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Editorial

Tenemos el placer de publicar los trabajos presentados en el 1 Simposio
Argentino de VTEC efectuado en Buenos Aires los dias 20, 21 y 22 de Abril de

este ano.

Como podrén apreciar los trabajos son del mds alto nivel y servirin de base para
la realizacién de trabajos que hagan mas comprensible los diversos aspectos de la

etiopatogenia del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).

Concurrieron investigadores de Latinoamérica y fue un honor, en forma virtual,
el disfrutar de una conferencia del Dr. Mohamed Karmaili, descubridor del rol de las

bacterias productoras de verotoxina como agente etiolégico del SUH.

A consecuencia de su participacién, se restablecié un contacto con el Dr. Karmali
quien envi propuestas a las Dras. Maria Marta Amaraly Cristina Ibarra para
participar en un proyecto sumamente importante denominado RAP para analizar
multiples pardmetros en pacientes con SUH. Por otra parte, recibi una invitacién

para unirme al grupo de investigacién.

El Simposio fue un éxito, destacindose la labor del Comité Organizador,

ejemplo de organizacién y compromiso con tan importante evento.

Un hecho trascendente para la marcha de ALANEPE vy sus relaciones con la

IPNA fue el comienzo como Consejera en el Council de la IPNA de la Dra. Laura
Alconcher.

Laura ocupa tan importante cargo como representante dC la Zona integrada por

Argentina, Brasil, Uruguay, Chile y Paraguay.

Deseamos el mayor de los éxitos y nunca tan merecida la designacién para este

cargo por su intensa labor en ALANEPE y su dedicacién y compromiso sin limites.

Dr. Ramon Exeni
Editor

Archivos Latinoamericanos de Nefrologfa Pedidtrica
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EFECTO ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE ORIGANUM VULGARE (OREGANO)
FRENTE A ESCHERICHIA COLI 0157: H7 (STEC)

SALINAS AG"?, VEGA AE1, ESCUDERO MIE*
1. Universidad Nacional de San Luis. 2. CONICET. gabo.3333@gmail.com

Escherichia coli productor de toxina Shiga 0157:H7 puede producir colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH)
principalmente por el consumo de alimentos contaminados de origen bovino. El serotipo 0157:H7 es el principal implicado en
manifestaciones clinicas e infecciones humanas. El orégano es una planta aromatica de |a flora mediterranea que se ha utilizado
comunmente con fines médicos. Estudios previos han reportado actividad antibacteriana de extractos etandlicos y metandlicos
asi como de aceites esenciales del orégano. En el presente trabajo se caracterizo fenotipica y genotipicamente el efecto de
extractos acuosos de orégano (EOs) obtenidos por infusion (EOI) y decoccidn (EOD), sobre células de STEC. Se trabajé con la
cepa patron E. coli 0157:H7 EDL933 Sor-/Bglu-/E-Hly+, biotipo C, productor de Stx1/Stx2, eae+ (STEC)y se evalud el efecto
de los EOs, estableciendo valores de CIM y CBM mediante microdilucion en placa segun el Instituto de Laboratorios Clinicos
de EE. UU. (CLSI). Los cultivos plancténicos y en biofilm de STEC fueron tratados con una concentracién sub-CIM (1/2 CIM) de
los EOs. Cultivos sin tratar constituyeron los controles de crecimiento. La morfologia celular de ambos cultivos fue analizada
mediante microscopia dptica y electrdnica. El efecto sobre la transcripcion de los genes de virulencia stx1, stx2, eae y ompA,
se realizd mediante la técnica de RT-PCR utilizando el gen control ARNr 16S y se establecié una relacion de la intensidad de las
bandas (gen de virulencia/gen control) obtenidas en las diferentes condiciones ensayadas (tratadas/no tratadas) utilizando el
programa Image). Se determind el efecto de los EOs sobre la adherencia e invasividad de STEC sobre células Caco-2, siguiendo el
protocolo de Doughty y col. (2002). Los valores de CIM fueron de 20 mg/ml, tanto para EOl como para EOD. En cuanto al valor
de CBM, fue cuatro veces mas alto que el de CIM, ya que tanto EOI como EOD fueron efectivos a concentraciones de 80 mg/ml.
Se observo reduccion significativa en el recuento celular tanto en los cultivos plancténicos como en biofilm con concentraciones
sub-CIM de los EOs. Los cultivos tratados con los EOs presentaron cambios significativos en la morfologia celular, observandose
formas cocoides ademas de la pérdida de la estructura y organizacion del biofilm. EOI disminuyd la transcripcion del gen stx1
en cultivos planctdnicos y de los genes stx2, eae y ompA en biofilm, mientras que EOD redujo la expresion de genes stx1, stx2
y eae en cultivos planctdnicos y de ompA en biofilm para STEC. Los tratamientos con EOl y EOD produjeron una disminucion
de la adhesidn celular de STEC a células Caco-2 de un 80 % y 38,5 %, respectivamente. El tratamiento con EOly EOD sélo
permitié la invasion por STEC del 1,11% vy 0,04 %, respectivamente, de las células Caco-2 con respecto al control no tratado. El
estudio destaca la aplicacion de los EOs como tratamiento preventivo sobre alimentos debido a la actividad sobre factores de
virulencia sobre STEC. A pesar del grado de inhibicidn sobre la adherencia e invasion celular, su utilizacion en pacientes queda
sujeta a estudios mas profundos.

SESION DE POSTERS

STECY LA CADENA AGROALIMENTARIA/ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES

DE CONTROL Y PREVENCION

COORDINADORAS:
MARIA JULIA Ruiz
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral, Universidad Nacional del Litoral, jruiz@vet.unicen.edu.ar
MARIANA SANIN
Cdtedra de Microbiologia, Centro de Estudios Transdisciplinarios de Epidemiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias,
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE BACTERIAS LACTICAS SOBRE ESCHERICHIA COLI

ENTEROHEMORRAGICO EN CARNE Y SUPERFICIES INERTES

BAILLO A%, CISNEROS LY, VILLENA J*, YANTORNO O, FADDA S'.
1. Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), CONICET, Tucumdn. 2. Centro de Investigacion y Desarrollo en
Fermentaciones Industriales (CINDEFI-CONICET), Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, Buenos Aires. abaillo@cerela.org.ar,
Icisneros@cerela.org.ar

El uso de bacterias lacticas (BL) como cultivos bioprotectores contra ciertos patégenos esta muy bien documentado. Sin
embargo, la eficiencia de BL y sus metabolitos para inhibir E. coli ha sido poco explorada. La accidn bioprotectora de las BL estd
mediada por distintos mecanismos como la competencia por el sustrato y produccion de metabolitos con actividad inhibitoria.
Las BL poseen status GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) por lo que podrian constituir una estrategia real contra
Escherichia coli enterohemorragico (ECEH). Este patdgeno es capaz de contaminar no solo la matriz alimentaria sino las super-
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ficies de procesamiento, debido a su habilidad para formar biopeliculas. Teniendo en cuenta la grave amenaza que representa
ECEH para la industria de la carne y la salud publica, urge proporcionar soluciones sustentables para limitar y prevenir riesgos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la accion bioprotectora de BL contra ECEH, sobre carne y superficies inertes. Se estudio la
actividad antagonica de Lactiplantibacillus (L.) plantarum CRL681y Enterococcus (E) mundtii CRL35 en carne molida y en discos
de carne a 8°C durante 72 hs. Se analizo el agregado de acido lactico al 0,6 % como una barrera inhibitoria adicional. Ademas,
se estudio la accion de L. plantarum CRL 1075, CRL 1482 y Pediococcus pentosaceus CRL 2145 contra el biofilm de ECEH sobre
chips de 1 cm? de acero inoxidable (Al) luego de 48 hs a 12 °C. Se cuantificd la viabilidad de las bacterias en medios selectivos y el
pH (en carne). Se realizé Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y para los estudios en biofilm también se utilizé Microscopia
Confocal. En carne molida, los resultados evidenciaron que L. plantarum y E. mundtii en forma combinada lograron disminuir 2
unidades logaritmicas el crecimiento de E. coli. Mientras que el agregado de acido lactico potencid el efecto antagdnico de las
BL inhibiendo ECEH a valores no detectables. En discos de carne sellados al vacio, se observé un efecto bactericida significativo
cuando se combinaron ambas cepas lacticas y acido lactico, no registrandose células viables a las 72 hs. En los ensayos en carne
molida se observé un cambio de color de la carne, no asi en los discos. La MEB de un corte de carne permitié observar a E.
mundtii con ECEH en la matriz carnica. Los resultados obtenidos en chips de Al indicaron que las BL produjeron una reduccion
de entre 2,8 y 6 unidades log del biofilm de ECEH, siendo L. plantarum CRL 1075y P. pentosaceus las mas eficientes. Las ima-
genes de MEB mostraron en el biofilm mixto, las células de ECEH rodeadas por agrupaciones de diplococos (P. pentosaceus).
Por microscopia confocal se confirmo la reduccién de la biomasa del patdgeno y la tincidn live/dead evidencié la muerte del
mismo. Los resultados indican que todas las cepas lacticas estudiadas lograron inhibir significativamente ECEH en las matrices
evaluadas. Contintan los estudios orientados a confirmar el uso de estas BL como estrategia bioldgica Green grade para controlar
la incidencia de este patdgeno tanto en carne como en ambientes de procesamiento.

FLAGELINA H7 (FH7) COMO COMPONENTE VACUNAL PARA PREVENIR
EL SINDROME UREMICO HEMOLITICO (SUH)

BERNAL AM', SOSA FN*, TODERO MIF®, VEREERTBRUGGHEN A, RAMOS M\V", FERNANDEZ-BRANDO RJ:, VERMEULEN, M*,
RumBO M?, PALERMO MS™.
1. Instituto de Medicina Experimental- CONICET- Academia Nacional de Medicina. 2. Instituto de Estudios Inmunoldgicos y
Fisiopatoldgicos-CONICET, UNLa Plata. alanmbernal@gmail.com

Argentina presenta la mayor incidencia mundial de SUH asociado a bacterias Escherichia coli productoras de toxina Shiga
(Stx; STEC) en nifios menores de 5 afios. La cepa STEC mayoritariamente asociada al SUH es E. coli 0157:H7. Dada la importan-
cia de la colonizacidn intestinal de STEC en la patogénesis del SUH y el rol central que juega la respuesta humoral local para
prevenir esta primera etapa, el objetivo de este trabajo fue analizar la capacidad de la FH7, mondmero estructural del flagelo
bacteriano y proteina con alta capacidad inmunogénica, para inducir una respuesta local protectora. Se purificé la FH7 a partir
de cepas STEC stx-, para reducir la exposicion a la Stx durante el proceso y garantizar la ausencia de este importante factor de
virulencia en la formulacion. Se inmunizaron ratones BALB/c (n=5) con 3 dosis (10 pg/ratdn), sin adyuvante, a intervalos de 10
dias por via intranasal para favorecer una respuesta local en el intestino. La identidad de la proteina purificada se confirmé por
western blot haciendo uso de un anticuerpo comercial anti-FH7 (abcam). A distintos dias post tercera inmunizacion (dp3i), se
tomaron muestras de materia fecal y suero para analizar los niveles de anticuerpos anti FH7 de isotipo IgG y/o IgA por ELISA.
Para evaluar la respuesta celular se realizé a los 60 dp3i: 1) un ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH) inoculando en
la almohadilla plantar derecha de cada ratén 30 pl con 5 pg de FH7 y el mismo volumen de PBS en la izquierda, y se midid la
diferencia de hinchazén a 72 hs (Amm FH7-PBS). 2) un ensayo de proliferacion celular frente a estimulo inespecifico (anti-CD3
10 pg/mL; anti-CD28 5 pg/mL) durante 5 dias a partir de linfocitos de bazo de ratones inmunizados y controles (n=3) por tincién
con éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) y posterior andlisis por citometria de flujo. El andlisis estadistico empleado
en todos los casos fue un t test de Student. Resultados: se observo una significativa respuesta humoral en materia fecal hasta
los 63 dp3i (DO, , dilucién 1/8 ratones controles vs inmunizados: IgA anti-FH7= 0.0090.078 vs 0.180%0.107, *p<0.05; IgG anti-
FH7=0.021+0.087 vs 0.627+0.158, ***p<0.001). Al mismo tiempo, se observaron niveles elevados de anticuerpos séricos IgG
anti-FH7 (DO,, dilucién 1/128000 ratones controles vs inmunizados: 0.037+0.035 vs 0.22740.064; ***p<0.001). Paralelamente,
hubo una DTH reactiva en ratones inmunizados vs controles (0.4£0.10 mm vs 0.1£0.05 mm; ***p<0.001) y se observd una
proliferacion celular significativamente mayor en los ratones inmunizados en comparacion con los controles (Intensidad de
Fluorescencia Media controles vs inmunizados: 102.1+7.80 vs 69.64.43; **p<0.01). Los resultados obtenidos muestran a FH7
como un inmundgeno capaz de desencadenar una fuerte respuesta humoral y celular especifica, tanto en la mucosa intestinal
como a nivel sistémico, sugiriendo la importancia de incluirlo como potencial componente vacunal para prevenir los efectos
sistémicos secundarios a la colonizacion con cepas E. coli 0157:H7.



