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Resumen

Resumen

Escherichia coli shigatoxigénica (STEC) es un patdogeno emergente responsable
de casos esporadicos de diarreas y de brotes asociados a la ingesta de alimentos
contaminados. La enfermedad causada por STEC se caracteriza por dolor abdominal y
diarrea acuosa que puede progresar a diarrea con sangre y colitis hemorragica. Las
complicaciones tales como el Sindrome Urémico Hemolitico se desarrollaran en el 5%
al 15% de estos casos. STEC produce una o mas toxinas Shiga (Stx1, Stx2 y sus
variantes), las cuales representan su principal factor de patogenicidad, responsables de
las complicaciones intestinales y sistémicas. Numerosos métodos diagnosticos han sido
desarrollados para la deteccion de STEC, entre ellos, los culturales, los inmunolédgicos y
los genéticos. La metodologia clasica para el diagnostico de STEC O157:H7 implica el
aislamiento del microorganismo mediante el cultivo, seguido de la confirmacioén
bioquimica e inmunoldgica. Sin embargo, estos métodos de cultivo tradicionales,
incluyendo el agar MacConkey sorbitol, no revelan la presencia de STEC no O157, y
las técnicas necesarias para la deteccion de estos microorganismos estan mas alla del
alcance de la mayoria de los laboratorios de rutina. La deteccion de la Stx por medio de
enzimoinmunoensayos (ELISA) o por métodos moleculares que detectan los genes
codificantes de las toxinas Shiga se presentan como métodos alternativos para la
deteccion de las STEC no O157. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
desarrollar dos sistemas de enzimoinmunoensayos para la deteccion de Escherichia coli
O157 y Escherichia coli no O157 productoras de Shigatoxinas asociadas a diarreas
mucosanguinolentas o a brotes alimentarios con el propdsito de contribuir al diagndstico
de estos patogenos prevalentes en nuestra region, de dificil caracterizacion y cuya
identificacion permite un abordaje diferencial a nivel terapéutico y de vigilancia. Para
cumplir con los objetivos planteados se seleccionaron aislamientos bacterianos, de
origen clinico y alimentario, y muestras de materia fecal de pacientes con diarrea. Los
aislamientos y las muestras clinicas fueron empleados en los ensayos de estandarizacion
y validacion de los prototipos desarrollados. La estandarizacion de los ELISA implico el
analisis de los anticuerpos de captura, secundarios y conjugados, el sustrato y las
concentraciones de trabajo Optimas de cada uno de ellos que se utilizaron en la
produccion de estos equipos. La validacion consistio en la determinacion de parametros

tales como sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos, limite



Resumen

de deteccion, valor de corte, presencia de reacciones cruzadas, precision intermedia y
repetibilidad y estabilidad térmica de los componentes del ELISA. En el caso del
ELISA-O157, desarrollado para deteccion de STEC O157, present6é una sensibilidad y
una especificidad del 100%, con un grado de concordancia muy bueno con la técnica de
cultivo y la PCR. Se determin6 el valor de corte de la técnica y, en ese punto, la
sensibilidad fue del 100% y la especificidad del 98%. El limite de deteccion de este
equipo fue de 10° UFC/mL de Escherichia coli O157. No se observaron reacciones
cruzadas con los diferentes microorganismos bacterianos y fungicos ensayados, tanto de
origen clinico como alimentario. La precision intermedia y repetibilidad fue aceptable,
con un coeficiente de variacion menor al 20%. La estabilidad térmica ensayada
demostré que la vida util del equipo completo fue de 9 meses. Por otra parte, el ELISA-
Stx2, desarrollado para la deteccion de STEC productora de Stx2, presenté una
sensibilidad del 80% y una especificidad del 100%, con un grado de concordancia muy
bueno con la técnica de PCR y con el ELISA comercial Ridascreen” Verotoxin. Se
determiné el valor de corte del método y se calcul6 la sensibilidad y la especificidad en
ese punto que resultaron del 100% y del 98%, respectivamente. El limite de deteccion
de este equipo fue de 10° UFC/mL de STEC productoras de Stx2. No se observaron
reacciones cruzadas con los diferentes microorganismos bacterianos y flngicos
ensayados, tanto de origen clinico como alimentario. Este equipo presentd una precision
intermedia y repetibilidad aceptable, con un coeficiente de variacion menor al 20%. La
vida util del equipo completo fue de 7 meses. Finalmente, el analisis de costos de ambos
equipos demostré que estos ELISA representaron una metodologia econdémica en
comparacion con las técnicas de cultivo y moleculares evaluadas en este trabajo. Los
ensayos desarrollados en esta tesis podrian reproducirse en un formato comercial, ya
que los estudios de validacion demostraron una estabilidad y un desempefio comparable
con los equipos comerciales. Ademas, estos ensayos podrian ser utilizados en conjunto
como métodos alternativos o complementarios a los establecidos para el diagnostico y

vigilancia de STEC.



Abreviaturas y simbolos

Abreviaturas y simbolos

ADN Acido desoxirribonucleico

A/E Lesion de adherencia y esfacelacion

ARN Acido ribonucleico

ATCC Coleccion americana de cultivo (del inglés, American Type Culture
Collection)

AUC Area bajo la curva

CDC Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades

CH Colitis hemorragica

CLSI del inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute

CN Control negativo

CPH Control positivo

CTS Caldo tripteina soya

Ccv Coeficiente de variacion

DAEC Escherichia coli de adherencia difusa

DE Desviacion estandar

dNTP Desoxirribonucleotidos trifosfato
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1. Escherichia coli Shigatoxigénica
1.1. Historia

Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC) fue descripta por primera vez en el afio
1977 por Knowalchuk, quien informo6 que cepas de Escherichia coli (E. coli) de los
serogrupos O18, 026, O111 y O128 aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con
edema de pulmon producian una toxina a la que se denomind Verotoxina, debido al
efecto citotoxico sobre células Vero (Konowalchuk y col., 1977). La toxina descripta en
estos primeros estudios era similar a la producida por cepas conocidas, en ese momento,
como bacterias Shiga y, que en la actualidad, son conocidas como Shigella dystenteriae
tipo 1.

Dos afios mas tarde, se describio la presencia de STEC en asociacion con la
enfermedad humana en Reino Unido (Wade y col., 1979) y, poco después, en Nueva
Zelanda (Wilson y col., 1980). La literatura mas antigua sugiere que las infecciones
producidas por STEC podrian haber ocurrido con anterioridad dado que se describid
una epidemia en la década de 1950 causada por E. coli O111, aunque su importancia no
fue reconocida a pesar de haber jugado un papel importante en brotes posteriores, tanto
en Australia como en otros paises (Belnap y col., 1955).

Aunque los taxonomistas, durante muchos afios, se dieron cuenta que los géneros
Shigella y Escherichia estaban estrechamente relacionados y, algunos de ellos han
sugerido que deberian combinarse en un tnico género, se tardd mas de 20 afos para
vincular la E. coli con la produccion de esta toxina (Konowalchuk y col., 1977). El
reconocimiento de STEC como una clase patogénica distinta de E. coli resultd, en
primer lugar, de la observacion epidemiologica realizada por Riley y col. en 1983,
quienes investigaron dos brotes caracterizados por un fuerte dolor abdominal y diarrea
acuosa seguido de diarrea sanguinolenta. Esta enfermedad, denominada como Colitis
Hemorragica (CH), se asoci6é con la ingesta de hamburguesas poco cocidas en una
cadena de restaurantes de comida rapida. En los cultivos de heces de estos pacientes se
logré la recuperacion de E. coli O157:H7. Una segunda observacion esencial, también
en 1983, realizada por Karmali y col., inform6 la asociacion de casos esporadicos de
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) con una citotoxina fecal y una E. coli productora

de citotoxina en las heces. Por lo tanto, las dos observaciones -clinicas y
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microbioldgicas, una basada en un raro serotipo de E. coli y la otra en la produccion de
una citotoxina especifica, dieron lugar al reconocimiento de un nuevo patdégeno entérico
cada vez mas importante asociado a enfermedades intestinales y renales (Riley y col.,
1983).

Algunos afios mas tarde, estudios retrospectivos, demostraron que el serotipo
O157:H7 surgié probablemente de ganado proveniente de América del Sur (Orskov y

col., 1987).

1.2. Nomenclatura

El descubrimiento de este patdgeno por los diversos caminos de la investigacion
dio como resultado una nomenclatura paralela. El término E. coli verotoxigénica o Vero
cytotoxin producing E. coli (VTEC) se debe a que estas cepas producen una toxina que
es citotoxigénica para las células Vero (Konowalchuk y col., 1977). El término VTEC
es todavia ampliamente utilizado en el Reino Unido y en muchas publicaciones
cientificas europeas. Por otro lado, el término E. coli enterohemorragica (EHEC) fue
acuilado originalmente para referirse a las cepas que causan CH y SUH (Nataro y
Kaper, 1998). De acuerdo con la nomenclatura mas reciente, estas cepas se denominan
STEC, un término que refleja la citotoxina producida por estas cepas (Calderwood y
col., 1997). El término STEC se utiliza sobre todo en trabajos cientificos americanos.

STEC y VTEC son términos equivalentes y, ambos, se refieren a las cepas de E.
coli que producen uno o mas citotoxinas. Sin embargo, como veremos mas adelante, no
esta claro que la mera posesion de los genes codificantes de la toxina confiere
patogenicidad a la bacteria en ausencia de otros factores de virulencia.

El término EHEC, del cual estd ampliamente estudiado el serotipo O157:H7, fue
asignado a las cepas que ocasionan CH y SUH y que, a su vez, sintetizan la toxina Shiga
(Stx) causando lesiones de adherencia y esfacelacion (A/E) (del inglés, attaching and
effacing) sobre las células epiteliales y poseen un plasmido de 90 Kb que codifica para
una enterohemolisina (O’Brien y col., 1977; Levine y col., 1987). Por lo tanto, EHEC
pertenece a un subgrupo de las STEC e incluye una connotacién clinica importante, ya
que no todas las STEC son patogenas, mientras que todas las EHEC si lo son (Kaper y

col., 2004).
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1.3. Microbiologia de STEC
1.3.1. Fisiologia bacteriana

La E. coli, miembro de la familia Enterobacteriaceae, es una bacteria anaerobica
facultativa, Gram-negativa, movil, no formadora de espora. La mayoria de las cepas de
E. coli son inocuas o no patogénicas, lo que significa que no causan enfermedad alguna
y que viven en los intestinos de los seres humanos y otros mamiferos. La presencia de
esta bacteria en el intestino es necesaria para un desarrollo normal y para preservar la
salud de la persona ya que E. coli y otras bacterias entéricas sintetizan la vitamina K y
vitaminas del complejo B que el cuerpo absorbe (Welch, 2006).

La mayoria de las cepas de E. coli son comensales, sin embargo, algunas pueden
causar diarrea por lo que han sido clasificadas en seis categorias o grupos de acuerdo a
los mecanismos de virulencia que poseen: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC)
(Tornieporth y col., 1995).

El estudio de los serotipos caracteristicos de este virotipo EHEC involucra el
analisis del antigeno somatico (O), que deriva de la composicion de la pared celular y
antigeno flagelar (H), que caracteriza al flagelo, encontrandose este ultimo solo en
especies moviles. Se conocen distintos serotipos de STEC, divididos en dos grandes
grupos los O157 y no O157.

Dentro del primer grupo se encuentran las E. coli O157:H7, siendo el serotipo
mas patogénico y el que desarrolla la enfermedad mas grave. Su nombre se origina del
antigeno somatico O157 y del séptimo antigeno flagelar H. La E. coli O157:H7 es parte
de la flora intestinal bovina. El ganado, no asi los humanos, poseen el receptor
globotriaosilceramida (Gb3) de las Stx en las células epiteliales intestinales (Hoey y
col., 2002). Algunos estudios sugieren que la toxina se une al epitelio bovino y se
internaliza, pero luego es transportada al lisosoma y no al reticulo endoplasmico. Esto
resulta en una destruccion de la toxina impidiendo la citotoxicidad como asi también la
diseminacion sistémica (Hoey y col., 2003). Este serotipo presenta diferencias marcadas
con otras E. coli patogénicas. Particularmente, E. coli O157:H7 es negativa para la
invasividad (prueba de Sereny), se adhiere a través de un pilus comun de E. coli (PCE),
no produce toxinas termoestables y termolabiles y es hemolitica. Ademas, no fermenta
el sorbitol en comparacion con el resto de las E. coli que lo fermentan en un 93%. Mas

aun, no fermenta la ramnosa, carece de la capacidad de hidrolizar el 4-metilumbeliferil-
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B-D-glucurénido (MUG) y no crece a 45 °C en presencia de sales biliares al 0,15%.
Debido a esta ultima caracteristica, este serotipo no puede ser aislado utilizando los
métodos estandares para coliformes fecales, que incluyen una incubacion a 45 °C (Law,
2000).

En el grupo de las STEC no OI157 se encuentran las O26:H11; O103:H2;
O111:NM; O121:H19; O145:NM, entre otros serotipos. Generalmente, estos serotipos
estan asociados a infecciones en el hombre y, aunque son menos patogénicas, pueden
llegar a causar enfermedad menos severa (Rodriguez- Angeles, 2002).

Existen otros serotipos de E. coli no O157 productores de Stx altamente virulentos
como: O91:H21/H-, 0O26:H-, O113:H21, O117:H7, O118:H16, O128:H2/H-, O145:H28
y O146:H2, que se han asociado con enfermedad en humanos (Blanco y col., 2004). Se
debe tener presente que las cepas STEC no O157 tienen una frecuencia de aislamiento 4
veces mayor, pueden ser sorbitol positivas y, actualmente, hay mas de 200 serotipos
descriptos (Nataro y Kaper, 1998; Blanco y col., 2004).

En paises de Europa continental las infecciones por cepas STEC no O157 son mas
frecuentes que las producidas por cepas STEC O157:H7 (Pradel y col., 2000). Los
serogrupos 026, 0103 y O111 son responsables de la mayoria de las infecciones que
ocurren en San Pablo, Brasil (Vaz y col., 2004). En cambio, en EE.UU., Canada,
Inglaterra y Escocia el serotipo O157:H7 es el mas frecuentemente asociado a
infecciones en seres humanos (Tarr y col., 2005). El serotipo O157:H7 también se ubica
en el primer lugar de frecuencia en los casos esporadicos de diarrea y SUH que ocurren

en Argentina, seguido por los serogrupos 0145 y 026 (Rivas y col., 2006).

En el caso particular de E. coli O157 se ha estimado una dosis infectiva muy baja,
descripta en 10 UFC/g. En otros serotipos de STEC se estima que puede ser un valor
superior, pero siempre menor que 100 UFC/g. Es un grupo de bacterias relativamente
resistente a condiciones adversas del ambiente y es importante tener en cuenta que
como la dosis infectiva es tan baja, el riesgo de infectarse puede presentarse ain sin
multiplicacion de la bacteria en el alimento (Mead y Griffin, 1998).

Las cepas de STEC toleran el pH bajo del estomago del huésped y son eliminadas
en su materia fecal. Pueden sobrevivir por algunos meses en las heces, en la tierra y en
el agua, sobretodo en presencia de materia organica y pueden estar presentes en cafierias

de provision de agua no potable y en bebederos de animales.
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La temperatura optima de crecimiento de las STEC se encuentra entre 30-42 °C,
presenta una baja capacidad de desarrollar a temperaturas de 44-45 °C e imposibilidad
de desarrollar a temperaturas superiores a 45 °C. Es incapaz de desarrollar a
temperaturas de -10 °C pero puede sobrevivir en productos congelados (-18 °C) sin
cambio en el nimero total de microorganismos por periodos prolongados. La
pasteurizacion y la adecuada coccion a 71 °C inactivan las STEC (Farrokh y col., 2013).

Otras caracteristicas particulares de E. coli O157 es la resistencia a los cambios de

pH, por ejemplo, durante la fermentacion de embutidos (Leyer y col., 1995).

1.3.2. Genética de STEC

El origen de STEC es aln incierto. Genéticamente, E. coli O157:H7 es similar al
serotipo enteropatogénico de E. coli O55:H7, comunmente asociado con brotes de
diarrea infantil en todo el mundo. La E. coli O55:H7 patdgena tiene muchos de los
factores de virulencia de adhesion de la E. coli O157:H7 pero carece de la expresion de
las Shigatoxinas. Se cree que un linaje de E. coli O55:H7 perdio6 el cluster OS5 rfb-gnd,
donde 7D codifica para la biosintesis del antigeno O y gnd codifica para la gluconato-6-
fosfato deshidrogenasa. Posteriormente, mediante transferencia horizontal y
recombinacion, adquiri6 el cluster O157 rfb-gnd, la capacidad de producir Stx y otros
factores de virulencia y se convirtié en una EHEC O157:H7 (Whittman, 1998).

El cromosoma de STEC O157 es una molécula cerrada circular, de doble cadena
de ADN, de un tamaifio aproximado de 5,5 MB (Hayashi y col., 2001).

La Figura 1 proporciona una representacion grafica del cromosoma de E. coli
O157 responsable del brote en Sakai (Japon) en 1996, derivada de la secuenciacion del
genoma. El circulo externo indica las localizaciones en el genoma de 5,5 MB. El
segundo y tercer circulos muestran, en rojo, los genes de E. coli O157 que difieren de
las de una cepa de laboratorio no patdégena de E. coli. El cuarto circulo de la Figura
indica, en negro, las ubicaciones de los genomas de bacteriéfagos templados integrados
en el cromosoma de E. coli que albergan los genes que codifican para las toxinas Stx1 y
Stx2. Estos bacteriofagos representan algunas de las diferencias evidentes entre el
genoma de la cepa STEC O157 Sakai y el genoma de una cepa de laboratorio no
patogena de E. coli (Hayashi y col., 2001).

Los genomas de bacteriofagos templados integrados que llevan los genes de la
toxina Shiga pueden ser inducidas a replicarse liticamente y generar una progenie de

bacteriéfago por la exposicion de las STEC a los agentes quimicos o a la luz



Introduccion

ultravioleta. Estos bacteriofagos presentan una morfologia lamboidea, con cabezas
hexagonales y colas largas. Estos fagos podrian ser responsables de la transmision de
los genes que codifican la Stx entre diferentes cepas de E. coli en el tracto
gastrointestinal y, mas aln, la transferencia de estos genes a otros géneros y especies de
bacterias, tales como Citrobacter spp., Aeromonas spp. y Enterobacter spp., en los

cuales se han informado portacion de los genes de la toxina Shiga (Sandvig, 2006).
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Figura 1. Representacion circular del cromosoma de E. coli O157. El
circulo externo indica las localizaciones en el genoma de 5,5 MB. El
segundo y tercer circulos muestran, en rojo, los genes de E. coli O157
que difieren de las de una cepa de laboratorio no patogena de E. coli.
El cuarto circulo indica, en negro, las ubicaciones de los genomas de
bacteriofagos templadas integrados que codifican Stx1 y Stx2 en el

cromosoma de la O157. (De: Hayashi y col., 2001).

1.4. Factores de patogenicidad
Los aislamientos de STEC y EHEC no s6lo expresan la Stx sino que, usualmente,
poseen otros factores significativos de patogenicidad como la Intimina, una proteina de

superficie esencial para la formacion de las lesiones de A/E en las células del epitelio
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gastrointestinal y la enterohemolisina que estd cominmente asociada a las cepas EHEC,
entre otros (Frankel y col., 1998; Welinder- Olsson y col., 2002).
A continuacion se detallaran los principales factores de virulencia involucrados en

la patogenia de este microorganismo.

1.4.1. Citotoxina o toxina Shiga

La Stx es el principal determinante de patogenicidad de las STEC y su sintesis
esta relacionada con la presencia de un bacteri6fago inserto en el genoma bacteriano
(Frankel y col., 1998; Galli y col., 2008).

En forma general, la Stx estd integrada por dos subunidades: A y B. La subunidad
A (33 KDa) es la parte bioldogicamente activa y puede ser escindida proteoliticamente,
produciendo un fragmento Al de 28 kDa y otro A2 de 4 kDa unidos a través de un
puente disulfuro. El péptido Al es el que posee la actividad enzimatica, en tanto que el
A2, es responsable de la union de la subunidad A al pentdmero que conforma la
subunidad B.

La subunidad B (7,5 KDa), esta constituida por cinco unidades idénticas que se
fijan al receptor de la célula blanco y es la que se une al receptor celular especifico Gb3
presente en las células eucaridticas humanas. La Stx dafia las células intestinales,
vasculares y renales y es codificada por genes stx que son transportados por
bacteriéfagos lisogénicos y pueden ser adquiridos por genes transferidos
horizontalmente. Estos genes que codifican las Stx pueden ser inducidos por agentes
como la mitomicina C (Muhldorfer y col., 1996).

La familia de estas toxinas contiene dos grupos principales denominados Stx1 y
Stx2, inmunologicamente diferentes. Las cepas STEC de origen humano, animal o
alimentario pueden producir Stx1, Stx2 o variantes, solas o en combinaciéon de dos o
mas toxinas.

La Stx1 es idéntica a la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1, excepto
en algunos casos en los que se aprecia un residuo de diferencia. Se han descripto los
siguientes subtipos o variantes de esta toxina: Stxla, Stxlc y Stx1d (Paton y col., 1995;
Zhang y col., 2002; Friedrich y col., 2002).

Por otra parte, estudios epidemiologicos han demostrado que Stx2 es el factor de
patogenicidad mas importante asociado con enfermedad humana severa. Se han
descripto diversas variantes de Stx2 que son altamente homoélogas a Stx2 y que pueden

neutralizarse con el anticuerpo anti-Stx2. Sin embargo, difieren en la actividad
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biologica, receptor celular especifico, citotoxicidad relativa sobre células Vero y Hela,
rango del hospedador, capacidad para ser activadas por la elastasa del ratéon y en las
secuencias aminoacidicas o nucleotidicas. En este grupo heterogéneo de toxinas se
reconocieron alrededor de 22 variantes las que incluyen, Stx2 (toxina producida por el
prototipo E. coli O157:H7 y EDL933), Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g, entre otras.
Como ejemplos podemos mencionar que las Stx2c y Stx2d son producidas por cepas de
STEC aisladas de humanos y animales, mientras que Stx2e es producida principalmente
por cepas de STEC responsables de la enfermedad del edema en los cerdos, aunque son
aisladas con baja frecuencia en seres humanos con enfermedad gastrointestinal (Teel y
col., 2002).

La Stx2f es producida por cepas de STEC aisladas de palomas silvestres y
también se ha asociado a diarrea en nifios (Teel y col., 2002).

La Stx2g fue descripta en una cepa de STEC aislada de las heces de ganado sano
(Pierard y col., 1998; Schmidt y col., 1991; Leung y col., 2003; Garcia Aljaro y col.,,
2005). Esta variante presenta una baja prevalencia (0,7%) en bovinos, lo que sugiere
que puede ser una variante emergente que ain no se ha extendido ampliamente en el
ganado. La Stx2g presenta homologia de acidos nucleicos con secuencias de Stx
asociados con enfermedades humanas y, por otra parte, la citotoxicidad sobre células
HeLa y Vero es comparable a la de Stx-EDL933 (ATCC 43889) (Leung y col., 2003).

Analizando las diferentes variantes de Stx2, se encontrd que las cepas STEC
Stx2c son menos virulentas y causan diarrea sanguinolenta menos frecuentemente que
cepas Stx2 o Stx2c.

Es importante destacar que una misma cepa puede sintetizar Stx1, Stx2 o ambas, e
inclusive multiples variantes de Stx2 (Scheutz y col., 2012).

Las Stx presentan una diferencia en su toxicidad sobre tejidos celulares y
animales, demostrandose que Stx2 tiene una actividad citotoxica de 100 a 1000 veces

superior a Stx1, con un riesgo mayor de desarrollar SUH (Nishikawa y col., 2000).

1.4.2. Plasmido pO157

El plasmido pO157 de 60 MDa se encuentra en la mayoria las cepas de STEC
O157:H7 y contiene diversos genes que codifican para diversos factores de virulencia.
Entre ellos se encuentran los genes espP (serina proteasa extracelular), katP (catalasa-

peroxidasa), ehxA (enterohemolisina), efp (sistema de secrecion tipo II) y para una
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fimbria que podria estar involucrada en la colonizacioén inicial de los enterocitos

(Schmidt y col., 1995).

1.4.3. Enterohemolisina

Como lo mencionamos anteriormente, el plasmido pO157 de 60 MDa encontrado
en las cepas de E. coli O157:H7 y en otras STEC de origen humano, contiene los genes
que codifican para la enterohemolisina (Beutin y col., 1994; Schmidt y col., 1995). La
enterohemolisina se expresa en muchas de las cepas STEC y es una proteina
perteneciente a la familia de las citolisinas formadoras de poros (RTX), siendo el gen
que codifica su sintesis, el ehxA. Esta citolisina desempefia un papel, ain no bien
explicado, en la lisis de los eritrocitos a fin de que estos liberen los grupos hemo,
moléculas necesarias para mejorar el crecimiento de este patdégeno (Hannaoui

Rodriguez y col., 2009).

1.4.4. Factores de adherencia intestinal
1.4.4.1. Codificados en la region LEE

Algunos genes que codifican para factores de virulencia estan localizados en la
region LEE (del inglés, locus of enterocyte effacement) del cromosoma bacteriano.
Entre ellos se encuentra el gen eae que codifica una proteina denominada Intimina,
responsable de la union intima de la bacteria al enterocito y de la desorganizacion de las
microvellosidades con produccion de la lesion A/E. La formacion de esta lesion esta
asociada con un drastico reordenamiento del citoesqueleto de la célula huésped, dando
como resultado la formacion de una estructura con forma de pedestal rica en actina
polimerizada (Frankel y col., 2001).

Ademas, la region LEE codifica reguladores transcripcionales, chaperonas, el
sistema de secrecion de tipo III, empleado en el transporte de las proteinas efectoras
hacia la célula huésped, translocadores y proteinas efectoras incluyendo al receptor
translocado de la Intimina denominado Tir (del inglés, translocated intimin receptor)
(Garmendia y col., 2005).

Esta demostrado que ciertos serotipos de STEC-LEE positivos, O157:H7,
026:H11, O111:NM y O145:NM, son altamente virulentos y estan asociados a brotes y
casos esporadicos de enfermedad severa en humanos. No obstante, la presencia de la
region LEE no seria esencial para la patogénesis dado que un gran nimero de cepas

STEC-LEE negativas son capaces de causar enfermedad severa y ocasionalmente brotes
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(Jenkis y col., 2003; Paton y col., 1999). Por lo tanto, en la patogénesis de estas cepas
estarian involucrados otros factores de adherencia adicionales codificados fuera de la

region LEE.

1.4.4.2. Codificados fuera de la region LEE

Se ha descripto un grupo de adhesinas relacionadas con la adherencia de las cepas
STEC al enterocito codificadas fuera de a region LEE. Entre estas adhesinas podemos
mencionar: lha (del inglés, iron regulated gene A homologue adhesin) (Tarr y col.,
2001); Efal (del inglés, EHEC factor for adherence) (Nicholls y col., 2000);
LPFO157/01- 141; LPFO157/0O1-154 y LPFO113/0I-154 (del inglés, long polar
fimbria) (Torres y col., 2002). Estas adhesinas estan codificadas en islas genomicas
unicas de E. coli EDL933. Otras tres adhesinas, ToxB (proteina identificada en pO157)
(Tatsuno y col., 2001), Saa (del inglés, STEC autoaggutinating adhesin) identificada en
cepas LEE negativas (Paton y col., 2001) y Sfp (del inglés, sorbitol fermenting plasmid)
estan codificadas en el megaplasmido de las cepas STEC (Toma y col., 2003; Jenkis y
col., 2003).

1.5. Mecanismo de patogenicidad

Al igual de lo que ocurre con otras infecciones entéricas asociadas a E. coli, se
considera que el proceso de enfermedad involucra la colonizacién del intestino y el
dafio debido a las toxinas. La colonizacion es el proceso por el cual STEC supera los
mecanismos de defensa del huésped y se establece en el intestino. La acidez gastrica es
un importante mecanismo de defensa del huésped en el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, la resistencia a los acidos es una caracteristica importante de las E. coli O157
y de otros serotipos de STEC.

La adherencia a las células epiteliales intestinales, mediada por fimbrias, es un
evento temprano en la infeccion por STEC lo que provoca el alargamiento de las
microvellosidades intestinales. A continuacion, se produce la translocacion del receptor
Tir, el cual se integra a la membrana plasmatica adoptando una forma de pelo enrollado
(Hartland y col., 1999). El dominio central extracelular de Tir actia como receptor de la
adhesina Intimina de la bacteria (Frankel y col., 2001). Simultdineamente, Tir interactua
mediante sus dominios intracelulares N- y C-terminal con diversas proteinas del
citoesqueleto uniendo intimamente la bacteria al enterocito. Ademas, se produce la

desorganizacion de las microvellosidades con produccion de la lesion A/E y la
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acumulacion de filamentos de actina en el citoplasma. Esta reduccion de la superficie
absortiva causa una diarrea sin sangre.

Como vimos anteriormente, la Stx tiene una estructura ABs que consiste en una
subunidad A unida a un pentdmero de cinco mondémeros de subunidad B responsable de
la union de la toxina a las células hospedadoras. Hasta el presente, el principal receptor
identificado para Stx1 y Stx2 en humanos es el receptor Gb3, y la expresion en la
superficie de las células blanco esta ligada a la citotoxicidad (Jacewicz y col., 1995).
Una vez que la toxina se une al receptor, se internaliza y sigue un transporte retrogrado
via el complejo de Golgi hacia el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear
(Sandvig y Van Deurs, 1996). La subunidad A de la Stx se trasloca al citoplasma donde
actiia como una glicosidasa removiendo una adenina de la posicion 4324 del extremo 5’
del ARNr 28S de la subunidad ribosomal 60S, lo que resulta en una inhibicion
irreversible de la sintesis de proteinas (Endo y col., 1988). Algunos estudios demuestran
que la actividad ribotoxica también puede inducir apoptosis o muerte celular
programada (Smith y col., 2003).

Si bien la citotoxicidad de Stx esta ligada a la expresion del receptor Gb3 en la
superficie celular, la sensibilidad de una célula a la toxina no so6lo se correlaciona con la
cantidad de Gb3 expresado en su superficie sino también con la estructura del receptor.
Las modificaciones de la longitud de la cadena de &cidos grasos del Gb3 o Ia
disociacion del Gb3 de los arreglos lipidicos de la membrana pueden conducir a una
terminacion prematura del transporte retrogrado al complejo de Golgi (Sandvig y col.,
1992; Sandvig y col.,, 1994) o a un transporte hacia el compartimento lisosomal
(Falguieres y col., 2001). Ambas alteraciones resultan en una sensibilidad reducida o,
mas aun, en una resistencia a la inhibicion de la sintesis de proteinas. La exitosa
inhibicion de la sintesis de proteinas depende del clivado de su subunidad A en un
fragmento A1l de 27,5 kDa enzimaticamente activo y otro A2 de 4,5 kDa (Garred y col.,
1995a; Lea y col., 1999). Este corte estda mediado por furina, una serina proteasa
dependiente de calcio localizada en el aparato de Golgi. El clivado y activacion de la
subunidad A ocurre a una menor velocidad en células que no poseen furina y se le
atribuye a la presencia de calpaina en el citoplasma o catepsina en los lisosomas (Garred
y col., 1995b).

Es probable que el dafio de la mucosa intestinal por la Stx, el lipopolisacarido
(LPS) y otros mediadores de inflamacion, promuevan la translocacion de la toxina a la

circulacion. En la circulacion sanguinea la Stx va hacia la célula blanco que posee el
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receptor especifico, concretamente, hacia el intestino, el SNC y el rifion. En el humano
se encuentran altos niveles de Gb3 en el riiidn, especificamente en la region cortical. La
Stx citotoxica para las células endoteliales del riiidn humano, causa una tipica
histopatologia renal que incluye edema en las células del endotelio glomerular y
deposicion de plaquetas dentro del glomérulo, estas lesiones endoteliales conducen al
estrechamiento de la luz de los capilares y a la oclusion de los vasos glomerulares, a
través de la acumulacion de plaquetas y fibrina (Paton y Paton, 1998a). Diversas
investigaciones permiten establecer que la Stx induce la expresion de citocinas
proinflamatorias, tales como TNFa e IL-6, que pueden potenciar el efecto citotoxico de
la Stx sobre las células endoteliales vasculares humanas También se observan lesiones
tromboticas, particularmente en la microvasculatura del intestino, cerebro y pancreas

(Tesh y O’Brien, 1991).

1.6. Reservorios y vias de transmision

STEC se puede encontrar en la flora fecal de una variedad de animales,
incluyendo vacas, ovejas, cabras, cerdos, gatos, aves, perros y caballos (Beutin, 1999).

En términos de infeccion humana, el ganado vacuno es el principal reservorio de
STEC. Las cepas STEC aisladas de animales sanos pueden estar asociadas a un episodio
inicial de diarrea en animales jovenes seguido por una colonizacion asintomatica. Las
tasas de aislamiento de STEC O157:H7 en los animales son mucho mas bajas que la de
los serotipos no O157 y la prevalencia de STEC OI157:H7 en el ganado varia
significativamente de un pais a otro. Los estudios realizados en el ganado bovino han
encontrado STEC O157:H7 en el 1,3% de los animales en Finlandia (Lahti y col.,
2001), en el 10,8% en Alemania (Montenegro y col., 1990) y en el 15,7% en los
EE.UU. (Chapman y Siddons, 1997). En Argentina, en un importante muestreo
realizado en nueve frigorificos exportadores, se encontrdé una prevalencia de STEC
0157 del 4,1% en materia fecal y del 2,6% en carcasas bovinas. En tanto, la prevalencia
para STEC no O157 en nuestro pais fue del 22,3% en materia fecal y del 9,0% en
carcasas (Masana y col., 2010; Masana y col., 2011).

Otro estudio realizado en Argentina, detectd la presencia de STEC en un 4,0% en
perros y en un 4,2% en gatos (Gallego y col., 2006). Similar porcentaje (4,3%) se
detectd en otro trabajo en caninos y felinos (Bentancor, 2006).

La principal via de transmision de STEC es la contaminacion de la carne por

contenido intestinal y las heces en el matadero (Butler, 1996). Por lo general, STEC se
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transmite a los humanos por los alimentos, el agua y de persona a persona. La mayoria
de los casos son causados por la ingestion de alimentos contaminados, particularmente
alimentos de origen animal. En EE.UU., el consumo de hamburguesas poco cocidas,
preparadas en un restaurante o caseras, ha sido la causa particularmente significativa de
brotes (Griffin, 1995). En Escocia, se infectaron mas de 400 personas y 18 pacientes de
edad avanzada murieron debido a la ingesta de productos céarnicos contaminados
(Christie, 1996).

Sin embargo, el espectro de los vehiculos implicados en la enfermedad debido a
STEC se esta expandiendo mas alla de los brotes iniciales asociados a hamburguesas.
Se han relacionado brotes de STEC con el consumo de diferentes alimentos tales como
mayonesa (Griffin, 1995), zumo de manzana sin pasteurizar (McCarthy, 1996), brotes
de soja y alfalfa, embutidos fermentados, leche no pasteurizada, yogur, quesos, papas y
lechuga (Gyles, 2007). Estos vehiculos nos ilustran la capacidad notable de STEC para
crecer en diferentes tipos de alimentos en condiciones en que otros patdogenos no
sobrevivirian.

El porcentaje de aislamiento en alimentos y la distribucion de los serogrupos es
variable entre las diferentes zonas. En EE.UU., la tasa de recuperacion de STEC
O157:H7 a partir de carne picada se ubica entre 0-3%; en Malasia, en cambio, se ha
informado una tasa superior al 30% (Griffin, 1995; Radu y col., 1998). En un estudio
realizado en Uruguay se recuperé6 STEC en el 1,8% de las muestras de carne picada
analizadas, donde los aislamientos correspondieron al serotipo O157:H7 (Varela y col.,
2008). En regiones de Europa, los porcentaje obtenidos resultaron entre un 1-2%
(Blanco y col., 2003).

Otras formas de transmision incluyen el contacto directo del hombre con los
animales, la contaminacion cruzada durante la preparacion de los alimentos, la
transmision persona a persona por la ruta fecal-oral y la contaminacion fecal de aguas
de recreacion o aguas de pozo.

Diversos trabajos han descripto que la excrecion de STEC O157 en humanos es
prolongada e intermitente. En nifios pequefios, a diferencia de lo que ocurre en nifios
mayores y adultos, el tiempo de excrecion de O157 supera ampliamente el tiempo de

resolucion de los sintomas (Swerdlow y Griffin, 1997).
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1.7. Manifestaciones clinicas de la infeccion por STEC

El espectro de manifestaciones clinicas de la infeccion por E. coli O157:H7 es
amplio, lo que dificulta generalmente el diagndstico. Este microorganismo puede causar
infecciones asintomaticas, diarreas con o sin sangre, SUH y Purpura Trombocitopénica
Trombotica (PTT).

La enfermedad tipica comienza, dias después de la ingestion de las bacterias, con
calambres abdominales y diarrea acuosa, generalmente sin o con febriculas. Alrededor
del 50% de los pacientes pueden presentar nauseas y vomitos. Luego de 1 a 2 dias, en el
35 a 90% de los casos, la enfermedad progresa a una CH (Tarr y col., 2005) donde el
aspecto de la materia fecal de los pacientes infectados por STEC O157:H7 es similar a
la de una hemorragia gastrointestinal. Sin embargo, si bien las heces con sangre son
caracteristicas de esta infeccion, el diagndstico también debe ser considerado en
pacientes con diarreas acuosas. En la mayoria de los casos, la CH se resuelve en una
semana sin dejar secuelas. Sin embargo, el SUH desarrolla en el 6% de los pacientes y
es diagnosticado usualmente entre los dias 2 a 14 luego de la aparicion de la diarrea.

El SUH es un sindrome clinico que se caracteriza por la triada diagndstica, anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. Fue descripto
por primera vez por Gasser (Gasser y col., 1955) y, en Argentina, por Gianantonio
quien publico la primera casuistica de 66 casos en el afio 1962. Es probablemente la
causa mas comun de falla renal aguda en nifios (Gianantonio y col., 1964).

Este sindrome ocurre por un aumento simultaneo de las Stx circulantes y
citoquinas proinflamatorias que causan dafio a las células endoteliales del rifion dando
lugar a depositos de plaquetas y de fibrina, lesiones a los eritrocitos y obstruccion de la
microvascularizacion (Mead y Griffin, 1998). Las manifestaciones comunes son
palidez, petequias, hematomas, oliguria, edema e hipertension arterial. Los pacientes
también pueden presentar complicaciones neurologicas, tales como dolores de cabeza
severos, letargo, convulsiones y/o encefalopatias (Paton y Paton, 1998a).

El SUH es mas probable que ocurra en nifilos menores de diez afios de edad o en
ancianos. En nifios, causa falla renal aguda y oliguria en tanto que en adultos, el
desarrollo de la oliguria es precedido a menudo por complicaciones neurologicas y/o
cardiovasculares. Las razones que justifican la mayor incidencia de la E. coli O157:H7
provocando la progresion de CH a SUH en estos grupos etarios son confusas, pero
podria deberse a la disminucion de la funcion inmunoldgica o a las diferencias en la

sensibilidad de las células blanco a las Stx. Ademas de las edades extremas, existen
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otros factores que predisponen al desarrollo del SUH, como las diarreas sanguinolentas,
la fiebre, la leucocitosis, el tratamiento con agentes reductores de la motilidad intestinal
o antidiarreicos y un periodo prodrémico corto.

Aunque tanto la Stx1 como la Stx2 son capaces de causar SUH, el genotipo de la
toxina también influye en la evolucion a SUH. En una revision reciente realizada en
Europa sobre 272 pacientes, Stx1 estaba presente en el 39%, Stx2 en el 51% y ambos
genes en un 9,6%. De los pacientes con STEC productora de Stx1, el 8,4% desarrollo
SUH; de los estaban infectados con Stx2, el 74% desarroll6 SUH vy, los pacientes con
STEC que portaban ambos genes, el 53% desarrolld6 SUH. Estas cifras ilustran el hecho
de que Stx2 estd asociada con mayor frecuencia con la enfermedad severa
(Bielaszewska y col., 2013).

La gravedad del SUH radica en que aproximadamente la mitad de los pacientes
requiere dialisis y el 75%, transfusion sanguinea. Sumado a esto, la tasa de letalidad es
del 3% al 5%y, el 5% de los pacientes que sobreviven presentan secuelas severas como
insuficiencia renal cronica o dafios neurolédgicos irreversibles (Ibarra y Goldstein, 2008).

La PTT consiste en el hallazgo de cinco parametros importantes: trombocitopenia,
anemia hemolitica microangiopatica, fiebre, falla renal y sintomas neuroldgicos. Sin
embargo, la lesién renal es menos severa y las implicancias neurologicas mas
prominentes que en el SUH. Es usualmente diagnosticada en adultos (Wang y col.,

1996).

1.8. Tratamiento

El tratamiento de la infeccion por STEC consiste en una terapia de apoyo y
seguimiento de la evolucion del paciente para evitar el desarrollo de las complicaciones
microangiopaticas. Es importante recordar que lohs pacientes pueden parecer
engafiosamente normohidratados mientras cursan las fases iniciales del proceso
protrombético grave (Rahal y col., 2012).

El manejo del SUH también consiste en la instauracion de terapias de soporte que
incluyen un meticuloso seguimiento del balance hidro-electrolitico, transfusiones de
sedimento globular, dialisis peritoneal y un adecuado aporte calérico-proteico.

Otros tratamientos incluyen transfusiones de plasma fresco congelado para
eliminar las Stx circulantes y las citoquinas proinflamatorias (Nakatani y col., 2002).
Sin embargo, informes retrospectivos recientes han puesto en duda la utilidad del

intercambio de plasma (Hauswaldt y col., 2013).
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Los agentes antimicrobianos activos contra STEC deben evitarse durante la fase
aguda de la enfermedad. Si bien el tratamiento con antibidticos reduce la carga
bacteriana fecal de STEC, se ha demostrado que no modifican la duracion de la
enfermedad diarreica aguda y, lo que resulta mas importante, estdn asociados a un
mayor riesgo en el desarrollo de SUH. Este efecto perjudicial podria deberse a que la
lisis bacteriana llevaria a la posterior liberacion de toxinas o a la posibilidad de la
induccion directa de los bacteriofagos por los antimicrobianos (Smith y col., 2012).

Estudios retrospectivos demostraron que el SUH desarrolla mayormente en
pacientes tratados con agentes antimicrobianos como la trimetroprima- sulfametoxazol,
demostrandose que concentraciones subinhibitorias de este agente estimula la liberacion
de Stx in vitro (Wong y col., 2000).

Un estudio prospectivo reciente (Wong y col., 2012) realizado en 259 nifios
menores de 10 afos infectados con E. coli O157:H7, demostré que el SUH ocurrié con
mayor frecuencia en los nifios que recibieron antibidticos (36%) en comparacion con
aquellos que no lo recibieron (12%). Sin embargo, algunos autores han cuestionado el
dogma de que los antibioticos estdn contraindicados por completo en pacientes con
infeccion por STEC, debido a que se demostré que la azitromicina no aumenta la
expresion de Stx in vitro (Bielaszewska y col., 2012). La experiencia reciente durante el
brote aleman de STEC O104:H4 mostrdé que el tratamiento con azitromicina en la
infeccion por STEC resultd beneficioso para la descolonizacion de los pacientes que se
habian recuperado de la enfermedad aguda y que eran portadores a largo plazo de STEC
(Hauswaldt y col., 2013).

Por otra parte, los agentes antidiarreicos también estdn contraindicados en
pacientes con diarreas sanguinolentas en general. En un estudio retrospectivo se
demostrd que el SUH era mas probable que se desarrolle en pacientes infectados con E.
coli O157:H7 que recibieron estas drogas que en pacientes que no las recibieron (Boyce
y col., 1995).

Otras alternativas terapéuticas han sido evaluadas debido a las dificultades que
presenta el tratamiento de este patégeno. El eculizumab es un anticuerpo monoclonal
que se une con una alta afinidad a la proteina C5 del complemento, inhibiendo asi su
escision en CS5a y C5b e impidiendo la generacion del complejo terminal del
complemento de C5b-9. El eculizumab inhibe la hemolisis intravascular mediada por el
complemento de la microangiopatia trombotica en pacientes con SUH. Puntualmente, el

anti-C5 del complemento se utilizo en casos refractarios durante el brote aleman antes
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mencionado. A pesar de un prometedor informe inicial donde se evidencid una rapida
mejoria clinica en 3 casos pedidtricos tratados con eculizumab, los hallazgos en una
cohorte mas grande de pacientes no mostraron efectos beneficiosos (Menne y col.,
2012).

Otros tratamientos experimentales, incluyendo anticuerpos anti- Stx y manganeso,
han demostrado ser prometedores en modelos animales, pero atin no se han evaluado en

ensayos clinicos humanos (Mukhopadhyay y Linstedt, 2012).

1.9. Epidemiologia

La notificacion obligatoria de las infecciones por STEC ha evolucionado con el
creciente reconocimiento de la gravedad de las mismas, por un aumento real en el
nimero de infecciones, como asi también por una mejora en los sistemas de vigilancia
de las enfermedades asociadas y de los métodos de deteccion.

En Europa continental, las infecciones por cepas STEC no O157 son mas
frecuentes, mientras que en Gran Bretafia STEC OI157 aparece asociada a casos
esporadicos y brotes, fundamentalmente por productos carnicos.

En Asia, los reportes de infecciones por STEC O157 son escasos, salvo en Japon a
partir del brote masivo con mas de 10000 afectados en 1996, posiblemente por falta de
sistemas de vigilancia.

En Australia, las infecciones por STEC no O157, fundamentalmente O111:NM,
son mas frecuentes que por STEC O157.

En Canada, la incidencia de las infecciones por E. coli O157:H7 es de 5,3
casos/100000 habitantes, donde la exposicion a carne molida mal cocida, el contacto
directo con el ganado, el agua de consumo contaminada y el medio ambiente rural
contaminado son los factores de riesgo mas importantes.

En EE.UU.,, las infecciones por E. coli O157:H7 continlian siendo un problema
importante de salud a pesar de la implementacion de sistemas de vigilancia de los
patogenos asociados a las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y de un
estricto control en la produccion de alimentos. El Centro para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC) (del inglés, Center for Disease Control and Prevention) estimd
que STEC O157:H7 causa 73000 casos de enfermedad anual, mientras que STEC no
O157 causa al menos 37000 enfermos por afio, ocasionando mas de 2000

hospitalizaciones y 60 muertes por afio (Mead y Griffin, 1998). La incidencia de las
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infecciones por E. coli O157:H7 es de 2,1 casos/100000 habitantes y representa,
después de Listeria, la segunda causa (29%) de las hospitalizaciones por ETA.

Respecto a Latinoamérica, en Colombia, se comunico en forma preliminar que E.
coli O157:H7 fue el agente causal del 7,2% de los casos de diarrea y que el 6,5% del
ganado era portador de este patégeno. En Chile y Argentina, STEC O157 y no O157
estan asociadas a casos de diarrea y SUH. En Uruguay, durante el afio 2002, se informo
el primer caso que vincula a E. coli O157:H7 con episodios de diarrea sanguinolenta o
SUH. En Paraguay, a partir del afio 2001, se comenzaron a notificar casos de diarrea
asociados a E. coli O157:H7 luego de la implementacion de un programa regional de
control de las enfermedades emergentes y reemergentes (Rivas, 2011).

La incidencia de SUH en todo el mundo varia ampliamente. En los EE.UU.,
aproximadamente el 90% de los casos de SUH son causados por STEC O157:H7 (Tarr
y col., 2005). En América del Sur, el problema se concentra en paises del Cono Sur,
principalmente Argentina, Chile y Uruguay. En Argentina, la incidencia es de 12 por
cada 100000 nifios menores de 5 afios de edad, pero puede ser 10 veces menor en el
resto del mundo. Esto podria responder a diferencias en la distribucion geografica como
consecuencia directa de la magnitud de los reservorios del agente causal y a la
influencia de mecanismos de transmision especificos presentes en el area (Tarr y col.,

2005).

1.9.1. Situacion actual del SUH en Argentina

El SUH es endémico en Argentina y constituye la primera causa pediatrica de
insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal crénica. Ademas, es
responsable del 20% de los trasplantes renales en niflos y adolescentes. Cada afio se
producen alrededor de 300 a 400 casos nuevos.

Los nifios afectados son menores de 5 afios, fundamentalmente entre 6 y 36
meses, de ambos sexos. La tasa de hospitalizacion para el afio 2006 fue de 13,9 casos
por cada 100000 nifios menores de 5 afios (Rivas, 2011).

La enfermedad esta distribuida en todo el pais, pero la frecuencia es mayor en las
provincias del centro y sur durante los meses calidos, aunque se registran casos durante
todo el afio.

En los ultimos afos, la incidencia de esta enfermedad aumento lo que puede estar
relacionado con el desconocimiento etioldgico que imperd hasta hace pocos afios. Sin

embargo, la letalidad asociada al SUH disminuy6 debido al diagnostico precoz de la
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enfermedad, la instauracion temprana de la didlisis en los casos con oliguria severa o
anuria y al manejo de la anemia hemolitica.

En estudios realizados para establecer la etiologia del SUH en nifios argentinos, se
encontraron evidencias acumulativas de infeccion por STEC en el 60% de los casos,
siendo O157:H7 el serotipo mas frecuente. Shigella dysenteriae tipo 1 estd asociada a
casos de SUH en otros paises, sin embargo, no fue aislada en nuestro pais vinculada a

esta enfermedad.

1.9.2. Vigilancia del SUH en Argentina y Latinoamérica

Teniendo en cuenta el nimero de casos que se producen anualmente y la
severidad de la enfermedad, en abril del 2000 el Ministerio de Salud establecio,
mediante la Resolucion N° 346/00, la notificacién obligatoria al Sistema Nacional de
Vigilancia de la Salud individualizada e inmediata.

Complementariamente, a fin de reforzar el Sistema de Vigilancia vigente, se
implementd una estrategia de vigilancia adicional basada en Unidades Centinela (UC).
La vigilancia epidemiologica a través de las UC permite determinar tendencias,
focalizar actividades de vigilancia y sugerir intervenciones preventivas. Las UC en lugar
de seleccionar un area geografica con una poblacion definida, seleccionan una unidad
de atencion de salud sin poblacion definida, por ello esta estrategia tiene como
limitacion la imposibilidad de comparacioén de la magnitud del problema estudiado con
otras subpoblaciones o areas donde la informacion no se recolecta mediante esta
estrategia. Este sistema de vigilancia estd integrado por tres componentes:
epidemiolodgico, clinico y de laboratorio, que cumplen funciones especificas en relacion

a la recoleccion, el analisis y a la difusion de la informacion (Rivas, 2011).

1.10. Diagnéstico microbiologico de STEC

La metodologia diagnéstica de STEC se basa en el aislamiento de las STEC, en la
deteccion de la presencia de cualquiera de las Stx o de los genes stx en extractos fecales
o cultivos fecales. Estos procedimientos difieren en complejidad, velocidad,
sensibilidad, especificidad y costos, por lo tanto, las estrategias de diagnostico deben
adaptarse a la clinica y a los recursos disponibles.

Los méritos sobre la utilizacion de distintos tipos de ensayos han sido
ampliamente discutidos y debatidos, sin embargo, el consenso general es que la

estrategia en la seleccion de las pruebas en el laboratorio debe incluir la deteccion de
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todas las STEC, incluso en zonas donde el serotipo prevalente es STEC O157 (Gould y
col., 2009; Hermos y col., 2011).

En el laboratorio de microbiologia clinica, la recuperacion de STEC O157 a partir
de muestras de heces ha sido facilitada por la incapacidad de la mayoria de las cepas de
este serotipo de fermentar el sorbitol (Tarr y col., 2005). Por ello, si bien los
laboratorios resultan muy competentes a la hora de la deteccion de E. coli O157:H7, a
menudo no investigan la presencia de otros serotipos de STEC. Esto crea un vacio en el
diagnostico ya que el 50% o mas de las infecciones por STEC pueden ser causadas por
STEC no O157 y, ademas, la vigilancia y el conocimiento de la epidemiologia de la
enfermedad resulta incompleta (Gould y col., 2013)

Existen varios métodos disponibles para la deteccion de STEC en el laboratorio
clinico. Estos incluyen el cultivo, los inmunoensayos para deteccion de antigenos
especificos de STEC y pruebas moleculares, tales como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

El cultivo bacteriologico sigue siendo la prueba de referencia dada la importancia
de la identificacion de las cepas bacterianas viables para su posterior tipificacion. Por
esta razon, se ha incrementado el esfuerzo en el desarrollo de medios solidos que
permitan seleccionar STEC no O157 (Kase y col., 2015).

Otro punto a tener en cuenta es la sensibilidad limitada de los métodos de cultivo
en la deteccion de STEC, por lo que se recomienda que los laboratorios complementen
esta metodologia tradicional con otros ensayos diagnosticos (Gould y col., 2009).

Si bien los avances en la sensibilidad y velocidad de deteccion de STEC tienen
implicancia directa en el diagnostico y tratamiento de las enfermedades diarreicas, la
caracterizacion de los aislamientos de STEC, basada en la determinacion del serotipo o
de los factores de virulencia individuales, es necesaria para la prevencion, el control y la

prediccion de infecciones por STEC a nivel de salud publica.

1.10.1. Utilidad y estrategias del cultivo

El aislamiento en cultivo puro de la cepa patéogena puede permitir una
caracterizacion fenotipica completa de STEC de gran importancia a los fines
epidemiologicos. Otras ventajas del cultivo son la posibilidad de realizar un
enriquecimiento de la muestras lo que lleva a un aumento en la sensibilidad del proceso
y pueden desarrollarse en laboratorios de baja complejidad comparados con los métodos

moleculares.
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Cuando E. coli O157:H7 fue identificado por primera vez como agente etiologico
de CH se encontro que, a diferencia de la mayoria de las cepas de E. coli, no fermentaba
el sorbitol (Pai y col., 1984). A partir de este momento, se desarrollaron diferentes
medios de cultivo selectivos y diferenciales basados en esta caracteristica distintiva de
la E. coli O157:H7, lo que permite la diferenciacion de este microorganismo del resto de
los organismos presentes en la muestra (Gill y col., 2014).

Las guias del CDC del afio 2009 recomiendan que las muestras de heces de
pacientes con diarrea aguda adquirida en la comunidad, es decir, aquellas en las que se
buscan patéogenos entéricos como Salmonella, Shigella y Campylobacter, deben
investigarse para STEC O157 utilizando un medio selectivo y diferencial. Sin embargo,
un resultado negativo para STEC O157 no descarta la presencia de STEC no O157. Por
ello, las guias del CDC recomiendan, en estos casos, la busqueda de STEC no O157 en
la muestra utilizando una prueba que detecte las Stx o los genes que codifican para las

mismas (Gould y col., 2009).

1.10.1.1. Agar MacConkey sorbitol

El uso del agar MacConkey sorbitol (SMAC) para la siembra de heces de
pacientes con diarrea sanguinolenta, se basa en la peculiaridad bioquimica de E. coli
O157:H7 de no fermentar el sorbitol. Este medio difiere del tipico agar MacConkey
mediante la sustitucion de la lactosa por sorbitol. Ademas, el agar SMAC contiene
cefixima y telurito de potasio, utiles para suprimir el crecimiento de bacterias Gram
negativas que pudieran interferir en el aislamiento de STEC O157 (Nataro y col., 2007).

Las primeras investigaciones encontraron que el agar SMAC muestra una
sensibilidad, una especificidad y un valor predictivo negativo (VPN) para E. coli
O157:H7 aceptable, pero un valor predictivo positivo (VPP) del 28% (March y Ratnam,
1986). Ademas de su bajo VPP, otras limitaciones del SMAC incluyen su incapacidad
para detectar las STEC no O157, como asi también a aquellos aislamientos de STEC
0157 fermentadores lentos del sorbitol (Ammon y col., 1999).

La base genética para la fermentacion lenta del sorbitol por STEC O157 se basa
en que el gen uid4, que codifica para la B-glucuronidasa, controla la velocidad del
metabolismo del sorbitol en E coli. El clon epidémico original O157:H7 no presenta
actividad -glucuronidasa; sin embargo, transporta el gen wuidA que presenta 18
nucleotidos adicionales, de los cuales solamente 6 alteraron la secuencia aminoacidica

de la proteina UidA. Ademas, presenta dos mutaciones de desplazamiento de marco,
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con 18 bases de diferencia, que alteraron la secuencia de 6 aminoacidos consecutivos,
reduciendo la eficacia de la enzima. Debido a que la enzima no se inactiva
completamente, es de vital importancia realizar la lectura de las placas dentro de 24 a 48
horas de la inoculacion del medio para evitar falsos negativos (Feng y Lampel, 1994).
En conclusion, debido a la ocurrencia de este patégeno en todo el mundo y su
capacidad bien documentada de causar enfermedades graves, los medios seleccionados
para la siembra de las heces de pacientes con diarrea o SUH deben incluir el agar

SMAC para la recuperacion y el aislamiento de STEC O157.

1.10.1.2. Medios para la deteccion especifica de E. coli productora de Shigatoxina

Los medios cromogénicos son medios diferenciales y selectivos para la
identificacion visual de patdégenos especificos basados en sus caracteristicas
bioquimicos fenotipicas. El medio cromogénico, CHROMagar™ 0157 permite la
diferenciacion de las colonias de STEC O157, visualizadas de color malva, del resto de
las de E. coli que presentan color azul. Desafortunadamente, como ocurre con el agar
SMAC, CHROMagar'™ 0157 no es capaz de detectar las STEC no 0157
(CHROMagar™ 0157 CHROMagar Microbiologia, Francia, 2013).

Un estudio realizado por Church y col., demostré que el CHROMagar™ 0157
tenia una tasa de falsos positivos del 20% en comparacion con el agar SMAC que
resultd del 65%. En el mismo estudio, CHROMagarTM O157 tuvo una mayor
sensibilidad (96,3%) que el agar SMAC (85,2%) para la deteccion de STEC O157
(Church y col., 2007).

Otros medios cromogénicos, tales como Colorex™ 0157 (Alere Inc., Canada),
estan disponibles en el mercado para la deteccion de STEC O157, aunque no han sido
evaluados clinicamente.

Los laboratorios de microbiologia clinica utilizan ya sea el agar SMAC o el
CHROMagar™ 0157 para detectar exclusivamente STEC a pesar de la limitacién de
ambos medios en la deteccion de las STEC no O157.

El aumento de la prevalencia y la conciencia sobre la importancia de las STEC no
0157, junto con las directrices publicadas el CDC, ha llevado al desarrollo de medios
con indicadores cromogénicos para la deteccion de STEC no O157.

Los medios cromogénicos desarrollados para detectar un amplio nimero de
serotipos de STEC incluyen el CHROMagar'™ STEC y el agar Rainbow® 0157
(CHROMagar Microbiologia, Francia, 2014; Biolog, EE.UU., 2008).
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El medio CHROMagar™ STEC esta destinado a detectar todos los serotipos de
STEC basado en la utilizacion de sustratos cromogénicos por el microorganismo.

Por otro lado, el agar Rainbow® O157 detecta los serotipos O157:H7, 026:H11,
048:H21, O111:H- y O111:H8. Este medio contiene sustratos cromogénicos que son
especificos para las enzimas [-galactosidasa y la B-glucuronidasa. Las colonias de E.
coli O157:H7, tipicamente B-glucuronidasa negativas, se visualizan de color negro o
gris, en tanto las cepas toxigénicas no O157 que sobreproducen la -galactosidasa en
relacion con la B-glucuronidasa, aparecen en este medio de color purpura, violeta o azul.
El resto de las cepas de E. coli no patdgenas, B-glucuronidasa positivas, aparecen como
colonias rosas a purpuras y, finalmente, las restantes especies bacterianas son inhibidas
en este medio o crecen como colonias blancas (Biolog, EE.UU., 2008).

Durante el brote de E. coli O104:H4 productora de una B-lactamasa de espectro
extendido ocurrido en Europa en el 2011, se desarrolld especificamente el medio
CHROMagar™ STEC 0104 para detectar la cepa asociada al brote. Este medio es
incapaz de detectar otros serotipos no O157 y de las O104:H4 que han perdido el

plasmido que codifica para la B- lactamasa (Gouali y col., 2013).

1.10.2. Serotipificaciéon

Las STEC pueden ser caracterizadas por una amplia variedad de métodos,
incluyendo la serotipificacion (Blanco y col., 2004).

Como lo mencionamos anteriormente, el serotipo de un aislamiento de E. coli se
basa en el antigeno O (Ohne) presente en el LPS bacteriano y el antigeno H (Hauch) de
la proteina flagelar. El esquema de serotipificacion internacional ha descripto 174
antigenos O (numerados de 1 a 181, con los numeros 31, 47, 67, 72, 93, 94, y 122
suprimidos) y 53 antigenos H, con aislamientos de E. coli que presentan varias
combinaciones de antigenos O y H (Scheutz y col., 2004).

Un alto porcentaje de los serotipos de STEC son cepas mutantes no méviles (NM)
que portan el antigeno H. Investigaciones adicionales pueden, en algunos casos,
determinar el serotipo al que pertenecen estas cepas NM o identificar las diferencias
entre lo que parecen ser serotipos idénticos NM. Las STEC O157:H7 se caracterizan por
no fermentar el sorbitol y de amplia distribucion mundial, mientras que las STEC
O157:NM son fermentadoras de sorbitol y se encuentran generalmente solo en ciertas

regiones de Europa.

27



Introduccion

Dentro de las desventajas que presenta esta metodologia se encuentra la
imposibilidad en la tipificacion de aquellos aislamientos de STEC que tienen antigenos
O o H, o ambos, no descriptos en el sistema internacional y, por lo tanto, resulta
imposible su serotipificacion. Por otra parte, existe un acceso limitado a un pequefio
numero de laboratorios certificados para realizar la serotipificacion de las E. coli. No
obstante, este método, es una base importante para la diferenciacion de las STEC y es, a
menudo, el punto de partida en la caracterizacion de las mismas.

Como lo hemos mencionado, la serotipificacion es eficaz para revelar la
diversidad entre las STEC, sin embargo, existen otros sistemas desarrollados para la

subtipificacion de las mismas (Gyles, 2007).

1.10.3. Enzimoinmunoensayos para la deteccion de STEC

Los primeros enzimoinmunoensayos (EIA) desarrollados para la deteccion de Stx
identificaron colonias STEC basados en la union a anticuerpos monoclonales anti Stx1
y anti Stx2 inmovilizados sobre membranas. Posteriormente, se desarrollaron un gran
numero de EIA para la deteccion de STEC directamente en heces o en cultivos
selectivos de heces. La mayoria de estas pruebas detectan Stx1 y Stx2 y el antigeno
0157 (Bryan y col., 2015).

Multiples estudios demuestran que uno de los EIA mas evaluados y utilizados es
el EIA en microplaca Premier EHEC (Meridian Bioscience Inc., EE.UU.). Otro EIA que
se ha sometido a evaluacion clinica es el ProSpect Shigatoxin E. coli (Remel, Europe
Ltd., Reino Unido), el cual demostré una sensibilidad inferior en comparacion con el
Premier EHEC.

Otros inmunoensayos de pocillos desarrollados y comercializados son el ensayo
Shiga toxin Chek (TechLab Inc., EE.UU.) y el Ridascreen® Verotoxin (R-Biopharm
AG, Alemania).

Ademas, podemos mencionar el inmunoensayo Optico BioStar OIA SHIGATOX
(Inverness Medical-BioStar, Inc., EE.UU) que detecta Stx por su interacciéon con los
anticuerpos anti-Stx en la superficie de una oblea de silicio; esta interaccion provoca un
aumento en el espesor Optico de la pelicula delgada y se traduce en un cambio de color
visible en la oblea.

Por otro lado, se encuentran disponibles ensayos de inmunocromatografia como el
ImmunoCard STAT! EHEC (Meridian Bioscience Inc., EE.UU.), Duopath® Verotoxin
(Merck, Alemania), Quik Chek™ Shiga toxin (TechLab Inc., EE.UU.) y el
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ImmunoCard STAT! E coli O157 Plus (Meridian Bioscience, Inc., EE.UU.). Los
ensayos inmunocromatograficos proporcionan un resultado cualitativo en 10 a 15
minutos y los ensayos en microplaca, en aproximadamente 2 horas.

La sensibilidad y especificidad de los inmunoensayos no deben ser asumidas
como 100%, por lo que los resultados deben ser interpretados con cautela hasta la
identificacion certera de las colonias sospechosas de STEC. Frente a la posibilidad de
obtener resultados falsos positivos con estos métodos, se destaca la importancia de
utilizar mas de una metodologia para el diagnodstico de las enfermedades relacionadas

con STEC (Hunt, 2010).

1.10.4. Ensayos moleculares para deteccion de STEC

Pollard y col. desarrollaron una PCR convencional para la deteccion de los genes
stx] y stx2 en una unica reaccion (Pollard y col., 1990). A partir de entonces se han
desarrollado una multitud de ensayos de PCR y, un gran numero de ellos, utilizan
plataformas en tiempo real.

Las ventajas del uso de los ensayos de PCR en tiempo real incluyen una excelente
sensibilidad, especificidad y la posibilidad de desarrollo de ensayos multiples para
deteccion y diferenciacion de los genes stx/, stx2, eae 'y ehxA, entre otros (Zhang y col.,
2012).

Los ensayos comerciales de PCR en tiempo real comerciales tales como
GeneDisc® (GeneDisc® Technologies Pall Corporation, EE.UU.) y BAX® System
(DuPont Nutrition and Health, EE.UU.) incluyen la deteccion rapida de los genes stx1,
stx2 y eae u otros y, finalmente, la deteccion de los genes especificos del serotipo de
STEC O157 y de los seis serotipos principales de STEC no O157.

Numerosos ensayos moleculares para la deteccion simultinea de multiples
patogenos gastrointestinales estan disponibles en el mercado. El panel xTag®
Gastrointestinal Pathogen (GPP) (Luminex Corporation, EE.UU.) permite la deteccion
de multiples agentes etiologicos de gastroenteritis entre los cuales se detectan, por
separado, E. coli O157 y STEC no O157.

El EntericBio real time Gastro Panel I® (Serosep, Irlanda), el panel GI
FilmArray® (BioFire, Inc., EE.UU.) y el Seeplex® Diarrhea ACE Detection (Seegene,
Corea del Sur) muestran sensibilidades y especificidades similares para STEC como el

GPP.
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Un método de considerable interés para la deteccion de STEC en heces humanas
que atn no se ha evaluado clinicamente es la Amplificacion Isotérmica Mediada por
Lazo (LAMP) (del inglés, Loop-Mediated Isothermal Amplification Method). Esta
variante de la técnica de PCR utiliza multiples iniciadores, condiciones isotérmicas (60-
65 °C) y la Bst-DNA polimerasa para la amplificacion de la secuencia blanco. Las
ventajas de esta técnica es su elevada sensibilidad y especificidad, tiempos de proceso
relativamente cortos (30 minutos a 1 hora), condiciones isotérmicas y un sistema de

deteccion sencilla (Mori y Notomi, 2009).

1.10.5. Separacion inmunomagnética

La separacion inmunomagnética se utiliza en la industria alimentaria para mejorar
la recuperacion de diversos serotipos de STEC. Esta metodologia consiste en la
deteccion de E. coli O157:H7/NM mediante la utilizacion de anticuerpos anti-E. coli
O157 purificados, adsorbidos y unidos covalentemente a la superficie de particulas
esféricas paramagnéticas de poliestireno, uniformes y microscopicas. Estas particulas
marcadas son incubadas en el caldo de enriquecimiento lo que permite la unidon de los
anticuerpos al antigeno somatico de E. coli O157:H7/NM. Posteriormente, se realiza la
concentracion mediante la utilizacion de un iman y el concentrado es sembrado en un
medio diferencial y selectivo para E. coli O157:H7/NM (Rivas, 2011).

De la misma manera que para el serotipo O157, se encuentran disponibles en el
mercado, diferentes reactivos para la concentracion inmunomagnética de los serotipos
de STEC méas comunmente asociados con enfermedad humana. Asi, se puede realizar
una concentracion selectiva de los serogrupos 026, 0103, O111 y O145 de una muestra
pre-enriquecida. Podemos mencionar marcas comerciales como Neogen (Neogen Corp.,

EE.UU.) y Dynabeads (Dynal, Noruega).

1.10.6. Ensayo de citotoxicidad sobre células Vero

La citotoxicidad sobre células Vero (rindén de mono verde africano) sigue siendo
la técnica de referencia para la demostracion de la presencia de toxinas Stx en muestras
de materia fecal.

Las células Vero tienen una alta concentracion de receptores de Gb3 en sus
membranas plasmadticas asi como también de Gb4 (receptor especifico para Stx2e) vy,
por lo tanto, son sensibles a todas las variantes de Stx conocidas. En un ensayo tipico, la

monocapa de células Vero se trata con extractos fecales esterilizados por filtracion o
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con filtrados de cultivos fecales y se examina el efecto citopatico luego de 48 a 72 horas
de incubacion.

Histéricamente, este ensayo ha jugado un papel muy importante en el
establecimiento del diagnostico de la infeccion por STEC, especialmente, cuando el
aislamiento del microorganismo resulta dificultoso.

La sensibilidad de la técnica estd influenciada por el recuento de STEC en la
muestra fecal, asi como la cantidad y potencia de la Stx producida por el propio
microorganismo y el grado en que la Stx se libera de las células bacterianas. Karmali y
col. encontraron que el tratamiento de los cultivos fecales con polimixina B, empleada
para liberar la toxina asociada a las células, mejord la sensibilidad del ensayo de
citotoxicidad (Karmali y col., 1985).

A pesar de que se trata de un método diagnodstico valioso, estas técnicas son
laboriosas, lentas y de alto costo, por lo que su uso estd restringido a laboratorios de

mayor complejidad, fundamentalmente a los laboratorios de referencia.

1.10.7. Métodos alternativos de subtipificacion de STEC

Existe una enorme diversidad genética dentro de los aislamientos de STEC. En
E. coli O157:H7, la diversidad es en gran parte debida a inserciones y deleciones en las
islas O y en los bacteriofagos (Gyles, 2007).

Los estudios epidemiologicos, la investigacion de brotes y la deteccion temprana
de brotes asociados a ETA dependen de los métodos de tipificacion que discriminan
mas alla del nivel de serotipo, los cuales estan ampliamente desarrollados para STEC
O157:H7. Se han desarrollado métodos de subtipificacion molecular para discriminar
las diversas cepas de E. coli O157: H7. Estos métodos se han aplicado principalmente
en brotes, para distinguir entre infecciones asociadas a brotes y esporadicas o no
relacionadas (Bender y col., 1997).

Uno de los métodos de subtipificacion mas comunmente utilizados es la
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) (del inglés Pulsed Field Gel
Electrophoresis), técnica en la que los fragmentos de cromosoma bacteriano generados
por la digestion con una enzima de restriccion seleccionada para cortar el ADN en 20 a
25 piezas, se separan por electroforesis (Terajima y col., 2006). La comparacion de los
patrones obtenidos permite determinar las relaciones de los aislamientos entre si.

Otro método de subtipificacion para STEC O157:H7 es el Analisis de Multiples
Locus Numero Variable de Repeticiones en Tandem (MLVA) (del inglés: Multiple
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Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis) (Hyytid-Trees y col., 2006). Este
método se basa en la ocurrencia de un numero variable de repeticiones en tandem de
tramos cortos de ADN en loci especificos en el cromosoma. El MLVA es una técnica
relativamente simple, robusta, rapida, con una sensibilidad similar al PFGE y muy
eficaz en la determinacion de las relaciones entre las STEC O157:H7 (Noller y col.,,
2003).

Un tercer método molecular de subtipificacion es el Multilocus Sequences typing
(MLST) basado en las variaciones de secuencias de nucledtidos de fragmentos internos
de genes de referencia. Este método no demostrd ser efectivo para subtipificar
aislamientos de STEC O157:H7 (Noller y col., 2003).

Ahmed y col. (1987) desarrollaron un esquema de tipificacion de fagos para
STEC O157:H7 que, posteriormente, fue ampliado de 62 a 88 tipos de fagos. Este
método ha sido un complemento util de la serotipificacion y el PFGE. La tipificacion de
fagos también se ha informado para subtipificacion de determinadas STEC no O157
(Ahmed y col., 1987; Rivas y col., 2006).

El analisis de los genes de virulencia es un método muy ttil en la tipificacion de
STEC (Beutin y col., 1994). Los genes stx, eae y ehxA son los investigados con

frecuencia para esta finalidad (Rivas y col., 2006).

1.11. Legislacion alimentaria sobre STEC

A partir de junio de 2012, EE.UU. implement6 medidas relacionadas a mitigar los
riesgos sanitarios de las carnes bovinas por cepas de STEC patogenas para el hombre.
El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) (del inglés, United States
Department of Agriculture), representado por el Servicio de Inspeccion de Alimentos
(FSIS) (del inglés, Food Safety and Inspection Service), adoptd regulaciones aplicables
a las carnes frescas destinadas a la produccion de carnes molidas. La FSIS considera
que una mercaderia sera rechazada al confirmarse la presencia de STEC por
aislamiento, la presencia de los genes stx y eae o de al menos uno de los serogrupos
026, 045, 0103, 0111, 0121 y O145, denominados big six.

En la Union Europea, también a partir de esa fecha, se comenzaron a aplicar
controles en la frontera a cortes de carne fresca implementando el criterio de “tolerancia

cero” para rechazar los lotes, inclusive ante la deteccion del gen stx.
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En ese mismo afio, entr6 en vigencia la Norma ISO 13136 para la deteccion,
aislamiento y caracterizacion de STEC (0157, O111, 026, O103 y O145). Cabe aclarar
que esta norma no es una herramienta legal (ISO 13136, 2012).

En los paises del Mercosur, especificamente en Uruguay, el Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca a través de la Direccion General de Servicios Ganaderos
(DGSQ), a la luz de la normativa mencionada, resolvid aplicar controles oficiales en
todas las producciones de carne bovina cruda, recortes y/o carne que pueda destinarse a
la preparacion de carne picada. La normativa vigente en este pais establece que las
empresas productoras de dichos productos deben establecer procedimientos de
autocontrol para exportar a EE.UU. Estas medidas adoptadas por el gobierno y la
industria uruguaya podrian servir como experiencia para el resto de los paises del

Mercosur en la certificacion de sus productos.

1.11.1. Marco regulatorio y estado de situacion en la Republica Argentina

En la Republica Argentina, en mayo de 2004, se modifico el Articulo 255 del
Codigo Alimentario Argentino (CAA) y, en el 2012, se modificaron o incluyeron los
articulos 156tris, 286bis, 302 y 925quater. Estos refieren a las especificaciones
microbioldgicas que deben cumplir la carne picada fresca, la comida preparada lista
para el consumo, las salazones cocidas, los chacinados frescos, y las frutas y hortalizas,
respectivamente. Todas estas categorias de alimentos deben cumplir con un criterio
microbioldgico que, entre otros parametros, incluye la ausencia de E. coli O157:H7 en 5
muestras de 65 g cada una, o ausencia en 5 muestras de 25 g cada una (Articulo
925quater). Las metodologias recomendadas por el CAA para el analisis de estos
alimentos son la USDA/FSIS, ISO y BAM-FDA (del inglés, Bacteriological Analytical
Manual), que refieren especificamente a la busqueda de E. coli O157:H7 (CAA, 2016).

La vigilancia de las STEC no O157 en alimentos no se realiza en forma
generalizada debido a que no existe una reglamentacion, quedando limitada la deteccion
de STEC no O157 a determinados lugares con capacidad analitica. En este contexto, las
autoridades sanitarias aplicaron el criterio de “tolerancia cero” para STEC en
hamburguesas congeladas, de acuerdo a lo que estipula el articulo 6 inciso 6a del CAA,
como consecuencia de la ausencia de un marco regulatorio especifico.

El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) dispone
de dos circulares, una refiere al monitoreo de STEC O157:H7 (3834) y la otra al
monitoreo de STEC no O157 (4032) (SENASA, 2008).
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En el 2015, la Comision Nacional de Alimentos (CONAL) aprobo la inclusion en
los criterios microbioldgicos de los Articulos 156tris, 255, 302 y 925quater los
serogrupos 0145, 0121, 026, O111 y O103 por ser los serogrupos mas prevalentes en

salud publica.

1.11.2. Protocolos internacionales estandarizados para la deteccién y aislamiento
de STEC en alimentos

La elevada prevalencia de brotes y casos asociados a los serotipos 026, 045,
0103, OI111, OI121, O145 y OI157 en carnes y otros alimentos, motivdo a que las
agencias de control de la seguridad alimentaria, tales como la USDA o la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) (del inglés, Food and Drug
Administration) o la Organizacion de Normalizacion Internacional (ISO) (del inglés,
International Standarization Organization) focalicen sus esfuerzos de control en la
deteccion de estos serotipos mediante técnicas oficiales para alimentos seleccionados
como productos céarnicos. Las metodologias oficiales para la busqueda de STEC en
alimentos se basan, en lineas generales, en los siguientes pasos: 1) enriquecimiento en
caldo de cultivo selectivo, 2) tamizaje, 3) concentracion inmunomagnética, 4)
aislamiento en medios selectivos y diferenciales, 5) confirmacién por pruebas
bioquimicas y serologicas y 6) determinacion de factores de virulencia.

Para ello, se establecieron normas para la deteccion y el aislamiento del serogrupo
O157. La norma ISO 16654:2001 describe un método para el aislamiento de E. coli
O157, basado en caracteristicas especificas de este serogrupo. Sin embargo, los
esfuerzos para identificar rasgos que caractericen el crecimiento de STEC no O157 no
han sido suficientes para lograr el desarrollo de una metodologia para la deteccion y el
aislamiento de todos los serogrupos no O157.

La base de las metodologias de tamizaje para muestras de alimentos de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (del inglés, European Food
Safety Authority) radica en que la mayoria de los serogrupos de STEC poseen los genes
stx 'y eae. Sin embargo, para determinar que una muestra esta contaminada con STEC es
necesario el aislamiento de la bacteria y la confirmacion del perfil virulento,
descartando la presencia de ADN libre o fagos stx libres en el caldo de enriquecimiento.
Este paso puede retrasar la confirmacion de la presencia o no de STEC en el alimento
sospechoso debido a la carencia de medios de cultivo especificos y diferenciales

orientados a la identificacion de STEC (EFSA, 2013; Kase y col., 2015).
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La USDA dispone de las normas MLG (del inglés, Microbiology Laboratory
Guidebook) para el analisis de STEC O157:H7 y de los serogrupos 026, 045, 0103,
O111, O121 y O145 en productos carnicos. Estas normas describen un paso de
enriquecimiento en caldo Tripticasa Soya modificado (CTSm) seguido por una PCR en
Tiempo Real empleando un equipo comercial para la deteccion de O157:H7 (MLG
5.09) y de los genes stx y eae (MLG 5B.05). Aquellas muestras con sefial stx/eae son
sometidas a otro tamizaje por PCR en tiempo real para la deteccion del serogrupo. Si la
muestra resulta positiva para O157:H7 (MLG 5.09) o para stx/eae y para alguno de los 6
serogrupos no O157 (MLG 5B.05), se procede al aislamiento por separacion
inmunomagnética y, posteriormente, a la siembra en agar Rainbow modificado.

La FDA propone un protocolo para aislar E. coli diarreogénicas, incluyendo las
STEC O157:H7 y no O157 implicadas en ETA (Feng y col., 2011a). Sin embargo este
protocolo esta validado para el analisis de productos que contengan carne pero no para
muestras de carne exclusivamente.

La especificacion técnica CEN ISO/TS 13136 incluia la deteccion de genes stx
seguida, en las muestras positivas, de la deteccion del gen eae. Todas las muestras
positivas para los genes stx y eae debian ser luego sometidas a la deteccion del
serogrupo especifico y al aislamiento mediante separacion inmunomagnética.

A partir del brote de Alemania de 2011, la ISO/TS 13136 fue modificada para
adaptarla a la nueva realidad europea. Segun la nueva version (ISO/TS 13136:2012),
cualquier STEC es considerada patogena para el hombre y podria causar enfermedad
severa dependiendo del perfil de riesgo del alimento (alimentos listos para consumo,
alimentos que sufren coccién o pasteurizacion) y del estado del individuo que lo
consuma. Ademads, dada la gran plasticidad genémica de esta especie bacteriana, es
posible que modificaciones en los factores de virulencia puedan generar nuevas cepas
patogenas pertenecientes a otros serogrupos. Esta nueva version también sugiere que
serogrupos patogenos pueden surgir a partir de la adquisicion del gen stx por cepas no
STEC. Esta norma propone la utilizacion de CTSm con 16 mg/L de novobiocina y
casaminoacidos, agua peptonada bufferada o agua peptonada bufferada modificada con
piruvato, acriflavina, cefsulodina y vancomicina como caldos de enriquecimiento, segiin
el tipo de matriz a analizar. Posteriormente, se procede al tamizaje por PCR en tiempo
real para la deteccion de los genes stx y eae, y el aislamiento en agar Triptona Bilis
Glucuronido aplicando la técnica de separacion inmunomagnética en caso que exista

para el serogrupo identificado.
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2. Enzimoinmunoensayos
2.1. Historia

A lo largo de los afos se han utilizado diferentes metodologias que permitieron
evidenciar la reaccion antigeno-anticuerpo basadas en la inmunoprecipitacion y la
aglutinacion. La baja sensibilidad y nivel de deteccion de estos métodos llevo al
desarrollo de técnicas que empleaban marcadores para detectar dicha reaccion. Se han
utilizado is6topos radioactivos, compuestos fluorescentes y quimioluminiscentes,
marcadores electroactivos, lantanidos, radicales libres estables, particulas de latex,
liposomas, colorantes, coloides, bacteridfagos y enzimas, entre otros.

Los EIA o ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) constituyen el
desarrollo ulterior del radioinmunoandlisis (RIA); en lugar de los peligrosos
radioisotopos de corta vida media, se emplean enzimas como sustancias marcadoras.
Los EIA combinan la reaccion inmunologica con un indicador altamente sensible por lo
que el débil efecto inmunoldgico se ve reforzado por la amplificacion enzimatica. De
esta manera, estas técnicas se caracterizan por una elevada sensibilidad y detectabilidad
sumada a la especificidad de la reaccion inmunoldgica. Estos ensayos se apoyan en tres
caracteristicas biologicas fundamentales: la extraordinaria especificidad de los
anticuerpos, el elevado poder catalitico y la alta especificidad de las enzimas, lo que
explica su elevada aplicabilidad en el diagnostico clinico a través de la identificacion de
la presencia y concentracion de moléculas en los distintos fluidos bioldgicos (Aydin,
2015; Tijssen, 1993; Voller y col., 1978).

Aunque el principio basico de las técnicas de ELISA y del RIA datan de 1941, el
método ELISA fue disefiado en 1971 por los cientificos suizos Engvall y Perlmann
quienes desarrollaron el ELISA mediante la modificacion del método de RIA,
empleandolo en la determinacion de los niveles de IgG en el suero de conejo (Engvall y
Perlmann, 1971). En el mismo afio, otro equipo de investigacion, cuantifico
gonadotropina coridonica humana en orina mediante el método de EIA utilizando la
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) (Van Weemen y Schuurs, 1971).

A partir de la invencion del ELISA, los investigadores utilizaron esta metodologia
en el diagnostico microbiologico. En 1980, Siegle y col.,, modificaron esta prueba
mediante la incorporaciéon de placas de microtitulacion para identificar las
concentraciones de diversas hormonas, péptidos y proteinas (Siegle y col., 1980).

Los EIA contintian siendo el pilar de los métodos en los que se explota la

especificidad inherente de los anticuerpos. Esta técnica esta ain en expansion en todos
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los campos de la biologia pura y aplicada y se ha convertido en un método utilizado de
forma rutinaria en los laboratorios de investigacion y diagnodstico en todo el mundo. Si
bien hay un uso creciente de sistemas automatizados de EIA con aplicaciones
comerciales; las técnicas manuales siguen utilizdndose en investigaciones y en

laboratorios de baja complejidad (Crowther, 2000).

2.2. Clasificacion de los enzimoinmunoensayos

Existen diferentes criterios de clasificacion para los EIA, seglin la naturaleza del
sistema pueden ser competitivos o no; y conforme a la naturaleza del conjugado se han
identificado los ensayos con antigenos o anticuerpos marcados. Sin embargo, la
clasificacion mas utilizada es la de inmunoensayos heterogéneos u homogéneos de
acuerdo al requerimiento o no de estos procedimientos para separar las fases del ensayo

(O'Kennedy y col., 1990; Aydin, 2015).

2.2.1. Enzimoinmunoensayos homogéneos

Estos EIA se ejecutan sin una fase solida y no requieren la separacion entre los
reactantes enlazados y libres. Su principio se basa en una inhibicién o activacion de la
reaccion enzimatica por el complejo antigeno-anticuerpo. En la reaccion enzimatica de
comprobacion, esta actividad catalitica se mide en comparacion con el conjugado libre,
lo que hace superflua la separacion de fases (O'Kennedy y col., 1990).

En los ensayos homogéneos, si bien queda eliminada la fase de separacion, se
introduce el riesgo de que los componentes de la muestra puedan interferir en la
actividad enzimatica. Sin embargo, la mayor limitante es su baja sensibilidad lo que no
los convierte en una alternativa real para la deteccion de anticuerpos. Estos ensayos se
utilizan principalmente para sustancias de bajo peso molecular (haptenos) y de
concentracion relativamente alta, como la farmacovigilancia de drogas. La tinica ventaja

que poseen es su sencillez operativa (O'Kennedy y col., 1990).

2.2.2. Enzimoinmunoensayos heterogéneos

Los inmunoensayos enzimaticos heterogéneos, conocidos con el nombre de
ELISA, se basan en el mismo principio que el RIA. En este método, es esencial contar
con una etapa de lavado posterior a la union del antigeno y el anticuerpo, para eliminar

la presencia de moléculas interferentes en el medio.
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La técnica de ELISA se fundamenta en la premisa de que, luego de acoplar
antigenos solubles o anticuerpos a una matriz sélida insoluble, éstos retienen la
actividad inmunolégica. Estas biomoléculas también pueden unirse a una enzima, por lo
tanto el conjugado resultante, retiene tanto la actividad enzimatica como la
inmunologica (Ochoa Azze, 2012).

Brevemente, luego de la incubacion de antigeno-anticuerpo, se realiza una
separacion entre el inmunocomplejo formado sobre la fase solida y las biomoléculas no
fijadas a este soporte. Esta separacion puede hacerse por simple aspiracion y lavado, lo
que permite eliminar todos los componentes de la muestra que podrian interferir en el
ensayo. La separacion entre los inmunorreactantes libres y fijados puede hacerse
también por sedimentacion, captura de los inmunocomplejos de interés, filtracion,
difusion radial y otros principios inmunocromatograficos. No obstante, el lavado es el
procedimiento de eleccion (Ochoa Azze, 2012).

Ademas de haptenos, en el ELISA también es posible determinar moléculas de
alto peso molecular. Sin embargo, su principal ventaja estd dada por su alta sensibilidad,
detectabilidad, precision y exactitud, lo que hace que el ELISA pueda equipararse al

RIA pero sin las desventajas propias de este ultimo método (O'Kennedy y col., 1990).

2.2.2.1. Clasificacion del ELISA

Existen diferentes clasificaciones para los sistemas de ELISA basadas
fundamentalmente en los principios de reaccion. Los ELISA pueden ser competitivos o
no competitivos (Tijssen, 1993).

En los ensayos competitivos, los anticuerpos o los antigenos son inmovilizados
sobre la fase solida y su union con el conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima,
es inhibida por la presencia del analito no marcado en la muestra. Las incubaciones
entre muestras y conjugados pueden ser simultaneas o secuenciales. Esta ultima variante
no es estrictamente competitiva, presenta una mayor detectabilidad y es la recomendada
para detectar anticuerpos de baja afinidad.

Estos ensayos, en especial el de inhibicion de antigeno, son utiles para la
evaluacion de la respuesta inmune humoral, al favorecer la interaccion antigeno-
anticuerpo que se realiza en la fase liquida. Se caracterizan por tener una buena
correlacion con los ensayos in vivo aunque son mas laboriosos sobre todo cuando se

requiere procesar un gran numero de muestras (Harlow y Lane, 1998).
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Los ensayos heterogéneos no competitivos pueden subdividirse, de acuerdo al
inmunorreactante inmovilizado, en ensayos de captura de anticuerpos o de antigenos.

En los ensayos de captura de anticuerpos se destaca el principio del ensayo
indirecto, en el cual los antigenos capturan a los anticuerpos y la reaccion se evidencia
por el conjugado antiinmunoglobulina-enzima, o proteina A-enzima. La cantidad de
enzima enlazada indica la concentracion de anticuerpos en el suero y puede ser medida
por la degradaciéon de su sustrato. No obstante, debe tenerse en cuenta que su
correlacion con los ensayos in vivo se afecta cuando la concentracion de anticuerpos es
baja, ya que el ELISA indirecto tiende a sobrestimar los sueros de titulos bajos,
probablemente esto se deba a la presencia de inmunoglobulinas inespecificas o de
anticuerpos de baja afinidad. Este método es el de eleccion para detectar anticuerpos de
clase IgG o IgA. Los anticuerpos de clase IgM puede estudiarse previa absorcion de los
anticuerpos IgG, aunque este isotipo debe evaluarse preferentemente con ensayos de
captura IgM.

El ELISA tipo sandwich doble anticuerpo es el ejemplo clasico de métodos para
la deteccion de antigenos, el primer anticuerpo captura el antigeno de la muestra que es
detectado a través del conjugado anticuerpo-enzima o amplificado con un conjugado
dirigido contra el segundo anticuerpo (sandwich doble anticuerpo modificado) u otros
procedimientos (Ochoa Azze, 2012).

Los ensayos sandwich doble antigeno, se emplean para la deteccion de
anticuerpos y, al igual que en los indirectos, los antigenos capturan los anticuerpos, pero
en esta ocasion en lugar de un conjugado anti-inmunoglobulina-enzima, usamos
antigeno-enzima, de esta forma se alcanza la maxima sensibilidad y detectabilidad
(Tijssen, 1993).

En general, los ensayos sandwich son mas apropiados para la automatizacion de
los sistemas ELISA, ya que puede suprimirse un paso de reaccion afiadiendo
simultaneamente muestras y conjugado, aunque hay que prever las posibles
interferencias del conjugado a elevadas concentraciones de antigenos o anticuerpos en
la muestra.

La seleccion de uno u otro principio depende principalmente de los propoésitos del
ensayo, la disponibilidad y calidad de los reactivos y su utilizacion en la practica. La
modalidad més frecuente del ELISA para la determinacion de antigenos es el modelo

sandwich directo descripto anteriormente (Ochoa Azze, 2012).

39



Introduccion

3. Estandarizacion de los enzimoinmunoensayos

La seleccion del EIA y sus procedimientos relacionados deben ser adecuados para
las aplicaciones, es decir, para los fines diagnosticos requeridos a fin de que los
resultados de estos ensayos sean pertinentes.

Los requisitos que debe cumplir un EIA no so6lo incluyen la adecuacion
diagnostica de la prueba, sino también su aceptacion por las comunidades cientifica y
reguladora, su aceptabilidad por parte del cliente y su aplicabilidad de acuerdo a los
recursos disponibles en cada laboratorio. Entre tales requisitos, se pueden incluir los
costos de realizacion, la disponibilidad de equipos, el nivel de sofisticacion de la técnica
y las destrezas de interpretacion de la misma, la disponibilidad de reactivos, la
caducidad de los productos, las condiciones para el transporte, la bioseguridad, el
rendimiento de la muestra, el tiempo para la obtencion de los resultados, los aspectos
relacionados con el control de calidad y la garantia de calidad (OIE, 2008).

Las etapas para la optimizaciéon de un EIA involucran: la preparacion de
estandares y controles, la evaluacion del recubrimiento o sensibilizacion de la fase
solida, la seleccion de los amortiguadores y de los reactivos de deteccion y la

evaluacion de las condiciones de reaccion.

3.1. Preparacion de estandares y controles

Es necesario garantizar la obtencion de estandares y/o controles homogéneos para
la optimizacion del ensayo de ELISA.

Las muestras de control pueden crearse mediante la adicion de una concentracion
conocida del analito en la matriz y se pueden utilizar para determinar el rendimiento del
ensayo basado en el calculo del porcentaje de la recuperacion.

Otras muestras de control que pueden emplearse en los ensayos de ELISA son las
creadas a partir de muestras reales donde el nivel de analito ha sido determinado por
otro método validado. Estas muestras son fraccionadas, congeladas y utilizadas como
muestras de control para evaluar el rendimiento del ensayo (Cox y col., 2014).

La congelacion y descongelacion reiterada provoca la desnaturalizacion de las
proteinas. Por ello, se emplean distintos procedimientos estabilizadores entre los que se
destacan la liofilizacion con y sin aditivos, el uso de azucares, polialcoholes y
aminoacidos o proteinas de diferentes especies para la conservacion en medio liquido.

Diversos estudios sugieren el empleo de albumina sérica humana al 6%. Ademas, deben
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incluirse agentes antibacterianos como la azida sodica o el timerosal (Ochoa Azze,

2012).

3.2. Evaluacion de la sensibilizacion de la fase sélida

En los ELISA es extremadamente importante la etapa de sensibilizacion de la fase
solida. En estos ensayos hay una proporcionalidad entre el nimero de moléculas
inmovilizadas en la primera capa sobre la matriz solida y las que reaccionan en la
segunda capa. Esta proporcionalidad continiia en capas ulteriores y es responsable de la
sensibilidad del ensayo. Ademas, es vital que la orientacion de las moléculas
inmovilizadas sea la correcta.

La adsorcion de las biomoléculas depende, principalmente, de las débiles fuerzas
de atraccion intermoleculares basadas en polaridades eléctricas intramoleculares
alternativas y estacionarias, mediadas principalmente en el primer caso por grupos

hidrofébicos y en el segundo, por grupos hidrofilicos (Ochoa Azze, 2012).

3.2.1. Seleccion del soporte sélido

Se describen un gran numero de materiales utilizados como fase soélida, entre
ellos, el cloruro de polivinilo, el polipropileno, el acrilico y la nitrocelulosa, entre otros.
El poliestireno es el mas usado por su excelente cualidad Optica, por facilitar enlaces
estables y por su dureza mecanica. Las microplacas de poliestireno pueden ser
estandares o de alta captacion. Estas ultimas, ademas de los grupos hidrofobicos
caracteristicos de este material, tienen una fina red de grupos hidrofilicos capaces de
establecer puentes de hidrogeno (Ochoa Azze, 2012).

En el caso de los antigenos de pobre adsorcion deben emplearse soportes que
faciliten la union covalente, aunque también pueden usarse plasticos convencionales. La
inmovilizacion se logra a través de moléculas puentes, como la albiimina sérica bovina
o humana metilada y otras sustancias policatiénicas como la poli-L-lisina. En el caso de
los péptidos sintéticos puede también alcanzarse mediante extension del extremo N-
terminal con grupos que faciliten su adsorcion (Ochoa Azze, 2012).

Entonces, la fase solida mas ampliamente explotada es la placa de microtitulacion
de 96 pocillos fabricada a partir de cloruro de polivinilo (placas flexibles) o de
poliestireno (placas rigidas e inflexibles).

En forma general, se recomienda el uso de pocillos de fondo plano en los que se

emplea la lectura espectrofotométrica para evaluar el desarrollo de color. Sin embargo,
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los pocillos de fondo redondo pueden ser utilizados cuando se realiza la evaluacion
visual de la prueba (Crowther, 2000).

Existen otros formatos sélidos como perlas o microparticulas, membranas, tubos,
tiras o placas tipo estrella, los cuales brindan una mayor sensibilidad y detectabilidad al
aumentar la superficie de contacto y disminuir los tiempos de reaccion (Ochoa Azze,
2012).

El rendimiento de las placas debe ser examinado en forma rutinaria ya que no se
puede asumir que las placas no varian en su rendimiento. Esto es particularmente

importante cuando se trabaja con lotes de placas diferentes (Crowther, 2000).

3.2.2. Inmovilizacion del material biologico

Una caracteristica clave de la fase solida del ELISA es que los antigenos o los
anticuerpos se pueden unir a las superficies facilmente por adsorcion pasiva. Este
proceso es comunmente llamado revestimiento. La mayoria de las proteinas se adsorben
a las superficies de plastico, probablemente, como resultado de interacciones hidrofobas
entre las subestructuras de la proteina no polar y la matriz de pléstico. Las interacciones
son independientes de la carga neta de la proteina y, por lo tanto, cada proteina tiene una
constante de union diferente (Crowther, 2000).

La inmovilizacion del material bioloégico depende principalmente de las
caracteristicas del soporte so6lido, de las propiedades de la biomolécula donde la
velocidad de difusion disminuye proporcionalmente al aumento del volumen
hidrodinamico, de la hidrofobicidad y del tipo de soporte sélido.

Otro factor importante es la concentracion de la biomolécula ya que a mayor
concentracion se incrementa la adsorcion. Generalmente, concentraciones entre 1-10
ug/mL son suficientes, aunque estas deben estimarse en cada caso. Las concentraciones
elevadas pueden provocar una disminucion de la sensibilidad y la detectabilidad del
ensayo (efecto gancho) debido a la formacion de sobrecapas de biomoléculas
débilmente adsorbidas que se liberan facilmente en los pasos subsiguientes, inhibiendo
los inmunorreactantes en la fase liquida.

Mas atn, en esta etapa se requiere establecer las condiciones de temperatura y
tiempo de incubacion ya que son directamente proporcionales a la adsorcion. La
temperatura aumenta la velocidad de difusién mediante el incremento de la interaccion
entre la biomolécula y la fase so6lida. Por otra parte, un tiempo apropiado es necesario

para lograr una inmovilizacion efectiva. Sin embargo, cuando se prolonga demasiado el
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tiempo o se aumenta excesivamente la temperatura, puede disminuir la adsorciéon por
desnaturalizacion de las biomoléculas. Existe una relacion inversa entre tiempo y
temperatura que debe ser controlada estrechamente. Las incubaciones de 2 a 4 horas a
37 °C son equivalentes a incubaciones de 16 a 20 horas a 2-8 °C, generalmente, esta
ultima combinacion es la satisfactoria.

Finalmente, los amortiguadores que se emplean en el recubrimiento, en la dilucion
de los inmunorreactantes y en los lavados se determinan experimentalmente.
Generalmente tienen un pH neutro y los usados como diluyentes contienen moléculas
con funcion estabilizante y bloqueadora (Cox y col., 2014).

El amortiguador mas comun y que aporta mejores resultados es el amortiguador
carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6. Otros amortiguadores utilizados son el Tris 0,01
M, NaCl 0,1 M, pH 8,5; Tris 0,05 M, pH 8,0; el fosfato de sodio 0,01 M, NaCl 0,1 M,
pH 7,2; el citrato 0,1 M, pH 6,0; el clasico amortiguador fosfato salino (PBS) 0,15 M,
pH 7,2- 7,4 e, incluso, el agua desionizada. No deben emplearse amortiguadores con
elevada fuerza ionica, detergentes u otras moléculas que puedan competir con los sitios
de union a la fase soélida o aumentar la viscosidad de la solucion. Sin embargo, el
Tween-20 al 0,05% (v/v) es el de eleccion cuando se usa material de alta captacion (Cox

y col., 2014).

3.3. Seleccion de los reactivos de deteccion

La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta generalmente mediante un cambio de
color o la emision de luz producidos por la interaccion de una enzima y su sustrato.
Ambos efectos son cuantificables y proporcionales a la intensidad de la interaccion.

El uso de las enzimas como elemento marcador se debe a su enorme poder
catalitico, su alta especificidad, el amplio espectro de sustratos que pueden usarse y la
gran estabilidad de los conjugados. Los criterios de seleccion para una enzima
marcadora son bajo costo y alto grado de pureza en su obtencion, presencia de grupos
reactivos para la union covalente, estable en forma libre y conjugada, elevada actividad
catalitica, soluble, sensible y mensurable, no debe hallarse en el medio a examinar y la
actividad debe conservarse en las condiciones de la prueba. Por otra parte, se debe tener
en cuenta la disponibilidad de sustratos estables, baratos y no toxicos que permitan la
formacion de productos estables (Hornbeck, 2001).

Numerosas enzimas son utilizadas en los ensayos heterogéneos, pero la HRP y

fosfatasa alcalina son las de uso mas frecuente. En los ensayos homogéneos se utilizan
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la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, la lisozima, la malato deshidrogenasa y la
hexoquinasa, entre otras (Harlow y Lane, 1998).

La HRP es una hemoproteina que transfiere el hidrogeno de moléculas donadoras
al peréxido de hidrogeno, se conjuga facilmente, tiene una elevada actividad catalitica y
un gran nimero de cromogenos que permiten la lectura fotométrica, como la 3,3°,5, 5°-
tetrametil-bencidina, la orto-fenilendiamina y el 2,2’-azino-bis (Harlow y Lane, 1998).

La fosfatasa alcalina es una enzima de dificil conjugacion, sin embargo, sus
conjugados son muy estables. Aunque la sensibilidad con los sustratos cromogénicos es
inferior a la que puede alcanzarse con la peroxidasa, la fosfatasa alcalina reune otras
ventajas, es menos dependiente de factores interferentes como la hemoglobina en la
muestra y la lectura, en la mayoria de los ensayos, puede hacerse sin que se requiera
detener la reaccion (Tijssen, 1993).

La eleccion del sustrato es de gran importancia para la estandarizacion del método
ELISA y hay que tener en cuenta varios factores como la sensibilidad, la especificidad,
la repetibilidad, la facilidad de lectura y complejidad de preparacion, asi como la
estabilidad después de la reaccion.

En los altimos afos se ha incrementado el uso de sistemas ciclicos enzimaticos de
amplificacion y sustratos fluorescentes y quimioluminiscentes, todos en aras de
aumentar la sensibilidad de los ensayos (Ochoa Azze, 2012).

Por lo tanto, la actividad enzimatica puede estimarse mediante fluorimetria,
luminometria o colorimetria, como medida de los productos solubles formados, o
mediante sustratos de deposito. Los productos fluorescentes y luminiscentes brindan
una sensibilidad y una detectabilidad superior y permiten una mayor dilucién de los
inmunoreactantes, asi como una reduccion del tiempo de ejecucion de los ensayos y del
volumen de reaccion. Sin embargo, la colorimetria sigue siendo el método mas
empleado debido a la posibilidad de evaluacion visual, equipamiento sencillo y mayor
estabilidad de los productos formados (Tijssen, 1993).

La reaccion enzimatica en el ELISA se puede detener mediante el agregado de
reactivos de parada como NaOH, HCI o H,SOA4. Este paso se realiza generalmente en el
momento en que la relacion entre la enzima-sustrato-producto se encuentra en la fase
lineal.

Los resultados se miden espectrofotométricamente y las longitudes de onda para
la lectura de los sustratos, antes o después de la adicion de agentes de parada, depende

de las caracteristicas del conjugado utilizado (Hornbeck, 2001).
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3.4. Evaluacion de las condiciones de reaccion

En la interaccion antigeno-anticuerpo participan los mismos factores que
intervienen en el revestimiento, es decir, el pH, la fuerza idnica, la temperatura y los
solventes organicos influyen en la estabilidad del complejo antigeno-anticuerpo.

La formacion de complejos se incrementa con la temperatura, siendo las mas
utilizadas, temperaturas entre 20-25 °C y 37°C.

El tiempo de reaccion optimo para las muestras y el conjugado se determina por la
mayor discriminacion entre el estandar o el control positivo y el control negativo. Debe
tenerse en cuenta que un excesivo tiempo de reaccion puede incrementar las uniones

inespecificas, sobre todo en los ensayos indirectos.

La estandarizacion de un EIA es un proceso dindmico en el que las fronteras entre
este procedimiento y el de validacion no estan claramente definidas. Una buena
estandarizacién es necesaria para obtener resultados confiables en el proceso de
validacion, siendo necesario, en algunas oportunidades, realizar una re-estandarizacion

del método.

4. Validacion de los métodos analiticos

La validacion es la confirmacion mediante el examen y la provision de una
evidencia objetiva de que se han satisfecho los requisitos particulares para un uso
pretendido y especifico (Ruisanchez y col., 2005). El proceso de validacion permite
emitir resultados confiables para una adecuada toma de decisiones (Padilla, 2007).

La necesidad de validar los métodos de andlisis involucra tanto a los ensayos
cualitativos como a los cuantitativos. Los métodos cuantitativos son aquellos que
utilizan curvas de calibracion para calcular la concentracion o actividad de las muestras
estudiadas y los resultados se dan en una distribucion continua. Algunas técnicas que
usan una escala discontinua, se denominan semi-cuantitativas (Ochoa y col., 2000). Por
otra parte, los métodos cualitativos son aquellos que no ofrecen un resultado numérico
sino binario, es decir, positivo o negativo (Ochoa Azze, 2012; Trullos y col., 2004;
Ochoa y col., 2000).

En este trabajo abordaremos los parametros de calidad que caracterizan a los
métodos cualitativos. Esta razon se basa netamente en que, como mencionaremos mas

adelante, el objetivo principal de este trabajo de tesis es la validacion de un EIA para la
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deteccion de patogenos asociados a diarreas mucosanguinolentas. Por ello, a
continuacion, definiremos exclusivamente los parametros de calidad involucrados en la

validacion de este tipo de ensayos.

4.1. Parametros involucrados en la validacion de métodos inmunoldgicos
cualitativos

Segun diversos autores, los parametros fundamentales a evaluar para la validacion
de los métodos inmunologicos cualitativos son la especificidad, la selectividad, la
sensibilidad, la robustez, el valor predictivo positivo y negativo, el limite de deteccion,
el limite de corte, el rango de incertidumbre y los estudios de concordancia (Ochoa y

col., 2000; Ruisanchez y col., 2005; Magnusson y Ornemark, 2014).

4.1.1. Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) se conoce como la menor cantidad de analito que
puede ser detectada en una muestra, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones experimentales establecidas.

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) (del inglés:
International Union of Pure and Applied Chemistry), en un documento preliminar,
proporcionaba una definicion similar y adoptaba el término valor (verdadero) minimo
detectable, como equivalente al limite de deteccion (Currie, 1995).

Por otra parte, la ISO introdujo el término general de concentracion neta minima
detectable, como la concentracion (o cantidad) neta verdadera de analito en el material
sujeto a analisis que conducira, con una probabilidad (1-B), a la conclusion de que la
concentracion (o cantidad) de analito en el material analizado es mayor que la de un

blanco (ISO, 1997).

4.1.2. Zona de incertidumbre

La zona de incertidumbre o zona gris es aquella en la que los resultados no
pueden clasificarse con certeza como positivos o negativos, o son claros pero no
reproducibles. Esta zona o region de error corresponde al intervalo de concentraciones
donde se obtienen resultados falsos positivos y negativos, por lo que esta definida por
un valor superior e inferior de concentracion del analito en la muestra. La extension de
esta zona es importante y define la precision de un ensayo cualitativo, que sera mayor a

medida que esta zona sea mas estrecha (Ruisanchez y col., 2005).
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4.1.3. Sensibilidad

La sensibilidad (S) se define como la probabilidad de que la respuesta analitica, y
por ende la prueba, resulte positiva cuando en la muestra estudiada esta realmente
presente el sustrato de interés diagnostico en los limites de deteccion o por arriba de
ellos (Sanchez Ruiz y col., 2010).

Es importante la diferenciacion de los términos sensibilidad diagndstica,
empleado en los ensayos cualitativos, y sensibilidad analitica. La sensibilidad analitica
se define como la sensibilidad del ensayo a cambios en la concentracion del analito y
depende de la pendiente de la curva dosis-respuesta y de la imprecision en la
determinacion de la concentracion del analito (Ochoa y col., 1999). En los ensayos
cualitativos, la sensibilidad diagnodstica es definida como la proporcion de muestras
positivas o reactivas correctamente identificadas por la prueba empleada (Ochoa y col.,

2000).

= Y2 x100
VP +FN

Donde:
S: sensibilidad
VP: verdaderos positivos

FN: falsos negativos

Los valores optimos de S dependen de los propoésitos de la técnica, idealmente el
100%, aunque por lo general una elevada sensibilidad se alcanza a expensas de la
especificidad y viceversa. Para que la S de un método analitico sea estadisticamente
valida se debe cumplir la siguiente regla de decision: si la S es menor al 95% el método
analitico no tiene buena S, por lo contrario, si la S es mayor o igual al 95% el método

analitico tiene buena S (Sanchez Ruiz y col., 2010).

4.1.4. Especificidad
La especificidad (E) es la probabilidad de que la respuesta analitica, y por ende la

prueba, resulte negativa debido a que en la muestra estudiada esta ausente el sustrato de
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interés o se encuentra por debajo de los limites de deteccion (Sanchez Ruiz y col.,
2010).

Donde:
E: especificidad
VN: verdaderos negativos

FN: falsos negativos

De la misma manera que para la S, los valores optimos de E dependen de los
propositos de la técnica, idealmente el 100%. Para que la E de un método analitico sea
estadisticamente valida se debe cumplir la siguiente regla de decision: si la E es menor
al 95% el método analitico no tiene buena E, por lo contrario, si la E es mayor o igual al

95% el método analitico tiene buena E (Sanchez Ruiz y col., 2010):

4.1.5. Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad de que el sustrato de interés
diagnostico esté presente o en la cantidad minima detectable cuando la prueba resultd

positiva (Ochoa y col., 2000).

Donde:
VPP: valor predictivo positivo
VP: verdaderos positivos

FP: falsos positivos
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Para que el VPP de un método analitico sea estadisticamente valido se debe
cumplir la siguiente regla de decision: si VPP es menor al 95%, el método analitico no
tiene buen VPP, mientras que si VPP es mayor o igual al 95%, el método analitico tiene

buen VPP.

Por otra parte, el valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad que el
sustrato de interés diagnostico esté ausente o en una cantidad inferior a la minima

detectable cuando la prueba resultd negativa (Ochoa y col., 2000).

Donde:
VPN: valor predictivo negativo
VN: verdaderos negativos

FN: falsos negativos

Para que el VPN de un método analitico sea estadisticamente valido se debe
cumplir la siguiente regla de decision: si VPN es menor al 95%, el método analitico no
tiene buen VPN, por el contrario, si VPN es mayor o igual al 95% el método analitico

tiene buen VPN.

Los valores predictivos, manteniendo la S y la E invariables, se modifican
drasticamente de acuerdo con la prevalencia de la enfermedad y los marcadores
inmunologicos, genéticos, bioquimicos o de otra indole estudiados en la poblacion. A
medida que la prevalencia disminuye, el VPN aumenta y el VPP disminuye (Ochoa y

col., 2000).
4.1.6. Precision

La precision de un ensayo es el grado de concordancia entre los resultados

obtenidos en las mediciones repetidas de un mismo objeto o de objetos similares bajo
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condiciones especificadas. Este parametro se expresa numéricamente mediante medidas
de dispersion tales como la desviacion tipica, la varianza o el coeficiente de variacion
bajo las condiciones especificadas (Ochoa Azze, 2012).

La precision del ensayo puede ser evaluada mediante la determinacion de dos
niveles, la precision intraensayo e interensayo.

La precision intraensayo es la que se obtiene cuando se procesan varias réplicas de
diferentes muestras en un mismo ensayo; es decir, la precision entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones (repetibilidad). Deben analizarse
muestras que hayan sido procesadas independientemente, desde la preparacion hasta los
resultados finales y usarse al menos dos concentraciones diferentes del analito. El
numero de repeticiones recomendado varia desde cinco a diez.

La precision interensayo es la que se obtiene entre determinaciones
independientes realizadas bajo diferentes condiciones. Se evaluan muestras de
diferentes concentraciones y se hacen entre tres a diez replicados en un ensayo dado,
repitiendo este procedimiento al menos dos veces en dias diferentes para un total de tres
ensayos. La precision interensayo permite también explorar la reproducibilidad del
trabajo de un laboratorio durante un periodo de tiempo determinado, evaluar la
gjecucion entre los técnicos y la variacion entre laboratorios o lotes de reactivos.

Los EIA, por su propio carcter, son menos precisos que las técnicas quimicas,
fisicas o bioquimicas, por lo que el criterio de validacion es menos riguroso. El
coeficiente de variacion (CV) no debe superar el 10% en la prueba de precision
intraensayo y el 20% en la interensayo. Sin embargo, algunas normas admiten hasta el

20% en la prueba intraensayo (Ochoa Azze, 2012).

4.1.7. Eficacia o coincidencia

La eficacia o coincidencia es la capacidad general de un ensayo para detectar
correctamente todos los positivos y los negativos, es decir, una eficacia Optima se
alcanzara en aquella técnica que no tenga resultados falsos positivos ni falsos negativos.

Cuando se requiere la evaluacion de diferentes métodos frente a un mismo panel
de muestras se utilizan estudios de concordancia (o eficiencia), como son la prueba de
McNemar y, el mas usado, el indice de concordancia Kappa (K).

El K puede clasificarse en cinco grupos de acuerdo a los valores obtenidos:

deficiente (K < 0,20), regular (K= 0,21 — 0,40), moderada (K= 0,41 — 0,60), buena (K=
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0,61 — 0,80) y muy buena (K= 0,81 — 1,00). En la practica, cualquier valor de K menor a
0,5 denota una baja correlacion.

Un problema del uso de este indice es que los valores dependen de la proporcion o
prevalencia de las muestras de cada categoria, haciendo que no sea posible la
comparacion entre los diferentes indices procedentes de varios estudios.

La prueba de McNemar es empleada cuando se comparan dos métodos con las

mismas muestras y las sensibilidades y especificidades pueden aparearse (Ochoa Azze,

2012).

4.1.8. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
ser afectado por pequefias variaciones deliberadas en los parametros del método. Si las
mediciones son susceptibles a estas variaciones durante el analisis, entonces las
condiciones analiticas deben ser controladas de forma adecuada o debe ser incluirse una
declaracion de precaucion en el procedimiento (Ochoa Azze, 2012; Magnusson y
Ornemark, 2014).

Entonces, el analisis de la robustez de un método consiste en introducir
modificaciones en las condiciones experimentales y observar sus influencias en el
desarrollo del mismo. Un ejemplo de variaciones tipicas es el estudio de la estabilidad
de las soluciones analiticas frente a pequefios cambios en la temperatura, pH y

concentracion de reactivo, entre otras (Magnusson y Ornemark, 2014).

4.1.8.1. Estimacion de la estabilidad térmica de reactivos empleados en el ELISA

La vida util es una medida del tiempo en el que las caracteristicas de rendimiento
de una prueba se mantienen estables bajo las condiciones de manipulacion
especificadas. El cambio en la calidad depende de factores tales como la temperatura de
almacenamiento, la humedad, la proteccion del paquete y la formulacion.

Las tasas de degradacion de los reactivos se definen por las leyes de la quimica y
la fisica. El factor dominante a un dado pH, fuerza i6nica y composicion es la
temperatura. Por lo tanto, la degradacion de cualquier producto puede ser monitoreado a
altas temperaturas y, posteriormente, determinar la vida util utilizando dicha
informacion y extrapolando a la temperatura de almacenamiento prevista.

Los ensayos de los productos en tiempo real son considerados el estandar de oro

para la determinacion de las fechas de caducidad pero su determinaciéon no es practica
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en la mayoria de los casos. Debido a esto, los ensayos de Estabilidad Térmica Acelerada
se utilizan a menudo en el desarrollo de reactivos clinicos para proporcionar un
indicador temprano de la vida util de los mismos.

Los ensayos de Estabilidad Térmica Acelerada son estudios disefiados para
incrementar la velocidad de degradacién quimica y/o bioldgica o el cambio fisico de un
medicamento o insumo por medio del empleo de temperaturas de almacenamiento
exageradas.

El poder predictivo de los datos de estabilidad procedentes de este estudio
acelerado se fundamenta en la ecuacion de Arrhenius que se utiliza para predecir la
estabilidad de un producto a temperaturas ordinarias a partir de los datos obtenidos a
altas temperaturas.

La ecuacion de Arrhenius, que se muestra a continuacion, expresa la relacion
entre la constante de velocidad de una reaccion y la temperatura a la cual transcurre la

misma (Levine, 2004).

-Eq/RT

K(T)=A-e

Donde:

K (T): constante de velocidad de la reaccion dependiente de la temperatura
A: factor pre-exponencial o factor de frecuencia

Ea: energia de activacion de la reaccion

R: constante de los gases ideales

T: temperatura absoluta (K) de conservacion del equipo

Para calcular el plazo de validez (n) de los distintos componentes involucrados en
el desarrollo del prototipo de ELISA disefiado (policubetas sensibilizadas con
anticuerpos, conjugados, sustrato, solucion de frenado y controles positivos) se aplica la

siguiente modificacion de la ecuacion de Arrhenius:
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T= -Ea/R

-Ea /RTn
In T e

Donde:

K (T): constante de velocidad de la reaccion dependiente de la temperatura

A: factor de frecuencia o factor pre-exponencial, relacionado con la frecuencia de las
colisiones entre las moléculas de reactivos y sus unidades dependeran de las de K.

Ea: energia de activacion de la reaccion (Ea = 83 KJ/mol)

R: constante de los gases ideales. Si la Ea esta dada en J/mol, su valor es 8,31 J/mol

T: temperatura absoluta (K) de conservacion del equipo

T,: temperatura usada en el periodo n

n: plazo de validez
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral fue desarrollar dos sistemas de
enzimoinmunoensayos para la deteccion de Escherichia coli O157 y Escherichia coli no
0157 productoras de Shigatoxinas asociadas a diarreas mucosanguinolentas o a brotes
alimentarios con el proposito de contribuir al diagnéstico de estos patdgenos prevalentes
en nuestra region, de dificil caracterizacion y cuya identificacion permite un abordaje

diferencial a nivel terapéutico y de vigilancia.
Objetivos especificos

1. Reconocer todas las variables involucradas en el desarrollo de un prototipo de
enzimoinmunoanalisis en fase solida para la deteccion de los patdgenos bacterianos
mencionados.

2. Estandarizar la metodologia de enzimoinmunoanalisis.

3. Validar el ensayo desarrollado mediante la determinacion de la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos.

4. Comparar la capacidad de deteccion de esta metodologia desarrollada con las
técnicas de cultivo e identificacion clasica, la PCR y los enzimoinmunoanalisis
comerciales.

5. Realizar el analisis comparativo con estudios de costos y accesibilidad.
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Materiales y métodos

1. Confeccion de la coleccion de cepas

La construccion de la coleccion de cepas involucr6 el trabajo conjunto de nuestro
grupo de investigacion con los siguientes hospitales de la zona del Gran Rosario que
son Nivel 2 en la Red de Diarreas y Patogenos Bacterianos de Transmision Alimentaria:
Hospital de Nifios Zona Norte, Hospital Provincial de Rosario, Hospital de Nifios Victor
J. Vilela, Hospital Escuela Eva Peron y Hospital Provincial del Centenario.

Los aislamientos recuperados e identificados taxondémicamente fueron
incorporados a la coleccion de cepas para su posterior utilizacion en los ensayos de
estandarizacion y validacion de los ELISA desarrollados en el marco de este trabajo.

La denominacion de los distintos aislamientos se realizd de acuerdo al codigo
X999Y, donde:

X: lugar de origen (V: Hospital de Nifios Victor J. Vilela; Z: Hospital de Nifos
Zona Norte; C: Hospital Provincial del Centenario; B: Hospital Escuela Eva Perdn; P:
Hospital Provincial de Rosario).

999: ntimero de aislamiento

Y: microorganismo (Eec: virotipos de E. coli diarreogénicas; Sh: Shigella spp.;

Ca: Campylobacter spp.; Sa: Samonella spp. y V: otros microorganismos).

Sumado a esto, fueron incorporados a la coleccion de cepas aislamientos clinicos
no relacionados a procesos diarreicos provenientes del servicio asistencial del Area
Bacteriologia de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (UNR) que
trabaja con muestras de pacientes que concurren al Hospital Provincial del Centenario.
Los aislamientos incorporados fueron Achromobacter xilosoxidans, Alcaligenes
faecalis, Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Estafilococo coagulasa negativo grupo
haemolyticus, Estafilococo coagulasa negativo grupo saprophyticus, Estafilococo
coagulasa negativo grupo simulans, Proteus penneri, Serratia marscescens,
Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus agalactiae.

Ademas, fueron incluidas cepas pertenecientes a la coleccion de nuestro grupo de
investigacion, las que incluyeron fundamentalmente E. coli diarreogénicas recuperadas

a partir de muestras de animales y alimentos, como asi también de origen humano.
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La coleccion de cepas también incluyo las siguientes cepas control de calidad
provenientes de la coleccion americana de cultivo (ATCC) (del inglés, American Type
Culture Collection): Acinetobacter baumanii ATCC 19696, Acinetobacter iwoffi ATCC
15309, Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966, Campylobacter jejuni
ATCC 700819, Campylobacter coli ATCC 33559, Candida albicans ATCC 10231,
Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecium ATCC 27164, Citrobacter freundii ATCC 8090, Escherichia coli
ATCC 700336, Escherichia coli ATCC 35401, Escherichia coli ATCC 43890,
Escherichia coli ATCC 43889, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
O157:H7 ATCC 43895, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Morganella morganii ATCC 25829, Proteus mirabilis ATCC 29906,
Proteus vulgaris ATCC 6380, Providencia alcalifaciens ATCC 9886, Providencia
stuartii ATCC 33672, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC 29903, Shigella sonnei ATCC 29930,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636, Yersinia enterocolitica ATCC 9610.

Finalmente, se incluyeron las cepas E. coli 0104 no toxigénica, EES (E. coli
O111:H8 productora de Stxla y Stx2a), JJ10 (E. coli O157:H7 productora de Stx2c) y
B2F1 (E. coli O91:H21 productora de Stx2d) (Feng y col., 2011b).

Los aislamientos fueron conservados en caldo tripteina soya (CTS) con el

agregado de glicerol (20%) a una temperatura de -70 °C.

2. Confirmacion de género y especie en los aislamientos incorporados a la coleccion
de cultivo
2.1. Desarrollo en medios selectivos

Los aislamientos bacterianos sospechosos de STEC se realizaron en el medio
selectivo SMAC y en el medio cromogénico CHROMagar'™ Q157 para aumentar la
selectividad del método de aislamiento. Las cepas STEC O157 desarrollaron en placas
de SMAC como colonias pequefias e incoloras, en tanto, en el medio cromogénico
CHROMagar™ 0157 se observaron colonias de color malva.

En el caso particular de otros enteropatdégenos como Salmonella spp. y Shigella

spp. se utilizé el medio selectivo agar Salmonella Shigella (SS), donde las colonias de
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Salmonella spp. se presentaron como incoloras, transparentes con centro negro e

incoloras, transparentes sin centro negro en el caso de Shigella spp.

2.2. Identificacion bacteriana mediante pruebas bioquimicas metabdlicas

Con el fin de corroborar la identidad de las diferentes cepas derivadas por los
diferentes centros adheridos al proyecto, se procedid a su caracterizacion mediante el
empleo de pruebas bioquimicas metabdlicas.

Los aislamientos fueron caracterizados fenotipicamente mediante las siguientes
pruebas bioquimicas: fermentacion de glucosa, fermentacion de lactosa, fermentacion
de sacarosa, utilizacion del citrato, actividad ureasa, produccioén de acido sulfhidrico,
produccion de indol, movilidad, actividad lisina descarboxilasa, actividad ornitina
descarboxilasa, actividad de [B-glucuronidasa, fermentacion del sorbitol, actividad

citocromooxidasa y orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG) (Farmer, 1999).

2.3. Identificacion bacteriana mediante aglutinacion

La deteccion del serogrupo O157 se realizé mediante aglutinacion en lamina con
antisuero policlonal anti-O157 (Oxoid Ltd., Reino Unido). En tanto a los aislamientos
identificados como Shigella spp. se les realizd aglutinacion en lamina utilizando
antisueros OshA, OshB, OshC y OshD (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.) para la
identificacion de las especies Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y
Shigella sonnei, respectivamente. Finalmente, los aislamientos caracterizados
fenotipicamente como Sa/monella spp. fueron ensayados con los antisueros polivalentes

O (Remel Europe Ltd., Reino Unido).

2.4. Determinacion de la presencia de Shigatoxinas mediante el ELISA comercial
Ridascreen® Verotoxin

El equipo Ridascreen® Verotoxin es un enzimoinmunoensayo para la
identificacion cualitativa de Shigatoxinas 1 y 2 presentes en E. coli en muestras de
heces y en cultivos enriquecidos.

El procedimiento para la determinacién de Shigatoxinas mediante el Ridascreen®
Verotoxin consistié en anadir 100 pL de muestra o control a cada pocillo e incubar 1 h a
temperatura ambiente (20 - 25 °C). Luego de la incubacion, se descarto el contenido de
cada pocillo y se lavo cinco veces con 300 puL. de solucion de lavado provista por el

fabricante. Se afiadio 100 puL del conjugado enzimatico a cada pocillo y se incubd 30
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min a temperatura ambiente (20 - 25 °C). Posteriormente, se procedié nuevamente al
lavado y se agreg6 100 puL de la solucion sustrato/ cromogeno a cada pocillo. Se incub6
durante 15 min a temperatura ambiente (20 - 25 °C) al abrigo de la luz y se afiadio 50
uL de solucion de frenado a cada pocillo. Finalmente, se midi6 la densidad optica (OD)

de cada uno de los pocillos a 450 nm corregida a 600 nm.

2.5. Caracterizacion genotipica de los aislamientos bacterianos de E. coli
diarreogénicos y Shigella spp.
2.5.1. Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion del ADN se tomaron 5 colonias aisladas y se resuspendieron en
100-200 pL de agua destilada estéril y se llevé a una OD de 0,5 medido a 600 nm en
espectrofotometro. Esta suspension se calent6 a 94 °C durante 15 min y se centrifugo6 15
s a 10000 rpm. Posteriormente, se utilizaron 5 pL del sobrenadante como templado para

las reacciones de PCR que se describen a continuacion (Ridley, 1998).

2.5.2. Amplificacion por PCR de genes codificantes de factores de patogenicidad

Se estudio la presencia de los genes codificantes para los diferentes factores de
patogenicidad que definen los distintos virotipos de E. coli diarreogénicos y de Shigella
spp.

La confirmacion del virotipo STEC se realiz6 mediante una PCR multiple
destinada a la deteccion de los genes codificantes de las Stx (stx! y stx2) y del factor
correspondiente al LPS O157 (rfbO157). Para ello se trabajo con un volumen final de
25 uL de una mezcla de reaccion conteniendo solucion buffer PCR 1X; 1,5 mM de
MgCl,; 0,05 mM de cada dANTP; cebadores stx/ (2 pmol/puL); cebadores stx2 (0,4
pmol/uL); cebadores rfbO157 (0,4 pmol/uL) y 0,02 U/uL de Taq polimerasa. El
programa de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C durante 5
min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, anillado a 58 °C
durante 30 s y extension a 72 °C durante 30 s. Se realiz6 un ultimo ciclo a 72 °C durante
2 min para completar la elongacion de los productos de amplificacion. Como controles
positivos se utilizaron el ADN proveniente de las cepas E. coli ATCC 43895 (stx1, stx2,
rfbO157), E. coli ATCC 43890 (stxI) y E. coli ATCC 43889 (stx2) y como control
negativo, el ADN de la cepa E. coli ATCC 25922 (Paton y Paton, 1998b).

Para la deteccion del gen eae se trabajo con un volumen final de 25 pL de una

mezcla de reaccion conteniendo solucion buffer PCR 1X; 1,0 mM de MgCl,; 0,1 mM de
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cada dANTP; cebadores especificos (0,4 pmol/uL) y 0,02 U/ul de Taq polimerasa. El
programa de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C durante 5
min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, anillado a 54 °C
durante 60 s y extension a 72 °C durante 2 min. Un ultimo ciclo a 72 °C durante 2 min
fue realizado para completar la elongacion de todos los productos de amplificacion.
Como control positivo se utilizo el ADN proveniente de la cepa E. coli ATCC 43895 y
como control negativo, ADN de la cepa E. coli ATCC 25922 (Karch y col., 1993).

Para la deteccion de los genes einv y agg que definen a los virotipos EIEC y
EAEC, respectivamente, se trabajo con un volumen final de 25 pL. de una mezcla de
reaccion conteniendo solucion buffer PCR 1X; 3 mM de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP;
cebadores especificos (0,2 pmol/uL) y 0,03 U/ulL de Taq polimerasa. El programa de
amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C durante 5 min, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, anillado a 63 °C durante 60 s y
extension a 72 °C durante 60 s. Finalmente, se incluyd un ultimo ciclo a 72 °C durante 7
min para completar la elongacion de todos los productos de amplificacion. Como
controles positivos se utilizéo el ADN proveniente de las cepas S. flexneri ATCC 29903
(einv) y de E. coli O104 provista por el Instituto Dr. Carlos G. Malbran (agg) y, como
control negativo, E. coli ATCC 25922 (Pass y col., 2000).

La deteccion de los genes que codifican para las toxinas LT1, ST1y ST2 (/t1, stl y
stll) se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL de una mezcla de reaccion
conteniendo solucion buffer PCR 1X; 1,0 mM de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP;
cebadores especificos (0,4 pmol/uL) y 0,03 U/uL de Taq polimerasa. El programa de
amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C durante 5 min, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, anillado a 62 °C durante 60 s y
extension a 72 °C durante 60 s. Un ultimo ciclo a 72 °C durante 7 min para completar la
elongacion de todos los productos de amplificacion. Como control positivo se utilizo el
ADN proveniente de la cepa E. coli ATCC 35401 y, como control negativo, de E. coli
ATCC 25922 (Pass y col., 2000).

En el caso de Shigella spp., el estudio de los factores de patogenicidad para
caracterizar este género involucro la deteccion de los genes ipaH 'y vird

Para la deteccion del gen ipaH se trabajo con un volumen final de una mezcla de
reaccion conteniendo solucion buffer PCR 1X; 1,5 mM de MgCly; 0,2 mM de cada
dNTP; cebadores especificos (0,5 pmol/uL) y 1 U/uL. de Taq polimerasa. El programa

de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C durante 2 min,
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seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min, anillado a 60 °C
durante 1 min y extension a 68 °C durante 3 min. Un tultimo ciclo se realiz6 a 72 °C
durante 5 min para completar la elongacion de todos los productos de amplificacion.
Como control positivo se utilizé el ADN de la cepa S. flexneri ATCC 29903 (Hartman y
col., 1990) y como control negativo el ADN de la cepa E. coli ATCC 25922.

Por otra parte, para la deteccion del gen vird se trabajo con un volumen final de
una mezcla de reaccion conteniendo solucion buffer PCR 1X; 2,0 mM de MgCl,; 0,2
mM de cada dNTP; cebadores especificos (1 pmol/puL) y 1 U/uL de Taq polimerasa. El
programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion previa a 94 °C
durante 1 min., seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 45 s, anillado
a 65 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante 30 s. Un ultimo ciclo a 72 °C durante 5
min para completar la elongacion de todos los productos de amplificacion. Como
control positivo se utilizdo el ADN de la cepa S. flexneri ATCC 29903 (Villalobo y
Torres, 1998) y como control negativo el ADN de la cepa E. coli ATCC 25922.

En todos los casos los productos de amplificacion fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio (1 pg/mL) vy,
posteriormente, fueron visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta. Segtn el
tamafo del fragmento amplificado, se utiliz6 un marcador de peso molecular con un
tamafio de bandas entre 100 - 1000 pb (100 pb) o con un tamafio de bandas entre 250 -
10000 pb (1 Kb).

Las secuencias de los cebadores utilizados en las distintas reacciones de PCR, asi

como el tamafio de los productos de amplificacion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion

Tamaiio del
Genes Cebadores (5-3") prod.ucto .d’e Referencias
amplificacion
(pb)

six] F: GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130 Paton y Paton,
R: AGCGATGCAGCTATTAATAA 1998b

2 F: TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346 Paton y Paton,
S 1 R: GCTCTGGATGCATCTCTGGT 1998b

HHO157 F: CGGACATCCATGTGATATGG 259 Paton y Paton,
R:TTGCCTATGTACAGCTAATCC 1998b
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Tamaiio del
Genes Cebadores (5-3") prod.ucto .d’e Referencias
amplificacion
(pb)
cae F: CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 364 Karch y col.,
R: CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG 1993
ivaH F: TGGAAAAACTCAGTGCCTCTGCGG 140 Pass y col.,
P R: TTCTGATGCCTGATGGACCAGGAG 2000
u F: AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 194 Pass y col.,
88 R: ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC 2000
il F: TGGATTCATCATGCACCACAAGG 360 Pass y col.,
R: CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC 2000
/q F: TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 160 Pass y col.,
§ R: GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 2000
I F: CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC 473 Pass y col.,
R: TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC 2000
ivakl F: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGT 619 Hartman y col.,
P R: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 1990
A F: CTGCATTCTGGCAATCTCTTCACATC 215 Villalobo y
V4 I R: TGATGAGCTAACTTCGTAAGCCCTCC Torres, 1998

F: directo, R: inverso, pb: pares de bases

3. Recoleccion de muestras de materia fecal

Con el objeto de realizar los ensayos de validacion de los equipos de ELISA
desarrollados, se recolectaron muestras de heces de pacientes que concurrieron a los
hospitales pertenecientes a la red conformada para el desarrollo y validacion de estos
prototipos.

Las muestras fueron sembradas en agar SMAC y CHROMAgar™ 0157 para la
busqueda de E. coli O157 mediante la individualizacion de colonias transparentes no
fermentadoras de sorbitol y de colonias color malva, respectivamente. Posteriormente,
las colonias sospechosas fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas
metabodlicas, fueron serotipificadas utilizando el antisuero policlonal anti-O157 (Oxoid
Ltd.) y, finalmente, fueron confirmadas por PCR multiple para la deteccion de los genes
rfbO157, stx1 y stx2.

En aquellas placas en las que no se observaron colonias con caracteristicas

macroscopicas compatibles con E. coli O157, se realizd6 una suspension bacteriana
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proveniente de la zona de confluencia con la finalidad de efectuar la extraccion del
ADN y la PCR multiple para deteccion de los genes mencionados anteriormente.
Las suspensiones bacterianas fueron alicuotadas y conservadas a -20 °C para su

posterior procesamiento en los ensayos de validacion de los ELISA desarrollados.

4. Sensibilizacion y desarrollo del ELISA-O157 y ELISA-Stx2
4.1. Preparacion de soluciones
4.1.1. Buffer coating

El buffer coating consistio en una solucion de carbonato / bicarbonato de sodio,
preparada de acuerdo a la siguiente formulacion: 8,40 g/l de NaHCO3, 2,00 mg/L de
eritrosina, 1,00 g/ de azida de sodio. La soluciéon se llevé a un pH de 9,6 £ 0,1
empleando NaOH 4 N. Posteriormente, se filtr6 a esterilidad utilizando sucesivamente

membranas de 1,2 um, 0,45 umy 0,2 pm.

4.1.2. Solucién de bloqueo
La solucion de bloqueo consistid en una solucion de peptona al 2% en buffer
coating. Posteriormente, se filtro a esterilidad utilizando sucesivamente membranas de

1,2 uym, 0,45 pum y 0,2 pm.

4.1.3. Solucion de lavado
La solucion de lavado se preparo utilizando 100 mM de fosfatos, 40 g/L. de CINa
y 5 g/L de Tween 20 (pH=7). Posteriormente, se filtr6 a esterilidad utilizando

sucesivamente membranas de 1,2 um, 0,45 um y 0,2 pm.

4.1.4. Solucion de sustrato
La solucion de sustrato se prepard empleando 5 mM de H,O,, 10 mM de

clorhidrato de tetrametilbencidina y 50 mM de &cido citrico (pH=5,2).

4.1.5. Soluciéon de parada

La solucion de parada consistio en H,SO4 1 M.

4.2. Sensibilizacion de las policubetas
De acuerdo al conocimiento y a la experiencia previa sobre la tecnologia ELISA

de la empresa GT Lab. involucrada en el Proyecto de Investigacion “Desarrollo de un
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Test de Enzimoinmunoensayo Multiple para la Deteccion de Patdégenos Bacterianos en
Diarreas” presentado en la convocatoria FITS Salud- Diarreas Bacterianas N°
0001/2011, la fase solida seleccionada para el desarrollo del ELISA fue una policubeta
de microtitulacion de poliestireno cristal de alta capacidad de fijacion de proteinas.
Dentro de los disefios estudiados, se optd por emplear el formato de 12 tiras de 8
pocillos armada sobre marcos para totalizar 96 pocillos por unidad (marca Greiner Bio
One, Alemania).

La sensibilizacion de las policubetas del ELISA para la deteccion de E. coli O157
(en adelante, ELISA-O157) y del ELISA para deteccion de Stx-2 (en adelante, ELISA-
Stx2) involucro6 la preparacion de una solucion del anticuerpo de captura o primario en
buffer coating.

En ambos ELISA, las policubetas fueron sensibilizadas con 100 pL del anticuerpo
de captura durante 2 h a una temperatura de 37 °C en una estufa libre de
contaminaciones. Posteriormente, se descartd el contenido de las policubetas y se
agregd en cada pocillo 200 pL de la solucion de peptona estéril al 2%. La tiras se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Luego, se descartd el contenido de las
policubetas y se colocaron invertidas sobre papel de filtro a 37 °C durante 1 h para su
secado. El almacenamiento de las mismas se realizd en recipientes herméticos a

temperaturas entre 2 - 8 °C.

4.3. Desarrollo de la técnica del ELISA-O157 y del ELISA-Stx2

Las policubetas fueron inoculadas con 100 pL de las suspensiones de cultivos
bacterianos utilizados como controles positivos y negativos. Se trabajo con diferentes
concentraciones de muestras y controles. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 1
h. Posteriormente, los pocillos se lavaron 5 veces con 300 puL de solucion de lavado.
Finalizada esta etapa, se agregé 100 uL del anticuerpo policlonal de cabra anti- E. coli
O157 marcado con HRP (codigo ABIN288142, antibodies- online, EE.UU.) a cada
pocillo y se incub6 30 min a 37 °C. Posteriormente, las policubetas se lavaron 5 veces
con 300 pL de solucion de lavado y se agregd 100 pl de la solucion de sustrato a cada
pocillo. Se incubaron las microplacas a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 15
min al abrigo de la luz. Se agreg6 50 puL de solucion parada a cada pocillo de reaccion y
se procedio a la lectura de la OD a 450/620 nm utilizando espectrofotometro (UNICO,
New Jersey, EE.UU.).
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En el caso del desarrollo del ELISA-Stx2, se sembraron los pocillos con 100 puL
de muestras y/o controles positivos y negativos y se incubaron a 37 °C durante 1 h.
Luego los pocillos se lavaron 5 veces con 300 pL de solucion de lavado.
Posteriormente, se agregd 100 uL. del anticuerpo secundario y se incubaron durante 1 h
a 37 °C. Luego, los pocillos se lavaron nuevamente y, a continuacion, se agregd 100 uL
de un anticuerpo de cabra anti IgG de conejo marcado con HRP (marca Ab Frontier,
codigo LF-SA5002A) y se incub6 30 min a 37 °C. Se lavaron los pocillos nuevamente,
se agreg6 100 pL de sustrato, se incub6 a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 15
min al abrigo de la luz y, finalmente, se afiadi6 50 pL de solucién de parada. Se

procedio a la lectura de la OD a 450/620 nm en el espectrofotometro (UNICO).

5. Estandarizacion del ELISA-O157 y del ELISA-Stx2
5.1. Definicion de la concentracion de anticuerpo utilizado para la sensibilizacion
de las policubetas del ELISA-O157

La sensibilizacion de las policubetas del ELISA-O157 involucr6 la evaluacion del
uso de dos anticuerpos de captura o primarios. En primer lugar se analiz6 el anticuerpo
policlonal comercial de cabra anti E. coli O157 (c6digo: ab 30521, Abcam, Reino
Unido) y en segundo lugar, el anticuerpo monoclonal anti E. coli O157 (coédigo: ab
13625, Abcam, Reino Unido).

Para la seleccion del anticuerpo de captura y la estandarizacion de la
concentracion del mismo, se evaluaron diferentes concentraciones de ambos anticuerpos
anti E. coli O157 a saber, 3,75 pg/mL; 1,5 pg/mL; 0,75 pg/mL; 0,5 pg/mL; 0,25 pg/mL
y 0,175 pg/mL. Las distintas concentraciones del anticuerpo fueron preparadas en
buffer coating y el proceso de sensibilizacion se realizé de acuerdo a lo detallado en el
apartado 4.2.

Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion de ELISA de acuerdo a lo descripto en
el apartado 4.3. Para este ensayo en particular, se trabajo con una concentracion de 0,5
pg/mL (1:1000) del anticuerpo policlonal de cabra anti E. coli O157-HRP segin
recomendaciones del fabricante.

Como control positivo de la reaccion se utilizo la cepa E. coli ATCC 43889 vy,
como control negativo, la cepa E. coli ATCC 25922.

La concentracion oOptima de recubrimiento a una temperatura, tiempo Yy

amortiguador definido se define como aquella concentracion en la que el control
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positivo alcanza la mayor sefal, generalmente mantenida a concentraciones superiores
(meseta) y se obtiene la menor sefial para el control negativo y/o el blanco reactivo

(Ochoay col., 2000).

5.2. Definicion de la concentracion de los anticuerpos utilizados para
sensibilizaciéon de las policubetas y como anticuerpos secundarios del ELISA-Stx2

El objetivo de esta etapa fue seleccionar el anticuerpo de captura o primario y el
anticuerpo secundario que se emplearon en el ELISA sandwich. Para ello resultd
necesario determinar las concentraciones optimas de ambos anticuerpos. Se utilizaron
concentraciones de 2,5 pg/mL; 1,5 pg/mL; 1 pg/mL y 0,5 pg/mL del anticuerpo
monoclonal comercial anti Shigatoxina 2 (marca Hycult Biotech) en buffer coating y
del anticuerpo policlonal de conejo anti Stx2 (facilitado por la Dra. Roxane Piazza del
Servicio de Bacteriologia- Instituto Butantan) para sensibilizar las policubetas. Ademas,
estos mismos anticuerpos fueron ensayados como anticuerpos secundarios a
concentraciones de 2 pg/mL y 4 pg/mL preparados en buffer fosfato salino (PBS)
(pH=7,3).

De esta manera, los resultados de este ensayo permitieron determinar el
anticuerpo optimo a emplear tanto como anticuerpo de captura como anticuerpo
secundario, y sus respectivas concentraciones de trabajo.

Se utilizaron las cepas E. coli ATCC 43889 y E. coli ATCC 25922 como
controles positivo y negativo, respectivamente. Las determinaciones fueron procesadas
por triplicado.

Las condiciones que permitieron seleccionar el anticuerpo de captura y el
secundario y la dilucion de los mismos, fueron evaluadas mediante los valores de OD a
los que se observo una mayor diferencia entre las concentraciones del control positivo y

negativo, con una menor variabilidad.

5.3. Definicion de la concentracion del conjugado marcado con HRP

Para la definicion de la concentracion del conjugado empleado en el ELISA-
0157, se utilizé el anticuerpo policlonal de cabra anti- E. coli O157-HRP (antibodies-
online). Se trabajé con diluciones 1:1000 y 1:2000 en solucion PBS (pH=7,3) de la
solucion comercial.

En el caso del ELISA-Stx2, el anticuerpo de cabra anti I[gG de conejo marcado

con HRP (Ab Frontier) fue ensayado a concentraciones de 0,25 pg/mL y 0,5 ug/mL.
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Como control positivo se utilizoé la cepa E. coli ATCC 43889 y, como control

negativo, la cepa E. coli ATCC 25922. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.4. Definicion de la fase solida

Una vez definidas la concentraciones Optimas de los anticuerpos de captura y
conjugado para el desarrollo del ELISA, se ensayd una marca comercial alternativa de
microplaca (Biomat srl, Italia).

Como control positivo se utilizoé la cepa E. coli ATCC 43889 y, como control

negativo, la cepa E. coli ATCC 25922. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.5. Preparacion de los controles positivo y negativo

Se prepar6 el control positivo (CPH) que, posteriormente, fue utilizado en los
ensayos de validacion del ELISA-O157 y del ELISA-Stx2. Para ello se inoculé CTS
con la cepa control E. coli ATCC 43889 (E. coli O157:H7 productora de Stx-2) y se
incub6 durante 24 h a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Posteriormente, se ajustd la
concentracion de bacterias de la suspension a 1x10° UFC/mL mediante la medicion de
la OD utilizando espectrofotometro y comparando con la curva de crecimiento
correspondiente. A partir de esta suspension se tomd 1 mL y se centrifugé a 3000 g
durante 5 min. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf y se inactivo la
suspension bacteriana por calentamiento en un bafio térmico a 60 °C durante 60 min.
Luego se agregd solucion Kathon hasta alcanzar una concentracion final de 0,1%.
Finalmente, la suspension se fracciond en tubos eppendorf y se conservo a -20 °C hasta
el momento de su uso.

De la misma manera, se procedid a la preparacion del control negativo (CN). Para
ello, se inoculdo CTS con E. coli ATCC 25922 y se incub6 durante 24 h a 37 °C. A
continuacion, se procedid de la misma manera que lo descripto para la preparacion del
CPH.

Para confirmar la inactivacion del patdgeno y la pureza del CPH y CN, se sembro
la suspension bacteriana inactivada en placas con medio diferencial CLDE y con medio
selectivo SMAC y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se consider6 que la inactivacion
del microorganismo y la pureza del CPH y del CN fueron optimas en ausencia de

crecimiento bacteriano.
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Los CPH y CN, preparados de acuerdo a lo descripto anteriormente, fueron
almacenados a 4°C y a -20 °C durante 7 dias y, posteriormente, fueron ensayados

empleando el ELISA-O157 y el ELISA-Stx2.

6. Validacion del ELISA-O157 y del ELISA Stx-2
6.1. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo

Se determino la S, la E y los valores predictivos del ELISA-O157 y del ELISA-
Stx2 mediante la evaluacion de 100 muestras de materia fecal. Basandonos en la
experiencia previa de GT Lab. como empresa productora de ELISA y de acuerdo a lo
publicado en los boletines técnicos de los equipos disponibles en el mercado, se adoptod
un valor de corte empirico de 0,8 (Ridascreen® Verotoxin, 2004; Solus E. coli O157
ELISA, 2015).

En el caso del ELISA-O157, se considero la técnica de cultivo en el medio SMAC
y/o CHROMagar™ 0157 como el método de referencia (Kase y col., 2015). Ademas,
se compararon los resultados obtenidos mediante ambas metodologias con la deteccion
del gen rfbO157 mediante la PCR multiple descripta en el apartado 2.5.2. de esta
seccion.

Por otra parte, al evaluar el ELISA-Stx2 empelando las suspensiones bacterianas
provenientes de colonias sospechosas de STEC o de la zona de confluencia del cultivo
de materia fecal, se considerd a la metodologia de PCR para la deteccion del gen stx2
como método de referencia. Ademas, se compararon los resultados obtenidos mediante
ambas metodologias con el ELISA comercial Ridascreen® Verotoxin (R- Biopharm
AG, Alemania).

Respecto a la S, E, VPP y VPN, estas fueron calculadas mediante la construccion
de tablas de contingencia de 2x2.

Para evaluar la concordancia entre las distintas metodologias diagndsticas
empleadas (ELISA desarrollado, cultivo, PCR y ELISA comercial), se calcularon los

valores de concordancia K.

6.2. Calculo del punto de corte, sensibilidad y especificidad diagnéstica
Los valores de S y E dependen de la seleccion optima del punto de corte de la
prueba diagnoéstica. Una herramienta util para la determinacion de los puntos de corte

son las curvas ROC (del inglés, Receiver Operating Characteristic). Estas curvas
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presentan la sensibilidad de una prueba diagndstica, en funcion de los falsos positivos
(complementario de la especificidad), para distintos puntos de corte.

Otro parametro que se evalu6 fue la bondad de la prueba diagnostica mediante la
determinacion del area bajo la curva (AUC). Esta area puede interpretarse como la
probabilidad de que ante un par de individuos, uno enfermo y el otro sano, la prueba los
clasifique correctamente.

Se trabajo con las lecturas de OD de las 100 muestras de materia fecal procesadas
con el ELISA-O157 y el ELISA-Stx2. Como lo mencionamos anteriormente, se
consideré la técnica de cultivo en el medio SMAC y/o CHROMagar™ 0157 y la PCR
como métodos de referencia para el diagndstico de E. coli O157 y la deteccion de Stx-2,

respectivamente.

6.3. Limite de deteccion

Para determinar el LD del prototipo desarrollado se prepararon 10 suspensiones
bacterianas de E. coli O157:H7 productora de Stx-2 (E. coli ATCC 43889) de 5 niveles
de concentracion cercanos al LD esperado (1x10° UFC/mL, 1x10" UFC/mL, 1x10°
UFC/mL, 1x10° UFC/mL y 1x10* UFC/mL) y fueron analizadas con el ELISA-O157 y
el ELISA-Stx2. Posteriormente, se calculd la frecuencia relativa de resultados positivos
[P(x)] para cada nivel de concentracion.

Mediante el empleo del programa CurveExpert 1.4, se grafico la P(x) en funcion
de las UFC/mL, ajustando la curva a una sigmoidea. La bondad del ajuste de la
mencionada curva se determind mediante el analisis del coeficiente de correlacion (1) y
el error estandar (EE), brindados por el mencionado programa.

De acuerdo a lo establecido por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), el LD se consider6 aquella concentracion del analito a estudiar donde las

respuestas analiticas de al menos el 95% de los ensayos fueron positivas (CLSI, 2008).

6.4. Rango de incertidumbre o region de error

Dado que el rango de incertidumbre o region de error se define como la region de
concentracion donde existen las probabilidades mas elevadas de que la respuesta del
ensayo sea erronea, se procedio a la determinacion de este pardmetro. A partir de la
grafica obtenida para el célculo del LD, se determiné el rango de incertidumbre como la

region comprendida entre el 5% y el 95% de los resultados positivos.
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6.5. Reactividad del ELISA-O157 y ELISA-Stx2

Los microorganismos utilizados para evaluar la reactividad de los ELISA
desarrollados fueron E. coli O157 y no O157 de origen clinico como alimentario. Estas
cepas se incubaron durante 24 h en CTS con agitacion suave a 35 - 37 °C.
Posteriormente, 1 mL de estos caldos fueron centrifugados a 3000 g durante 5 min. Los
sobrenadantes fueron empleados para realizar, por triplicado, la reaccion de ELISA.

Para evaluar el ELISA-O157 se ensayaron 13 suspensiones bacterianas de E. coli
O157 de las cuales 9 eran cepas de origen alimentario (L3Ec, L6Ec, L7Ec, L10Ec,
L11Ec, L12Ec, L19Ec, L20Ec y L24Ec), 2 de origen clinico (P57Ec y P62Ec) y 2 cepas
manipuladas en el laboratorio de E. coli O157 no toxigénicas (P39Ec y P40Ec).

Por otra parte, para evaluar el ELISA-Stx2, se utilizaron 10 STEC productoras de
Stx-2, de las cuales 6 corresponden a cepas de origen alimentario (L6Ec, L7Ec, L11Ec,
L12Ec, L19Ec y L24Ec) y 4 de origen clinico (P37Ec, P41Ec, P57Ec y P62Ec).

Sumado a esto, se evalud la capacidad del ELISA-Stx2 para detectar las variantes

de la toxina Stx-2. Para ello se utilizaron las cepas EES, JJ10 y B2F1.

6.6. Determinacion de reacciones cruzadas

Los microorganismos utilizados para evaluar la posible presencia de reacciones
cruzadas fueron incubaron durante 24 h en CTS con agitacion suave a 35 - 37 °C (28 °C
en el caso de Candida albicans). Posteriormente, 1 mL de cada uno de estos caldos de
enriquecimiento fueron centrifugados a 3000 g durante 5 min. Los sobrenadantes fueron
empleados para realizar, por triplicado, la reaccion de ELISA.

Los microorganismos ensayados fueron Acinetobacter baumanii ATCC 19696,
Achromobacter xilosoxidans (aislamiento clinico), Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila ATCC 7966, Alcaligenes faecalis (aislamiento clinico), Aspergillus niger
(aislamiento clinico), Bacillus subtilis ((aislamiento ambiental), Campylobacter jejuni
ATCC 700819, Campylobacter coli ATCC 33559, Candida albicans ATCC 10231,
Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Escherichia coli ATCC 700336, Escherichia coli
ATCC 35401, Escherichia coli ATCC 25922, EPEC (Vt42Ec, aislamiento de origen
animal), STEC productora de Stx-1 (L6Ec, aislamiento alimentario), EAEC (L25Ec,
aislamiento clinico), EPEC (L4Ec, aislamiento clinico), ETEC (Vt44Ec, aislamiento de

origen animal), EIEC (P58Ec, aislamiento clinico), Estafilococos coagulasa negativo
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grupo haemolyticus (aislamiento clinico), Estafilococos coagulasa negativo grupo
saprophyticus (aislamiento clinico), Estafilococos coagulasa negativo grupo simulans
(aislamiento clinico), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Morganella morganii ATCC 25829, Proteus mirabilis ATCC 29906,
Proteus penneri (aislamiento clinico), Proteus vulgaris ATCC 6380, Providencia
stuartii ATCC 33672, Pseudomonas aeroduginosa ATCC 9027, Samonella enteritidis
ATCC 13076, Serratia marscescens (aislamiento clinico), Shigella flexneri ATCC
29903, Shigella sonnei ATCC 29930, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus  epidermidis ATCC 12228, Xanthomonas (Stenotrophomonas)
maltophilia ATCC 13636, Yersinia enterocolitica ATCC 9610, Streptococcus pyogenes
(aislamiento clinico) y Streptococcus agalactiae (aislamiento clinico).

Se utilizoé el CPH y el CN como controles positivo y negativo de la reaccion.

6.7. Precision

La precision de los ELISA desarrollados se determiné utilizando el control
positivo a dos concentraciones diferentes, el CPH y este mismo control diluido 10 veces
(CPL); y el CN. Para ello, se realizaron 10 repeticiones para cada uno de los controles
durante 3 dias. Posteriormente, se calculo el valor promedio (X), la desviacion estandar
(DE) y el coeficiente de variabilidad (CV) entre las réplicas en un ensayo (repetibilidad)

y la variabilidad durante los tres dias (precision intermedia).

6.8. Ensayos de estabilidad térmica acelerada

El estudio de estabilidad térmica acelerada se realizé para predecir la estabilidad
de los ELISA desarrollados a temperaturas ordinarias a partir de los datos obtenidos a
altas temperaturas.

En este contexto, los diferentes componentes del ELISA fueron sometidos a
condiciones de almacenamiento que se detallan a continuacion: a) 28 °C durante 5, 10 y
15 dias; b) 37 °C durante 5, 10 y 15 dias y c¢) 42 °C durante 2, 3 y 4 dias.

La estabilidad térmica fue calculada mediante aplicacion de la ecuacion de
Arrhenius a los resultados obtenidos, la cual nos permitié inferir la estabilidad térmica
entre 2 - 8°C. Para aplicacion de la mencionada ecuacion se considerd que la
temperatura de conservacion (T) fue 278 K (5 °C), valor promedio de temperaturas entre
2 °C y 8 °C. Ademas, la energia de activacion fue de 83 kJ/mol y los periodos de

ensayo (n) fueron expresados en dias.
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6.8.1. Ensayos de estabilidad térmica de las policubetas sensibilizadas
Las placas fueron sensibilizadas, bloqueadas y envasadas en recipientes
herméticos. Posteriormente, fueron sometidas a las diferentes condiciones térmicas

mencionadas anteriormente, guardando una contramuestra a 4 °C.

6.8.2. Ensayos de estabilidad térmica del CPH

Se ensay¢ la estabilidad térmica del CPH para lo cual se someti6é el mencionado
control a las condiciones térmicas antes mencionadas. Luego se ensay6 el ELISA-O157
y el ELISA-Stx2, procesando en paralelo con el CPH conservado a 4 °C. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

6.8.3. Ensayos de estabilidad térmica del conjugado anti E. coli O157-HRP

El conjugado fue diluido a una concentracion final de trabajo de 0,001 pg/mL en
buffer PBS (pH=7,3) y fue fraccionado en tubos eppendorf. Posteriormente, fue
sometido a las condiciones de incubacion antes mencionadas. Luego, se ensayo el
ELISA-O157 utilizando el conjugado sometido al tratamiento térmico previamente
descripto y, en paralelo, el conjugado conservado a 4 °C. Los ensayos se realizaron por

triplicado.

6.8.4. Ensayos de estabilidad térmica del anticuerpo secundario de conejo anti Stx2

El anticuerpo secundario de conejo anti Stx2, utilizado en el ELISA-Stx2, fue
diluido a la concentracion de trabajo en buffer PBS (pH=7,3) y fue fraccionado en tubos
eppendorf. Luego, fue sometido a las condiciones térmicas de incubacion antes
mencionadas. Posteriormente, se ensayd el ELISA utilizando el conjugado sometido al
tratamiento térmico descripto previamente y el conservado a 4 °C. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

6.8.5. Ensayos de estabilidad térmica del anticuerpo de cabra anti IgG de conejo,
conjugado con HRP

El anticuerpo de cabra anti IgG de conejo-HRP, utilizado en el ELISA-Stx2, fue
diluido a la concentracion de trabajo en buffer PBS (pH=7,3) y fue fraccionado en tubos
eppendorf. Luego, fue sometido a las condiciones térmicas de incubacion antes
mencionadas. Posteriormente, se ensayd el ELISA utilizando el conjugado sometido al

tratamiento térmico previamente descripto. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.8.6. Ensayos de estabilidad térmica del sustrato

El sustrato fue alicuotado y sometido posteriormente a las condiciones térmicas
anteriormente mencionadas. Posteriormente, se ensayo el ELISA-O157 y ELISA-Stx2
utilizando los reactivos sometidos al tratamiento térmico previamente descripto. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

7. Analisis estadistico

Las OD de los valores obtenidos por los ensayos de ELISA se analizaron por la
media y el error estandar de la media utilizando el programa SigmaPlot 10.0. Los
resultados fueron considerados estadisticamente significativos cuando el valor de p
fuera de 0,05.

Para la construccion de la curva ROC y el tratamiento de datos se utilizo el
programa estadistico SigmaPlot 10.0.

El LD y la zona de incertidumbre se determinaron mediante la construccion de la
curva correspondiente utilizando el Programa CurveExpert, de acuerdo a lo detallado en

el apartado 6.3 de esta seccion.
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PARTE I. Coleccion de cultivo y de muestras de materia fecal

1. Confeccion de la coleccion de cepas

El trabajo conjunto de nuestro grupo de investigacion junto al Hospital de Nifios
Zona Norte, al Hospital Provincial de Rosario, al Hospital de Nifios Victor J. Vilela, al
Hospital Escuela Eva Peron y al Hospital Provincial del Centenario logré la recoleccion
de 255 aislamientos que incluyeron 177 Shigella spp., 35 Salmonella spp., 31 C. jejuni,
3 C. coli, 4 EIEC, 1 EAEC y 4 STEC.

Dos trabajos publicados recientemente por nuestro grupo de investigacion
describen la caracterizacion de los aislamientos de S. sonnei y S. flexneri y de C. jejuni
utilizados en este trabajo, profundizando en los perfiles de los factores de patogenicidad
que presentan estos géneros bacterianos (Casabonne y col., 2016a; Casabonne y col.,
2016Db).

Los aislamientos de E. coli diarreogénicos derivados por los mencionados
hospitales fueron incluidos en su totalidad a la coleccion de cepas. Por otro lado,
considerando el resto de los aislamientos mencionados, se seleccionaron al azar
representantes de cada especie bacteriana y de cada hospital participante de manera de
lograr una mayor diversidad en la seleccion de los mismos y en la construccion de la
coleccion de cepas.

Los aislamientos seleccionados para continuar con los ensayos de estandarizacion

y validacion de los ELISA desarrollados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Aislamientos seleccionados al azar a partir de las cepas derivadas por los

distintos hospitales que colaboraron en el trabajo.

Cadigo Microorganismo Derivante
B1Sh S. flexneri H. Escuela Eva Peron
B8Sh S. sonnei H. Escuela Eva Peron

H. Provincial del

C11Sh S. flexneri Centenario

H. Provincial del
C117Sh S. sonnei Centenario
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Cadigo Microorganismo Derivante
P14Sh S. sonnei H. Provincial
P24Sh S. flexneri H. Provincial
V44Sh S. sonnei H. Victor J. Vilela
V61Sh S. flexneri H. Victor J. Vilela
Z16Sh S. flexneri H. de Nifos Zona Norte
Z81Sh S. sonnei H. de Nifios Zona Norte
B1Sa Salmonella spp. H. Escuela Eva Peron
H. Provincial del
C55S8a Salmonella spp. Centenario
P9Sa Salmonella spp. H. Provincial
V3Sa Salmonella spp. H. Victor J. Vilela
7.6Sa Salmonella spp. H. de Nifos Zona Norte
P33Ca C. jejuni H. Provincial
V30Ca C. jejuni H. Victor J. Vilela
727Ca C. jejuni H. de Nifos Zona Norte
P25Ca C. coli H. Provincial
V5Ca C. coli H. Victor J. Vilela

B: Hospital Escuela Eva Peron, C: Hospital Provincial del Centenario, P: Hospital

Provincial de Rosario, V: Hospital de Nifios Victor J. Vilela, Z: Hospital de Nifios Zona

Norte, H.: hospital; S.: Shigella; Sh: Shigella; Sa: Salmonella; C.: Campylobacter, Ca:

Campylobacter.

A continuacion, se muestra la Tabla 3, donde se encuentran detalladas las cepas de

E. coli diarreogénicas derivadas por los distintos hospitales y las pertenecientes a

nuestro de investigacion, las cuales fueron confirmadas feno y genotipicamente como se

describira en el apartado 2 de la presente seccion.
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Tabla 3. Caracteristicas de los aislamientos E. coli diarreogénicas confirmados por

técnicas fenotipicas, serologicas y genotipicas.

Codigo Microorganismo Origen Presencia de gen
L3Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2
L4Ec EPEC Alimento eae
L6Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2
L7Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2

L10Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx1

L11Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2

L12Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2

L19Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2

L20Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stxl

L24Ec STEC O157 Alimento eae, rfbO157, stx2

L25Ec EAEC Alimento agg

Z26Ec EAEC Humano agg

L29Ec EAEC Alimento agg

L31Ec EAEC Alimento agg

L33Ec EPEC Alimento eae
P37Ec STEC no O157 Humano eae, stx2

P39Ec E. coli O157 Cepa manipulada rfbO157

C40Ec E. coli 0157 Cepa manipulada rfbO157

P41Ec STEC 0145 Humano eae, stx2

Vt42Ec EPEC Animal eae

Vtd44Ec ETEC Animal stl, stll It]

PS7Ec STEC O157 Humano eae, rfbO157, stx1
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Codigo Microorganismo Origen Presencia de gen
PS8Ec EIEC Humano ipaH
PS9Ec EIEC Humano ipaH
B60Ec EIEC Humano ipaH
V61Ec EIEC Humano ipaH
P62Ec STEC O157 Humano eae, rfbO157, stx2

B: Hospital Escuela Eva Peron, C: Hospital Provincial del Centenario, P: Hospital
Provincial de Rosario, V: Hospital de Nifios Victor J. Vilela, Z: Hospital de Nifios Zona
Norte, L: cepas perteneciente a la coleccion original del grupo de investigacion, STEC:
E. coli Shigatoxigénica, EIEC: E. coli enteroinvasiva, EPEC: E. coli enteropatogena,

ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa.

Numerosos trabajos presentados por nuestro grupo de investigacion en distintas
reuniones cientificas nacionales e internacionales, profundizaron sobre las metodologias
empleadas para el aislamiento y deteccion de las E. coli diarreogénicas y
Campylobacter spp. en muestras de origen alimentario (Casabonne y col., 2015;
Gonzalez y col., 2013; Comba y col., 2013; Migliore y col., 2013; Dusso y col., 2013).

De esta manera, de acuerdo a lo presentado en la Tabla 3, podemos observar 2
aislamientos de E. coli diarreogénicas (ETEC y EPEC) recuperadas a partir de muestras
de animales, concretamente de porcinos, producto de la vinculacion con la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario.

Por otra parte, en la Tabla 3 podemos observar que, en su mayoria, los
aislamientos recuperados fueron de origen alimentario, describiéndose 14 cepas que
incluyeron 2 EPEC, 3 EAEC y 9 STEC O157. Estos virotipos de E. coli diarreogénicos
se recuperaron a partir de muestras de carne picada, quesos fundidos y derivados
carnicos tales como, salchichas y hamburguesas. Estos hallazgos fueron los resultantes
de trabajos en colaboracion con el Instituto del Alimento de Rosario “Dr. Benjamin

Berisso” y de proyectos de investigacion realizados por nuestro grupo de trabajo.
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2. Confirmacion de género y especie de los aislamientos incorporados a la coleccion

de cultivo

2.1. Caracterizacion bioquimica y seroldégica de los aislamientos

Los aislamientos desarrollados en los medios selectivos fueron identificados

mediante pruebas bioquimicas metabolicas y fueron confirmados mediante aglutinacion

utilizando antisueros comerciales.

Los resultados de las pruebas bioquimicas metabdlicas que permitieron la

diferenciacion de S. sonnei, S. flexneri y EIEC de las restantes E. coli, se detallan en la

Tabla 4.

Tabla 4. Pruebas bioquimicas diferenciales de las especies S. sonnei, S. flexneri, E. coli

y EIEC.
.Pru?b?s E. coli EIEC S. flexneri S. sonnei
bioquimicas
Actividad ) ) ) )
citocromooxidasa
Fermentacion de + n n n
glucosa
Fermentacion de n i i i
lactosa
Fermentacion de n i i i
sacarosa
Produccion de H,S - - - -
Utilizacion del i i i i
citrato
Actividad ureasa - - - -
.Produccmn de + ) o+ o+
indol
Movilidad + - - -
Actividad B- + (excepto
+

glucuronidasa E. coli 0157) v \
Actividad lisina

. + = = -
descarboxilasa
Actividad .ormtma + + ) +
descarboxilasa
ONPG + + - +

EIEC: E. coli enteroinvasiva, E.: Escherichia, S.: Shigella, TSI: agar triple azicar, SH,:

acido sulthidrico, ONPG: orto-nitrofenil-f-D-galactopiranosido, +: positivo, -: negativo,

V: variable
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Las cepas de E. coli no fermentadoras de sorbitol, fueron aglutinadas con el
antisuero policlonal anti-O157 (Oxoid Ltd., Reino Unido), resultando positivas para este
ensayo 13 cepas de E. coli O157 (Tabla 3).

La identificacion de S. somnei y S. flexneri mediante pruebas bioquimicas
convencionales fue confirmada mediante serotipificacion, resultando 40 S. sonnei y 137

S. flexneri.

2.2. Caracterizacion genotipica de los aislamientos bacterianos de E. coli
diarreogénicos y Shigella spp.

Las E. coli diarreogénicas fueron identificadas mediante PCR utilizando
cebadores especificos para cada uno los genes que codifican los factores de
patogenicidad que definen cada virotipo.

El analisis de los productos de amplificacion permitio la identificacion genotipica
de 4 EAEC, 3 EPEC, 4 EIEC, 1 ETEC, 11 STEC 0157, 2 STEC no O157 y 2 E. coli
0157 no shigatoxigénicas, resultados que se detallan en la Tabla 3. En las Figuras 2 y 3

se muestran los productos de amplificacion obtenidos mediante la técnica de PCR.

Figura 2. A) Amplificacion del gen eae. Calle 1: cepa P58Ec (EIEC); calle 2: cepa
Vt44Ec (ETEC); calle 3: cepa L4Ec (EPEC); calle 4: E. coli ATCC 25922; calle 5:
E. coli ATCC 43895; calle 6: control negativo (sin templado); calle M: marcador de
peso molecular 1 Kb. B) Amplificacion de los genes stl, stll y /tl. Calle M: marcador
de peso molecular 100 pb; calle 1: cepa L25Ec (EAEC); calle 2: E. coli ATCC
35401; calle 3: E. coli ATCC 25922; calle 4: control negativo (sin templado). C)
Amplificacion del gen ipaH. Calle M: marcador de peso molecular 100 pb; calle 1:
cepa P58Ec; calle 2: S. flexneri ATCC 29903; calle 3: E. coli ATCC 25922. D)
Amplificacion del gen agg. Calle 1: E. coli ATCC 25922; calle M: marcador de peso
molecular 100 pb; calle 2: cepa Z26Ec; calle 3: E. coli O104.
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Figura 3. Amplificacion de los genes rfbO157 (259
pb), stxI (130 pb) y stx2 (346 pb). Calle 1: E. coli
ATCC 43895; calle 2: cepa L6Ec; calle 3: cea Z2Ec;
calle 4: E. coli ATCC 43890; calle 5: E. coli ATCC
25922; calle M: marcador de peso molecular 100 pb.

2.3. Deteccion molecular de los genes ipaH y virA en aislamientos de Shigella spp.
Los 177 aislamientos de Shigella spp. fueron confirmados como tales mediante la
deteccion por PCR de los genes ipaH y virA. En las Figura 4 se muestran los productos

de amplificacion obtenidos correspondientes a los genes mencionados.

Figura 4. Deteccion molecular de los genes ipaH y vird en los
aislamientos de Shigella spp. A) Productos de amplificacion
correspondientes al gen ipaH (619 pb). Calle 1: cepa Z81Sh; calle 2: S.
flexneri ATCC 29903; calle 3: E. coli ATCC 25922; calle 4: control de
reaccion (sin templado); calle M: marcador de peso molecular 1 Kb. B)
Productos de amplificacion correspondientes al gen vird (215 pb). Calle 1:
cepa Z16Sh; calle 2: cepa P24Sh; calle 3: cepa V44Sh; calle 4: S. flexneri
ATCC 29903; calle 5: control de reaccion (sin templado); calle M:

marcador de peso molecular 100 pb.
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3. Recoleccion de muestras de materia fecal

Se recolectaron 100 muestras de materia fecal de pacientes que concurrieron a los
distintos hospitales involucrados en esta etapa del presente trabajo. El uso final de cada
una de estas muestras fue la validacion de los equipos de ELISA desarrollados.

Las muestras fueron procesadas mediante el cultivo y la identificacion fenotipica,
serolégica y genotipica, resultando 95 muestras de materia fecal negativas para la
presencia de STEC 0157 y STEC no O157. Continuando el analisis de estas 95
muestras, se encontrd6 que 35 resultaron positivas para Shigella spp., 1 para EPEC, 3
para Campylobacter spp. y 4 para Salmonella spp.

Por otra parte, podemos mencionar que de las 5 muestras en las cuales se detectd
presencia de STEC por algunas de las metodologias empleadas, en 3 de ellas se
identifico E. coli O157 productora de Stx-2 y, en las dos muestras restantes, £. coli no
O157 productora de Stx-2. Ningun aislamiento estudiado correspondia a STEC
productora de Stx-1.

A continuacion, en la Tabla 5, se muestran los hallazgos del cultivo, la serologia y

la PCR obtenidos en las 5 muestras de materia fecal positivas para STEC.

Tabla 5. Resultados del cultivo bacteriologico, de la deteccion de los genes #fbO157,
stx1 y stx2 mediante PCR y de la serologia de las 5 muestras de materia fecal positivas

para STEC.

Materia fecal Presencia de gen* Cultivo** Serologia***
4 rfbO157, stx2 E. coli O157 +
10 rfbO157, stx2 E. coli O157 +
31 2 Ausenc(z)czlc;? E. coli i
73 rfbO157, stx2 E. coli O157 +
92 2 Ausencia de E. coli i

0157

*: Deteccion de los genes rfbO157, stx1 y stx2 mediante PCR multiple, **: aislamientos

en agar SMAC y CHROMAgar™ 0157, ***: aglutinacion con antisuero policlonal
anti-O157 (Oxoid Ltd. Reino Unido), -: negativo, +: positivo.
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PARTE I1. ELISA-O157

4. Estandarizacion de la técnica de ELISA-O157
4.1. Definicion de la concentracion de anticuerpo utilizado para la sensibilizacion
de las policubetas

Para la estandarizacion del ELISA-O157, se evaluaron policubetas sensibilizadas
con diferentes concentraciones del anticuerpo policlonal comercial de cabra anti E. coli
O157 y del anticuerpo monoclonal anti E. coli O157 (3,75 pg/mL, 1,5 pg/mL, 0,75
pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL y 0,175 pg/mL).

Se prepararon suspensiones bacterianas en el orden de 1x10” UFC/mL a 1 x10
UFC/mL de E. coli productora de Shigatoxina ATCC 43889 y E. coli ATCC 25922. Se
trabajo con una dilucion de 1:1000 del anticuerpo marcado con HRP, segun criterio del
fabricante (antibodies- online, EE.UU.). Todas las determinaciones fueron procesadas
por triplicado.

Los valores de OD registrados al procesar el CN resultaron menores a 0,008.

Al analizar el CPH al utilizar el anticuerpo policlonal comercial de cabra anti E.
coli O157 (ab 30521) como anticuerpo de captura, se registro la lectura de OD mas alta
a una concentracion de 0,50 pg/mL, observandose diferencias significativas con los
valores de OD registrados para el resto de las concentraciones (p < 0,05). En base a
estos resultados, se decidid seleccionar la concentracion de 0,50 pg/mL para la
sensibilizacion de las placas de manera de garantizar un recubrimiento 6ptimo.

En el caso del anticuerpo monoclonal anti E. coli O157 (ab 13625), se observo
lecturas de OD por debajo de 0,600 al analizar el CPH a las distintas concentraciones
estudiadas, demostrandose ademas diferencias significativas al comparar con el
anticuerpo ab 30521.

En la Figura 5, se muestran las lecturas de OD obtenidas para cada concentracion
ensayada del anticuerpo policlonal comercial de cabra anti E. coli O157 (ab 30521)
(barras negras) y del anticuerpo monoclonal anti E. coli O157 (ab 13625) (barras

blancas)
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Figura 5. Determinacion de la concentracion Optima del anticuerpo
policlonal comercial anti E. coli O157 utilizado para sensibilizacion
de las policubetas del ELISA-O157. Las barras negras representan los
controles positivos ensayados a distintas concentraciones de este
anticuerpo primario. OD: absorbancia medida a 450/620 nm, *:
diferencia significativa (p < 0,05). Se muestran las desviaciones

estandar de los experimentos independientes realizados por triplicado.

4.2. Definicion de la concentracion del anticuerpo marcado con HRP

Se analizaron dos concentraciones diferentes del anticuerpo anti- E. coli O157-
HRP (antibodies- online, EE.UU.) para definir la concentracion 6ptima de trabajo al
utilizarlo como conjugado en la reaccion del ELISA-O157.

Los resultados se muestran en la Figura 6, donde se observa que, si bien la
dilucién 1:1000 (0,001 pg/mL) permitié una mayor diferenciacion entre los controles
negativo y positivo con valores OD mas altos, no se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05) con la dilucion 1:2000 (concentracion: 0,0005 pg/mL) del
mencionado anticuerpo. Como resultado de este analisis, se seleccion6 1:2000 como la

diluciéon de trabajo para continuar los ensayos de validacion.
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Figura 6. Determinacion de la concentracion Optima del anticuerpo
anti E. coli-HRP utilizado en el ELISA-O157. OD: absorbancia medida
a 450/620 nm,_—— : control positivo, - - - : control negativo, *:
diferencia significativa (p < 0,05). Se muestran las desviaciones
estandar (segmentos rojos) de los experimentos independientes

realizados por triplicado.

4.3. Definicion de la fase solida

Se ensayaron dos marcas de microplacas de poliestireno cristal de alta capacidad
de fijacion de proteinas, Biomart y Greiner Bio One, empleadas como fase solida del
ELISA-O157. Al analizar los valores de OD de los controles positivos y negativos no se

observaron diferencias significativas entre las marcas mencionadas (p > 0,05) (Figura

7).
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Figura 7. Definicion del comportamiento de distintas marcas
comerciales de la fase solida utilizada para el ELISA-O157. Se
muestra el comportamiento de los controles positivos (barra negra) y
negativos (barra blanca) ensayados las microplacas Biomart y Greiner
Bio One. Se muestran las desviaciones estandar de experimentos
independientes realizados por triplicado. OD: absorbancia medida a

450/620 nm.

4.4. Preparacion de los controles positivo y negativo

Resulta de vital importancia para los procesos de validacion la estandarizacion de
la preparacion y conservacion de los controles positivo y negativo que estaran
involucrados en los diferentes ensayos. Para ello, fijamos la concentracion de las
suspensiones bacterianas utilizadas como CPH y CN (10* UFC/mL), su inactivacion por
calor y su estabilizacion mediante el agregado de solucion de Kathon. Finalmente, se
ensayo en forma preliminar la viabilidad de estos controles a temperaturas de 2 - 8 °C y
de -20 °C.

Con respecto a los ensayos realizados sobre el CPH y el CN, conservados a
temperaturas de 2 - 8 °C y de -20 °C, no se observaron diferencias significativas entre
las mencionadas temperaturas de conservacion (p > 0,05) para ambos controles. Este

comportamiento se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Resultados obtenidos al ensayar el ELISA con el control
positivo (barra negra) y el negativo (barra blanca) conservados a
temperaturas de 2 - 8§ °C y -20 °C durante 7 dias. Se muestran las
desviaciones estandar de la media de los experimentos independientes

realizados por triplicado.

5. Validacion del ELISA-O157
5.1. Determinacion de la sensibilidad, especificidad y de los valores predictivos
positivo y negativo

Para el estudio de la S, E, VPP y VPN se utilizaron las 100 muestras de materia
fecal derivadas por los distintos hospitales pertenecientes a la Red de Diarreas y
Patogenos Bacterianos de Transmision Alimentaria. Estas muestras fueron analizadas
empleando el ELISA-O157 y las técnicas de cultivo y PCR para deteccion del gen
rfbO157.

Los resultados del cultivo y de la PCR se detallaron oportunamente en la Tabla 5.
Por otro lado, los resultados obtenidos al ensayar las 100 suspensiones de los
aislamientos o de las colonias provenientes de la zona de confluencia de las muestras de
heces con el ELISA-O157 permitié la determinacion de E. coli O157 en 3 de ellas
(muestras 4, 10 y 73), coincidiendo con el cultivo y la deteccion del gen r/bO157.

Es importante aclarar que para el calculo de la S, la E, el VPP y el VPN se
consideraron como negativas a aquellas muestras en las que solamente se detecto el gen
stx2 mediante PCR, es decir, en aquellas que fueron tipificadas como STEC no O157.

Esto responde a que el ELISA-O157 s6lo permite la deteccion de las E. coli O157.
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A partir de los resultados obtenidos se determin6 una S y una E del 100%. Por
otra parte, el VPP y el VPN fueron del 100%.

La concordancia del ELISA-O157 resultante del calculo del indice K con respecto
al cultivo y la PCR fue de 1, lo que significo una muy buena correlacion entre los

métodos estudiados.

5.2. Calculo del valor de corte

Es necesario establecer un valor de corte a partir del cual una muestra puede ser
diagnosticada como positiva o negativa al emplear el ELISA-O157. Ademas, la
designacion de este valor permiti6 determinar la S y la E diagnoésticas del ensayo
mencionado. Para ello, se recurrid a la construccion de una curva ROC utilizando los
valores de OD de las muestras positivas y negativas. Este analisis permitio realizar un
emparejamiento de los valores de S y E para cada punto de corte.

En la Figura 9, se observa la curva ROC obtenida a partir del tratamiento
estadistico de los datos, los cuales arrojaron un valor del AUC de 1 lo que implic6é una

excelente capacidad de discriminacion del método (p < 0,05).
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Figura 9. Curva ROC del ELISA-O157. Area bajo la curva
ROC=1,0.
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Para seleccionar el punto de corte del ELISA-O157 se establecieron las
caracteristicas de S y E de la prueba a diferentes lecturas de OD. La mayor eficiencia de
la prueba se obtuvo con un punto el corte de 0,5 donde el ensayo mostré una S del

100% y una E del 99,9% (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion de la OD de las muestras positivas y

negativas analizadas.

5.3. Limite de deteccion

Para la determinacién del LD del ELISA-O157 se prepararon 10 suspensiones
independientes de E. coli ATCC 43889 de los siguientes niveles de concentracion:
1x10* UFC/mL, 1x10’ UFC/mL, 5x10° UFC/mL, 1x10° UFC/mL y 1x10* UFC/mL.
Posteriormente, estas suspensiones se ensayaron utilizando el ELISA-O157
desarrollado. Teniendo en cuenta el punto de corte obtenido mediante el analisis de la
curva ROC, se determind la frecuencia relativa de resultados positivos [P(x)] para cada
nivel de concentracion y se graficaron estos valores ajustando la curva a una sigmoidea,
obteniéndose valores del r de 0,999 y del EE de 1,518, lo que demostré que la bondad
en el ajuste de la regresion fue apropiada (Figura 11).

El valor del LD calculado aplicando la ecuacion de la curva resultante fue 4,7x10°

UFC/mL.
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Figura 11. Curva de respuesta de probabilidad de resultados
positivos en funcion a la concentracion de E. coli O157. UFC:
unidades formadoras de colonias; EE: error estandar, r:

coeficiente de correlacion, %: porcentaje.

5.4. Rango de incertidumbre o region de error

A partir de la curva obtenida (Figura 11) se establecido que el rango de
incertidumbre se encontraba entre los valores de 1,5x10° UFC/mL y 4,7x10° UFC/mL.
Este hallazgo significo que las muestras cuyos valores se encuentren en esta zona,

deberian ser ensayadas nuevamente de modo de obtener un diagnostico certero.

5.5. Reactividad del ELISA-O157

La evaluacion de la reactividad del ELISA-O157 frente a diferentes cepas de E.
coli O157 de origen clinico y alimentario resultd necesaria y de gran importancia. Para
ello, se ensayaron 13 suspensiones bacterianas de E. coli O157 pertenecientes a la
coleccion de cepas, las que fueron caracterizadas oportunamente mediante pruebas
bioquimicas metabolicas, aglutinacion con particulas de latex anti O157 (Oxoid Ltd.,
Reino Unido) y la deteccion del gen »fbO157 por PCR.

Los resultados demostraron la capacidad de este ELISA de detectar el 100% de
los aislamientos ensayados, tanto de origen clinico como alimentario. En la Figura 12 se
muestra que las lecturas de OD de cada una de las cepas analizadas se encontraron
sustancialmente por encima del valor de corte de esta técnica (0,5), con valores que

entre 0,992 y 1,948.
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Figura 12. Reactividad del ELISA-O157 en el total de las cepas analizadas.
OD: densidad optica. ( @): lectura de OD para el CPH; ( @): lectura de OD
para el CN y ( @): lecturas de OD de cada una de las cepas analizadas. Un

resultado es considerado positivo si el valor de OD es >a 0,5.

5.6. Determinacion de reacciones cruzadas

La especificidad del ELISA-O157 fue analizada utilizando aislamientos de origen
clinico y alimentario y cepas control de calidad, pertenecientes a la coleccion de cepas.
Los ensayos se realizaron por triplicado.

Los valores de OD promedio obtenidos demostraron ausencia de reacciones
cruzadas con los microorganismos estudiados. En la Tabla 6 se muestran los valores de

OD al ensayar el ELISA-O157 para los diferentes microorganismos.

Tabla 6. Reactividad cruzada del ELISA-O157 con los diferentes microorganismos.

. . ODy50/6200m

Microorganismo (promedio)
Acinetobacter baumanii ATCC 19696 0,005
Achromobacter xilosoxidans 0,013
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 0,004
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Microorganismo 8?;:;’23’;‘5
Alcaligenes faecalis 0,006
Aspergillus niger 0,006
Bacillus subtilis 0,005
Campylobacter jejuni ATCC 700819 0,005
Campylobacter jejuni (P33Ca) 0,010
Campylobacter jejuni (V5Ca) 0,025
Candida albicans ATCC 10231 0,008
Citrobacter freundii ATCC 8090 0,006
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 0,007
Enterobacter agglomerans ATCC 27155 0,003
Enterobacter cloacae ATCC 13047 0,006
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,005
Escherichia coli ATCC 35401 0,007
Escherichia coli ATCC 25922 0,006
EAEC (L25Ec) 0,007
EIEC (P58Ec) 0,005
EPEC (Vt42Ec) 0,009
EPEC (L4Ec) 0,009
ETEC (Vt44Ec) 0,008
Estafilococos coagulasa negativos grupo haemolyticus 0,011
Estafilococos coagulasa negativos grupo saprophyticus 0,016
Estafilococos coagulasa negativos grupo simulans 0,006
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 0,005
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Microorganismo 8?;:;’23’;‘(‘3
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 0,007
Proteus mirabilis ATCC 29906 0,001
Proteus penneri 0,003
Proteus vulgaris ATCC 6380 0,006
Providencia stuartii ATCC 33672 0,006
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0,006
Salmonella enteritidis ATCC 13076 0,005
Salmonella spp. (B1Sa) 0,007
Salmonella spp. (P9Sa) 0,012
Serratia marscescens 0,005
Shigella flexneri ATCC 29903 0,004
Shigella flexneri (V61Sh) 0,014
Shigella flexneri (C11Sh) 0,002
Shigella sonnei ATCC 29930 0,004
Shigella sonnei (P14Sh) 0,009
Shigella sonnei (Z81Sh) 0,031
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,007
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0,005
STEC (P37Ec) 0,020
STEC (P41Ec) 0,014
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636 0,004
Streptococcus pyogenes 0,009
Streptococcus agalactiae 0,006
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. . ODy50/620nm

Microorganismo (promedio)
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 0,005
CPH 1,798
CN 0,008

OD: absorbancia, EPEC: Escherichia coli enteropatogena, ETEC: Escherichia coli
enterotoxigénica, EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva, STEC: Escherichia coli
shigatoxigénica, CN: control negativo; CPH: control positivo alto, L: cepa perteneciente
al cepario del grupo de investigacion, Vt: cepa de proveniente de muestra animal, Ec:
Escherichia coli, P: Hospital Provincial de Rosario, B: Hospital Escuela Eva Peron, C:
Hospital del Centenario, Z: Hospital de Nifios Zona Norte, V: Hospital de Nifios Victor
J. Vilela.

5.7. Precision del ELISA-O157

A partir de los resultados obtenidos al analizar el control positivo a dos
concentraciones diferentes (CPH y CPL) y el CN mediante el ELISA-O157, se calculd
la OD media, la DE y el CV%.

La precision se evalué mediante la determinacion del CV% en dos niveles:
repetibilidad y precision intermedia. Los resultados del ensayo de repetibilidad se

resumen en la Tabla 7 y los del ensayo de precision intermedia en la Tabla 8.

Tabla 7. Repetibilidad del ELISA-O157

Muestra X (450/620 nm) DE CV%
CPH 1,945 0,1537 7,9
CPL 1,573 0,1482 9,4

CN 0,064 0,0114 17,8

X: absorbancia media, DE: desviacién estandar, CV%: coeficiente de variacion
porcentual, CPH: control positivo alto, CPL: control positivo bajo, CN: control

negativo.

92



Resultados

Tabla 8. Precision intermedia del ELISA-O157

Muestra X (450/620 nm) DE CV%
CPH 1,741 0,2261 13,0
CPL 1,448 0,1978 13,6

CN 0,064 0,0155 24,2

X: absorbancia media, DE: desviacion estandar, CV%: coeficiente de variacion
porcentual, CPH: control positivo alto, CPL: control positivo bajo, CN: control

negativo.

Los valores alcanzados en el ensayo de repetibilidad fueron inferiores al 20% al
analizar los tres controles. Sin embargo, al analizar la precision intermedia, el CV% de

los CPH y CPL resultaron menores al 15%, en tanto el CV% del CN resulto del 24,2%.

5.8. Ensayos de estabilidad térmica acelerada

Los diferentes componentes involucrados en el desarrollo del ELISA-O157
(policubeta sensibilizada, CPH, conjugado y sustrato) fueron sometidos a temperaturas
de 28 °C y 37 °C durante 5, 10 y 15 dias, y a 42 °C durante 2, 3 y 4 dias. Los valores de
OD obtenidos en cada caso se compararon con la contramuestra conservada el mismo
periodo entre 2 °C y 8 °C.

A continuacion se detallan los hallazgos obtenidos en los ensayos de estabilidad

térmica acelerada para cada uno de los componentes evaluados.

5.8.1. Ensayos de estabilidad térmica de las policubetas sensibilizadas

Las policubetas sensibilizadas y sometidas a condiciones extremas de temperatura
y tiempo de almacenamiento fueron utilizadas para ensayar el CPH y el CN.

En la Figura 13 se detallan las lecturas de OD obtenidas para el CPH ensayado
utilizando las policubetas sin tratar y tratadas a diferentes temperaturas y tiempos de

incubacion.
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Figura 13. Evolucion de la OD del CPH utilizando policubetas
sensibilizadas sin tratar (negro) e incubadas a temperaturas de 28
°C (azul) y 37 °C (rojo) durante 5, 10 y 15 dias; y de 42 °C (rosa)
durante 2, 3 y 4 dias.

Analizando los valores de OD obtenidos, no se observaron diferencias
significativas al incubar las policubetas a 28 °C y 37 °C durante 5 dias (p > 0,05), sin
embargo, las lecturas posteriores a estas mismas temperaturas (10 y 15 dias de
incubacion) presentaron diferencias significativas (p < 0,05), con una marcada caida en
los valores de OD a los 15 dias de tratamiento.

Por otra parte, se observaron diferencias significativas al ensayar el CPH
utilizando las policubetas sin tratar y tratadas a 42 °C (p < 0,05).

No se observaron diferencias significativas al analizar el CN utilizando las
policubetas sometidas a las diferentes condiciones de temperatura y tiempo de
incubacidn con respecto a las conservadas a 4 °C (p > 0,05). Las lecturas de este control
presentaron valores cercanos a 0 por lo que no fueron incluidas en la Figura 13.

Para determinar la vida util de las policubetas se selecciond 28 °C y 37 °C y 5 dias
como pardmetros para ser utilizados en la ecuacion de Arrhenius. El tiempo de
conservacion de las policubetas sensibilizadas a temperaturas entre 2 - 8 °C resulto de

278 dias (9 meses aproximadamente).
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5.8.2. Ensayos de estabilidad térmica del CPH

El CPH fue inactivado y conservado en Kathon al 0,1%. Se confirm¢ la pureza del
mismo y la inactivacion del patdogeno al no observarse crecimiento bacteriano en las
placas con el medio diferencial CLDE y con el medio selectivo SMAC.

Los resultados de OD obtenidos luego de haber sometido al CPH a distintas

condiciones de temperatura y tiempo de incubacion se utilizaron para realizar la grafica

que se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Evolucion de la OD del CPH durante los dias de
tratamiento a las temperaturas de 28 °C (azul), 37 °C (r0jo) y 42

°C (rosa) y los valores de OD del CPH sin tratar (negro).

Analizando la curva del tratamiento del CPH a 28 °C comparada con la del CPH
sin tratamiento térmico, podemos mencionar que no se observaron diferencias

significativas durante el periodo en estudio (p > 0,05).

Con respecto a la curva del tratamiento a 37 °C, se observaron diferencias
significativas a los 15 dias de incubacion, en tanto a 42 °C se observaron diferencias
significativas a los 3 y 4 dias de tratamiento térmico (p < 0,05).

Analizando los valores de OD obtenidos para el CPH, se seleccionaron las
siguientes condiciones: 15 dias a 28 °C, 10 dias a 37 °C y 2 dias a 42 °C. Al aplicar la
ecuacion de Arrhenius, el tiempo de conservacion del CPH a temperaturas entre 2 - 8 °C

fue de 766 dias (25 meses, aproximadamente).
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5.8.3. Ensayos de estabilidad térmica del conjugado anti E. coli O157-HRP

Para verificar la estabilidad térmica del conjugado anti E. coli O157-HRP
utilizado a la concentracion de trabajo en el ELISA-O157, se ensayo6 el CPH utilizando
este anticuerpo conjugado sometido a las distintas condiciones de temperatura y tiempo
de incubacion, mencionadas anteriormente. Los resultados alcanzados se muestran en la

Figura 15.
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Figura 15. Evolucion de la OD del CPH utilizando el anticuerpo
conjugado sin tratar (negro) e incubado a temperaturas de 28 °C
(azul) y 37 °C (rojo) durante 5, 10 y 15 dias; y de 42 °C (rosa)
durante 2, 3 y 4 dias.

Al analizar los valores de OD del CN utilizando el anticuerpo conjugado con HRP
incubado bajo las diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubacion, no se
observaron diferencias significativas con respecto al conservado a 4 °C (p > 0,05). Las
lecturas obtenidas para este control presentaron valores cercanos a 0, por lo que no
fueron incluidas en la Figura 15.

Por otra parte, podemos mencionar que no se observaron diferencias significativas
entre los valores de OD del CPH utilizando el conjugado sin tratar y tratado a
temperaturas de 28 °C y 37 °C durante 5 y 10 dias, y a 42 °C durante 2 dias (p > 0,05),
de modo que se seleccionaron estas condiciones para realizar el calculo de la estabilidad

térmica aplicando la ecuacion de Arrhenius. Entonces, se determind que la estabilidad
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térmica del anticuerpo conjugado con HRP a temperaturas entre 2 - 8 °C fue de 692 dias

(23 meses, aproximadamente).

5.8.4. Ensayos de estabilidad térmica del sustrato
El sustrato fue sometido a distintas condiciones de temperatura y tiempo de
incubacion. Los resultados obtenidos se utilizaron para realizar la gréafica

correspondiente (Figura 16).

2,2

2,0 1

1,8
1,6

] P'\i -
:
124 42°C

—e— 4°C
—e— 28°C
—e— 37°C

0D 450/620 nm

1,0 T T T T T T T
(0] 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura 16. Evolucion de la OD del CPH utilizando el sustrato
sin tratar (negro) e incubado a temperaturas de 28 °C (azul) y 37
°C (rojo) durante 5, 10 y 15 dias; y de 42 °C (rosa) durante 2, 3 y
4 dias.

No se observaron diferencias significativas al analizar el CN utilizando el sustrato
sometido a las condiciones antes mencionadas con respecto al conservado a 4 °C (p >
0,05). Las lecturas de este control presentaron valores cercanos a 0 por lo que no fueron
incluidas en la Figura 16.

Analizando los valores de OD obtenidos al ensayar el CPH a 28 °C y 37 °C, no se
observaron diferencias significativas al quinto dia de incubacidn, contrariamente a lo
ocurrido en los restantes puntos del ensayo a esta misma temperatura. Por otro lado, a

42 °C se observaron diferencias significativas a partir del dia 2 de incubacion.
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Se selecciond 5 dias a 28 °C y a 37 °C para la aplicacion de la ecuacion de
Arrhenius. El tiempo de conservacion del sustrato a temperaturas entre 2 - 8 °C fue de
278 dias (9 meses aproximadamente).

Evaluando los componentes del equipo en forma conjunta y simultanea, pudimos
inferir que la estabilidad térmica a temperaturas de 2 - 8 °C para el ELISA-O157

completo fue de 9 meses.
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PARTE I11. ELISA-Stx2

6. Estandarizacion del ELISA-Stx2
6.1. Definicion de la concentracion de anticuerpo utilizado para la sensibilizacion
de las policubetas y como anticuerpo secundario del ELISA-Stx2

La estandarizacion del ELISA-Stx2 involucrd, como primer paso, la definicion del
anticuerpo de captura y del anticuerpo secundario, asi como también sus respectivas
concentraciones.

Se ensayo el anticuerpo monoclonal anti Shigatoxina 2 (Hycult Biotech, EE.UU.)
y el anticuerpo policlonal de conejo anti Stx2 suministrado por el Instituto Butantan de
la ciudad de San Pablo, Brasil. Ambos anticuerpos fueron utilizados para sensibilizar las
policubetas a concentraciones de 2,5 pg/mL; 1,5 pg/mL; 1 pg/mL y 0,5 pg/mL.
Ademas, ambos anticuerpos fueron empleados como anticuerpos secundarios a
concentraciones de 2 ng/mL y 4 pg/mL.

De acuerdo a los valores obtenidos al emplear ambas combinaciones, se observo
que, al utilizar el anticuerpo primario Hycult Biotech y el anticuerpo suministrado por el
Instituto Butantan como secundario, las lecturas de OD resultaron francamente mayores
a las concentraciones ensayadas (Figura 17.A) en comparacion con la combinacion que
empleaba como anticuerpo primario el suministrado por el Instituto Butantan, y el
anticuerpo Hycult Biotech como secundario (Figura 17.B). Por lo tanto, se opt6 por la
combinacion en la que se utilizo el anticuerpo monoclonal anti Shigatoxina 2 (Hycult
Biotech) como anticuerpo de captura o primario y el anticuerpo policlonal de conejo
anti Stx2 (Instituto Butantan) como anticuerpo secundario.

Analizando la Figura 17.A, que representa la combinacion de anticuerpos
seleccionada, se procedio a la evaluacion de la concentracion optima de trabajo del
anticuerpo primario (Hycult Biotech) a emplear en el ELISA-Stx2. Se observo que, a la
concentracion de 1 pg/mL, el CPH presentd el valor de OD mas alto con diferencias
significativas con las lecturas obtenidas al ensayar las restantes concentraciones de este
anticuerpo (p < 0,05).

Al evaluar la concentracion de trabajo del anticuerpo policlonal de conejo anti
Stx2 (Instituto Butantan) utilizado como anticuerpo secundario, se observo que a una

concentracion de 4 pg/mL se obtuvo una mayor lectura de OD, con diferencias
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significativas con la lecturas obtenidas al ensayar la concentracion de 2 pg/mL (p <
0,05).

Es importante aclarar que las lecturas de OD del CN fueron proximas a 0, datos
que no fueron incluidos en la Figura 17.

Resumiendo, mediante la combinacion de los resultados analizados se selecciond
el anticuerpo monoclonal anti Shigatoxina 2 (Hycult Biotech) como anticuerpo de
captura a una concentracion de 1 pg/mL y, como anticuerpo secundario, el anticuerpo

de conejo anti Stx2 (Butantdn) a una concentracion de 4 pg/mL.
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Concentracién anticuerpo primario Hycult Biotech (ug/ml) Concentracién anticuerpo primario Butantan (ug/ml)

Figura 17. Estandarizacion de la concentracion optima del anticuerpo de captura y del
anticuerpo secundario del ELISA-Stx2. A) Valores de OD obtenidos al utilizar el
anticuerpo de captura Hycult Biotech y el secundario Butantan. B) Valores de OD
obtenidos al utilizar el anticuerpo de captura Butantdn y el secundario Hycult Biotech.
Barras negras: controles positivos ensayados a diferentes concentraciones de anticuerpo
primario, utilizando 2 pg/mL del anticuerpo secundario. Barras blancas: controles
positivos ensayados a diferentes concentraciones de anticuerpo primario empleando 4
pg/mL del anticuerpo secundario. OD: absorbancia medida a 450/620 nm. Se muestran
las desviaciones estandar de experimentos independientes realizados por triplicado. *:
Concentracion del anticuerpo primario Hycult Biotech (I pg/mL) y del anticuerpo
secundario (4 pg/mL) que presentaron diferencias significativas respecto al empleo de 1

ug/mL del anticuerpo primario y 2 pg/mL del anticuerpo secundario (p < 0,05).
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6.2. Definicion de la concentracion del anticuerpo conjugado con HRP

Al realizar la estandarizacion de la concentracion del anticuerpo comercial de
cabra anti IgG de conejo marcado con HRP (Ab Frontier, Corea), se detectaron
diferencias significativas (p < 0,05) entre las diluciones 0,25 pg/mL y 0,5 pg/mL del
anticuerpo al utilizar la microplaca sensibilizada con concentraciones del anticuerpo de
1 pg/mL. La concentracion del conjugado seleccionada para continuar con los ensayos
fue 0,5 pg/mL, ya que fue la dilucion a la que se observo una mayor diferenciacion

entre el CPH y el CN. Estos resultados se muestran en la Figura 18.

0D 450/620 nm
o
@]

0,25 0,5

Concentracion del conjugado (ng/ml)

Figura 18. Determinacion de la concentracion 6ptima de anticuerpo
IgG anti conejo-HRP (Ab Frontier, Corea) utilizado en el ELISA-Stx2.
OD: absorbancia medida a 450/620 nm, — : control positivo, - - - :
control negativo, *: diferencia significativa (p < 0,05). Se muestran las
desviaciones estandar de los controles positivos (segmentos rojos) y de
controles negativos (segmentos azules) de los ensayos independientes

realizados por triplicado.

6.3. Definicion de la fase solida
En este trabajo se evaluaron dos marcas comerciales diferentes para ser empleadas
como fase solida del ELISA-Stx2. Las placas de poliestireno ensayadas correspondieron

a las marcas Biomart y Greiner Bio One.
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Las microplacas mencionadas presentaron la misma respuesta respecto a los
valores de OD obtenidos al ensayar el CPH y el CN, no observandose diferencias

significativas entre ambas (p > 0,05) (Figura 19).

1,4

1,2 A

1,0

0D 450/620 nm

Biomart Greiner Bio One

Fase sodlida

Figura 19. Estandarizacion ELISA-Stx2 variando la fase sélida (placas

Biomart y Greiner Bio One). Se presenta el comportamiento del control
positivo (barras negras) y negativo (barras blancas) ensayados con
ambas microplacas. Se muestran las desviaciones estandar de
experimentos independientes realizados por triplicado. OD: absorbancia

medida a 450/620 nm.

6.4. Preparacion de los controles positivo y negativo

De la misma manera que al estandarizar el ELISA-O157, hemos sometido los
controles CPH y CN a temperaturas de 2 - 8 °C y a -20 °C durante 7 dias para evaluar la
viabilidad o estabilidad de los mismos al ensayarlos con el ELISA-Stx2.

Respecto a los resultados obtenidos, no se observaron diferencias significativas
entre las mencionadas temperaturas de conservacion, 2 - 8 °C y -20°C, al evaluar el

CPH y el CN (p > 0,05). Estos hallazgos se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Resultados obtenidos al ensayar el ELISA-Stx2 con el
control positivo (barra negra) y el control negativo (barra blanca)
conservados a 2 - 8 °C y a -20°C durante 7 dias. Se muestran las
desviaciones estandar de la media de dos experimentos independientes

realizados por triplicado.

7. Validacion del método de ELISA-Stx2
7.1. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo

Las colonias aisladas o las colonias provenientes de la zona de confluencia del
cultivo fueron ensayadas con el ELISA-Stx2 en un total de 100 muestras de heces
sembradas en el medio selectivo SMAC. Como método de referencia se empled la
deteccion del gen stx2 mediante PCR y, paralelamente, se compar6 el ELISA en estudio
con el ELISA comercial Ridascreen® Verotoxin.

Los aislamientos recuperados a partir de las 100 muestras de materia fecal fueron
ensayados de acuerdo a lo descripto anteriormente, siendo posible la deteccion del gen
stx2 en 4 muestras (N°4, N°10, N°73 y N°92).

En la Tabla 9 se detallan las muestras de materia fecal cuyos aislamientos

resultaron positivos por alguna de las metodologias empleadas.
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Tabla 9. Comparacion de los resultados obtenidos al analizar las muestras con el

ELISA-Stx2, la PCR para la deteccion del gen stx2 y el ELISA Ridascreen® Verotoxin.

Materia fecal ELISA-Stx2 PCR ELISA comercial
4 + stx2 +
10 + stx2 +
31 - stx2 +
73 + stx2 +
92 + stx2 +

-: negativo, +: positivo.

Los resultados indicaron que la S del ELISA-Stx2 desarrollado fue del 80% y la E
del 100%. Ademas, el VPP fue del 100% y el VPN del 98,95%.

El indice K entre el ELISA-Stx2 y la técnica de PCR para deteccion del gen stx2
fue de 0,9, valor que representd un muy buen nivel en el grado de concordancia entre
estos métodos. El mismo grado de concordancia (0,98) se obtuvo al comparar el

ELISA-Stx2 con el ELISA Ridascreen® Verotoxin.

7.2. Calculo del punto de corte, sensibilidad y especificidad diagnéstica

La definicion del punto de corte para el ELISA-Stx2 permiti¢ diagnosticar una
muestra como positiva o negativa para la presencia de la toxina Stx-2. Para ello, se
construy6 la curva ROC correspondiente utilizando los valores de OD de las muestras
positivas y negativas.

En la Figura 21, se observa la curva ROC obtenida a partir del tratamiento
estadistico de los datos, los cuales arrojaron un valor del AUC de 0,9979 lo que implico

una excelente capacidad de discriminacioén del método (p < 0,05).
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Curva ROC
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Figura 21. Curva ROC del ELISA-Stx2. Area bajo la curva ROC:
0,9979.

Para seleccionar el punto de corte del ELISA-Stx2 se establecieron las
caracteristicas de S y E de la prueba a diferentes valores de OD. La mayor eficiencia del
método se obtuvo a una lectura de OD de 0,45, donde la prueba mostré una S del 100%
y una E del 98%. Por lo tanto, se selecciond este valor como punto de corte del ELISA.

Estos resultados se detallan en la Figura 22.

0,8 A

0,6 ° °

OD 450/620 nm

0,4 -

0,2

0,0

Positivos

Figura 22. Distribucion de los valores de absorbancia de las
muestras positivas y negativas analizadas. La linea horizontal
corresponde al valor de corte seleccionado (0,45) que permitié una

adecuada discriminacion entre las muestras positivas y negativas.
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7.3. Limite de deteccion

A partir de 10 suspensiones bacterianas independientes de cada uno de 5 niveles
de concentracion de E. coli ATCC 43889 se realizd la técnica de ELISA-Stx2, se
calculd el porcentaje de resultados positivos [P(x)] y se grafico la curva en funcion a la
concentracion de STEC productora de Stx-2 ajustando la curva a una sigmoidea,
obteniéndose valores del r de 0,999 y del EE de 1,873, lo que demostré que la bondad
en el ajuste de la regresion fue apropiada (Figura 23).

El valor del LD obtenido aplicando la ecuacion de la curva resultante fue de

7,5x10° UFC/mL.
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Figura 23. Curva de respuesta de probabilidad de resultados
positivos en funcion a la concentracion expresada en log de
UFC/mL de STEC productora de Stx-2. UFC: unidades
formadoras de colonias; EE: error estandar; r: coeficiente de

correlacion.

7.4. Rango de incertidumbre
A partir de los datos obtenidos al determinar el LD en el apartado 7.3. se
determind que el rango de incertidumbre del método estuvo comprendido entre valores

de concentracion de 2,9x10° UFC/mL y 7,5x10° UFC/mL.
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7.5. Reactividad del ELISA-Stx2

La evaluacion de la reactividad del ELISA-Stx2 frente a diferentes cepas de
origen clinico como alimentario de STEC productoras de Stx-2, involucr6 el analisis de
10 suspensiones bacterianas de STEC. Estos aislamientos fueron confirmados como
productores de Stx-2 mediante la deteccion del gen stx2 por PCR.

El ELISA-stx2 resulto positivo para todos los aislamientos ensayados, tanto los de
origen clinico como alimentario.

Por otra parte, se ensayaron las cepas de STEC EES5, JJ10 y B2F1, cuyas variantes
de Stx2 fueron caracterizadas como Stx2a, Stx2c y Stx2d, respectivamente. El ELISA-
Stx2 present6 reaccion positiva al ensayar los aislamientos mencionados anteriormente.

En la Figura 24 se muestra que las lecturas de OD de cada una de las cepas
analizadas se encontraron sustancialmente por encima del valor de corte de esta técnica
(0,45), con lecturas de OD que se encontraron entre 1,011 y 1,508.

En este estudio no fueron ensayados los subtipos Stx2b, Stx2e, Stx2f y Stx2g ya

que no se disponian de las mencionadas cepas.
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Figura 24. Reactividad del ELISA-Stx2 en el total de las cepas
analizadas. OD: densidad optica. ( @): lectura de OD para el CPH; (@):
lectura de OD para el CN y (@): lecturas de OD de cada una de las cepas
analizadas. Un resultado es considerado positivo si el valor de OD es

mayor a 0,45.

107



Resultados

7.6. Determinacion de reacciones cruzadas

La especificidad del ELISA-Stx2 fue analizada utilizando aislamientos de origen
clinico y alimentario y cepas control de calidad.

Los valores de OD promedio demostraron ausencia de reacciones cruzadas del
ELISA-Stx2 con los microorganismos estudiados. En la Tabla 10 se detallan los
microorganismos analizados y las lecturas de OD promedio obtenidas a partir de los

ensayos realizados por triplicado.

Tabla 10. Reactividad cruzada del ELISA-Stx2 frente a diversos microorganismos.

Microorganismo 8?;:3’2:{'{'(;
Acinetobacter baumanii ATCC 19696 0,005
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 0,005
Alcaligenes faecalis 0,006
Alcaligenes faecalis 0,005
Aspergillus niger 0,010
Bacillus subtilis 0,007
Bulkhordelia cepacia 0,006
Campylobacter coli (P25Ca) 0,005
Campylobacter jejuni ATCC 33559 0,030
Campylobacter jejuni (V30Ca) 0,006
Candida albicans ATCC 10231 0,006
Citrobacter freundii ATCC 8090 0,005
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 0,005
Enterobacter agglomerans ATCC 27155 0,007
Enterobacter cloacae ATCC 13047 0,007
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,007
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Microorganismo 8?;;‘;’23’;3
Escherichia coli ATCC 700336 0,006
Escherichia coli ATCC 35401 0,010
Escherichia coli ATCC 25922 0,012
Escherichia coli productora de Stx-1 (L6Ec) 0,014
EAEC (L25Ec) 0,007
EIEC (P58Ec) 0,006
EPEC (L4Ec) 0,005
EPEC (Vt42Ec) 0,005
ETEC (Vt44Ec) 0,006
Estafilococos coagulasa negativos grupo haemolyticus 0,006
Estafilococos coagulasa negativos grupo saprophyticus 0,006
Estafilococos coagulasa negativos grupo simulans 0,003
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 0,005
Morganella morganii 0,007
Proteus mirabilis ATCC 29906 0,010
Proteus penneri 0,013
Proteus vulgaris ATCC 6380 0,003
Providencia stuartii ATCC 33672 0,007
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0,006
Salmonella enteritidis ATCC 13076 0,004
Salmonella spp. (C55Sa) 0,010
Salmonella spp. (V3Sa) 0,008
Salmonella spp. (Z6Sa) 0,005
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Microorganismo 8?;;‘;’23’;3
Serratia marscescens 0,006
Serratia odorifera 0,005
Shigella flexneri ATCC 29903 0,006
Shigella flexneri (B1Sh) 0,009
Shigella flexneri (P24Sh) 0,004
Shigella flexneri (Z164Sh) 0,006
Shigella sonnei ATCC 29930 0,006
Shigella sonnei (C117Sh) 0,007
Shigella sonnei (B8Sh) 0,005
Shigella sonnei (V44Sh) 0,011
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,063
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0,006
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636 0,012
Streptococcus pyogenes 0,005
Streptococcus agalactiae 0,005
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 0,005
CPH 1,987
CN 0,008

OD: absorbancia, EPEC: Escherichia coli enteropatogena, ETEC: Escherichia coli

enterotoxigénica, EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva, CN: control negativo; CPH:

control positivo alto, L: cepa perteneciente al cepario del grupo de investigacion, Vt:

cepa de proveniente de muestra animal, Ec: Escherichia coli, P: Hospital Provincial de

Rosario, B: Hospital Escuela Eva Peron, C: Hospital del Centenario, Z: Hospital de

Nifios Zona Norte, V: Hospital de Nifios Victor J. Vilela.
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7.7. Precision del ELISA-Stx2
Para la evaluacion de la precision del ELISA-Stx2, se calculd el X, la DE y CV%.

Los resultados de los ensayos de repetibilidad y precision intermedia se resumen en la

Tabla 11.

Tabla 11. Repetibilidad del ELISA Stx-2

Muestra ODy450/620nm DE CV%
CPH 1,423 0,235 9,30
CPL 1,310 0,101 7,75

CN 0,002 0,000 13,32

OD: absorbancia, DE: desviacion estandar, CV%:

CPH: control positivo, CPL: control positivo bajo, CN: control negativo.

Tabla 12. Repetibilidad y precision intermedia del ELISA Stx-2

coeficiente de variacion porcentual,

Muestra ODy450/620nm DE CV%
CPH 1,423 0,235 9,30
CPL 1,310 0,101 7,75

CN 0,002 0,000 13,32

OD: absorbancia, DE: desviacion estandar, CV%: coeficiente de variacion porcentual,

CPH: control positivo, CPL: control positivo bajo, CN: control negativo.

Entonces, la precision se evalué mediante la determinacion del CV en dos niveles,
repetibilidad y precision intermedia, resultando valores inferiores a 20% al analizar los

controles positivos y el control negativo.
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7.8. Ensayos de estabilidad térmica acelerada
7.8.1. Ensayos de estabilidad térmica de las policubetas sensibilizadas

Las policubetas sensibilizadas y sometidas a condiciones extremas de temperatura
y tiempo de almacenamiento fueron evaluadas mediante el comportamiento del CPH y
del CN sin tratar y tratados térmicamente.

Analizando los valores de OD obtenidos, podemos sefialar que no se observaron
diferencias significativas al incubar las policubetas a 28 °C y 37 °C (p > 0,05) durante el
periodo en el que se realiz6 el tratamiento térmico.

Por otra parte, se observaron diferencias significativas al ensayar el CPH
utilizando las policubetas sin tratar y tratadas a 42 °C (p < 0,05).

Los resultados obtenidos al ensayar el CPH con las policubetas se detallan en la
Figura 25.

No se observaron diferencias significativas al analizar el CN utilizando las
policubetas sometidas a las diferentes condiciones de temperatura y tiempo de
incubacidn con respecto a las conservadas a 4 °C (p > 0,05). Las lecturas de este control

presentaron valores cercanos a 0 por lo que no fueron incluidas en la Figura 25.
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Figura 25. Evolucién de las absorbancias resultantes al ensayar
el CPH utilizando policubetas sensibilizadas sin tratar (negro) e
incubadas a temperaturas de 28 °C (azul) y 37 °C (ro0jo) durante

5,10y 15 dias, y de 42 °C (rosa) durante 2, 3 y 4 dias.
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Para determinar la vida 1til de las policubetas se seleccionaron las temperaturas de
28°C y 37 °C, y 15 dias como parametros para ser utilizados en la ecuacion de
Arrhenius. El tiempo de conservacion de las policubetas sensibilizadas a temperaturas

entre 2 - 8 °C resulto de 834 dias (27 meses, aproximadamente).

7.8.2. Ensayos de estabilidad térmica del anticuerpo secundario
El anticuerpo secundario empleado en el ELISA-Stx2 fue sometido a las distintas
condiciones de temperatura y tiempo de incubacion. Los resultados mencionados se

muestran en la Figura 26.
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Figura 26. Lecturas de absorbancia obtenidas al ensayar el CPH
utilizando el anticuerpo secundario sometido a distintas
condiciones de temperatura y tiempo de incubacion. Tratamiento
del anticuerpo secundario a 28 °C (azul), tratamiento a 37 °C
(rojo), tratamiento a 42 °C (rosa) y anticuerpo conservado a 4 °C

(negro).

Al evaluar los resultados obtenidos, podemos decir que no se observaron
diferencias significativas entre el CPH ensayado con el anticuerpo secundario
conservado a 4 °C y los ensayados con este anticuerpo sometido a temperaturas de 28
°C y 37 °C durante 5 dias (p > 0,05). El tratamiento térmico de este anticuerpo a 28 °C
y 37 °C durante 10 y 15 dias mostré diferencias significativas al compararlo con los
valores del CPH utilizando este anticuerpo secundario sin tratamiento térmico (p <

0,05).
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A analizar el tratamiento térmico a 42 °C, se observaron diferencias significativas
al ensayar el CPH utilizando el anticuerpo sometido a esta temperatura y el conservado
a4°C (p<0,05).

No se observaron diferencias significativas al analizar el CN utilizando el
anticuerpo secundario sometido a las diferentes condiciones de temperatura y tiempo de
incubacién con respecto a las conservadas a 4 °C (p > 0,05). Las lecturas de este control
presentaron valores cercanos a 0 por lo que no fueron incluidas en la Figura 26.

Analizando los valores de OD obtenidos para el CPH, se seleccionaron las
siguientes condiciones: a 28 °C y 37 °C, 5 dias. La aplicacion de la ecuacion de
Arrhenius permitid, en base a las condiciones seleccionadas, inferir la estabilidad
térmica entre 2 - 8 °C. El tiempo de conservacion del anticuerpo secundario calculado

resultod de 278 dias (9 meses, aproximadamente).

7.8.3. Ensayos de estabilidad térmica del CPH
Los valores de OD obtenidos luego de haber sometido el CPH a las distintas

condiciones de temperatura y tiempo de incubacion se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Lecturas de absorbancia obtenidas para el CPH
sometido a distintas condiciones de temperatura y tiempo de
incubacion. Tratamiento a 28 °C (azul), tratamiento a 37 °C

(rojo), tratamiento a 42 °C (rosa) y anticuerpo conservado a 4 °C

(negro).
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No se observaron diferencias significativas entre las temperaturas de 28 °C y 37
°C durante los 15 dias del ensayo y a 42 °C en el segundo dia de la evaluaciéon de la
estabilidad (p > 0,05). Sin embargo, se observaron diferencias significativas al comparar
el CPH sin tratamiento térmico y el sometido a 42 °C durante 3 y 4 dias (p < 0,05).

Las lecturas del CN presentaron valores cercanos a 0 y no demostraron diferencias
significativas (p > 0,05) por lo que no fueron incluidas en la Figura 27.

Analizando los valores de OD obtenidos para el CPH, se seleccionaron las
siguientes condiciones: 28 °C, 15 dias; 37 °C, 15 dias y 42 °C, 2 dias. En base a los
resultados obtenidos, se definié la estabilidad térmica entre 2 - 8 °C mediante la
aplicacion de la ecuacion de Arrhenius, resultando que el tiempo de conservacion del

CPH fue de 951 dias (31 meses, aproximadamente).

7.8.4. Ensayos de estabilidad térmica del conjugado
Los resultados de OD obtenidos luego de haber sometido el anticuerpo conjugado

con HRP a las distintas condiciones de temperatura y tiempo de incubacion se detallan

en la Figura 28.
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Figura 28. Lecturas de absorbancia obtenidas para el conjugado
sometido a distintas condiciones de temperatura y tiempo de
incubacion. Tratamiento a 28 °C (azul), tratamiento a 37 °C

(rojo), tratamiento a 42 °C (rosa) y anticuerpo conservado a 4 °C

(negro).
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Resultados

No se observaron diferencias significativas entre el tratamiento a temperaturas de
28 °C durante los dias 5y 10 del ensayo (p > 0,05) en tanto, la evaluacion en el dia 15,
demostro diferencia significativa con respecto al comportamiento del CPH utilizando el
conjugado conservado a 4 °C (p < 0,05).

La estabilidad térmica del anticuerpo secundario, ensayada a 37 °C y a 42 °C
durante el periodo en estudio, demostr6 diferencias significativas al compararla con el
anticuerpo sin tratamiento térmico (p < 0,05).

Las lecturas del CN presentaron valores cercanos a 0 y no demostraron diferencias
significativas (p > 0,05) por lo que no fueron incluidas en la Figura 28.

Analizando los valores de OD obtenidos para el CPH, se seleccion6 la condicion
de 10 dias a 28 °C. En base a los resultados obtenidos, se infiere la estabilidad térmica
entre 2 - 8§ °C mediante la aplicacion de la ecuacion de Arrhenius, resultando que el

tiempo de conservacion del conjugado fue de 154 dias (5 meses, aproximadamente).

7.8.5. Ensayos de estabilidad térmica del sustrato
El sustrato fue sometido a distintas condiciones de temperatura y tiempo de incubacion.

Los resultados obtenidos se detallan en la Figura 29.
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Figura 29. Lecturas de absorbancia obtenidas para el CPH
utilizando el sustrato sometido a diferentes condiciones de
temperatura y tiempo de incubacion. Tratamiento a 28 °C (azul),
tratamiento a 37 °C (rojo), tratamiento a 42 °C (rosa) y

anticuerpo conservado a 4 °C (negro).
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Resultados

No se observaron diferencias significativas entre el sustrato tratado a 28 °C
durante los dias 5 y 10 del ensayo (p > 0,05) comparados con el sustrato sin tratamiento
térmico. Sin embargo, el valor obtenido el dia 15 a esta misma temperatura mostro
diferencias significativas (p < 0,05) en comparacién con el CPH ensayado con el
sustrato sin tratamiento térmico.

La estabilidad térmica ensayada para el sustrato a 37 °C y 42 °C durante el
periodo analizado, mostr6 diferencias significativas al comparar los valores obtenidos
del CPH utilizando el sustrato sin tratamiento térmico (p < 0,05).

Las lecturas del CN presentaron valores cercanos a 0 y no mostraron diferencias
significativas (p > 0,05) por lo que no fueron incluidas en la Figura 29.

Analizando los valores de OD obtenidos, se seleccionaron las siguientes
condiciones de 28 °C y 10 dias. En base a los resultados obtenidos, se infiere la
estabilidad térmica entre 2 - 8 °C mediante la aplicacion de la ecuacion de Arrhenius. El
tiempo de conservacion del sustrato a temperaturas entre 2 - 8 °C fue de 154 dias (5
meses, aproximadamente).

Al aplicar la ecuacion de Arrhenius y, teniendo en cuenta los resultados obtenidos
para cada uno de los componentes, podemos inferir que la vida util del ELISA-Stx2

completo fue de 5 meses.

117



Discusion

Discusion

La enfermedad diarreica aguda tiene importantes implicancias econdmicas y
sociales, tanto para la comunidad como para el sistema de salud, debido a su alta tasa de
ocurrencia y mortalidad asociadas. A nivel mundial, la OMS estima que 1,7 millones de
personas sufren de enfermedad diarreica cada afio y que, aproximadamente, 760000
nifios menores de cinco afios mueren a causa de esta enfermedad cada afio (OMS,
2013). En la Argentina, se registran aproximadamente 1 millon de casos de diarrea
aguda anualmente, de las cuales el 50% afectan a nifios menores de 5 afios. Asimismo,
en nuestro pais, esta enfermedad origina alrededor del 10% de las internaciones en la
primera infancia y es responsable de alrededor de 100 muertes promedio al afio,
representando el 1,2% de ellas en este grupo etario (Giugno y Oderiz, 2010). Entonces,
la enfermedad diarreica aguda es, principalmente, una enfermedad de infantes y nifios
pequefios.

La enfermedad diarreica puede ser atribuida a wuna gran variedad de
enteropatdogenos; los cuales pueden mostrar diferentes patrones epidemiologicos de
acuerdo a la edad del huésped, la estacion del afio y la localizacion geografica.

Las diarreas agudas de origen infeccioso pueden ser de etiologia bacteriana, viral
o parasitaria, siendo frecuente las asociaciones de dos o mas microorganismos. Entre los
agentes bacterianos se pueden sefialar como los mas frecuentes a Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae, Yersinia spp., Campylobacter spp., Clostridium difficile
y E. coli diarreogénicas, entre otros.

En el caso de las E. coli diarreogénicas, el CDC estim6 que, en EE.UU., STEC
O157:H7 causa 73000 casos de enfermedad anuales, mientras que STEC no O157 causa
al menos 37000 enfermos por afio, ocasionando mas de 2000 hospitalizaciones y 60
muertes por afio. La incidencia de las infecciones por E. coli O157:H7 es de 2,1
casos/100000 habitantes y representa, después de Listeria, la segunda causa (29%) de
las hospitalizaciones por ETA en ese pais. Respecto a Latinoamérica, en Colombia se
comunico, en forma preliminar, que E. coli O157:H7 fue el agente causal del 7,2% de
los casos de diarrea. En Chile y Argentina, STEC O157 y no O157 esta asociado a casos
de diarrea y SUH (Rivas, 2011).

Las STEC pueden presentarse en el hombre con un amplio espectro de

manifestaciones clinicas que van desde diarreas leves a severas, como también CH y
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SUH. En los ultimos afios la relevancia clinica y epidemiolégica de las STEC ha
permitido que este patdgeno sea objeto de numerosos estudios relacionados con sus
mecanismos de patogenicidad, al desarrollo de metodologias diagnosticas, al
tratamiento y al control de la infeccion.

Una de las mayores preocupaciones a nivel epidemiologico es la transmision de
STEC a través del consumo de una amplia variedad de alimentos contaminados, a través
de la ingesta de agua contaminada, a través del contacto con animales o su entorno y, en
forma directa, de persona a persona. Otro factor importante es la baja dosis infectiva que
caracteriza a STEC O157 y a STEC OIl11. Sin embargo, la dosis infectiva en los
restantes serogrupos de STEC aun es desconocida (Paton y Paton, 1998a).

Sumado a esto, no podemos dejar de mencionar las pérdidas econdmicas
asociadas a la enfermedad diarreica por STEC debido a los considerables costos en la
atencion médica y el ausentismo laboral o escolar. Ademas, debemos contemplar los
costos derivados del agravamiento del cuadro diarreico, tales como la necesidad de
dialisis y, eventualmente, el trasplante renal y la medicacion derivada de este cuadro y
el riesgo de contraer infecciones en los pacientes dializados, entre otros.

En el area de la produccion y distribucion de alimentos, la falta de control en un
mundo cada vez mas global puede ocasionar pérdidas desorbitadas al sector productivo.
Las consecuencias econdomicas que se derivan de este fendmeno pueden alcanzar
proporciones enormes en el caso de que un alimento o una materia prima con destino al
sector alimentario resulten contaminados. Al mismo tiempo, la falta de cumplimiento de
las normas internacionales de inocuidad puede ocasionar pérdidas financieras
importantes a los paises exportadores de alimentos.

Dada la importancia de las STEC para la salud publica, asociada a la alta tasa de
morbi-mortalidad principalmente en nifios menores de 5 afios, y a las grandes pérdidas
econdmicas asociadas al consumo de alimentos contaminados, la deteccion eficaz, la
caracterizacion y la tipificacion de este microorganismo es fundamental y necesaria para
cualquier sistema de salud y sanitario.

El diagnoéstico rapido y preciso de la infeccion por STEC es esencial ya que la
instauracion de un tratamiento certero y temprano en el curso de la infeccion podria
disminuir el dafio renal y mejorar el estado clinico general del paciente. Este hecho se
basa en que un diagndstico oportuno evitaria el uso de antimicrobianos o agentes

antimotilidad intestinal, los cuales estan considerados como perjudiciales en pacientes
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con infecciones por STEC ya que conllevan a un agravamiento en el cuadro de la
enfermedad.

Por otra parte, la pronta identificacion de las STEC es esencial para la aplicacion
de medidas de control, para una respuesta eficaz y oportuna en casos de brotes, para la
deteccion de los serotipos nuevos y emergentes y para la determinacion de la evolucion
de la epidemiologia de esta enfermedad (Pollock y col., 2009; Ake y col., 2005). Por
ello, se hace indispensable contar con técnicas diagnosticas de facil implementacion en
los laboratorios y que resulten utiles para el desarrollo de estudios epidemiologicos que
conlleven a la instauracion de las medidas necesarias para el control de la enfermedad.

Tradicionalmente, la deteccion de los patdogenos asociados a las ETA en el
laboratorio microbioldgico se ha realizado utilizando técnicas de cultivo convencionales
y métodos que utilizan diversos modelos animales. Estas técnicas implican un trabajo
laborioso y largos periodos en el procesamiento, sin embargo, son ampliamente
utilizadas en la actualidad.

El cultivo de las muestras de heces y alimentos es el método de eleccion para el
diagnéstico de las STEC ya que representa el patron oro o de referencia en comparacion
con los métodos de deteccion rapida desarrollados en este ultimo tiempo (Growther y
Andrew, 2011).

La mayoria de los aislamientos de STEC O157 pueden ser facilmente
identificados en el laboratorio al utilizar medios selectivos que contengan sorbitol en su
formulacion, basandose en la propiedad de STEC O157 de no fermentar este azlicar
dentro de las 24 horas. Sin embargo, muchos laboratorios clinicos no realizan el cultivo
de muestras de heces de manera rutinaria para la biisqueda de STEC O157. Una de las
razones de la limitacion en la seleccion de las pruebas para la deteccion de las STEC se
basa en una baja prevalencia local. Sin embargo, en los lugares donde se encontré que la
prevalencia era tan baja como para justificar el uso de estas técnicas, posteriormente, se
demostré que, en la mayoria de los casos, la prevalencia de STEC aumentaba al
implementar la busqueda de este patdgeno (Nataro y Kaper, 1998; Kehl, 2002).

Diversos estudios han encontrado que STEC O157:H7 representa, en forma
general, el patdgeno entérico mas prevalente luego de Shigella spp., Salmonella spp. y
Campylobacter spp. A pesar de estos hallazgos, el nimero de infecciones por STEC no
O157 documentadas estan probablemente subestimadas debido al uso practicamente

exclusivo de técnicas que detectan E. coli O157 (Kehl, 2002). Por lo tanto, la
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implementacion de una prueba que detecte los serotipos de STEC no O157 podria
modificar los datos de la prevalencia local (Novicki y col., 2000).

Estudios realizados por Ramotar y col. que involucraron la biisqueda de STEC
mediante la determinacion de Stx, indicaron que la prevalencia de STEC fue tres veces
mayor que la encontrada al emplear técnicas de cultivo. Esto sugiere que una proporcion
significativa de las infecciones por STEC no estan siendo diagnosticadas en zonas de
alta endemicidad, lo implica que la epidemiologia de la infeccion por STEC se defina de
forma incompleta en la actualidad.

En sus comienzos, las investigaciones de la prevalencia de las infecciones por
STEC en pacientes con enfermedad diarreica se limitaron principalmente a la
recuperacion del serotipo O157:H7 en las heces debido a limitaciones técnicas en la
deteccion de los otros serotipos. Sin embargo, el empleo de técnicas moleculares para la
caracterizacion de los genes que codifican para las toxinas Stx-1 y Stx-2, han facilitado
los estudios epidemiologicos (Ramotar y col., 1995).

El creciente reconocimiento del déficit en la deteccion de STEC ha llevado a un
cambio en la prioridad en el desarrollo de métodos de identificacion. El cultivo
bacteriologico sigue siendo la prueba de referencia y, por esta razon, ha habido una
busqueda hacia la implementacion de medios de cultivos sélidos que seleccionen STEC
no O157 (Kase y col., 2015). Sin embargo, debido a que los métodos basados en el
cultivo son laboriosos y presentan limitaciones en la sensibilidad para la deteccion de
STEC, se recomienda que los laboratorios complementen el cultivo con otros técnicas
diagnosticas (Gould y col., 2009).

Considerando las metodologias diagndsticas complementarias al cultivo, los
métodos moleculares, especialmente la PCR, se consideran hoy en dia una de las
técnicas mas fiables y sensibles para diferenciar las cepas de E. coli diarreogénicas del
resto de la flora fecal. En la practica, estas técnicas representan un método rapido para
la investigacion de muestras diarreicas y de alimentos y proporcionan una deteccion
especifica del microorganismo deseado. A pesar de ello, un aspecto negativo de esta
metodologia es la incapacidad de discriminar entre células vivas y muertas y la
necesidad de un equipamiento de laboratorio mas complejo (Nataro y Kaper, 1998).

Otras metodologias para el diagnostico de STEC disponibles en el mercado
internacional son los equipos basados en la técnica de ELISA, la aglutinacién con

particulas de latex y los métodos inmunocromatograficos. A pesar de la amplia variedad
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de metodologias descriptas, estas alternativas diagnosticas no se encuentran disponibles
en el mercado local o son relativamente costosos.

Los equipos comerciales basados en la técnica de ELISA que permiten la
deteccion de E. coli O157 ofrecen tiempos cortos de procesamiento, aproximadamente
de 2 horas. Estos equipos son precisos y faciles de utilizar en laboratorios de diferentes
niveles de complejidad. Sin embargo, los resultados positivos obtenidos mediante esta
técnica deben ser considerados presuntivos y deben ser confirmados mediante el cultivo,
pruebas de deteccion de Stx o PCR (Dylla y col., 1995).

En este contexto, surgid el objetivo del presente trabajo respecto al desarrollo de
dos prototipos de ELISA para la deteccion de E. coli O157:H7 y E. coli no O157
productoras de Shigatoxinas en aislamientos de origen clinico y alimentario.

El desarrollo de estos productos involucré la vinculacion cientifica -tecnologica
del grupo de investigacion con el laboratorio GT Lab, lo que resulté de gran
importancia por su vasta experiencia en el desarrollo de esta metodologia diagnostica.
La pretension a futuro de este desarrollo involucra el escalado de los productos en la
empresa GT Lab para su posterior comercializacion. Por ello, se definieron ciertas
variables en el desarrollo de estos prototipos que involucraron etapas o reactivos
previamente estandarizadas por el mencionado laboratorio. Estas incluyeron la
formulacion de la solucion de lavado, del sustrato y de la solucion de parada.

El ELISA-O157 desarrollado en este trabajo para la deteccion de E. coli O157 fue
un sistema directo donde el anticuerpo primario o de captura utilizado fue un anticuerpo
policlonal de cabra anti £. coli O157 y el anticuerpo conjugado fue un anticuerpo
policlonal de cabra marcado con HRP (anti- E. coli O157-HRP). La estandarizacion de
este ensayo involucrd varias etapas. La primer etapa consistio en la definicion del
anticuerpo de captura y la concentracion del mismo a utilizar en la sensibilizacion de las
policubetas.

Los ELISA disponibles comercialmente utilizan, indistintamente, anticuerpos
policlonales y monoclonales para la deteccion de aislamientos de STEC. Por ello,
decidimos ensayar ambas opciones en la sensibilizacion de las policubetas (Ochoa y
col., 2000). Si bien, la combinacion de un anticuerpo de captura monoclonal y de un
anticuerpo conjugado policlonal es la eleccion ideal, al ensayar el comportamiento de
los anticuerpos en la reaccion de ELISA, encontramos que al emplear el anticuerpo de
captura policlonal se obtuvieron lecturas de OD mayores, en comparacion a los

hallazgos obtenidos cuando se utilizo el anticuerpo monoclonal. En definitiva, se
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selecciono el anticuerpo policlonal comercial anti E. coli O157 que fue el que presentd
un mejor desempefio.

Al evaluar la concentracion del anticuerpo de captura de 0,50 pg/mL, se observo
una buena diferenciacion entre los controles positivo y negativo coincidiendo con la
concentracion a la que se observo el valor mas alto de OD en el control positivo y un
valor significativamente menor en el control negativo.

La concentracion optima y el isotipo del anticuerpo de deteccion a emplear son
muy variables en los diferentes sistemas ELISA. En el presente trabajo se ensayaron dos
diluciones del anticuerpo policlonal de cabra anti- E. coli O157 conjugado con HRP, la
recomendada por el fabricante y una dilucion mayor para optimizar el rendimiento del
anticuerpo. La dilucion seleccionada fue 1:1000 ya que permitié diferenciar claramente
los controles empleados en el desarrollo del ELISA-O157 y, del mismo modo, las
muestras positivas de las muestras negativas.

Finalmente, la concentracion 6ptima del anticuerpo de captura seleccionada fue de
0,50 pg/mL y, en el caso del anticuerpo conjugado, fue de 0,0005 pg/mL. Una ventaja
en la seleccion de estos anticuerpos fue la optimizaciéon en el rendimiento de los
reactivos a nivel costos.

Otro de los parametros establecidos fue el empleo de una marca alternativa de
policubetas a la utilizada de rutina en la produccion de otros ELISA en el laboratorio de
produccion de la empresa GT Lab. De esta manera, nos aseguramos la independencia de
la marca comercial, manteniendo las especificaciones del tipo y caracteristicas del
material de las placas, es decir, que estas sean de poliestireno cristal de alta capacidad
de fijacion de proteinas. La posibilidad de utilizar las microplacas marca Greiner Bio-
One o Biomart fue indistinta ya que no se encontraron diferencias significativas entre
los valores de OD al analizar las marcas comerciales mencionadas.

Finalmente, se comprob¢ la viabilidad de la utilizacion de los controles positivo y
negativo conservados a -20 °C, ya que no se encontraron diferencias significativas en
los valores de OD entre los controles conservados a 4 °C y a -20 °C. Rocha y Piazza
obtuvieron resultados similares al ensayar la estabilidad de sobrenadantes de cultivos de
STEC congelados y frescos (Rocha y Piazza., 2007).

Mediante el proceso de validacion se pretendié determinar si el prototipo ELISA-
O157 cumplia con el propdsito para el cual fue desarrollado, es decir, lo suficientemente

confiable, sensible y especifico.
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De acuerdo a los numerosos trabajos publicados, los pardmetros para validar un
método analitico no cuantitativo son los siguientes: sensibilidad, especificidad, valor
predictivo, limite de deteccion, region de incertidumbre, precision, presencia de
reacciones cruzadas, estabilidad térmica de los reactivos, las policubetas y el control
positivo (Trullos y col., 2004; Ruisanchez y col., 2005; Committee for Medicinal
Products for Human Use, 2011).

Diferentes equipos para la deteccion de STEC O157 se encuentran disponibles en
el mercado internacional, los que en su mayoria, fueron disenados para la biisqueda de
este patogeno en la industria alimentaria. Entre ellos podemos mencionar los ELISA
3IM™ Tecra™ E. coli O157 Visual Immunoassay (Tecra International Pty Ltd.
Australia), Assurance® Enzyme Immunoassay (BioControl Systems Inc., EE.UU), E.
coli 0157 ELISA (Solus Scientific Solutions Ltd., Reino Unido), E. coli O157
(Diagnostic Automation, Inc., EE.UU.), EHEC O157 ELISA Kit (MyBioSource,
EE.UU.), Transia Plate E. coli O157 (Diffchamb, Francia), Assurance (BioControl
Systems Inc., EE.UU), el ensayo inmunocromatografico Inmunocard STAT! E coli
0157 Plus (Meridiam Biosciences Inc., EE.UU.) y el equipo automatizado VIDAS ECO
0157 (bioMérieux, Francia).

A pesar de las numerosas opciones comerciales mencionadas anteriormente, la
eleccion del método a utilizar en el laboratorio microbioldgico no resulta una tarea
sencilla, ya que la mayoria de ellos no estan a la venta en nuestro pais y, lo que resulta
mas importante aun, es la escasa informacion sobre las caracteristicas en el desempefio
de cada de estos ensayos. El problema sobre la escasa disponibilidad de estos datos
derivados de los ensayos de estandarizacion y validacion de los equipos disponibles
comercialmente se traslado a este trabajo, ya que al intentar comparar el desempefio de
nuestro prototipo no contdbamos con una informacion completa y suficiente.

Los informes sobre la S y la E del equipo comercial E. coli O157 (Diagnostic
Automation, Inc., EE.UU.) describieron valores del 92% y 100%, respectivamente
(Diagnostic Automation, Inc., 2015).

Dada la escasa informacion sobre las caracteristicas de desempefio de los
diferentes ELISA comerciales mencionados en relacion a la S, la E y los valores
predictivos, analizaremos el equipo inmunocromatografico comercial ImmunoCard
STAT! E. coli O157 Plus disponible para la deteccion de E. coli O157. Snapp y col. y
Mackenzie y col., evaluaron el desempefio de este equipo informando una sensibilidad

del 85% al evaluar muestras almacenadas (Snapp y col., 2000; Mackenzie y col., 2000).
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La valoracion de la S, E, VPP y VPN del ELISA-O157 se realizdo empleando
suspensiones de colonias bacterianas provenientes de la zona de confluencia de las
muestras de materia fecal y comparandola con el cultivo y la deteccion del gen »fbO157
mediante PCR. La S y la E resultante de este analisis fue del 100%, con un VPN y VPP
del 100%. Ademas, se observd una concordancia absoluta del ELISA-O157 con las
técnicas de cultivo y PCR.

Continuando con la validacion del ELISA-O157, resultd necesaria la
determinacion del punto de corte del mismo. Para ello se recurrio a la construccion de
una curva de ROC en la que se grafico la S frente a la tasa de falsos positivos (1 - E).
Cada punto de esta grafica representd una S y una E correspondiente a un limite de
decision especifico. A partir de este analisis, se seleccion6 un valor de corte que
permitié obtener una buena discriminacion en las respuestas, con elevados valores de E
(99,9%) y S (100%).

Los valores del LD del antigeno O157 de los diferentes ELISA disponibles en el
mercado se encuentran en 10° UFC/mL en el caso del ELISA E. coli 0157 (Solus
Scientific Solutions Ltd.), del Premier EHEC y del Transia Plate E. coli O157 (Solus E.
coli 0157 ELISA, 2015; Chui y col., 2011; Arbault y col., 2000) y en 10° UFC/mL para
el Inmunocard STAT! E. coli O157 Plus (Mackenzie y col., 2000).

El LD del prototipo ELISA-O157 desarrollado en el marco de este trabajo de tesis
fue de 4,7)(106 UFC/mL, con una zona de incertidumbre de 1,5)(105 UFC/mL a 4,7x106
UFC/mL. Estos valores resultaron en el orden del LD del Inmunocard STAT! E. coli
O157 Plus, equipo ampliamente utilizado y estudiado para el diagnoéstico de STEC
(Chui y col., 2011; Growther y Andrew, 2011).

Continuando con la validacion del ELISA-O157, hemos ensayado la reactividad
del mismo, es decir, hemos evaluado el comportamiento de este equipo frente a
diferentes cepas de E. coli O157, tanto de origen clinico como alimentario. Los
resultados demostraron la capacidad de este ELISA de detectar la totalidad de los
aislamientos de E. coli O157 analizados. Ensayos similares se realizaron al evaluar el
equipo ImmunoCard STAT! E. coli O157 Plus sobre 21 aislamientos de E. coli
O157:H7, no observandose reacciones negativas frente a las E. coli O157:H7 probadas
(Meridian Bioscience, 2009). Por otra parte, el equipo Transia Plate E. coli O157 fue
ensayado con 10 aislamientos de E. coli O157 evidencidndose reaccion positiva en
todos los casos (Arbault y col., 2000). En el caso del ELISA 3M™ Tecra™ E. coli

0157 Visual Immunoassay, se inform6 que este equipo detecta todas las cepas E. coli
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0157, incluidos los serotipos de E. coli O157:H7 que no siempre expresan el antigeno
H7.

Evaluando la posibilidad de la presencia de reacciones cruzadas, Arbault y col.,
demostraron que el ELISA Transia Plate E. coli O157 no present6 reacciones cruzadas
con las E. coli no O157 ensayadas, sin embargo, 2 cepas de Salmonella pertenecientes
al serogrupo N presentaron reaccion positiva (Arbault y col., 2000). Anteriormente, se
informd otra reactividad cruzada con bacterias como Escherichia hermanii utilizando
otros métodos inmunoquimicos, como la aglutinaciéon con particulas de latex y EIA
(Easton, 1997).

Al evaluar la especificidad del sistema inmunocromatografico ImmunoCard
STAT! E. coli O157 Plus se identificaron tres bacterias que presentaron reactividad
cruzada: Salmonella hilversum, E. coli O157:H38 y E. coli O157:H1 (Mackenzie y col.,
2000).

Con respecto a los resultados obtenidos al enfrentar nuestro prototipo con
microorganismos Gram positivos y negativos y hongos, no se observaron reacciones
positivas. Analizando las reacciones cruzadas de los equipos mencionados
anteriormente, es importante aclarar que no se ha recuperado Salmonella hilversum en
infecciones asociadas a humanos y que, E. coli O157:H38 y E. coli O157:H, fueron
aisladas en el hombre con baja frecuencia, razon por la cual y debido a la dificultad en
la disponibilidad de estas cepas, no fueron incluidas en estos ensayos. La ausencia de
reacciones cruzadas con los 40 microorganismos ensayados resultd tranquilizador, en
particular en el caso de Campylobacter spp. y Shigella spp. que, al igual que las STEC
0157, presentan con frecuencia cuadros de diarrea con sangre.

La repetibilidad de un ensayo se estima mediante el calculo del CV y cuyos
valores, de acuerdo a diferentes autores, deben encontrarse entre un 15% a un 20% para
que el ensayo presente una adecuada repetibilidad (Crowther, 2000; Findlay y col.,,
2000; Committee for Medicinal Products for Human Use, 2011). Segtn la Organizacion
Mundial de la Salud Animal, valores de CV inferiores al 20% indican una
reproducibilidad adecuada en la fase de desarrollo de un ensayo, sin embargo, las
muestras de baja titulacion pueden presentar CV mayores a este valor (OIE, 2008).

En la busqueda de informacion sobre la precision de los equipos comerciales para
la deteccion de E. coli, unicamente el ELISA EHEC O157 (MyBioSource) presentd
informes sobre los valores de CV intra e inter ensayo, los cuales resultaron menores al

15%.
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La precision del ELISA-O157 desarrollado se evalu6 mediante la determinacion
del CV en dos niveles: repetibilidad y precision intermedia. En ambos casos, fue
inferior al 20% valor proximo al propuesto por Findlay y col., lo que indicé una
adecuada repetitibilidad y precision intermedia en el desarrollo del ensayo. Debemos
aclarar que al ensayar la precision intermedia del CN, el CV% se encontrd ligeramente
por encima del 20%, lo que consideramos como aceptable de acuerdo a lo propuesto por
la OIE (OIE, 2008).

Debe prestarse particular atencion a la estabilidad del producto desarrollado ya
que la misma depende, en gran medida, de la temperatura y las condiciones generales de
almacenamiento. Contemplando el tiempo que puede transcurrir entre la produccion del
equipo hasta que llega a manos del consumidor y la posibilidad de almacenamiento de
unidades en los laboratorios clinicos y/o microbioldgicos, es deseable que el producto
tenga una validez de al menos un afio conservado entre 2 - 8 °C. Para evaluar la
estabilidad del equipo fue necesario realizar estudios de estabilidad térmica acelerada.

Los componentes de nuestro prototipo de ELISA-O157 analizados en cuanto a su
estabilidad térmica presentaron comportamientos variables al ser sometidos a diferentes
condiciones de temperatura y tiempo de incubacion. Al analizar la vida 1til de cada uno
de los componentes obtenida al aplicar la ecuacion de Arrhenius podemos inferir que la
vida ttil del prototipo completo fue de 9 meses.

Las policubetas y el sustrato fueron los componentes criticos que se deterioraron
tempranamente por lo que debe prestarse especial cuidado en las condiciones de
almacenamiento de los mismos. Por otra parte, las lecturas de OD del CPH se
mantuvieron elevadas atn a los 10 dias de incubacion a pesar de presentar diferencias
significativas (p < 0,05) con el CPH sin tratamiento térmico. Si consideramos este
punto, podemos describir que el ELISA-O157 fue estable 9 meses luego de su
elaboracion y que esta estabilidad podria prolongarse 9 meses mas alla de la fecha de

expiracion.
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Como ya fue mencionada en numerosos trabajos, y en este en particular, la
dificultad en la identificacion de las cepas de STEC en muestras de pacientes y
alimentos ha planteado un gran problema para los laboratorios desde la aparicion de
estos patogenos en la década de 1980. Aunque el uso del medio s6lido SMAC facilita el
aislamiento de STEC O157, los aislamientos de STEC no O157 representan aiin un
problema en su identificacion debido a la escasa disponibilidad de equipos en el
mercado local.

Numerosos trabajos recomiendan que las muestras de heces de pacientes con
diarrea aguda deberian ser examinadas para la busqueda de STEC O157 y, de forma
simultanea, para STEC no O157 con un ensayo capaz de detectar las toxinas Shiga.
También se menciondé que, a pesar que las técnicas de ELISA y que los métodos
basados en la PCR son herramientas 1tiles para el diagnostico de la infeccion por STEC,
no deben sustituir a las pruebas de cultivo convencionales (Gould y col., 2009).

En alimentos, la vigilancia de STEC no O157 no se realiza en forma generalizada,
debido a que no existe una reglamentacién que incluya la bisqueda de estos serotipos
en la matriz alimentaria. El Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Agroalimentaria
(SENASA) dispone de dos circulares publicadas en el afio 2008, una se refiere al
monitoreo obligatorio de la E. coli O157:H7 (Circular N° 3834) y la otra referida al
monitoreo de E. coli Shigatoxigénica en establecimientos faenadores de rumiantes
domésticos (Circular N° 4032 A) (SENASA, 2008).

Por ello, numerosos esfuerzos se llevan a cabo para lograr el desarrollo de una
metodologia para la deteccion y el aislamiento de todos los serogrupos no O157, sin
embargo, muchas veces estos esfuerzos no han sido suficientes. En la actualidad, la
deteccion de STEC no O157 se limita a determinados lugares con una alta capacidad
analitica.

En este contexto, el prototipo de ELISA-Stx2 desarrollado en este trabajo podria
resultar una herramienta 1til en la deteccion y en la confirmacion de las STEC no O157.

El primer ELISA desarrollado para deteccion de Stx sobre de colonias de STEC
estaba basado en la inmovilizacion de anticuerpos monoclonales anti Stx1 y anti Stx2
sobre membranas (Perera y col., 1988). Desde la creacion de este primer ELISA que
requeria el crecimiento de colonias en un medio solido, se han desarrollado una serie de
ensayos para la deteccion de la Stx directamente en muestras de heces o de cultivos de

heces enriquecidos (Parsons y col., 2016).
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El ELISA-Stx2 desarrollado en el contexto de este trabajo de tesis es un EIA
sandwich modificado, estrategia que, segin numerosos trabajos, presenta la ventaja de
aumentar la sensibilidad de esta metodologia (Hornbeck, 2001). La seleccion del tipo de
ELISA desarrollado no fue caprichosa, sino que se debi¢ a la falta de disponibilidad de
anticuerpos comerciales anti Stx-2 marcados con HRP que podrian haber sido utilizados
como anticuerpos conjugados en un formato de ELISA sandwich convencional similar
al ELISA-O157 descripto previamente

Los equipos de ELISA comerciales para la deteccion de Stx, son equipos que
fueron desarrollados, en lineas generales, utilizando anticuerpos monoclonales anti Stx
como captura y anticuerpos policlonales anti Stx conjugados a HRP. Entre ellos
podemos mencionar, Premier EHEC (Meridian Biosciences Inc., EE.UU) y el Shiga
Toxin Chek (Techlab Inc., EE.UU). Otros equipos, como el ProSpecT Shiga Toxin E.
coli (STEC) (Remel Europe Ltd., Reino Unido), utilizan anticuerpos policlonales anti
Stx como captura y anticuerpos monoclonales anti Stx conjugados a HRP. En cambio,
el equipo BioStar OIA SHIGATOX (Inverness Medical-BioStar, Inc., EE.UU) utiliza
Ginicamente anticuerpos policlonales y el Duopath®Verotoxin (Merck, Alemania) y el
Ridascreen® Verotoxin (R-Biopharm AG, Alemania) emplean solo anticuerpos
monoclonales (Bryan y col., 2015). Como podemos observar, se utilizaron en el disefio
y desarrollo de los ELISA comerciales se emplearon practicamente todas las
combinaciones posibles de anticuerpos, ya sea para la sensibilizacion de las policubetas
como para su utilizacion como anticuerpos de deteccion. Finalmente, la seleccion de la
combinacion de estos anticuerpos depende de la disponibilidad y el desempefio de los
anticuerpos en la reaccion inmunoenzimatica y de los costos asociados al desarrollo y a
la produccion del ELISA.

La estandarizacion del ELISA-Stx2 involucrd la evaluacion de distintas opciones
de anticuerpos de captura y secundario y de sus respectivas concentraciones. Entonces,
este equipo de ELISA fue desarrollado utilizando el anticuerpo de captura monoclonal
anti Shigatoxina 2 (Hycult Biotech, Paises Bajos), el anticuerpo secundario policlonal
de conejo anti Stx2 (Butantan, Brasil) y, finalmente, el anticuerpo policlonal de
deteccion de cabra anti IgG de conejo marcado con HRP (Ab Frontier, EE.UU). La
combinacion de un anticuerpo de captura de tipo monoclonal y de un anticuerpo
secundario de tipo policlonal representa la mejor opcion en el disefio de un ELISA
sandwich (Hornbeck, 2001). Finalmente, las concentraciones de los anticuerpos

seleccionados fueron elegidas de acuerdo a aquellas en las que este ELISA present6 un
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mejor desempefio permitiendo diferenciar significativamente el control positivo del
negativo.

Ademas, se evaluaron dos marcas de policubetas comerciales, Greiner Bio- One y
Biomart que, tal como las describimos anteriormente, se caracterizaban por ser de
poliestireno cristal de alta capacidad de fijacion de proteinas. Los ensayos demostraron
que no se encontraron diferencias significativas entre los valores de OD al analizar las
marcas comerciales mencionadas. Asimismo, no se encontraron diferencias
significativas en los valores de OD entre los controles positivo y negativo conservados a
4 °C y a -20 °C. Resultados similares, tanto en la comparacion de distintas marcas de
policubetas como de la estabilidad de los controles, fueron presentados por Rocha y
Piazza al analizar un EIA para la deteccion de Stx (Rocha y Piazza., 2007).

Uno de los equipos de ELISA mas evaluado en diversos trabajos cientificos y
utilizado en distintos laboratorios microbiologicos de diferentes paises fue el ELISA en
microplaca Premier EHEC (Meridian Bioscience Inc., EE.UU), mencionado
anteriormente. Multiples estudios utilizaron tanto caldos de enriquecimiento de heces
incubados durante toda la noche como también muestras clinicas sin una etapa previa de
enriquecimiento, describiendo una sensibilidad del 90,5% al 96,8% y una especificidad
del 98,5% al 100% (Teel y col., 2007 Grif y col., 2007; Chui y col., 2011; Hermos y
col., 2011).

Otro estudio realizado en el Alberta ProvLab evalu6 dos inmunoensayos en
microplacas, el mencionado Premier EHEC y el ensayo Shiga Toxin Chek (Techlab
Inc., EE.UU) (Chui y col., 2011). El Premier EHEC demostré una sensibilidad del
90,5%, similar a la observada en estudios previos (Teel y col., 2007; Hermos y col,
2011), en tanto, el ensayo Shiga Toxin Chek presentd una sensibilidad del 70% al 80%
(Chui y col., 2011).

Kehl y col. validaron el equipo Premier EHEC en 974 aislamientos
comparandolos con el ensayo de citotoxicidad sobre células Vero. Los valores de
sensibilidad fueron del 100% y de especificidad del 99,7% (Kehl y col., 1997). Novicki
y col. validaron este mismo equipo con 488 aislamientos utilizando también la
citotoxicidad sobre células Vero como método de referencia, resultando una
sensibilidad del 82,4% y una especificidad del 100% (Novicki y col., 2000). Estas
validaciones mostraron una discordancia en los resultados de sensibilidad del método

estudiado.
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Otro ensayo de validacion del Premier EHEC consider6 como técnica de
referencia el Dot Blot, informando una sensibilidad del 89% y una especificidad del
91% al analizar 876 aislamientos (Mackenzie y col. 1998). Por otra parte, Grif y col.
validaron este equipo con 240 aislamientos utilizando la PCR como técnica de
referencia, resultando una sensibilidad del 95,4% y una especificidad del 97,2% (Grif y
col., 2007).

Otro EIA en microplaca que se ha sometido a evaluacion clinica es el ProSpecT
Shiga Toxin E. coli (Remel, EE.UU.). Sobre un total de 974 aislamientos analizados, la
sensibilidad y la especificidad informadas para este equipo fueron del 100% (Gavin y
col., 2004). Gerritzen y col., también evaluaron el ProSpecT Shiga Toxin E. coli,
demostrandose una sensibilidad menor en comparaciéon con el Premier EHEC, con
valores que variaban entre 76,8% al 100% de acuerdo a la metodologia de validacion
empleada (Gerritzen y col., 2011).

Ademas de los ELISA de microtitulacion, otros tipos de inmunoensayos se han
desarrollado para detectar STEC. Uno de estos métodos es el inmunoensayo optico
BioStar OIA SHIGATOX (Inverness Medical-BioStar, Inc., EE.UU.), que detecta la Stx
por su interaccion con los anticuerpos anti-Stx en la superficie de una oblea de silicio.
Del mismo modo, el Duopath® Verotoxin (Merck, Alemania) es un ensayo
inmunocromatografico que emplea anticuerpos anti- Stx inmovilizados a una
membrana. Estudios previos, demostraron que el ensayo de BioStar OIA SHIGATOX
presentaba un desempefio superior al Duopath® Verotoxin. Sin embargo, este ultimo
ensayo resulta ventajoso ya que permite la diferenciacion entre las STEC productoras de
Stx-1 y las productoras de Stx-2 (Grif'y col., 2007).

Beutin y col. analizaron los parametros de validacion del equipo Ridascreen®
Verotoxin informando una sensibilidad del 95,7% y una especificidad de 98,7%. Para
ello, se estudiaron 162 aislamientos positivos y 77 negativos para STEC utilizando la
técnica de PCR como metodologia de referencia (Beutin y col., 2007).

Estudios comparativos realizados utilizando los ELISA comerciales Premier
EHEC, Ridascreen” Verotoxin y ProSpecT Shiga Toxin E. coli relataron una
sensibilidad con valores de un 82,4% a un 100% y una especificidad del 91% al 100%,
dependiendo de la metodologia de validacion utilizada, del nimero de aislamientos
positivos y de la prueba utilizada como método de referencia (Willford y col., 2009).

Evaluando en forma global los resultados expuestos anteriormente, los cuales

fueron obtenidos por distintos grupos de investigacion sobre los diferentes equipos para
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deteccion de Stx disponibles comercialmente, observamos que las validaciones de los
mismos se tornan confusas y de dificil comparacion. Esto podria deberse a que los
ensayos se realizaron con estudios no comparables, utilizando aislamientos diferentes o
tomando como técnicas de referencia distintas metodologias.

En este contexto, al evaluar nuestro prototipo de ELISA-Stx2 frente a 100
muestras de materia fecal y comparandolo con la técnica de PCR para deteccion del gen
stx2, este equipo demostrd una sensibilidad del 80% y un VPN del 98,95%. Por otro
lado, la especificidad y el VPP calculados fueron del 100%. A estos parametros
podemos sumar que la concordancia entre el ELISA-Stx2 y la técnica de PCR para
deteccion del gen stx2 fue muy buena.

De acuerdo a los trabajos realizados por los distintos autores detallados
anteriormente, nuestro esquema de validacion fue similar al realizado por Beutin y col.
al analizar el ELISA Ridascreen” Verotoxin. Comparando los valores de los parametros
de sensibilidad y especificidad obtenidos para ambos métodos, observamos que el
ELISA-Stx2 presentd una sensibilidad mas baja y una especificidad practicamente
comparable al Ridascreen” Verotoxin. Este hecho se evidencié en nuestro trabajo al
analizar las muestras de materia fecal empleando el ELISA Ridascreen” Verotoxin.
Ademas, esto se evidencid al determinar que el grado de concordancia [I entre el
ELISA Ridascreen® Verotoxin y nuestro prototipo desarrollado fue muy bueno.

Planteandonos la necesidad de mejorar la sensibilidad de nuestro ELISA-Stx2, sin
que esto signifique un detrimento en la especificidad, decidimos ajustar el valor del
punto de corte que se habia establecido empiricamente. Mediante el analisis de las
curvas ROC, se determind un punto el corte en el cual la prueba mostr6 una sensibilidad
del 100% y una especificidad del 98%.

Las hojas técnicas de los ensayos inmunoenzimaticos disponibles en el mercado
para deteccion de Stx no describen el LD de los mismos, de modo que no fue posible
comparar el LD del ELISA-Stx2 obtenido con otras técnicas de ELISA.

Los ensayos ProSpecT Shiga Toxin E. coli (STEC), Shiga Toxin Chek, Premier
EHEC y BioStar OIA SHIGATOX informaron un 100% de reactividad al ensayar
diversas cepas de STEC. En el caso del ELISA-Stx2, se probaron 10 aislamientos
previamente identificados como STEC productores de Stx-2, tanto de origen clinico
como alimentario, encontrandose una reactividad absoluta del ELISA frente a la

totalidad de los microorganismos ensayados.
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De acuerdo al consenso establecido en el afio 2009 en el “7° Simposio
Internacional sobre Infecciones por Escherichia coli productoras de Shigatoxinas” sobre
la nomenclatura de los subtipos de Stx, en la actualidad se describen tres subtipos Stx1
(Stx1la, Stxlc y Stx1d) y siete subtipos Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f'y
Stx2g).

El subtipo Stx2a es a menudo transportado por STEC O157:H7 y otras STEC
patdgenas, mientras que el Stx2d es transportado tnicamente por cepas STEC no O157
(Feng y col., 2011b). Ademéas de los subtipos Stx2a y Stx2d, el Stx2c también ha
surgido como un subtipo importante asociado a enfermedad grave (Friedrich y col.,
2002; Persson y col., 2007).

La capacidad de otros subtipos Stx2 para causar enfermedad grave sigue siendo
incierta. El subtipo Stx2b se propuso para designar un subtipo de Stx2c que no se
encuentra en las cepas STEC que causan SUH (Persson y col., 2007) y, por lo tanto, no
ha sido implicado en una enfermedad grave.

Las STEC que llevan el subtipo Stx2e se asocian comunmente con la enfermedad
del edema del cerdo y, rara vez, se encuentra en aislamientos de STEC de origen
humano o implicado en diarreas o enfermedades graves (Beutin y col., 2008). Del
mismo modo, el subtipo Stx2f, encontrado principalmente en STEC aislado de palomas
y en 24 casos daneses con sintomas inespecificos, ha sido implicado raramente en
enfermedades humanas graves (Schmidt, y col., 2000). Por ultimo, el subtipo Stx2g fue
descripto originalmente en aislamientos de STEC en bovinos (Leung y col., 2003), en
un paciente danés sin diarrea y, recientemente, en algunos aislamientos clinicos, aunque
se observo que el gen stx2g no se habia expresado en la mayoria de estas cepas (Prager
y col., 2011).

Los subtipos de Stx2 descriptos previamente no son necesariamente detectados
por los diversos ensayos empleados para este proposito. Feng y col. examinaron 4
equipos de ELISA comerciales, el RPLA Seiken (Denka Seiken, Japon), el
ImmunoCard STAT! EHEC (Meridian Biosciences), el Premier EHEC (Meridian
Bioscience) y el ProSpectT Shiga toxin E. coli (Remel); y encontraron que estos
equipos no detectaron muchas de las variantes de Stx2 (Feng y col., 2011b). Sin
embargo, algunos de estos resultados fueron inconsistentes con trabajos realizados con
anterioridad. En el caso del equipo Premier EHEC, el subtipo Stx2f no fue detectado
por Feng y col. mientras que, un estudio realizado por Schmidt y col., demostré que

permitia la deteccion del 33% de las cepas no inducidas ensayadas y del 100% de las
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cepas inducidas con mitomicina C (Schmidt, y col., 2000). Ademas, el Premier EHEC
no detectd la variante Stx2c y Stx2e en el estudio realizado por Feng y col., sin
embargo, ambos subtipos fueron detectados en otro estudio independientemente de la
induccion o no de las cepas (Schmidt, y col., 2000).

El prototipo ELISA-Stx2 desarrollado permitio la deteccion de los subtipos Stx2a,
Stx2c¢ y Stx2d. Sin embargo, no pudimos informar la capacidad de deteccion de los
subtipos Stx2b, Stx2e, Stx2f y Stx2g por no disponer de las cepas portadores de estos
subtipos de Stx-2.

La capacidad de los ensayos para detectar Stx2a y Stx2d es muy importante dada
su asociacion con enfermedad humana grave. Por otra parte, dado que la asociacion de
los restantes subtipos de Stx2 con enfermedad sigue siendo incierta, la incapacidad de
los ensayos para detectar algunos de ellos puede no ser de vital importancia para la
salud publica.

Otro punto importante a tener en cuenta es la posibilidad que el prototipo
desarrollado presente reacciones cruzadas con microorganismos que podrian
encontrarse en la matriz a analizar en un futuro. Los equipos diagndsticos que
informaron la presencia o no de reacciones cruzadas fueron el ProSpecT Shiga Toxin E.
coli (STEC), el Shiga Toxin Chek, el BioStar OIA SHIGATOX, el Ridascreen®
Verotoxin, el Premier™ EHEC y el Duopath Verotoxin. En todos los casos no se
informaron reacciones cruzadas con los microorganismos patdogenos ensayados
(bacterias Gram positivas y negativas y levaduras) (ProSpecT Shiga Toxin E. coli
(STEC) Microplate Assay, 2012; BioStar® OIA® SHIGATOX, 2007; Ridascreen®
Verotoxin, 2004; Premier' ™ EHEC, 2009; Duopath Verotoxin, 2015).

Es importante mencionar que la determinacion de la especificidad o la presencia
de reacciones cruzadas de los distintos equipos se realizaron mediante el empleo de
aislamientos de origen clinico, alimentario y cepas control de calidad, pertenecientes a
diferentes géneros y especies bacterianas o fingicas. Estos aislamientos no siempre
resultaron coincidentes al comparar los ensayos realizados sobre los distintos equipos
comerciales y sobre nuestro prototipo de ELISA, lo que signific6 una limitaciéon a la
hora de comparar los resultados obtenidos. Ademas, en el caso del equipo Shiga Toxin
Chek, se informo la presencia de reactividad cruzada frente a cepas virales, ensayo que

no realizado en el marco de la validacion del ELISA-Stx2.
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Los ensayos de reactividad cruzada mostraron que el ELISA-Stx-2 no presentd
reaccion positiva frente a los diferentes microorganismos no relacionados con E. coli
productora de Stx-2, analizados en el marco de la validacion del mismo.

Continuando con los parametros necesarios para validar un ensayo de estas
caracteristicas se determind la precision del mismo.

En el caso del ProSpecT Shiga Toxin E. coli (STEC), la reproducibilidad
intraensayo evaluada mediante el CV fue del 4,59% vy la reproducibilidad interensayo
fue del 8,69%. El equipo Ridascreen™ Verotoxin present una variabilidad intraensayo
del 17,93% al analizar el control negativo y del 7,06% al analizar el control positivo; la
variabilidad interensayo fue del 14,80% al ensayar el control negativo y del 14,70% al
analizar el control positivo. Por tltimo, el kit Premier ™ EHEC, publico una variabilidad
intraensayo de 4,90% e interensayo de 18,90%. Es decir, los diferentes equipos
comerciales presentaron una variabilidad aceptable. Sin embargo, equipos como el
Shiga Toxin Chek y el Duopath Verotoxin no informaron la variabilidad intra e
interensayo.

La precision del prototipo desarrollado se evalué mediante la determinacion del
CV en dos niveles: repetibilidad y precision intermedia. En ambos casos, fue inferior al
20%, valor por debajo de lo propuesto por Findlay y col. para definir la precision de un
ensayo como aceptable.

Con la intencion de comparar la estabilidad del ELISA Stx-2 desarrollado frente a
las distintas propuestas comerciales, se revisaron las hojas técnicas y los estudios
publicados por diferentes autores que realizaron ensayos de validacion sobre los
mismos. El resultado de esta busqueda demostré6 que ninguno de ellos describia la
estabilidad térmica o el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre los equipos
de ELISA.

Los componentes del ELISA-Stx2, analizados en cuanto a su estabilidad térmica,
presentaron comportamientos variables al ser sometidos a diferentes condiciones de
temperatura y tiempo de incubacion. Al analizar la vida 1util de cada uno de los
componentes, obtenida al aplicar la ecuacion de Arrhenius, se concluyd que la vida util
del prototipo completo fue de 5 meses.

Los componentes mas susceptibles a las variaciones de temperatura y tiempo de
incubacion fueron, en primer lugar, el conjugado y el sustrato (5 meses) seguido del
anticuerpo secundario (9 meses). Las lecturas de OD del CPH empleando el conjugado

y el sustrato incubados a 28 °C durante 10 dias presentaron valores elevados (alrededor
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de 1,2). De esta manera, si consideramos este punto al utilizar la ecuacion de Arrhenius,
podemos indicar que el ELISA-Stx2 permanecié estable 5 meses luego de su
elaboracion y 3 meses mas alla de la fecha de expiracion, es decir, presentd una vida 1til
de 8 meses.

Como es conocido, para estandarizar un ensayo, se deben establecer las
condiciones de trabajo Optimas de los reactivos involucrados en la reaccion
inmunoenzimatica, como asi también, los controles a utilizar en los sucesivos ensayos.
Evidentemente, es preciso tener en cuenta numerosas variables antes de considerar que
un ensayo esta validado, sin embargo, no existe suficiente informacion al respecto.

Al intentar validar exhaustivamente los prototipos de ELISA desarrollados, uno
no tarda en descubrir que los criterios especificos que este proceso requiere son poco
claros y que las técnicas o metodologias que han de conducir a la validacion del ensayo
no estan normalizadas. Sumado a esto, no hay un consenso en torno al concepto es si
mismo de validacion, concretamente, sobre si se trata de un proceso durante el cual s6lo
se optimizan los factores inherentes al ensayo, o bien, si se trata de un proceso continuo,
lo que significa una valoracion del rendimiento del ensayo durante su utilizacion.

Entonces, como pudimos demostrar a lo largo de esta discusion, las evaluaciones
de los equipos desarrollados en el marco de este trabajo muchas veces se tornaron
imposibles de comparar con los equipos comerciales ya estos fueron analizados en

diferentes estudios y con ensayos de validacion diferentes.

Un tema muy importante que no podemos dejar fuera de esta discusion son los
costos que le significa al sistema de salud la falta de un diagnoéstico certero del agente
etiologico involucrado en el proceso diarreico o en los brotes alimentarios.

Como lo mencionamos anteriormente, arribar a la identificacion certera por la
metodologia clasica comprende una gran variedad de medios de cultivo, pruebas de
identificacion, trabajo de profesionales altamente capacitados, tiempos prolongados de
procesamiento y costos elevados asociados a insumos y reactivos. Sin embargo, a pesar
de los esfuerzos cientificos y econdmicos, muchas veces no se logra identificar al agente
etiologico responsable de la diarrea debido a la falta de una metodologia adecuada o a lo
dificultoso que resulta el analisis del cultivo de la materia fecal y/o de los alimentos.
Esto lleva a la instauracion de tratamientos en ausencia de un diagndstico seguro lo que

resulta no solamente ineficaz, sino también, empeora el cuadro infeccioso. Esto se ve

136



Discusion

reflejado en que una parte importante de las diarreas en pediatria, el 60%
aproximadamente, son tratadas sin la confirmacion del laboratorio.

La incorporacion de pruebas diagnosticas de rutina en el laboratorio de
microbiologia representa un costo adicional significativo, lo que puede llevar a muchos
laboratorios, en un esfuerzo por contener los costos asociados al diagnéstico de STEC, a
realizar la busqueda de este patdgeno solamente en heces mucosanguinolentas o de
acuerdo a la prevalencia local del mismo (Kehl, 2002; Gavin y col., 2004).

La deteccion e identificacion temprana y certera de STEC O157 y STEC no O157
presenta grandes beneficios para el individuo y para la salud publica. Park y col. han
demostrado que un diagnostico temprano de la infeccion por STEC habria evitado
intervenciones potencialmente dafiinas y costosas en un numero significativo de
pacientes. Ademas, la instauracion de un diagnostico especifico puede impedir el
tratamiento con agentes antimicrobianos o antimotilidad, potencialmente perjudiciales
que causan la progresion a CH o SUH (Park y col., 2002). Asimismo, los beneficios en
el diagnostico de la infeccion por STEC para la salud publica son evidentes al asociarlo
a brotes causados por alimentos contaminados con este patogeno potencialmente letal
(Gavin y col., 2004).

Argentina cuenta con aproximadamente 6000 laboratorios de andlisis clinicos,
entre hospitalarios y de atencion ambulatoria, de volumen relevante. La mayor parte de
ellos, no obstante, no esta en condiciones de abordar la problematica del diagnostico de
STEC ya que actualmente se requiere apelar a la bacteriologia clasica o a las técnicas de
biologia molecular para un diagnostico certero. Si bien no hay cifras definitivas, se
estima que no mas del 10% de los laboratorios estan en condiciones de realizar un
diagnostico bacteriologico, siendo aun mas dificil la implementacion de las técnicas de
biologia molecular ya que requieren equipamiento de mayor de complejidad.

Como lo mencionamos anteriormente, en el mercado existen diferentes equipos
diagnosticos, como el ELISA, pero estos no son de industria nacional y, por los
elevados costos y la demora de los proveedores en la entrega de los mismos, son
practicamente inaccesibles para la mayoria de los laboratorios de andlisis clinicos y
microbiologicos de nuestro pais.

En este punto es donde la posibilidad de un prototipo de ELISA de desarrollo y
produccion local para deteccion de STEC O157 y para la toxina de mayor prevalencia

de este patdogeno, como lo es la Stx-2, haria frente a esta problematica por sus

137



Discusion

caracteristicas de baja dificultad operativa, facil implementacion en el laboratorio y
accesibilidad en el mercado local.

La determinacion del costo total de una prueba con fines comparativos resulta
dificil, ya que deberiamos tener en cuenta las horas de trabajo, los descuentos o
bonificaciones y los gastos indirectos asociados al procesamiento de las muestras que
pueden variar ampliamente segun la institucion analizada. Por ello, la comparacion de
los costos del material (costos variables) resultan de gran utilidad (Novicki y col.,
2000).

Entonces, considerando solo los costos variables, el costo del ELISA-O157
representd el 5% del costo variable del cultivo bacteriologico para la busqueda de E.
coli O157, en tanto, el costo del ELISA-O157 significo el 10% del costo de la PCR para
la deteccion del 7fbO157. Por otra parte, siguiendo la misma linea de andlisis, el costo
variable del ELISA-Stx2 represent6 el 14% del costo variable al emplear un ELISA
comercial y el 12% del costo variable de la PCR para deteccion del gen stx2. A partir de
este analisis de costos podemos notar la conveniencia en términos beneficio/costo que le

significara la produccion a gran escala de estos equipos a la Salud Publica.

Ya hemos discutido ampliamente las ventajas en cuanto a la rapidez, sensibilidad
y especificidad del empleo de la metodologia de ELISA. En este contexto, se ha
desarrollado el ELISA-O157 y el ELISA-Stx2 los que proporcionaron resultados
confiables en la deteccion de E. coli O157 y STEC productora de Stx-2. La
comparacion de los parametros obtenidos durante la validacion con los criterios de
aceptacion establecidos, evidencio que el desempeiio de los mismos resulto
satisfactorio, por lo tanto, podrian emplearse en la identificacion de este virotipo,
posibilitando a los laboratorios de baja y mediana complejidad la utilizacion y alcance
a futuro de técnicas sencillas y de facil implementacion para el diagnostico de STEC,

quedando no solo limitadas a los laboratorios de referencia.
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Conclusiones

1- El empleo de una metodologia comtn de estandarizacion y validacion facilitd el
desarrollo de los sistemas ELISA-O157 y ELISA-Stx2 discutidos en este trabajo, los
que permitirian a futuro, mejorar la calidad en el diagnostico de STEC y su empleo en

estudios epidemioldgicos.

2- La optimizacion de la etapa de sensibilizacion de las placas de poliestireno con
anticuerpos anti E. coli O157 y anti Stx2 permitié alcanzar la maxima densidad de
biomoléculas adsorbidas y se verificd que la reaccion de ELISA mostré independencia

de la marca comercial de microplacas utilizadas.

3- La seleccion y optimizacion de los anticuerpos secundarios y conjugados
seleccionados permitié diferenciar claramente los controles positivos y negativos y, del

mismo modo, las muestras de materia fecal positivas de las negativas.

4-  Los parametros de sensibilidad y especificidad del ELISA-O157 resultaron del
100%, en tanto, el ELISA-Stx2 present6 valores del 80% y del 100%, respectivamente.

5- El ajuste de valor de corte mediante el empleo de curvas ROC, signific6 una

sensibilidad del 100% y una especificidad préxima a ese valor para ambos equipos.

6- La validacion de estas técnicas de ELISA determiné un LD en el orden de 10°

UFC/mL de E. coli Shigatoxigénica.

7-  Los ELISA desarrollados presentaron una muy buena correlacion con el cultivo
convencional, la técnica de PCR aplicada a la deteccion de los genes /bO157 y stx2 y el
equipo comercial Ridascreen® Verotoxin (R-Biopharm AG, Alemania) para la deteccion

de Shigatoxina.
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8- Se verifico la ausencia de reacciones cruzadas al ensayar un gran numero de

microorganismos bacterianos y fungicos, tanto de origen clinico como alimentario.

9- Los ELISA desarrollados presentaron una precision intermedia y una

repetibilidad aceptables, con coeficientes de variacion menores al 20%.

10- La utilizacion de los ELISA en los laboratorios microbioldgicos, clinicos y/o de
alimentos permitiria reducir el tiempo de procesamiento de las muestras y, por ende, de

la entrega de resultados, asimismo, el costo del analisis seria considerablemente menor.

11- La obtencion de parametros de validacion adecuados al analizar estos sistemas
de ELISA desarrollados para deteccion de E. coli O157 y STEC no O157, avalaria el

uso de los mismos en el laboratorio microbiologico.
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Desarrollo a futuro — perspectivas

Los ensayos desarrollados en esta tesis podrian producirse en un formato
comercial ya que los estudios de validacion demostraron una estabilidad y un
desempefio comparable con los equipos comerciales.

Ademas del valor individual de cada uno, es importante destacar que los ensayos
podrian ser utilizados en conjunto como métodos alternativos o complementarios a los
establecidos para diagnostico de STEC en muestras clinicas y en alimentos.

Para ello, nos proponemos como nuevas metas realizar el escalado del producto
manteniendo la vinculacion cientifica tecnoldgica generada con la empresa GT Lab. a
partir del desarrollo de estos prototipos y realizar ensayos a campo en hospitales y en

laboratorios de control microbiologico de alimentos de la zona del gran Rosario.
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