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como a la colonizacidn y proliferacién de microorganismos patogenos. Nuestro objetivo fue comparar la Ml de nifios argentinos
infectados por STEC que habian desarrollado Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) con los que solo habian presentado diarrea.
Se recogieron 69 muestras de heces diarreicas de pacientes infectados por STEC, de los cuales 49 desarrollaron SUH y 20 sélo
presentaron diarrea con sangre. También se analizaron 2 individuos control colonizados y sin sintomatologia. Se extrajo el ADN
total de las heces y se determind la composicion bacteriana mediante amplificacidn y secuenciacién masiva de las regiones
V3-V4 (16S ADNr) utilizando la plataforma MiSeq (lllumina). El analisis bioinformatico se realizd con QIIME2, y la abundancia
diferencial se evalué mediante el analisis discriminante lineal del tamafio del efecto (LEfSe). Tras realizar el filtrado de calidad
y la asignacion taxondmica mediante SILVA, las 71 muestras rindieron un total de 5,289,912 lecturas pertenecientes a 2575
amplicon sequence varians (ASVs). Los indices de alpha diversidad Shannon y Faith-PD fueron comparables en los 3 grupos
(diarrea, SUH y control colonizado), por lo que no es necesario una destruccion del ecosistema intestinal para que ocurra la
infeccion. El andlisis estadistico de la beta-diversidad demostro que los controles sanos tenian menor abundancia de E. coli/
Shigella, mientras que lo que diferencid el grupo de diarrea respecto de SUH fue la mayor proporcion de Bifidobacterium,
Erysipelotrichaceae, Rombustia, Dorea, Lactococcus, Dysgonomonas, y Fusicanibacter. Podemos concluir que la infeccion por E.
coli productora de toxina Shiga no requiere una desestructuracion previa de la Ml, pero existe una variacion en la composicion
bacteriana en personas que desarrollan SUH respecto de las que solo tienen diarrea, siendo Bifidobacterium el género con
mayor significancia estadistica por su menor abundancia en SUH. Mediante estas aproximaciones experimentales podremos
avanzar por primera vez en el conocimiento en esta cohorte de pacientes, acerca de la correlacion de la infeccion por STEC
con la Ml en nifios argentinos.

COMPARACION GENOMICA DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORA DE TOXINA SHIGA 0157:H7 DE DISTINTOS ORIGENES

COLELLO RY, DEL CANTO F?, GONZALEZ J*, VELEZ MV?, SPARO MP, ETCHEVERRIA A?, PADOLA NL.
1. Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN), CONICET,
CICPBA, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA, Tandil. 2. Programa de Microbiologia y Micologia, Instituto de
Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 3. Laboratorio de Microbiologia Clinica, Hospital Ramén
Santamarina, Tandil. rocioc@vet.unicen.edu.ar

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patdgeno que ocasiona enfermedades graves como colitis hemorragi-
ca y sindrome urémico hemolitico (SUH). STEC 0157:H7 es el principal serotipo asociado a enfermedad humana en el mundo. Se
ha observado una amplia variabilidad en cuanto a la presentacion clinica de pacientes con infecciones por 0157:H7. Los estudios
de comparacidn gendmica junto con la evaluacion de genes que codifican factores de virulencia representan herramientas
Utiles para analizar la diversidad genética de STEC 0157:H7. El objetivo de este estudio fue analizar y comparar genomas de
STEC 0157:H7 aisladas de medias reses bovinas y de un caso de SUH, y estudiar la relacion entre estos aislamientos y los reco-
lectados de bases de datos. Se analizaron secuencias gendmicas de 2 cepas STEC 0157:H7 aisladas en el mismo periodo. Una
cepa fue aislada de medias reses bovinas y la otra cepa fue aislada de un caso de SUH. El paciente fue atendido en un hospital
publico de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Se secuencio el ADN gendmico utilizando la plataforma Illumina MiSeq y
se utilizaron herramientas bioinformaticas para el analisis y comparacion de cada genoma, tales como VirulenceFinder, RAST,
BLAST, ORFfinder, Clustal Omega, Ugene y se caracterizaron los aislamientos mediante Multilocus Sequence Typing (MLST), con
el esquema de Achtman, y mediante un andlisis filogenético basado en SNP del core genoma, utilizando kSNP 3.1. En el genoma
de la cepa aislada de media res bovina se encontraron los genes stx2a, astA, eae, ehxA, espAB, DFJP, gad, iha, iss, katP, nleABC,
ompT, tccP, terC, tir, toxB. En la cepa aislada del caso de SUH se encontrd la presencia de stx2a+stx2d+stx2c, astA, chuA, eae,
ehxA, espAB DFJP, gad, iha, iss, katP, nle ABC, ompT, terC, tir y toxB. Ambas cepas pertenecian al filogrupo E y al clado 8. En
relacion al alelo tir 255 ambas cepas presentaron el alelo T. Los aislamientos fueron asignados al ST internacional ST11 pero
no se agruparon en el mismo cluster de acuerdo al analisis filogenético. No se observo clonalidad con otros 31 aislamientos
STEC 0157:H7 descargados de bases de datos. Los resultados obtenidos nos permiten observar que ambos aislamientos STEC
0157:H7 pertenecen al filogrupo E. coli, clado 8 hipervirulento y portadores del alelo tir 255 T >AT, consideradas por su perfil
como cepas con una incrementada virulencia. A su vez, pudimos observar que las cepas no son clonales, lo que estd en linea
con recientes estudios que han demostrado que el genoma de STEC puede ser influenciado por el lugar de aislamiento, por
la plasticidad gendmica, y por la adquisicion de factores de virulencia, lo que permitiria la evolucion de una poblacién STEC
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en una region definida. La presencia en los alimentos de cepas 0157:H7 con caracteristicas similares a las cepas que causan
enfermedades en humanos podria explicar en parte la alta incidencia de SUH en Argentina.

AVANCES EN SECUENCIACION DE GENOMA COMPLETO PARA LA VIGILANCIA
DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA EN ARGENTINA

CARBONARI CC*, ZOLEZZI G*, MILIWEBSKY E*, DEZA N, CAMPOS J%, POKLEPOVICH T?, MANFREDI E*, BASCHKIER A%,
GULONE L%, GHIGLIONE BY, RIVAS M, CHINEN I
1. Servicio Fisiopatogenia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. 2. Unidad de
Gendmica y Bioinformdtica. ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”. ccarbonari@anlis.gob.ar

La Secuenciacion de Genoma Completo (SGC) es una metodologia innovadora que revoluciond las ciencias biomédicas. Su
aplicacion al diagndstico y vigilancia de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) representa un aporte contundente y
un desafio para suimplementacion en la rutina. El objetivo del presente trabajo es describir los avances en la implementacion
de SGC en el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR), y los aportes al diagndstico, caracterizacion, investigacion de brotes y
vigilancia de STEC. Se comenz6 aplicando la SGC en el marco del Proyecto Piloto Genome-Trakr OMS-FDA, lograndose la capa-
cidad instalada para laboratorio y andlisis informatico. La SGC se realizo utilizando Qiacube (Qiagen) para la extraccion de ADN
y la plataforma MiSeq (lllumina) con lecturas de 2x250pb, siguiendo los protocolos de Genome-Trakr/NCBI para el monitoreo
global (NCBI-PRINA282762). El flujograma de analisis incluye: FastQC (calidad), Kraken (Identificacion), Unicycler (ensambla-
je), Prokka (anotacion), Lyveset (relacion filogenética), Roary (analisis de Pangenome), ARIBA/srst2 (virulencia/resistencia),
MLST (Secuenciotipo), iPCRess (PCR in silico). Etapa 1- Validacion: se analizaron 94 cepas STEC 0157 (n=73), no-0157 (n=21,
0145:H28, 0121:H19, 0103:H2, 026:H19, 091:NM, 08:H19, 0113:H19 y 022:H) y cepas del nuevo patotipo EAEC-stx (n=20;
059:H19; ONT:H4). Los resultados-SGC del analisis de los genes utilizados para el diagndstico stx/eae/ehxA correlacionaron en
un 95%, 99%y 98% con los obtenidos por la metodologia tradicional; y en un 85%, para serotiposy subtipos-stx. Respecto de
la relacion clonal, el arbol de SNP mostro estrecha similitud entre las cepas de brotes (<5 SNP de diferencia). Ademds, 62% de
las cepas 0157 fueron del clado 8 por PCR in silico (Riordan, 2008). Etapa 2—Desafio: 6/8 cepas ONT pudieron ser serotipificadas
(genes O: wzm, wxt, wzx, wzy / genes H: fliC, flkA, fflA, fimA, flnA) mediante SGC como 08:H19, 015:H26, 0163:H19, 0171:H2,
0174:H21, y se detectd un serogrupo “novel”. Una cepa 0157 stx-negativa y una cepa stx-NT por PCR (Scheutz, 2012) pudieron
ser identificadas mediante SGC como stx-negativa y stx2a, respectivamente. Etapa 3—Implementacion para el diagndstico en
tiempo real (1 semana): Del total de 59 muestras procesadas, se obtuvieron los siguientes serotipos/secuenciotipos: 38 0157:H7
(ST11/8343/novel), 0157:H16 (ST10); 1 0103:H19 (ST1967); 1 0121:H19 (ST655); 1 0128:H2 (ST25); 4 O145:HNT (ST32); 1
0165:H25 (ST119); 8 026:H11 (ST32/ST21/ST1573); 1 091:H21 (ST2458); 4 ONT:HNT. Solo dos cepas 0157:H7 presentaron los
genes blaCTX-M-14y fosA7. Las cepas pudieron ser caracterizadas para eae/ehxA y subtipos-stx. Adicionalmente, fue posible
detectar otros genes como nleA, nleB'y nleC, tccP, tir, astA, cdtB, efal, espA/B/F/L/I/P, iha, ireA, iss, IpfA, subA que contribuyen
a definir el potencial patogénico. Actualmente, se cuenta con una base de datos de SGC nacional (n=240). Como conclusion,
SGC permitid resolver resultados de dificil definicion por métodos tradicionales y brindé informacidn, poco accesible por otros
métodos, del contenido gendmico. El aporte de SGC es contundente ya que es una técnica poderosa y de alta resolucion, que
en un solo ensayo, permite obtener los resultados en corto tiempo para el diagndstico v la vigilancia en tiempo real, pudiendo
dar respuestas a problematicas de Salud Publica a nivel nacional y global.

CARACTERIZACION MOLECULAR DEL RIESGO PARA HUMANOS DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
PRODUCTORAS DE TOXINA SHIGA RECUPERADAS DE CANALES BOVINAS

Mussio P4, ULTRA S%, TRUJILLO |?, VAZQUEZ, S°, NAVARRO A*, LEOTTA G°, BURGHI JM®, XAVIER MP®, MENDEZ C’,
MASSA Fé, ROVIRA P°, MAQUIEIRA AM?, MARTINEZ I*°, LUZARDO S*, VARELA G®
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