Brotes de E. coli O157

Los brotes de STEC O157
historicamente se asociaron
a bajas tasas de
hospitalizacion y SUH




Brotes de STEC 0157

1 350 brotes en EEUU (1982-2002).
1 8598 casos:
v 17,4% hospitalizados

v 4,1% SUH ] et
v 0,5% fallecidos “1

E. coli 0157 became nationally notifiable l

1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002

*Rangel et al. Emerg Infect Dis 2003;11:603




Brotes de STEC O157 en 2006

) Espinaca (AGO-SEP)* ' Lechuga (NOV-DIC)*
® 204 casos en 26 estados ® 71 casos en 5 estados
® 51% hospitalizados ® 75% hospitalizados
® 15% SUH ® 11% SUH

® 1% muertes




Caracterizacion de E. coli O157

! PulseNet revela que en los dos brotes se encuentra un
unico perfil de PFGE.

) PFGE no es aplicable a analisis filogenéticos

J MLST no muestra diversidad genética entre las cepas de
E. coli O157 (Nollen et al. J Clin Microbiol. 2003, 41: 675).



Caracterizacion de E. coli O157

] Se propone analisis de SNP (single nucleotide polymorphism =
polimorfismo de nucledtido Unico)

® Resuelve aislamientos estrechamente relacionados
® Infiere datos evolutivos

® Permite detectar clones patdogenos




Polimorfismo de nucleotido unico (SNP)

Mutacion puntual exitosa evolutivamente como para

establecerse en mas del 1% de la poblacion



Caracterizacion de E. coli O157

1 SNP loci en 83 genes.

) Se desarrollo una PCR
en tiempo real para
estudiar los SNP en
cada locus.




Cepas y clados asociados a brotes:

casos, hospitalizaciones y SUH

Cepa Afo Alimento Clado | N°de N° N° de SUH
Pais casos hospitalizados
(%) (%)
Sakai 1996 | Brote de 1 5.000 — 398-425 (3-5) 0-122 (0-3)
rabanitos 12.680
Japon
93-111 1993 | Hamburguesa 5 2 583 171(29) 41 (7)
Estados NO,
EE.UU.
EDL-933 1982 | Hamburguesa 3 47 33 (70) 0 (0)
Michigany
Oregon,
EE.UU.
TW14359 | 2006 | Espinaca 8 204 104 (51) 31 (15)
26 Estados de
EE.UU.
TW14588 | 2006 | Lechuga 8 71 53 (75) 8 (11)
Estados Este,

EE.UU.




Clon Prevalente de E. coli O157

Emergencia del clado 8

] Cepas hipervirulentas

J Perfil genotipico: stx,, / stx,. / eae / ehxA

J Enfermedad humana, y reservorios

] Diseminado a nivel mundial

1 > Porcentaje de hospitalizacion

] > Porcentaje de casos de SUH

) > Frecuencia en ninos mas pequefios

] > Frecuencia en sexo femenino

] Asociacion significativa entre severidad/
duracion de la enfermedad y pertenencia
a un clado determinado
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Coleccion de cepas STEC O157:H7

1998 - 2011

70 cepas
en total

Un aislamiento por paciente
Un aislamiento por brote

44 (62,9%) de SUH
19 (27,1%) de diarreas

7 (10.0%) de patologias sin
especificar

Origen de
las cepas




Clados y genotipos de SNP

- 64/70 (91,4%)
- SG 31: 36/64 (56,2%)
C I ad 0 8 - SG 30: 28/64 (43,8%)

* No hubo SG 32, 33 ni 34

@ Elefolei - 1/70 (1,4%)

« SG 20/23 de clados 4/5 o bien
Inclasificables por estos esquemas




Genotipos de stx y clados

Clade 8 Clades non-8
stx2 genotype No. (%) No. (%)
(n=64) =)

P
value

52 (81.2) 3(50.0) 0.08
9(14.0) 2(33.3)

§tX 15 /5t /5t 1(L6) 0

StX 14 StXo 0 1(16.7)

St 1(L6) 0

StX negative 1(L6) 0

aNA: no aplicable



Determinantes putativos de virulencia

oo

Cepas y factores putativos de virulencia
ECSP_2870:  ICRSIN(SZ/ML7) ‘o
oA o 57 (81,4%) ) 4l
ECSP—1773 ¢ 15 (2114%) : ECSP  ECSP  ECSP  ECSP  ECSP ECS’P

3620: norV, 2870/2872: vegetales, 2687/1773: rta inmune, 0242: P-P, 3286: hemo



Alelos q

4933

g21

* 67/69 (97,1%)
« 3 aislamientos con amplicén mayor que el

esperado (1500 pb vs. 1000 pb)

- 59/69 (85,5%)

ausentes en la cepa stx-negativa



Conclusiones

Este estudio muestra una amplia caracterizacion molecular de las cepas de E.
coli O157 circulantes en Neuquen.

Se describe por primera vez en Argentina y en el mundo la circulacion casi

excluyente de cepas del clado 8 hipervirulento.

Las cepas muestran la presencia de factores de virulencia y reguladores de la
expresion de genes stx en porcentajes superiores a los informados
previamente.
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Materiales y Méetodos

De cada pais se seleccionaron 30 cepas humanas y 30 cepas bovinas

Resultados

Motilidad: El 100% de las cepas Argentinas fueron moviles
solo el 23% de las cepas Australianas lo fueron

Distribucion de los genotipos stx




Resultados

Linaje (LSPA-6)
> LI/Il: 88% en ambos paises

> LI: 4% (3 cepas Argentinas 1 Australiana)

» LIl: 7%; 4/60 solo en cepas australianas (Cepas bovinas)

Determinacion del clado de virulencia (SNPs)

Argentina clad 28%)

clado 8 (72%) > | =
Australia clado 6 (15%) ’

clado 7 (83%) L LI/LN

clado 8 (2%)



Resultados

Analisis de los sitios de insercion de profagos stx (SBI)



Conclusiones

) Diferencia significativa en la motilidad de las cepas
l Predominio de diferentes genotipos stx

) Predominio del linaje LI/LIl en ambos paises, en cepas de origen humano y
bovino

) Clado 8 fue prevalente en Argentina
1 SBI: En Australia argW ocupado por un nuevo profago stx1
En Argentina stx2 se asocia a el sitio alternativo argW al igual que

en la cepa TW14359.

1 Mas del 50% de las cepas de ambos paises portaron los genes de virulencia
descriptos para la cepa TW14359, a excepcion de ECSP_3286

Las cepas LI/lII-Clado 8 son caracterizadas por la insercion del
profago stx2 en argW, frecuentemente poseen el profago stx2c
insertado en sbcB, y no posee profagos stx1




Produccion de toxina Shiga

(Datos no publicados)




Diversidad geneética de cepas de E. coli O157 humanas y

bovinas de Argentina, Australiay EE.UU.

Materiales y Métodos
O 148 cepas de ambos origenes
O Estudio de 11 linajes por ensayo de 48-plex SNP
O Subtipificacion de stx
O Produccion de Stx

Resultados
O 7 linajes en aislamientos de un solo pais, 2 en los tres paises y
otros dos solo en Argentina y EE.UU.
O 3 nuevos linajes fueron detectados en aislamientos de Australia y
Argentina
O Los aislamientos portadores de stx2a fueron prevalentes en
Argentina y EE.UU. y produjeron mayores niveles de Stx

Conclusiones
O Evidencias de la divergencia geografica de E. coli O157 y del rol
de stx2a en la produccion total de Stx

Vellor L JCVY 555597 Y=



Produccion de Stx segun stx-genotipo y linaje




Brote por EAEC/STEC 0O104:H4

Del 02/05/11 al 28/06/11: 881 casos de SUH, 32 defunciones, 3141
casos de diarrea

Casos notificados por Alemania (95%), Austria, Dinamarca, Espafa,
Finlandia, Francia, Luxemburgo, Noruega, Paises Bajos, Polonia, Suecia,
Suiza, Reino Unido, Republica Checa, Canada, EE.UU.

Hechos relevantes:
Alto N° de casos de SUH
Fundamentalmente adultos (88% > 20 anos)
Mayoria sexo femenino (70% )
Complicaciones neurologicas severas (50%)
Probable vehiculo: Semillas germinadas de FENOGRECO



Propiedades de la cepa EAEC/STEC

0104:H4 asociada al brote en Alemania

Gen Patotipo
aggRr EAQQEC +
eastl  Mudltiple
st-b ETEC
It-A ETEC
a-hlyA  Multiple
ipaH EIEC
E-hlyA STEC/EHEC
eaeEPEC/EHEC -
stx1 STEC/EHEC
stx2 STEC/EHEC
nlep EHEC
stx2f STEC
st-h ETEC-hu-
st-p ETEC-an -
WZX Serotipo 0104

Presencia

Caracteristicas microbioldgicas

Agar sangre  hemolisis -
ENDO Agar  fermentacion LAC  +
SMAC fermentacion SOR  +
CT-SMAC [R] telurito +
Flurocult B-Glu +
CHROMagar +
Utilizacion Citrato -
H2S -
Indol +

Stx EIA RIDA ScreenVerotoxin 4+

Resistencia Mdltiple. Presencia de una B-lactamasa
de espectro extendido (BLEE) CTX-M15 y una B-
lactamasa de amplio espectro (BLEA) TEM-1



Estudio de Factores de Riesgo

1 Alta incidencia de SUH
1 Alta morbilidad Necesidad de

J Carenciadeun prevencion primaria
tratamiento especifico

] Ausencia de estudios epi anteriores
1 Alto consumo de carne per capita
1 Consumo de carne mal cocida
Objetivo

|dentificar factores de riesgo asociados a infecciones
esporadicas por STEC en niilos argentinos
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Factores de Riesgo

Caso — Control (relacion: 150-299) (edad, barrio, periodo de
exposicion)
Buenos Aires (Garrahan), Mendoza (Notti)
Enero 2001-diciembre 2002
Transmisidon por alimentos
® Comer carne mal cocida en la casay fuera de la casa
® Comer en reuniones sociales
Transmision persona a persona
® Contacto con nifio con diarrea
® Concurrir a Jardin Maternal o de Infantes
Transmision por contacto con animales
® Vivir o visitar el campo
® Vivir o visitar un lugar con animales domesticos
Factores del huesped
® Ser de sexo femenino



Factores de Proteccidn

a Lavado de manos siempre con agua y jabon
despues de manipular carne cruda

o Comer fruta y vegetales en forma frecuente

Rivas et al. EID 2008, 14: 763-71



Medidas de prevencion

Asegurar la completa y homogenea coccion de la carne,
especialmente la carne picada.

Evitar el contacto de |la carne cruda con otros alimentos.



Medidas de prevencion

1 Consumir lacteos y jugos de frutas pasteurizados.

i
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] Utilizar agua potable para consumo y preparacion de
alimentos

) Conservar la cadena de frio.




Medidas de prevencion

I Lavar cuidadosamente frutas y verduras, especialmente las
gue vayan a ingerirse crudas.

) Lavar cuidadosamente las manos después de ir al bafo, y
antes y durante la preparacion de alimentos.

1 Banarse en aguas recreacionales habilitadas.



Material de difusion
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Conclusiones finales

En Argentina, STEC es aislado de enfermedad humana, del reservorio
animal y de alimentos

En los ultimos afos se ha observado una mejora en las notificaciones
del SUH utilizando distintas estrategias de vigilancia

La incidencia de la enfermedad humana en los distintos paises esta
iInfluenciada por diversos factores

Existe una divergencia geografica en los linajes de E. coli 0157 que
explicaria las diferencias en la incidencia de enfermedad humana

En Argentina, se observa una prevalencia de cepas de E. coli 0157 del
genotipo stx,/stx,., del clado 8 que contribuirian a explicar la alta
incidencia del SUH en nuestro pais

La emergencia de nuevos patotipos implica un desafio para los
laboratorios de Salud Publica, de Sanidad Animal y de Alimentos
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