en los niveles de proteinas, materia grasa
y lactosa a los 90 dias de almacenamiento a Temp Amb. Por ello, nos propusimos mejorar dicha estabilidad
agregando un estabilizador térmico maltodextrina (MTX) o proteina de suero concentrada (PSC)) con vy sin an-
tioxidante (acido ascorbico (Ac. Asc)). Para ello, se obtuvieron calostros control (CC, n=2) o CHI de vacas pre-
fladas inmunizadas con Stx2 e Intimina (n=3) que se secaron con el agregado de MTX o PSC con o sin Ac. asc.
La preservacion de los niveles de IgG anti- Stx2 luego del almacenamiento del CHI-sec a 4°C por 30 dias con
los diferentes aditivos se evalud por la técnica de ELISA y la funcionalidad de las 1gG por la técnica de neu-
tralizacién de Stx2 en células Vero. Los resultados preliminares demuestran que los niveles de IgG anti-Stx2
se preservaron de una manera mas Optima con PSC+Ac. Asc y la neutralizacion con PSC. Nuestros estudios
indican que el CHI contra Stx2 y otros factores de virulencia de STEC pueden controlar la colonizacion y pato-
genicidad de STEC. Ademas, la pasteurizacién y secado del CHI lo convierte en un bioproducto de facil manejo
y conservacion para su uso en el control de STEC en ganado bovino y en las infecciones por STEC en humanos.
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La capa-S de Lactobacillus es una estructura cristalina y geométrica presente en la pared de la bacteria,
conformada exclusivamente por la proteina SIpA. Esta proteina SIpA posee en su extremo carboxilo terminal el
dominio responsable, denominado SLAP, de asociacidn al acido teicoico presente en la pared bacteriana, que
nosotros hemos adaptado con fines biotecnoldgicos. Asi, el dominio SLAP se fusiond en fase con diferentes pro-
teinas de interés, para expresarlas de manera recombinante y, una vez purificadas, se adicionaron a un cultivo
de Lactobacillus para que se adhirieran espontdaneamente a la pared de la bacteria, en un proceso que hemos
denominado "decoracion". Este proceso permitié decorar Lactobacillus con antigenos del patdgeno intestinal
Escherichia coli productora de Shiga toxina (STEC), asi como también con moléculas inmunomoduladoras como
la flagelina de Salmonella o con proteinas inhibidoras de proteasas intestinales como la proteina Omp19 de
Brucella abortus. De interés, cuando ratones BALB/c fueron administrados con tres dosis orales de Lactobacil-
lus acidophilus decorado con el antigeno quimérico de E. coli 0157:H7, EITH7 (formado por EspA36-192, In-
timina653-935, Tir258-361 y H7 flagelina352-374), se indujeron anticuerpos especificos contra el antigeno EITH7,
los cuales fueron capaces de inhibir tanto la infecciéon in vitro, bloqueando la formacion de pedestales, como
también de controlar la infeccion experimental con E. coli 0157:H7. Sorpresivamente, cuando ademas del an-
tigeno EITH7 se codecord con la proteina quimérica flagelina-SLAP, la respuesta inmune protectiva fue suprimida.

BACILLUS SPP. COMO ESTRATEGIA DE CONTROL

BLANCO CRIVELLI X
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Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es sefialado como etiologia asociada al sindrome urémico
hemolitico. Los bovinos constituyen el principal reservorio de este patdgeno. El objetivo del presente trabajo
fue seleccionar y caracterizar una cepa autéctona candidata a partir de silos y aditivos de silaje por su capacidad
antagonica frente a cepas STEC. Se tomaron muestras de 7 silos de sorgo y una de aditivo comercial. Cada una
se procesd mediante dilucidon en Caldo Tripteina Soja e incubacidn a 37°C por 12h en aerobiosis, anaerobiosis
y microaerofilia. Luego se sembré en Agar Tripteina Soja, Agar Rogosa, Agar Bilis Esculina y Agar MacConkey y
se cultivé a 37°C hasta 5d en una atmdsfera similar a la del precultivo. Las cepas obtenidas fueron evaluadas
segln su efecto inhibitorio frente a STEC 0157:H7 y O145:NM en 48h. Las cepas seleccionadas fueron identi-
ficadas. Se realizaron ensayos de inhibicidon simultdanea con serotipos STEC de impacto en salud a 12°C, 29°C
y 37°C, y a pH 4cido, neutro y basico (37°C) durante 7d. Se realizaron ensayos de inocuidad en cobayos con
posterior evaluacién histopatoldgica e histomorfométrica. Finalmente se determiné su compatibilidad como
inoculante de silaje. Se obtuvieron 273 aislamientos (n silo: 209; n aditivo:28). A partir de los ensayos de in-
hibicion se obtuvieron 6 cepas (512, S32, S41, S44, S45 y S178). Las caracteristicas fenotipicas observadas se cor-
respondieron con aquellas del género Bacillus. Las cepas fueron identificadas como B. amyloliquefaciens-S12,
B. subtilis-S32, B. subtilis-S41, B. amyloliquefaciens-S44, B. amyloliquefaciens-S45, B. pumilus-S178 mediante
PCR-ytcP y MALDI-TOF. Se seleccioné como cepa candidata B. pumilus-S178 debido a que ejercid inhibicion
sobre todas en las cepas STEC a las 3 temperaturas evaluadas, con mejores efectos inhibitorios a los 3 pH eval-
uados y comenzd su inhibicidn en forma mas temprana que el resto de las cepas analizadas. Al realizar el ensayo
de selectividad, inclusividad y exclusividad, B. pumilus-S178 inhibié al 100% de las cepas STEC con las que se la
enfrentd, demostrando una actividad inhibitoria alta en un 83,3% de los casos e inhibié al 100% de las cepas E.
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coli no STEC, grupo que incluyd cepas pertenecientes a patovares diarreigénicos y uropatégenos de E. coli. B.
pumilus-S178 fue inocua al ser inoculada via oral en cobayos de 14 semanas de edad a dosis constante durante
7 dias consecutivos sugiriéndose un efecto protector a nivel del duodeno. La incorporacién de la cepa en silajes
no alterd las caracteristicas fisico-quimicas y nutricionales de silos de sorgo. Asimismo, fue posible recuperar
cepas compatibles con las cepas autdctonas inoculadas en forma vegetativa y de espora, las cuales inhibieron
a la cepa EDL 933. Se concluye que B. pumilus-S178 podria constituir una adecuada estrategia de control de
STEC pre-faena debido a su accidn inhibitoria sobre cepas STEC y a su posible incorporacion a silajes de sorgo.

SESION DE POSTERS
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Escherichia coli enterohemorragico (EHEC) 0157:H7 clado 8 presenta una mayor produccion de toxina Shiga
2 (Stx2) lo que las clasifica como hipervirulenta. Stx2 se encuentra codificada en el bacteriéfago lambdoide
933W en estado lisogénico. Bajo condiciones de estrés celular se activa la respuesta SOS induciendo el ciclo litico
del bacteriéfago y por ende la transcripcion de stx2. El promotor tardio pR’, potencialmente ubicado en la region
intergénica entre el antiterminador Q y stx2, dirige la expresion de la toxina. Objetivo: Identificar el promotor
tardio pR y los mecanismos moleculares involucrados en la sobreexpresion de Stx2a en cepas EHEC 0157:H7 cla-
do 8. Materiales y métodos: El clonado de la regidn de interés se realizé mediante HIFI DNA Assembly. Se evalud
la expresion del gen reportero mediante espectrofluorometria y citometria de flujo. Resultados: Se realizé un
analisis bioinformatico de la regidn intergénica para identificar la secuencia promotora pR’ de stx2a. A su vez,
la regidn fue comparada entre cepas hipervirulentas clado 8 y no clado 8 de EHEC 0157:H7. Se detectaron cinco
potenciales secuencias promotoras para Stx2a. Cuatro ubicadas en la regidn intergénica y una en la regién 3 ter-
minal del antiterminador Q. La region intergénica completa, incluyendo al antiterminador Q (QpR’), y una region
parcial (AQpR’) fueron clonadas rio arriba del gen reportero mCherry en el vector pss047. Cepas EHEC O157:H7
clado 8 fueron transformadas con dichas construcciones y luego se indujo al ciclo litico del bacteriofago 933W
mediante mitomicina C. Se evalud la expresion del gen reportero mediante espectrofluorometria y citometria
de flujo. Conclusién: Se identificaron cinco potenciales promotores para la transcripcion de stx2a en la region
comprendida entre el antiterminador Q y la region intergénica rio arriba de stx2a. También se identificaron po-
limorfismos de nucledtidos entre las regiones intergénicas de las cepas clado 8 y no clado 8 de EHEC O157:H7.

P18. REGULACION DE LA IL-18 EN NEUTROFILOS DESAFIADOS CON
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Los neutrofilos son reclutados al intestino frente a la infeccidn con STEC. Previamente determinamos que
los neutréfilos humanos desafiados con STEC liberan IL-18 por un mecanismo que involucra la activacion de
la caspasa-1y de las serinproteasas neutrofilicas (SPN). Ademas, observamos que la secrecion de IL-1B en los
neutréfilos es mayor a menores multiplicidades de infeccion (MDI) e independiente de la toxina Shiga. Deter-
minamos que la liberacion de esta citoquina fue similar con la cepa no productora de toxina (Astx2) y mayor
respecto a una cepa de E.coli no patogénica (C600,n=10 p<0,05). Otros estudios demostraron que, en respu-
esta a otros estimulos, la Gasdermina-D (GSDMD) es procesada por caspasa-1 y forma poros en la membrana
de los granulos azurdfilos de los neutrdéfilos, permitiendo a las SPN acceder al citosol. Alli, pueden procesar
al precursor de la IL-1B y a la GSDMD. En este estudio investigamos el mecanismo molecular involucrado en
la secrecion de IL-1B inducida por STEC. En acuerdo con nuestros resultados previos, Ecotin, un inhibidor es-
pecifico de la SPN elastasa, redujo la secrecion de IL-1B y el contenido intracelular (p<0,0001) inducidos por
el desafio de neutréfilos con STEC (n=4). Por otra parte, Disulfiram (DSF), un inhibidor de GSDMD, redujo la
activacién de las SPN inducida por STEC (n=6,p<0,05), redujo los niveles totales de la IL-1B madura (n=3,p<0,05)
e incrementd los niveles intracelulares de la proforma de IL-1B (n=5,p<0,05). Estos hallazgos soportan que las
SNP acceden al citosol por poros de GSDMD y pueden procesar al precursor de la IL-1B. Ademas, la pre-ac-
tivacidon de caspasa-1 conducente a incrementar la activacion de GSDMD, redujo la secrecion de IL-1B en los
neutréfilos desafiados con STEC (n=7,p<0,05). Dado que previamente observamos que la activacidén de cas-
pasa-1 y de las SPN se incrementa a mayores MDI, y que la secuencia de la IL-1B contiene numerosos sitios
de corte para SPN que podrian procesarla o inactivarla, nuestros hallazgos sugieren que a mayores MDI, mas
SPN acceden al citosol, las que en lugar de procesar a la pro-IL-1f conducen a su degradacion. Ello sustenta
que las SPN son clave en la regulacion de la capacidad proinflamatoria de los neutroéfilos en respuesta a STEC.

P19. ALTERACIONES VASCULARES Y PROGRESION A LA CRONICIDAD
EN UN MODELO SUBLETAL DE SUH EN RATA
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En Argentina, el SUH constituye la primera causa de fallarenal aguda en nifios. E| 30% puede presentar secuelas
renales con evolucién a la cronicidad. Previamente describimos en un modelo subletal de SUH en ratas el desar-
rollo de una transformacion epitelio mesenquimatica (EMT) de las células tubulares y glomeruloesclerosis focal
y segmentaria (GEFS) a 3 meses. El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar las alteraciones vasculares durante la
evolucién a la cronicidad y posibles factores involucrados. Se utilizaron tres grupos (G) de ratas Sprague-Dawley
de 150 g. G1 fue inyectado por via intraperitoneal con 0,25 mL de sobrenadante de cultivo bacteriano de E-coli
recombinante que expresa Stx2 (1,66 ugStx2/Kg, dosis subletal); G2, se agregd enalapril en el agua de bebida (50
mg/Kd/d) y el G3 (control) recibié 0,25 mL de solucidn salina. Se realizaron estudios funcionales, histoldgicos, e
inmunohistoquimicos (IHQ) a 1 semana y 3 meses. En orina se detectaron valores alterados de proteinuria que
mejoraron con la administracién de enalapril (G1 vs G2). Por IHQ se detecté a la semana angiotensina Il a nivel
citoplasmatico tubulary en el polo vascular glomerular (G1 y G2) a diferencia de G3 que marcd en region basolat-
eral tubular y endotelio. A los 3 meses la marcacion se caracterizd por sefial periglomerular (G1) que se modificé
luego del tratamiento con enalapril (G2). Se detecté aumento de fibrosis cortical y medular en G1 vs G3 (p<0.05).
El estudio de los vasos mostré alteracion en la relacién luz/pared con engrosamiento de la media en forma
de tiempo dependiente (G1). El enalapril (G2) mejord la relacidn (p<0.05), sin llegar a valores controles, pero
destacandose la presencia de hialinosis. Teniendo en cuenta nuestros resultados, alteraciones hemodinamicas
mediadas por angiotensina Il podrian estar involucradas en el desarrollo de los dafios renales inducidos por Stx2.
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En el sindrome urémico hemolitico (SUH), la toxina Shiga (Stx) no suele ser detectada libre en circulacidn,
pero si en células sanguineas y vesiculas extracelulares (VE). Durante la fase aguda del SUH el nimero de neu-
tréfilos y las VE de la sangre se encuentran aumentados. Previamente describimos que los neutrdéfilos humanos
luego de la estimulaciéon con Stx2 liberan VE cargadas con Stx funcional (VEstx). En este estudio profundizamos
la caracterizacion de la liberacidon de VE por los neutrdfilos y su interaccion con la Stx. Para ello, neutrdfilos
humanos de individuos sanos fueron tratados con Stx2 pura (100 ng/ml, VEstx) o vehiculo (VEc) y luego de una
incubacién por 1h o 4h, se aislaron las VE por centrifugaciéon diferencial. La capacidad de las mismas de trans-
portar Stx funcional fue evaluada mediante un ensayo de citotoxicidad sobre células Vero. Determinamos que la
liberacion de VE por los neutrdfilos no fue modulada por Stx, ya que las VEc y VEstx contuvieron niveles similares
de proteinas (n=5) y de CD63 (n=10) evaluados por MicroBCA y western blot (WB) respectivamente. Ademas,
ambos tipos de VE mostraron niveles similares de mieloperoxidasa y elastasa medidos por WB (n=3) y una activi-
dad enzimatica similar de proteasas evaluada por espectrometria (n=7). Asimismo, investigamos si las VE podian
unir Stx luego de haber sido liberadas por el neutréfilo. Para ello, aislamos VEc y las incubamos por 1h con o sin
Stx2 (100 ng/ml, VEc+Stx). Luego de lavarlas, evaluamos la capacidad citotdxica de las VEc+Stx, VEstx y VEc. Las
VEc+Stx y VEstx redujeron la viabilidad celular respecto a las VEc (n=7,p<0,05). Estos resultados sugieren que las
VE pueden unir Stx del medio extracelular, luego de haber sido liberadas por la célula. Queda por investigar si
durante el SUH las VE liberadas de los neutrdéfilos ya portan Stx o si la unen tras ser liberadas a la circulacion.

P21. CITOTOXICIDAD MEDIADA POR LA TOXINA SHIGA:
EXPLORANDO UN POSIBLE ROL DE LA PROTEINA TDP-43
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La proteina TDP-43 es clave en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
esclerosis lateral amiotréfica y demencia frontotemporal. Su agregaciéon y relocalizacion anémala en el cito-
plasma de las células nerviosas esta estrechamente relacionada con la degeneracién neuronal; sin embargo,
poco se conoce sobre su rol en otros tipos de procesos patogénicos. El presente trabajo tiene como objetivo
determinar cambios patoldgicos en TDP-43 producidos por la toxina Shiga (Stx) en modelos in vivo (cerebro
de ratones) e in vitro (linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama triple negativo). Ratones macho fueron
tratados de forma sistémica (intravenosa) con dosis no letales de Stx2 o vehiculo. Luego de 4 dias, los ratones
fueron perfundidos y sus cerebros procesados para inmunofluorescencia (IF). Por otro lado, las células fueron
tratadas con 10 ng/ml de: Stx2, anti-Gb3 (receptor de Stx) o vehiculo, en presencia o ausencia del inhibidor de
la sintesis de Gb3, PPMP. Luego de 2 dias, las células fueron fijadas y procesadas para IF. Los animales inyecta-
dos con Stx2 mostraron un aumento significativo en las células con marca andmala para el marcador neuronal
NeuN, en multiples regiones (tdlamo y cortezas prefrontal, motora y somatosensorial). Experimentos prelimi-
nares no revelaron alteraciones groseras en la sefial de TDP-43. Por otro lado, hemos descripto recientemente
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la accion citotdxica de Stx en células neoplasicas MDA-MB-231. Al estudiar in vitro la respuesta de TDP-43 en
el contexto del efecto citotdxico de Stx o anti-Gb3, se observé un aumento significativo tanto en la expresidon
nuclear como en la localizacién citoplasmatica en las células tratadas con Stx2, mientras que ambos parametros
fueron disminuidos significativamente por el tratamiento con PPMP. Postulamos que TDP-43 podria tener un rol
en la citotoxicidad mediada por Stx2 tanto in vivo en el cerebro, como en modelos in vitro de cancer de mama.

P22. LOS ANTICUERPOS ANTI-ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE STX (STEC)
DEFINEN LA EVOLUCION DE LAS INFECCIONES

BERNAL AM, SOSA FN*, CARPINTERO POLANCO YM', CANCINO CD*, FERNANDEZ BRANDO R},
RAMOS MV, RUMBO M?, PALERMO MS'.

1. Instituto de Medicina Experimental- CONICET- Academia Nacional de Medicina, Ciudad Autonoma de Buenos
Aires, Argentina. 2. Instituto de Estudios Inmunoldgicos y Fisiopatolégicos- CONICET- Universidad Nacional de La
Plata, La Plata, Argentina.

alanmbernal@gmail.com

Previamente demostramos que la produccidn temprana de anticuerpos especificos durante las infecciones
con STEC en ratones BALB es fundamental para evitar la progresién a SUH. El objetivo de este trabajo es car-
acterizar los mecanismos involucrados. Ratones BALB al destete fueron infectados con 3 dosis crecientes no
letales de STEC (1-5x10*° UFC/ratdn), cada 10 dias. Siete dias después de la uUltima, se recogidé plasma y heces
para confirmar el aumento del titulo de anticuerpos anti-STEC mediante ELISA. El titulo de IgG anti-STEC en
plasma fue de 2048 y el de IgA en heces fue de 1024 (ANOVA, p<0.05, n=4). Se analizé la capacidad opsoni-
zante y neutralizante de los anticuerpos anti-STEC incubando heces (dilucién %) o plasma (dilucion 1/10) de
ratones infectados o no (controles) con STEC (1x10” UFC) durante 2 h. Los plasmas y heces de ratones infecta-
dos fueron capaces de opsonizar STEC en comparaciéon con muestras controles, determinado por citometria de
flujo utilizando anticuerpos secundarios anti-lgG o IgA murina acoplados a FITC (STEC-IgG: 96,0%+5,3/ 9,2%+2,4
plasma infectados versus controles; STEC-IgA: 98,5%+0,6/ 5,94%+0,6 heces infectados versus controles, t test,
p<0,0001, n=3). Controles de especificidad usando E. coli comensal no mostraron unién inespecifica. Se anal-
izo el crecimiento bacteriano, determinando la densidad éptica a 600 nm cada 20 min durante 18 h, y la mo-
tilidad en agar blando, midiendo halos de difusién a las 48 h. Los plasmas de ratones infectados inhibieron
el crecimiento bacteriano a 600 min (ANOVA, p<0.001, n=2,) y la motilidad a 48 h comparado con los con-
troles (t test, p<0.001, n=4). Concluimos que los anticuerpos anti-STEC opsonizantes y neutralizantes podrian
interferir con la adhesion al epitelio intestinal y, en consecuencia, limitar la patogenicidad de STEC. De esta
manera, la respuesta inmune humoral en la mucosa intestinal define la evolucién de las infecciones por STEC.

P23. UNA DIETA DESEQUILIBRADA AGRAVA LOS EFECTOS DE STX2 LOCAL
IMPACTANDO EN EL EJE CEREBRO-INTESTINO

RAMOS-ALOI ABY, KRAWCZYK MC?, CANGELOSI A>, GEOGHEGAN PA’, MEDINA C? BOCCIA MM?,
GOLDSTEIN J*, PINTO A

1.Universidad de Buenos Aires - CONICET. Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay),
Facultad de Medicina, Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Laboratorio de Neurofisiopatologia. Buenos
Aires, Argentina. 2. Universidad de Buenos Aires (UBA), Facultad de Farmacia y Bioquimica (FFyB), Catedra de
Farmacologia, Laboratorio de Neurofarmacologia de los Procesos de Memoria, Buenos Aires, Argentina. 3.
Centro Nacional de Control de Calidad de Biolégicos (CNCCB), "ANLIS, Dr. Carlos G. Malbran", Ciudad de Buenos
Aires, Argentina.

La encefalopatia producida por Stx asociada al sindrome urémico hemolitico (SUH) es el factor determinante
de la mayor morbimortalidad de la enfermedad. La calidad nutricional podria ser una de las razones por las que,
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ante un brote de SUH, algunos pacientes experimentan efectos mas profundamente nocivos que otros, incluida
la muerte. El objetivo de este estudio fue determinar si dietas excesivas en grasas y/o carbohidratos podrian
agravar la accion deletérea de Stx2 en el eje cerebro-intestino via vagal. El nervio vago es el principal modula-
dor de la actividad del tubo digestivo. Ratones recién destetados fueron alimentados durante 24 dias, con una
dieta: balanceada (control), excedida en grasas y/o en carbohidratos. En el dia 20 se dividieron los ratones de
cada dieta en dos subgrupos (n=10) para ser inyectados intracerebroventricularmente (icv) con Stx2 o vehiculo
(PBS). En el dia 24, los ratones fueron sacrificados; a una mitad se le extrajeron sus intestinos, mientras que la
otra mitad fue perfundida con paraformaldehido. Los intestinos fueron pesados para determinar el contenido
de agua. El complejo dorsal del vago (CDV) fue procesado para determinar por inmunofluorescencia reaccion
astrocitaria (GFAP) y reaccién microglial (Ibal), involucrados en inflamacién. El tratamiento de la dieta combi-
nada (excedida en grasas y carbohidratos) junto a Stx2 icv redujo significativamente (p<0,05) el contenido de
agua intestinal y un aumento maximo en la expresion de GFAP respecto a las demas dietas. En el caso de lbal,
el tratamiento con Stx2 en las dietas normal, rica en grasas y rica en carbohidratos mostré un aumento signifi-
cativo (p<0,05) con respecto a los controles. Los resultados sugieren que una dieta excesiva en grasas y carbo-
hidratos agrava el efecto deletéreo de Stx2 icv en el CDV impactando en el estado funcional intestinal via vagal.

P24. ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA ESTIMULA LA SECRECION
DE IL-1B POR CELULAS INFLAMATORIAS MURINAS

VERA AGUILAR D', KEITELMAN I*', SABBIONE F', VEREERTBRUGGHEN A’, SHIROMIZU CM’,
VERMEULEN M?, PIZZANO M, BERNAL A°, FERNANDEZ BRANDO R3, GALLETTI J*, PALERMO NP,
TREVANI AS™“,

1. Laboratorio de inmunidad innata, 2 .Laboratorio de células presentadoras de antigenos y respuesta
inflamatoria, 3. Laboratorio de patogénesis e inmunologia de procesos infecciosos, Instituto de Medicina
Experimental (IMEX)-CONICET- Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina. 4. Departamento de
Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,
Argentina.

Los granulocitos neutrdéfilos son reclutados en el intestino tras la infeccion por el patégeno entérico Esch-
erichia coli productor de toxina Shiga (STEC). Ademads de ejecutar acciones microbicidas, estas células po-
drian contribuir al extenso dafo tisular que acompanfa a las infecciones por STEC y que repercute en el de-
sarrollo del sindrome urémico hemolitico (SUH). Previamente determinamos que los neutréfilos humanos
secretan IL-1B tras el desafio con STEC (0157:H7) por una via que involucra a sus serinproteasas (SPN) y a la
caspasa-1. En este trabajo evaluamos si un modelo murino podria ser apropiado para investigar tanto el pa-
pel de la IL-1B del neutrdfilo en el desarrollo del SUH, como la capacidad de los inhibidores de su secrecién
para detener la progresidn hacia este sindrome. Para ello, aislamos células peritoneales de ratones BALB/c y
C57BL6 (6-8 semanas) luego de 6 h de una inyeccion intraperitoneal de tioglicolato. A continuacién desafia-
mos ex vivo a las muestras celulares que contenian ~54%-73% de granulocitos con STEC 0157:H7 (multiplici-
dad de infeccién 0,5), en presencia o ausencia de un PAN-inhibidor de SPN (AEBSF 0,1 mM) o un inhibidor de
caspasa-1/4 (VX-765 50 pM). Al cabo de 3h, evaluamos la concentracién de IL-1B en los sobrenadantes. STEC
indujo un aumento de IL-1B por encima de los niveles basales, tanto en muestras de células de ratones BALB/c
(p<0,0001;n=5) como de C57BL6 (p<0,01; n=3). Ademas, el AEBSF inhibid significativamente la secrecién de
IL-1B inducida por STEC en células de ambas cepas (BALB/c AEBSF n=5 and; C57BL6 AEBSF, n=6 and p<0,001).
De igual modo, el VX-765 redujo la secrecién (C57BL6,n=5; p<0.01). Estos resultados indicaron que la secrecion
de IL-1B por los neutrofilos de ratén puede ser modulada por los mismos inhibidores que en neutrdfilos hu-
manos, justificando el uso de un modelo murino para investigar el impacto de la IL-1B neutrofilica en el SUH.
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P25. BACTERIAS LACTICAS COMO CONTROL DE PATOGENOS ASOCIADOS
A ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

RUIZ MJ', GARCIA MD?, PADOLA NL*, ETCHEVERRIA AP
1. Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, FCV-UNCPBA, CIC, CONICET, CIVETAN, Tandil, Buenos Aires,
Argentina.
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Las exigencias de los consumidores por alimentos seguros y con beneficios adicionales, estan imponiéndose
en el mercado a nivel mundial. En nuestra region, si bien adn se conserva el consumo de alimentos tradiciona-
les, esta demanda se esta haciendo presente. El desarrollo de alimentos adicionados con bacterias probidticas
representa una alternativa a esta demanda de vanguardia. En el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia,
se viene trabajando desde hace diez afios en la linea de investigacion de bacterias lacticas (BL) potencialmente
probidticas. Este estudio incluye el aislamiento y la caracterizacion bioquimica y molecular de cepas y metabo-
litos inhibitorios de diferentes origenes (produccion primaria, alimentos, industria, medio ambiente), ensayos
de inhibicidn frente a bacterias patdgenas implicadas en enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) tales
como Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC), Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Campy-
lobacter coli y Salmonella Tiphymurium, reduccidon de biopeliculas de patdgenos sobre diferentes materiales,
produccidn de bacteriocinas y otros metabolitos involucrados en la inhibicion, estudios preclinicos in vivo en
ratones, viabilidad en alimentos lacteos y carnicos y aguas residuales. Como resultado de las investigaciones,
se han encontrado BL con alto potencial inhibitorio. La cepa aislada, caracterizada y secuenciada con mejor
comportamiento fue identificada como Lactiplantibacillus plantarum LP5. Numerosos ensayos inhibicidn in vi-
tro demostraron su efecto antagdnico frente a los patégenos mencionados, y especificamente sobre diferentes
serotipos de STEC. Este comportamiento antagdnico fue demostrado en muestras ambientales y en muestras
carnicas que contenian STEC 0157:H7, reduciéndose hasta limites indetectables. También se demostrd la ca-
pacidad de inhibicidon de biofilms formados por STEC mediante andlisis de exclusion, desplazamiento y com-
petencia. El efecto inhibitorio fue atribuido principalmente a la produccién de plantaricinas, demostrado por
ensayos de inhibicidn in vitro y confirmado por PCR y andlisis completo de la secuencia. En ensayos in vivo
se observd una modulacion de la microbiota intestinal, previniendo infecciones por patdgenos. En vista de
los resultados satisfactorios alcanzados, se continlia trabajando con esta herramienta de impacto en la salud
publica que permitira el desarrollo de alimentos funcionales, biopreservar alimentos y biorremediar ambientes.

P26. FABC11: STX1/STX2-PEG, UN POTENCIAL CANDIDATO PARA NEUTRALIZAR
LA TOXINA SHIGA: UN PASO ADELANTE

BOM AOP*, SACERDOTI F?, CHURA-CHAMBI RM*, HENRIQUE IM*, CARVALHO E*, LUZ D%, PIAZZA RMF*
11. Laboratdrio de Bacteriologia, Centro de Desenvolvimento de Anticorpos, Instituto Butantan, Sdo Paulo, SP,
Brasil. 2.Laboratorio de Fisiopatogenia, Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay-
CONICET), Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,
Argentina. ariela.bom.

esib@esib.butantan.gov.br

El sindrome urémico hemolitico (SUH) desencadenado por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
es una enfermedad que aun no dispone de terapias especificas. El tratamiento del SUH se limita a la hidratacidn
y cuidados de sostén para los sintomas. Los anticuerpos emergen como una alternativa prometedora para la
neutralizacién de antigenos debido a su alta especificidad y afinidad. Previamente, demostramos que el frag-
mento FabC11:Stx1/Stx2 protege 100% de la letalidad de Stx2 en un modelo animal de SUH de coincubacion
de la toxina y el FabC11:Stx1/Stx2. Sin embargo, no se observd esta proteccidon cuando este fragmento fue
inyectado en los animales posteriormente al desafio con la toxina. Esto nos hizo plantear la hipdtesis de que
la vida media de este Fab, al ser una molécula pequefia, es muy corta en circulacion y que la conjugacion de
FabC11:Stx1/Stx2 con polietilenglicol (PEG) puede mejorar este parametro. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue desarrollar FabC11:Stx1/Stx2 pegilado (FabC11:Stx1/Stx2-PEG) y evaluar su capacidad neutralizante
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de Stx2. La reaccion de pegilacion se llevd a cabo con la reconstitucion de los enlaces disulfuro seguida de la
purificacién con cromatografia de intercambio idnico. Las estructuras de FabC11:Stx1/Stx2-PEG y FabC11:Stx1/
Stx2 se compararon por dicroismo circular y la capacidad neutralizante de Stx2 in vitro por ensayo de viabilidad
células Vero. Ademas, se evalud la capacidad de proteccién de la sobrevida por parte de FabC11:Stx1/Stx2-PEG
0 FabC11Stx1/Stx2 en ratones Balb-C pre inyectados con Stx2. Demostramos que la pegilacion no altera la es-
tructura secundaria del Fab, y que este mantiene su estructura espacial y su capacidad neutralizante. Ademas,
que la administracion de FabC11:Stx1/Stx2-PEG (144 pg/ratén), protege a un 25-50% de los animales de una
DL100 de Stx2 y que mejora los niveles de urea plasmatica en estos animales. Estos resultados prometedores
sitan a este fragmento conjugado como un potencial candidato terapéutico contra el desarrollo del SUH.

P27. EFECTO ANTAGONICO DE LACTIPLANTIBACILLUS PLANTARUM
CIDCA83114 SOBRE PATOGENICIDAD DE EHEC IN VITRO

CANCINO CD’, CARPINTERO POLANCO YM", BERNAL AM", SOSA FN', RAMOS MV*, ABRAHAM AG?,
GARROTE G?, PALERMO MS', FERNANDEZ BRANDO RJ.

1. Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET-Academia Nacional de Medicina, Bs As. 2. Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) -CONICET-UNLP-CIC.PBA.

cdcancino@gmail.com

Evidencia creciente respalda el uso de probidticos para tratar y prevenir enfermedades intestinales. Lacti-
plantibacillus plantarum CIDCA83114 (CIDCA83114) mostré reducir el crecimiento de EHEC y la actividad citotdx-
ica en células VERO de sobrenadantes de EHEC conteniendo Stx. Este estudio se propuso evaluar el impacto de
CIDCA83114 sobre la patogenicidad de un aislamiento humano de EHEC. Se realizaron cocultivos en proporcio-
nes 1:1;1:10y 1:100 (EHEC:CIDCA83114); y se evalud inhibicidn del crecimiento por recuento de UFC, produccion
de Stx2 por ELISA, citotoxicidad en VERO, se midid pH y concentracidn de lactato en sobrenadantes de cultivo.
Ademas, se usaron sobrenadantes condicionados de CIDCA83114 y lactato para replicar los cocultivos. Se evalud
adhesion bacteriana a Caco-2 y niveles de transcripcidn de il8 y tgf8 por qPCR. CIDCA83114 inhibid el creci-
miento de EHEC desde las 6h de cocultivo en proporcion 1:100 (p<0,01), correlacionado con un aumento de la
concentracion de lactato (p<0,01) y reduccién del pH (p<0,0001); junto con menor concentracidn de Stx2 (ELISA
p<0,001; citotoxicidad en VERO p<0,005). Sobrenadantes condicionados con pH inferior a 5,4 disminuyeron el
crecimiento de EHEC (p<0,05) pero no la produccion de Stx2. Concentraciones de lactato mayores a 180 mg/ml a
pH 3,7 inhibieron el crecimiento de EHEC (p<0,0001) y aunque no afectaron la concentracion de Stx2, disminuy-
eron su citotoxicidad en VERO (p<0,0005). Ademas, CIDCA83114 redujo la adhesion de EHEC a células Caco-2 por
exclusién (p<0,05) y niveles aumentados de ARNm de /I8 y Tgf8 (ANOVA p<0,01). Resumidamente, el lactato y el
descenso del pH participan en la inhibicion de la patogenicidad de EHEC por CIDCA83114. Ademas, CIDCA83114
reduce la adhesidn a Caco-2 y la produccion de 118 y Tgf8. Estos resultados alientan a estudiar su potencial in vivo.

P28. EFECTO DEL ESTRADIOL EN CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS EPITELIALES
TUBULARES RENALES HUMANAS LUEGO DE LA EXPOSICION A LA TOXINA SHIGA TIPO 2

SANCHEZ DS, FISCHER SIGEL LK, SILBERSTEIN C.

Departamento de Cs. Fisioldgicas, Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO-HOUSSAY)-
CONICET, Facultad de Medicina, UBA.

Globotriaosilceramida (Gb3) es el principal receptor de la toxina Shiga (Stx), localizado en la superficie de las
células diana renales. Previamente, demostramos que el tratamiento con Eliglustat (EG, Sanofi), inhibidor de la
glucosilceramida sintasa, redujo la expresion del Gb3 y protegid de los efectos citotoxicos de Stx2 en cultivos pri-
marios de células epiteliales tubulares renales humanas (HRTEC) expuestas a Stx tipo 2 (Stx2) (Sanchez y col., Pe-
diatr Res, 2021). También observamos que el estradiol estimuld la proliferacién celular de HRTEC (Sdnchez y col,
BBRC, 2019). Por lo tanto, el objetivo del trabajo fue investigar el efecto del estradiol sobre la recuperacion del
epitelio tubular renal en HRTEC, luego de la exposicidn a Stx2, en presencia o no de EG. Las HRTEC recibieron un
pulso por 2h de Stx2 de 1 ng/ml (DC50) o concentraciones menores (0,01 y 0,001 ng/mL), seguido de un periodo
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de recuperacién de 24h en medio sin Stx2, en presencia y ausencia de 17B-estradiol (17BE) 10 nM, 6 EG 500 nM.
Luego, se evalud la proliferacion celular por incorporacion de bromodeoxiuridina, la activacién de B-catenina por
inmunofluorescencia, y la apoptosis celular por anexina V-bromuro de etidio. El efecto citotdxico de Stx2 sobre
las HRTEC fue dosis dependiente. El 17BE estimuld la proliferacién celular activando la via de B-catenina, estim-
ulé la recuperacion de la proliferacion de HRTEC después del dafio por concentraciones bajas de Stx2 y luego del
co-tratamiento con 1 ng/mL Stx2 y EG. Ademas, el 17BE redujo el aumento de la apoptosis causado por Stx2. Los
resultados sugieren que el tratamiento transitorio con estradiol, u otros compuestos que estimulen la prolifer-
acion celular, junto a farmacos que puedan reducir la expresion del receptor Gb3, podrian tener implicancia tera-
péutica paralarecuperacion del dafio de los epitelios renales causado por Stx en el Sindrome Urémico Hemolitico.

P29. LA TOXINA SHIGA COMO NUEVO AGENTE
CONTRA EL CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO

PINTO A%, MIRET NV?, RAMOS-ALOI AB?, RANDI AS?, GOLDSTEIN J-.

1. Universidad de Buenos Aires - CONICET. Instituto de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay),
Facultad de Medicina, Departamento de Ciencias Fisiolégicas. Laboratorio de Neurofisiopatologia. Buenos
Aires, Argentina. 2.Universidad de Buenos Aires, Facultad de Medicina, Departamento de Bioquimica Humana,
Laboratorio de Efectos Bioldgicos de Contaminantes Ambientales, Buenos Aires, Argentina.

La toxina Shiga (Stx) es la responsable de producir el sindrome urémico hemolitico tipico. Existen dos tipos
de Stx, Stx1 y Stx2, que presentan 60% de homologia. Clasicamente, el efecto citotdoxico de Stx estd mediado
por su receptor globotriaosilceramida (Gb3). Gb3 tiene un perfil limitado de expresion en células humanas y esta
sobreexpresado en muchas células neoplasicas, incluidos los tumores de mama. El cdncer de mama es la neopla-
sia maligna mdas comun y la principal causa de muerte relacionada con el cancer en mujeres. El cancer de mama
triple negativo (TNBC) es el mas agresivo y dificil de tratar. El objetivo de este estudio fue determinar el potencial
de Stx como un nuevo agente citotéxico en la linea celular humana de TNBC MDA-MB-231. Las células fueron
tratadas con Stx1, Stx2 o el anticuerpo anti-Gb3. Ademas, se utilizaron la linea celular epitelial mamaria no tu-
morigénica NMuMG y células VERO como control negativo y positivo de la expresién de Gb3. El contenido de Gb3
y la captacion de Stx se observaron mediante inmunofluorescencia en células MDA-MB-231 y VERO. Los resulta-
dos de MTT mostraron que 10 ng/ml de Stx1, Stx2 y anti-Gb3 redujeron en 50%, 40% y 10% respectivamente la
viabilidad celular después de 48h (la diferencia fue significativa entre todos los tratamientos). Ademas, 10 ng/ml
de estas toxinas aumentaron significativamente el nimero de células con cariorrexis y autofagia, redujeron la
tasa de mitosis, laincorporacion de BrdU y la tasa de migracion celular. El tratamiento con PPMP (un inhibidor de
la sintesis de Gb3) revirtid significativamente todos los efectos observados. Las células MDA-MB-231 son suscep-
tibles a Stx y a anti-Gb3, lo que sugiere que Stx podria usarse como agente antineoplasico en TNBC. Sin embargo,
son necesarios mas estudios en diferentes lineas celulares y modelos in vivo para confirmar estos hallazgos.

P30. ESTUDIO DEL SECRETOMA DE LACTIPLANTIBACILLUS PLANTARUM
CRL681 EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICO

BAILLO A%, VILLENA J*, FADDA §!
1.Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), CONICET, Tucuman.
abaillo@cerela.org.ar

Lactiplantibacillus plantarum CRL681 (Lp681) es capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli enterohe-
morragico (EHEC) en carne. Los mecanismos implicados en la inhibicién aun no fueron dilucidados. En este tra-
bajo se estudiaron las proteinas secretadas por Lp681 en presencia y ausencia de EHEC 0157:H7 para identificar
posibles mecanismos de inhibicidn. Los ensayos del secretoma de Lp681 en presencia y ausencia del patégeno
se realizaron en medios quimicamente definidos. Las proteinas contenidas en el sobrenadante libre de células
fueron precipitadas con 4cido tricloroacético, mientras que las células fueron sometidas a un raspado de super-
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ficie utilizando 5 pg de tripsina. Las muestras se acondicionaron para ser analizadas por espectrometria de masa.
El analisis de las proteinas expresadas diferencialmente se realizo utilizando los programas Psort, Gpos-mPLoc,
MoonProt, SignalP-6.0, y SecretomeP-2.0. La anotacion funcional y agrupacion de ortélogos se realizaron con
EggNOG y KEGG, mientras que las proteinas secretadas se estudiaron con STRING. Se identificaron 113 proteinas
para el exoproteoma y 533 para el surfaceoma de Lp681 en presencia y ausencia de EHEC. Se observo que EHEC
afecta la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo, procesos celulares y de sefializacién de Lp681.
Segun la distribucidon de grupos de genes ortdlogos, la mayoria de las proteinas se encontraron en las categorias
de funciones de biogénesis de la membrana y pared celular (hidrolasas), y transduccién (proteinas ribosomales).
Ademas se encontraron proteinas con funciones moonlighting de adherencia, lo que podria conferir una ventaja
competitiva a Lp681 frente a EHEC. Considerando que muchas de las proteinas secretadas por Lp681 son pep-
tidoglicano hidrolasas y proteinas ribosomales, las mismas podrian tener un efecto antimicrobiano sobre EHEC
mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno vy la lisis celular por permeabilizaciéon de la membrana.
Se requieren estudios adicionales para confirmar el mecanismo de accion sugerido por este analisis protedmico.

P31. ESCHERICHIA COLI VEROTOXIGENICO Y ENTEROPATOGENO
EN AGUA SUBTERRANEA Y EFLUENTES DE GRANJAS PORCINAS

GONZALEZ J-3, KRUGER A, MELZI ME?, SILVA SH?, CISNEROS BASUALDO NE?, ARRIEN MM?, TABERA
A%, RODRIGUEZ CP.

1. Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia (FCV-UNCPBA), Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil
(CIVETAN-CONICET-UNCPBA). 2. Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos, Departamento de Tecnologia

y Calidad de los Alimentos (FCV-UNCPBA). 3. Centro de Investigaciones y Estudios Ambientales (CINEA-FCH-
UNCPBA).

La produccion porcina presenta fuertes proyecciones de crecimiento e intensificacién, lo que podria traer
aparejadas alteraciones en la calidad del recurso hidrico local y regionalmente. Escherichia coli diarreigénica
representa un grupo de patégenos zoondticos de importancia en salud publica. E. coli verotoxigénica (VTEC)
y E. coli enteropatégena (EPEC) son patotipos de E. coli asociados con infecciones gastrointestinales tanto
en humanos como en cerdos. El objetivo de este trabajo fue identificar cepas E. coli, VTEC y EPEC en agua
y efluentes de pequefias y medianas granjas de produccion porcina. Se analizaron muestras de agua subter-
ranea (N=12) y de efluentes (N=10) recolectadas en 2022, provenientes de 12 granjas de produccién porcina
ubicadas en el sudeste de la Provincia de Buenos Aires. Las muestras se cultivaron en medio LB y posterior-
mente en agar MacConkey. Se realizé un screening de los genes vitx1, vtx2, eae y uspA. Se realizaron prue-
bas bioquimicas a las colonias presuntivas. El 54,5% de las muestras analizadas fueron positivas para E. coli
(3 aguas subterraneas y 9 efluentes), 2 efluentes (9,1%) para vtx2 y eae, y 1 efluente (4,5%) para eae. Se
obtuvieron 34 aislamientos de E. coli; sin embargo, no se logrd aislar VTEC ni EPEC. La presencia de E. coli
en muestras de agua subterrdanea indica contaminacion fecal reciente, y podria atribuirse a la ubicacion de
las instalaciones y la disposicidon de efluentes de estas granjas en relacion a la fuente de abastecimiento de
agua subterranea. Sumado a ello, la presencia de vtx2 alerta de la circulacién de VTEC. Este hallazgo es alar-
mante dado que en estos establecimientos el agua era utilizada tanto para consumo humano como animal,
e implicaria un potencial riesgo de afeccion de la comunidad vecina y del recurso hidrico regionalmente.
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P32. ESCHERICHIA COLI DIARREIGENICO EN ARROYOS URBANOS PAMPEANOS

GONZALEZ J-3, KRUGER A3, BARRANQUERO R>?, DIPARDO B>*, GONZALEZ CASTELAIN J55,
ETCHEGARAY V’, MASSON [**¢,

1.Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia (FCV-UNCPBA), Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil
(CIVETAN-CONICET-UNCPBA). 2. Centro de Investigaciones y Estudios Ambientales (CIC-UNCPBA). 3. Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). 4. Comision de Investigaciones Cientificas de la
Provincia de Buenos Aires (CIC). 5. Instituto de Hidrologia de Llanuras “Dr. Eduardo J. Usunoff” (IHLLA).

6. Facultad de Agronomia, Universidad Nacional del Centro de la Pcia. De Buenos Aires. 7. Facultad de Ciencias
Humanas (UNCPBA).

julianag@vet.unicen.edu.ar

Escherichia coli forma parte de la microbiota normal del intestino del hombre y de otros mamiferos. Sin em-
bargo, algunas cepas pueden producir enfermedades en el ser humano. En las cuencas de los arroyos Langueyu y
Del Azul, con nacientes en el sistema serrano de Tandilia, se asientan ciudades intermedias, Tandil y Azul respectiv-
amente, que afectan la dinamica y calidad del agua. Los arroyos reciben descargas, principalmente de plantas de
tratamiento de aguasresidualesy fabricas alimenticiasy de fuentes difusas asociadas principalmente a actividades
agricolas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de E. coliverotoxigénico (VTEC) y E. colienteropatdge-
no (EPEC) en muestras de los arroyos mencionados, sumando uno de referencia no afectado por la dindmica ur-
bana. Se analizaron 20 muestras provenientes de diferentes sitios de los arroyos, recolectadas en dos muestreos
(2022 y 2023). Se evalué mediante PCR, la presencia de genes que codifican verotoxina 1 (vtx1), verotoxina 2 (vtx2)
e intimina (eae), en zonas confluentes de cultivos de las muestras y en pooles de colonias aisladas. EI 55% (11/20)
de las muestras analizadas fueron positivas para eae y el 5% (1/20) para vtx1 y eae. De los 68 aislamientos de E.
coli obtenidos a partir de las muestras el 27,9% corresponderia al patotipo EPEC. No se logré aislar VTEC a partir
de muestra preurbana del arroyo Del Azul (vtx1+, eae+). La presencia de VTECy EPEC en los cursos de agua super-
ficiales es un motivo de preocupacion debido al riesgo que estos patdgenos representan para la salud humana.

P33. APLICACION DE BACTERIOFAGOS EN LA REDUCCION DE BIOFILMS
DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA

RODRIGUEZ VA *2, VELEZ MV 2, COLELLO R *2, PADOLA NL*2, KRUGER A “, LUCCHESI PMA?

1. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA), Facultad de Ciencias Veterinarias,
Nucleo CISAPA, Tandil, Buenos Aires, Argentina. 2. Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN),
UNCPBA-CICPBA-CONICET, Tandil, Buenos Aires, Argentina.

varodriguez@vet.unicen.edu.ar

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) puede formar biofilms, que son comunidades de microor-
ganismos embebidas en una matriz de exopolisacdridos, donde adquieren mayor resistencia ante procedimien-
tos de desinfeccion y limpieza. Los bacteriéfagos y sus enzimas fagicas podrian ser una herramienta efectiva
y segura para resolver problemas asociados a STEC en la industria alimentaria. Para su aplicacion como una
herramienta en biocontrol deben seleccionarse aquellos que sean estrictamente liticos. Nuestro objetivo fue
evaluar el efecto de 3 bacteridfagos liticos (F1, F2 y F3) sobre biofilms formados por STEC. Trabajamos con tres
cepas STEC correspondientes a los serotipos 091:H21 (cepa 1) y 0174:H21 (cepas 2 y 3), que cultivamos para
favorecer la formacion de biofilms en placas de 96 pocillos por 48h a 37°C. Luego de retirar el medio de cultivo,
tratamos 3 pocillos de cada cepa con una suspensidn de alto titulo de cada bacteriéfago y otros 3 se dejaron
como control agregandoles el mismo volumen de caldo Luria Bertani. Continuamos la incubacion a 37°C por 24h;
posteriormente realizamos la tincion de los biofilms formados con cristal violeta y medimos la DO a 570 nm. Re-
alizamos el ensayo en tres eventos independientes. Segun el valor de DO clasificamos a las cepas por su capaci-
dad de formar biofilms en 4 categorias: no formadoras (NFB), débiles formadoras (DFB), moderadas formadoras
(MFB), y fuertes formadoras (FFB). Las cepas 2 y 3 resultaron MFB y la cepa 1, FFB. Observamos reducciones
del 56,4 y 51,3% del biofilm producido por la cepa 1 por tratamiento con los bacteriéfagos F1 y F2, respectiva-
mente, y del 51,8% del biofilm producido por la cepa 3 por el bacteriéfago F3. Podemos concluir que los 3 bacte-
ri6fagos evaluados representan una estrategia alternativa para el control de biofilms formados por cepas STEC.
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P36. GIECIEN: DIEZ ANOS DE TRABAJO EN EL DESARROLLO DE PRACTICAS EDUCATIVAS
PARA LA PREVENCION DEL SUH EN DIFERENTES CONTEXTOS

LAMPERT DAY, LEOTTA GA?, CABEZAS DA3, PORRO S*.

1. Grupo de Investigacion en Ensefianza de las Ciencias (GIECIEN), Departamento de Ciencia y Tecnologia,
Universidad Nacional de Quilmes / CONICET. 2. Instituto de Ciencia y Tecnologia de Sistemas Alimentarios
Sustentables / CONICET. 3. Laboratorio de Investigacion en Funcionalidad y Tecnologia de Alimentos (LIFTA),
Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes / CONICET. 4. Grupo de Investigacion
en Ensefianza de las Ciencias (GIECIEN), Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de
Quilmes.

En Argentina, se han impulsado propuestas educativas para trabajar las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA) y las zoonosis, a partir de investigaciones y proyectos internacionales del equipo de autoria.
Asi, las ETA en general y el sindrome urémico hemolitico (SUH) en particular, comenzaron a ocupar un lugar
en los planes de estudio y en las planificaciones del profesorado de los diferentes niveles educativos. Desde
el GIECIEN, se ha trabajado en cuatro niveles: primario, secundario, terciario y universitario de formacion y
actualizacion docente. Este resumen proporciona un analisis del trayecto realizado en la prevencién del SUH
y el alcance interprovincial. Durante dicho periodo, se han desarrollado diferentes libros de texto de acceso
gratuito con editoriales educativas, para alcanzar instituciones formales y no formales. Por otro lado, se han
desarrollado diferentes herramientas educativas ludicas para incorporar las medidas preventivas del SUH
desde una salud. Por tal motivo, juguetes, granjas educativas, novelas y otros, se han implementado con re-
sultados significativos segun test validados en relacidon al cambio de competencias del estudiantado. Asimis-
mo, se ha participado en la presentacion de los profesorados de la Provincia de Buenos Aires donde se ha
sugerido la incorporacion de la temdtica en la curricula. En esta linea, se ha trabajado buscando que el es-
tudiantado se convierta en un agente de divulgacion. Por ello, en diferentes instituciones educativas se han
desarrollado centros o areas de investigacién, para compartir lo aprendido y transmitir a los niveles educa-
tivos anteriores. Por ejemplo, en una escuela secundaria se desarrollé un drea, a modo de pasantias, donde
se trabajan aspectos de bromatologia y concientizan en el nivel primario. Los desarrollos se insertan desde la
perspectiva CTS/STEM con la Geografia de la Salud como metaconocimiento, a partir del analisis de variables
ambientales, culturales y de acceso a salud, y no Unicamente desde una perspectiva clinica-epidemioldgica.

PRESENTACIONES ORALES

013. DISENO Y EVALUACION DE PROTOTIPOS VACUNALES PARA BOVINOS CONTRA
ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA 0157:H7

RAMIREZ H**, VILTE DA%, HOZBOR D?, ZURITA E3, BOTTERO D?, CASABONNE MC*, CATALDI AA*,
WIGDOROVITZ A**, LARZABAL M“,

1. Bioinnovo S.A., Buenos Aires, Argentina. INCUINTA . 2. Instituto de Patobiologia Veterinaria (IPVet), Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Buenos Aires, Argentina. 3. Laboratorio VacSal. Instituto de
Biotecnologia y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas. Universidad Nacional de La Plata.
CONICET. La Plata, Buenos Aires Argentina. 4. Instituto de Agrobiotecnologia Molecular (IABIMO), Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)Buenos Aires, Argentina. 5. Instituto de Virologia e Innovaciones
Tecnoldgicas (IVIT), Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Buenos Aires, Argentina.

hramirez@bioinnovo.com
Los bovinos son el principal reservorio del patégeno zoondtico Escherichia coli (EHEC) O157:H7. Pudimos
demostrar que formulaciones vacunales preparadas a partir de componentes del sistema de secrecidn de tipo

11 (SST3) de EHEC O157:H7 vinculado a la colonizacion intestinal generan una elevada respuesta inmune capaz
de impedir eficazmente su colonizacién por EHEC 0157:H7. La dificultad en la comerciabilidad de una vacuna
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especifica para EHEC O157:H7 en bovinos, nos llevé al disefio y desarrollo de un prototipo vacunal multivalente.
Nuestro objetivo es la evaluacion en el modelo murino y de cobayo de prototipo vacunal multivalente formulada
a partir de antigenos del SST3 de EHEC 0157:H7 fusionados y expresados en la membrana de agentes respon-
sables de la diarrea neonatal del ternero (DNT). A partir de antigenos del SST3 de EHEC 0157:H7 se realizaron 7
formulaciones vacunales que se ensayaron en ratones (8 grupos; n=5) y 2 en cobayos (2 grupos; n=5). Mediante
ensayos de ELISA indirecto y seroneutralizacidn se evalué la respuesta inmune humoral. Para evaluar la respu-
esta inmune celular se realizaron ensayos de estimulacién sobre esplenocitos. Los ensayos de ELISA realizados
para evaluar los niveles de IgG total y los isotipos 1gG1 e IgG2a mostraron que tanto los inmundgenos individuales
como los fusionados indujeron niveles elevados de anticuerpos especificos contra las bacterias y las proteinas
especificas de SST3 en ambos modelos animales. También se detectaron niveles altos de IFNX y de IL-5 en los ani-
males inmunizados con la proteina de fusion expresada en agentes responsables de DNT. La proteina de fusién
del sistema SST3 expresada en agentes responsables de DNT demostré ser mas inmunogénica que los inmuno-
genos no fusionados. Los resultados sientan las bases para el disefio y realizacién de un ensayo de vacunacion
en bovinos con el objetivo de evaluar el grado de proteccion frente a la colonizacidn intestinal de EHEC 0157:H7.

014. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LIiTICA DE FAGOS ESPECIFICOS DE STEC
CONTRA UNA CEPA 0121:H21 STX2E POSITIVA

JUAREZ AE~?, DUALDE M*2, COLELLO R*%, PADOLA N~2, KRUGER A2, LUCCHESI PMA *2,

1. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA). Facultad de Ciencias Veterinarias,
CISAPA, Tandil, Buenos Aires, Argentina. 2. Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN), CICPBA-
CONICET, Tandil, Buenos Aires, Argentina.

anajuarez@vet.unicen.edu.ar

Las cepas de Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) portadoras del subtipo stx2e estadn asociadas
principalmente a la enfermedad de los edemas en cerdos. Aunque los reportes de aislamientos en humanos son
escasos, asi como el rol de STEC portadora de stx2e en el desarrollo de diferentes patologias, resulta relevante
eliminar la presencia de este patdgeno. Una estrategia podria ser utilizar fagos virulentos especificos para STEC
como medida de control. Por dicha razén, nuestro objetivo fue evaluar si fagos con capacidad litica sobre diversas
cepas STEC de origen bovino y alimentario eran también capaces de lisar una cepa STEC 0121 portadora de stx2e
proveniente de cerdo. Se seleccionaron 8 fagos aislados previamente del ambiente de tambos bovinos que po-
seen actividad litica sobre cepas STEC portadoras de stx2e de diferentes serogrupos u otros subtipos stx también
asociados a enfermedad en humanos. Se evaluaron mediante la técnica de “spot test” sobre una cepa 0121:H21
positiva a stx2e aislada de una sala de desposte de carne de cerdo. Asimismo, se estim0 la eficiencia de plaqueo
(EOP) en referencia a la cepa hospedadora DH5a. Seis fagos evidenciaron efecto litico frente a la cepa stx2e-
STEC con EOP comparable, y en algunos casos superior, a la observada con las otras cepas STEC. Estos resultados
muestran que un alto porcentaje de los fagos estudiados tienen rango amplio de hospedadores, y resultan de in-
terés para ser usados en biocontrol incluso de cepas circulantes en un ambiente distinto del que fueron aislados.

O15. INHIBIDORES DE LA TOXINA SHIGA TIPO 2, DESCUBRIMIENTO,
SINTESIS Y ENSAYO DE MOLECULAS CANDIDATAS

GIOIA D 2, CASAL JJ *2, BORTOLLOTTO K *2, MOLLO MC 3, BELTRAMONE N %2, BOLLINI M 3, v
TORIANO R *2
1. Universidad de Buenos Aires. Facultad de Medicina. Dpto. de Fisiologia y Biofisica. Laboratorio de
Biomembranas. Buenos Aires. Argentina. 2. CONICET- Universidad de Buenos Aires. Instituto de Fisiologia
y Biofisica “Bernardo Houssay” (IFIBIO Houssay). Buenos Aires. Argentina. 3. Centro de Investigaciones en
Bionanociencias (CIBION) CONICET. Argentina.
dgioia@fmed.uba.ar

El sindrome urémico hemolitico (SUH), enfermedad endémica en Argentina, cuyo principal desencadenante
es la infeccion por E. coli productora de toxina Shiga (STEC). La toxina Shiga tipo 2 (Stx2), inhibe la sintesis
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de proteinas, desencadenando mecanismos proapoptoticos. No se dispone de un tratamiento especifico para
detener la progresion del SUH. Nuestros objetivos fueron: i) obtener moléculas con actividad anti-Stx2 trans-
formables en farmacos vy ii) ensayar su capacidad para disminuir la citotoxicidad sobre células HK2 y VERO.
Partiendo de la estructura cristalizada de Stx2 (id:1R4P-PDB) y utilizando disefio de farmacos basado en la es-
tructura (SBD), seleccionamos moléculas de diferentes bases de datos. Estudiando el acoplamiento molecu-
lar y la dinamica molecular de los complejos Stx2-droga, analizamos 20105 moléculas que clasificamos en tres
grupos: A) “in house”, B) aprobadas por FDA y C) base Maybridge. Calculamos su energia libre de union (AGu)
con el método PBSA y elegimos las mejores candidatas. Sintetizamos cuatro del Grupo A y adquirimos tres del
Grupo B. Para las moléculas seleccionadas, los valores de AGu (kcal/mol) fueron A1:-14.62;A3:-12.60;A16:-16.67;
A24:-19.45;B3:-7.96 y B18:-18.13. Los resultados de ensayos in vitro de citotoxicidad de Stx2 sobre células re-
nales HK2 y VERO, mostraron diferencias significativas entre la viabilidad de las monocapas tratadas solo con
Stx2 (IC50= 2.5-5ng/ml) vs Stx2+droga, con el siguiente detalle: i) con A3:10-2uM en HK2, p<0.05,n=8, au-
mento de la viabilidad 10% v ii) con B18:10-3uM en HK2, p<0.05,n=6, y 10-1uM en VERO, p<0.0001,n=8, con
aumento de viabilidad del 20% y 24%, respectivamente. Con el objetivo de mejorar la solubilidad de A3 en
medio acuoso, disefiamos ocho compuestos partiendo del mismo nucleo, y las sometimos a acoplamiento.
Los resultados fueron: AGu (kcal/mol) -9.4+0.5 y -9.3 para mediatSD y mediana, respectivamente. Nuestros
resultados demuestran que al menos dos de las drogas seleccionadas mediante SBD tienen actividad anti-Stx2.

016. NANOMICELAS DE SOLUPLUS® ASOCIADAS A LACTOFERRINA:
EFECTOS EN LA PATOGENICIDAD DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA

GIRON CD*%, GOMEZ FD*2, AMARAL MM™"2, IBARRA C2, CHIAPPETTA D>*5, MORETTON M>*%,
SACERDOTI F*2,

1. Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Médicas, Departamento de Ciencias Fisioldgicas.
Laboratorio de Fisiopatogenia. Buenos Aires, Argentina. 2. CONICET - Universidad de Buenos Aires. Instituto
de Fisiologia y Biofisica Bernardo Houssay (IFIBIO Houssay). Buenos Aires, Argentina. 3. Universidad de Buenos
Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Cdtedra de Tecnologia Farmacéutica I, Buenos Aires, Argentina.

4. Universidad de Buenos Aires, Instituto de Tecnologia Farmacéutica y Biofarmacia (InTecFyB), Argentina. 5.
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

cgiron@fmed.uba.ar

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) puede desencadenar Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)
mediado por toxina Shiga tipo 2 (Stx2). Actualmente no existe una terapia especifica para tratar las infecciones
por STEC y los antibidticos estan contraindicados. Previamente demostramos que la asociacidon de nanomicelas
de Soluplus® (NM) con IgG anti Stx2 potencia la capacidad neutralizante de la toxina por parte de los anticuerpos.
La lactoferrina bovina (Lfb) es una proteina con funciones antimicrobianas. Proponemos que la asociacién de NM
con Lfb puede mejorar las propiedades antimicrobianas de esta proteina. Nuestro objetivo fue desarrollar NM
acopladas a lactoferrina bovina (NM-Lfb) y evaluar su capacidad de inhibir la patogenicidad de STEC. Para ello, se
acoplaron NM1% a diferentes concentraciones de Lfb (5, 1, 0,1, mg/ml) por agitacion magnética y se determind
su tamafio por la técnica de dispersidn de luz dindmica. Luego, se evalud la capacidad de NM-Lfb (1%-0,1mg/ml)
de inhibir el crecimiento de STEC in vitro y de inhibir la adhesion bacteriana a células intestinales humanas (HCT-
8). El tamafio de las NM-Lfb aumento al asociar mayores cantidades de Lfb (78 +0,7; 138,3+ 5,5y 139,1+ 2,1 nm
para0,1; 1y 5 mg/mlde Lfb respectivamente;***p<0,005). Esto sugiere una asociacion de Lfb alas NM de manera
dosis dependiente probablemente en forma de corona. Por otro lado, las NM-Lfb inhibieron de manera significa-
tiva el crecimiento de STEC comparado con Lfb (1,78x10° vs 3,64x10° UFC/ml respectivamente ;**p<0,01) y me-
joraron en un 26% la capacidad de la Lfb de inihibir la adhesion de STEC a células HCT-8 (***p<0,0001). Estos re-
sultados sugieren que la asociacion NM-Lfb puede ser una estrategia para vehiculizar y mejorar las propiedades
de Lfb con el objetivo de ser utilizado como una herramienta para tratar infecciones por STEC y prevenir el SUH.
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que se produjo para los lectores cuya lengua princi-
pal es diferente de la publicacién primaria, y por lo
tanto no tendrian acceso a la publicacién primaria;
esto también se llama la publicacién bilingiie.

Esta clasificacién incluye publicaciones secun-
darias dirigidas a médicos que no utilizan habitual-
mente métodos de indexacidn en su metodologia
actualizacién periédica. Repetido o publicacién
duplicada se refiere a la publicacién multiple para
los lectores que son compartidos por fuentes prima-
rias y secundarias y, posiblemente, utilizan métodos
de indexacién similares.

La politica Editorial respecto a publicaciones
multiples es la siguiente:

Publicacién en paralelo se acepta si:

a) Los editores de ambas revistas se les informa,
y el editor de la segunda revista tiene una reproduc-
cién de la primera versidn;

b) La prioridad de la primera publicacién se res-
peta en un intervalo de al menos 2 semanas;

c) El contenido de la segunda versién estd es-
crita para un grupo diferente de lectores; en otras
palabras, se trata de una simple traduccién de la
primera de la que a veces una versién condensada
serd suficiente;

d) La segunda version refleja fielmente la infor-
macién y de la interpretacién de la en primer lugar;

e) Una nota al pie en la primera pdgina de la
segunda versién informa a los lectores y agencias de
documentacion que el trabajo fue editado y se pu-
blica para un publico paralelo, utilizando la misma
informacién. La primera pdgina de la nota debe dar
referencia suficiente y adecuada a la primera version,

f) En el curriculum vitae y los informes de pro-
ductividad, las publicaciones paralelas se debe indi-
car de manera inequivoca.

La revista no acepta repetida o duplicada.
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Archivos Latinoamericanos de Nefrologia Pedid-
trica se adhiere a los principios definidos por el
Consejo de Editores Cientificos (CSE) disponible
en http://www.councilscienceeditors.org/services/
draft_approved.cfm.

Todos los manuscritos recibidos son revisados
por dos expertos que pertenecen a una instituciéon
diferente a la que se originé el manuscrito. Los ori-
ginales serdn devueltos al autor para incorporar las
sugerencias de los revisores. Los autores tienen 45
dias para presentar la versién corregida. En caso de
un conflicto de intereses entre autores y expertos,
se debe agregar una nota a la seccién de “Comen-
tarios del Editor”. Esta informacién se mantendrd
confidencial.

CUESTIONES ESPECIFICAS

Las contribuciones se clasifican de la siguiente
manera:

1. Editoriales

Los editoriales son ensayos breves que expresan
el punto de vista del autor sobre un tema de Nefro-
logia Pedidtrica o sobre una publicacién de inves-
tigacién o revisién publicada en la misma edicién.
En general, son solicitados por el Comité Editorial
a un autor o grupo de autores que se especializan
en un tema.

Su contenido puede estar relacionado con un tema
de puesta al dia, o puede presentar el punto de vista de
la Revista con respecto a un tema, sino que también
podria referirse a las politicas editoriales, en cuyo caso,
serd firmada por los responsables de la editorial.

La longitud mdxima recomendada es de 5 pdgi-
nas de texto, con 10 o menos referencias bibliogrd-
ficas; no hay tablas o figuras, y tampoco Resumen.

2. Caso Clinico

El objetivo de la publicacion de casos clinicos
es informar y educar sobre aspectos especificos no
descritas de una condicién clinica especifica o sin-
drome, para presentar un caso ilustrativo de una
condicion de baja prevalencia, o para informar de
aspectos poco conocidos o de reciente desarrollo en
los procedimientos de diagnéstico o terapéuticos.

La estructura debe ser similar a un articulo ori-
ginal y denominado “Casos Clinicos”. Debe incluir
una introduccién, objetivos, Caso Clinico en deta-
lle, y una conclusién.

La longitud mdxima recomendada es de 5 pa-
ginas de texto (1.500 palabras), con mdximo de 15
referencias bibliogréficas,y un nimero médximo de
2 tablas o figuras.

3. Articulo Original

Los articulos originales informan los resultados
de los estudios de investigacién en ciencias basicas o
clinicas. Debe contener suficiente informacién para
que el lector pueda evaluar los resultados, repetir los
experimentos y evaluar los procesos intelectuales que
se contienen en el articulo.

Este tipo de manuscrito debe ser muy estruc-
turado. Se debe incluir un Tfitulo, Resumen en es-
panol/portugués e inglés, Introduccién, Pacientes/
Materiales y Métodos, Resultados, Discusién, Con-
clusiones. Esta estructura debe aplicarse también a
los resumenes, que debe ser presentado en espafiol/
portugués e inglés. La longitud médxima recomenda-
da es de 3.000 palabras, con 30 o menos referencias
bibliograficas, se pueden incluir un niimero méximo
de 4 tablas o figuras.

Los articulos de informes de ensayos clinicos de
intervencion terapéutica deben estar registrados en
uno de los registros de ensayos clinicos recogidos
por la Organizacién Mundial de la Salud y el Co-
mité Internacional de Editores de Revistas Médicas.
En la ausencia de un registro latinoamericano, se
sugiere que los autores utilizan el registro www.cli-
nicaltrials.gov, de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH). La identificacién debe ser presentada al final
del resumen.

Las instrucciones detalladas para las secciones
siguen:
3.1. P4gina de titulo

Debe contener el nombre de los autores, profe-
sién, especialidad y afiliacién institucional.

3.2. Resumen
El resumen debe ser en espafiol/portugués e in-
glés, y debe contener un resumen de menos de 250
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palabras que describen: a) Objetivo, b) Pacientes y
métodos, c) Principales resultados en forma cuanti-
tativa si corresponde, y d) las conclusiones.

3.3. Pacientes y métodos

En esta seccién se describe claramente la se-
leccién de sujetos para el estudio. Métodos,
instrumentos y procedimientos se identifican
con suficiente precisién para permitir a otros
observadores a reproducir los resultados. Al uti-
lizar los métodos establecidos y de uso frecuen-
te, es suficiente con nombrar y citar referencias.

Cuando se publiquen métodos poco conocidos
se debe proporcionar una breve descripcién. Cuan-
do los métodos son nuevos, o los métodos anteriores
se modifican, deben incluirse descripciones precisas,
con la justificacién de su uso y la explicacion de las
limitaciones.

Cuando los experimentos se llevan a cabo en
seres humanos o animales, es fundamental que se
haga una declaracién de que el proceso se revisard
en funcién de la Declaracién de Helsinki (1975)
por una “ad hoc” Comité de Etica de la institucién
donde se realiz6 la investigacién. El Consentimiento
informado es imprescindible debiendo agregarse una
copia junto con la carta de aceptacién del Comite
de Etica.

Todos los fdrmacos y compuestos quimicos
deben ser identificados por su nombre genérico,
dosis y forma de administracién. Siempre que sea
posible, los pacientes deben ser identificados me-
diante ndmeros correlativos, no por sus, iniciales,
o nombres. El ndimero de sujetos y observaciones
debe ser detallado, también el tamano de la muestra,
los métodos estadisticos y el nivel de significacién
estadistica utilizada.

3.4. Resultados

Los resultados deben ser presentados secuen-
cialmente, en concordancia con el texto, tablas y
figuras. Los datos pueden ser mostrados en tablas
o figuras, pero no ambos. Los resultados no deben
ser descritos, asi como se muestra en una tabla o
figura. El texto s6lo debe resumir o resaltar las ob-
servaciones mds importantes. La presentacion de

los resultados obtenidos en esta investigacién no se
debe mezclar con la discusion del tema.

3.5. Discusién

En esta seccién se debe poner de relieve los as-
pectos nuevos e importantes del sujeto proporcio-
nadas por su investigacion y las conclusiones. Los
datos de los resultados no deben ser repetidos. La
implicancia de los hallazgos deben ser explicitos, sus
limitaciones explicadas, y la relacién con otros estu-
dios deben ser exploradas en cada estudio e identifi-
cadas a través de la respectiva citacion.

Las conclusiones deben ser s6lidamente respal-
dadas por datos.

Los estudios que no hayan finalizado por el au-
tor o de otros autores no deben ser utilizados como
soporte o puntos de discusién. Nuevas hipétesis
pueden ser ofrecidos en su caso, y claramente iden-
tificados como tales.

Esta seccién termina con conclusiones obtenidas
por los autores a partir de la experiencia.

3.6. Agradecimientos

Sélo las personas e instituciones que aportaron
importantes contribuciones al trabajo pueden ser
acusados.

3.7. Referencias

Las citas deben aparecer en el orden mencionado
en el texto, las referencias deben ser identificados en
el texto con ntiimeros ardbigos entre paréntesis, colo-
cado al final del pérrafo en el que se alude a. Deben
ser numeradas Las referencias en cuadros o gréficos
deben ser colocadas en el primer lugar en el que
el texto alude a la tabla o gréifico correspondiente.
Los nombres de las revistas deben abreviarse segin
la convencién Index Medicus. Ninguna referencia
se debe dar a las “observaciones no publicadas” ni
“comunicacion personal”, que pueden ser insertadas
entre paréntesis en el texto. Los trabajos oficialmen-
te aceptados para publicacién pueden ser incluidos;
en ese caso, la referencia debe incluir, entre parén-
tesis, las palabras “en prensa”. Los trabajos enviados
para su publicacién pero no aceptados oficialmente
no se pueden anadir a las referencias, pero pueden
ser citados en el texto entre paréntesis como “obser-
vaciones no publicadas”.
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El orden para cada cita debe ser la siguiente:

a) Articulos de revistas:

Apellido e inicial del autor (s). Mencione todos
los autores cuando sean menores de seis, si tiene mds
de siete autores, citar los tres primeros, afiadiendo
‘et.al’.

El titulo, en su idioma original.

El nombre de la revista o la publicacién del
articulo debe ser abreviado segtin la nomenclatura
internacional (Index Medicus), ano de publicacién,
volumen, pdgina inicial y final del articulo.

Ejemplo: 16. Guzmdn S, Nervi F, Llanos O,
et al. Despeje liquido alterada en los pacientes con
pancreatitis aguda anterior. Gut. 1985; 26:888-891.

b) Capitulos de libros
Ejemplo: 18. Fine RN, Nissenson AR (2005).
La didlisis clinica, cuarta edn. Appleton & Lange,

Nueva York, pp 611-651.
c) Referencias electrénicas

3.8. Tablas

Cada tabla debe presentarse en hoja aparte, no
en el texto. Los cuadros irdn numerados en orden
consecutivo, con un breve titulo Cuando se requie-
ran notas para aclarar el contenido, deben afadirse
a los pies, no en la cabeza de la tabla. Las aclaracio-
nes al pie de la tabla se deben afiadir siempre que se
utilicen abreviaturas no estdndar. Cada tabla debe
ser citado en forma consecutiva en el texto.

3.9. Figuras

Las figuras incluyen cualquier tipo de ilustra-
cién que no sea tabla (radiografias, electrocardio-
gramas, grificos, ecos, etc.). Las reproducciones
fotograficas son aceptadas. Las imdgenes y tablas
deben ser enviados como un archivo en formato
JPG o .TIFF, con una resolucién minima de 150
dpi o superior.

Las letras, niimeros y simbolos deben ser clara-
mente visibles en toda la superficie de la fotografia,
y tener el tamafio suficiente para ser legible cuando
estd reducido para su publicacién. Los simbolos, fle-
chas o letras utilizadas para identificar las imdgenes
en las fotografias de preparaciones microscépicas

deben ser de tamafio y contraste suficiente para ser
detectado desde el medio ambiente. Cada figura
debe ser citada en el texto de forma consecutiva.

Si una figura se reproduce a partir de material
publicado, la fuente debe ser identificada, y el per-
miso por escrito del autor o editor debe obtenerse
para reproducirlo

3.10. Medidas

Las unidades de medida deben corresponder al
Sistema Métrico Decimal (Annals of Internal Medi-
cine 1979; 90:98-99). En espanol, los decimales se
marcan con una coma, y miles y multiplos de mil
estdn separados por un punto.

3.11. Las reimpresiones

Los articulos deben ser solicitadas por escrito
después de recibir la aceptacién de la publicacién. El
costo se paga directamente a la prensa por el autor.

3.12. Autores

Debe enviarse una lista de autores. Se debe in-
cluir sélo aquellos individuos que han participado
de manera significativa en la obra publicada, por lo
que deben ser responsables de su contenido. Co-
laboradores son aquellos que han contribuido de
manera efectiva en el estudio: a) disefio, b) la reco-
pilacién de datos, ¢) el andlisis de datos, d) el andlisis
estadistico, e) la edicién de manuscritos, f) otros (se
debe especificar).

Los autores deberdn ser profesionales debi-
damente identificados por su nombre, inicial del
segundo nombre y apellido o apellidos. También
deben identificar su especialidad y subespecialidad,
y el Instituto al que pertenecen. En el caso de los es-
tudiantes, ellos podrdn participar como co-autores,

3.13. Agradecimientos y
diversas contribuciones

Como apéndice al texto, lo siguiente se debe
anadir las siguientes contribuciones: a) reconoci-
das que no son autoria; b) el reconocimiento de la
asistencia técnica; ¢) el reconocimiento del apoyo
material y financiero, y d) las relaciones financieras
que puedan constituir un conflicto de intereses.

El apoyo financiero o material de cualquier na-
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turaleza debe ser especificado. Si se acepta el papel,
todas las demds relaciones financieras que puedan
constituir un conflicto de intereses deben ser inclui-
dos como se especifica en la carta adjunta.

4. Up to date

Este tipo de articulo es generalmente solicitado
por el Comité Editorial de la Revista. Estd escrito
por reconocidos expertos en el tema, y contiene una
visién general, los aspectos descritos recientemente,
la experiencia personal del autor (s), y una propuesta
para el futuro clinico y experimental en la zona.

5. Revisiones

Los articulos de revisién se resumen y analizan
la informacién disponible sobre un tema especifico
sobre la base de una btsqueda cuidadosa de la lite-
ratura médica. Dado que los estudios individuales
pueden ser afectadas por muchos factores, la com-
binacién de sus resultados puede ser ttil para llegar
a conclusiones sobre la prevencién, el diagnéstico o
el tratamiento de una enfermedad especifica.

Deben incluir un resumen estructurado que
contiene los principales aspectos examinados, las
fuentes de donde se obtuvo la informacién, la me-
todologia para la busqueda y seleccién de articulos
utilizados para la revisién.

La longitud mdxima recomendada es de 6.000
palabras, con 30 o menos referencias bibliograficas
recientes, un nimero mdximo de 4 tablas o figuras
se puede incluir.

6. Cartas al Editor

Cartas al Editor son una manera de que los lec-
tores envien preguntas o criticas de los sobre los
articulos publicados. Los informes de investigacién
y casos breves también pueden ser publicados como
cartas al Editor.

Pueden ser no més de 1.000 palabras de exten-
sién, y contener mds de cinco referencias. Se debe
incluir un titulo que permita identificarlo.
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