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Resumen y Abstract IX

Resumen

Escherichia coli del serogrupo O157 pertenece al patotipo de las enterohemorrégicas, la méas
virulenta de E. coli, porque ademas de producir endotoxinas, libera dos exotoxinas conocidas como
toxinas Shiga, Stx1y Stx2 (Stx, Shiga toxin), causantes de graves patologias que pueden ser letales,
como Colitis Hemorragica (CH) y Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), para personas con un
sistema inmune deficiente o poco desarrollado (nifios menores de cinco afios y personas de la tercera
edad). Esta STEC 0157 (Shiga-Toxin producing E. coli) puede contaminar alimentos como
productos carnicos, derivados lacteos y vegetales, encontrdndose también en aguas de consumo no

tratadas.

En la actualidad, la deteccion y la cuantificacion de microrganismos patdégenos en diferentes
matrices alimenticias representan un gran reto para la industria. La técnica molecular gPCR-SYBR
Green, entre otras, es sensible, rapida y especifica, permitiendo detectar ADN de STEC del
serogrupo O157, en un proceso automatizado que reduce ampliamente los tiempos de los
procedimientos, con obtencion de resultados en cuestion de horas, con un minimo de

contaminaciones y falsos positivos.

En esta investigacion se validaron cuatro protocolos de qPCR-SYBR Green para la deteccion
especifica de los genes rfbE (dos secuencias de oligonucle6tidos), stx1 y sxt2 expresados por E. coli
del serogrupo 0157 (ATCC 43895), en muestras de carne molida bovina contaminada de forma
artificial. Los parametros de validacion desarrollados fueron la selectividad, la sensibilidad y la
robustez. Ademas, se hizo una comparacion entre la gPCR-SYBR Green y otros métodos

tradicionales como los gold standar, para determinar la confiabilidad de los protocolos.

Las gPCR desarrolladas presentaron eficiencias entre 77 % y 97 % y una elevada linealidad (R?
0,99). Los limites de corte para cada secuencia de primers fueron: 3,1667 x 10 ng L™ para rfbE
(primers rfbE y 0157); 1,7228 x 10 ng uL* para stx1 y 3,5185 x 10 ng puL* para stx2. Tanto la
inclusividad y la exclusividad fueron del 100 %, asi como la precision analitica, valor predictivo
positivo y negativo. Ademas, fueron procesos bastante robustos. En la matriz contaminada se logro
detectar hasta 4 UFC mL™. Por los resultados obtenidos, los protocolos de gPCR-SYBR Green
podrian implementarse para rastrear la presencia de E. coli O157 en el anélisis rutinario de carne

molida bovina, 0 como una prueba diagndstica sencilla, rapida, altamente sensible y especifica.

Palabras clave: STEC, gPCR- SYBR Green, Stx1, Stx2, SUH, limite de corte, inclusividad,

exclusividad.
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Abstract

Intra-laboratory validation of the real-time PCR technique for detection
of Escherichia coli of serogroup O157 in food
Escherichia coli from serogroup O157 belongs to the enterohemorrhagic pathotype, the most
virulent of E. coli, because in addition to producing endotoxins, it releases two exotoxins known as
Shiga toxins, Stx1 and Stx2 (Stx, Shiga toxin), causing serious pathologies that can be lethal, such
as Hemorrhagic Colitis (CH) and Hemolytic Uremic Syndrome (HUS), for people with a poor or
poorly developed immune system (children under five and the elderly). This STEC (Shiga-Toxin
producing E. coli) 0157 can contaminate foods such as meat products, dairy products, vegetables,

and is also found in untreated drinking water.

Currently, the detection and quantification of pathogenic microorganisms in different food matrices
represents a great challenge for the industry; the gPCR-SYBR Green molecular technique, among
others, is sensitive, fast and specific, allowing the detection of STEC DNA from serogroup 0157,
in an automated process that greatly reduces procedure times, obtaining results in a matter of hours,

with a minimum of contaminations and false positives.

In this investigation, four jPCR-SYBR Green protocols were validated for the specific detection of
the rfbE (two oligonucleotide sequences), stx1 and sxt2 genes expressed by E. coli from serogroup
0157 (ATCC 43895), in samples of contaminated ground beef artificially. The validation parameters
developed were selectivity, sensitivity and robustness. Also, a comparison was made between the
gPCR-SYBR Green and other traditional methods such as the gold standard, to determine the

reliability of the protocols.

The developed gPCRs presented efficiencies between 77% and 97% and high linearity (R?0.99).
The cutoff limits for each sequence of primers were: 3.1667 x 10 ng pL™* for rfbE (primers rfbE
and 0157); 1.7228 x 10 ng L™ for stx1 and 3.5185 x 10 ng puL™* for stx2. Both inclusivity and
exclusivity were 100%, as well as analytical precision, positive and negative predictive value. They
were also quite robust processes. Up to 4 CFU mL* were detected in the contaminated matrix. Based
on the results obtained, the gPCR-SYBR Green protocols could be implemented to track the
presence of E. coli 0157 in the routine analysis of bovine ground beef, or as a simple, rapid, highly
sensitive and specific diagnostic test.

Keywords: STEC, gPCR- SYBR Green, Stx1, Stx2, SUH, cut-off limit, inclusivity, exclusivity.
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Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) representan un problema de salud
publica a nivel mundial, sus efectos sobre los individuos varian desde sintomas de caracter
leve hasta enfermedades letales, dependiendo del agente especifico asociado a la infeccion.
Paises como Argentina, Chile, Canada y Estados Unidos entre otros, se ven afectados frecuentemente
por las ETAs cuyo origen es E. coli 0157, una de las cepas de mayor virulencia (Kargar &
Homayoon, 2015), considerada siempre como emergente. Las infecciones con esta STEC (por sus
siglas en inglés, Shiga-Toxin producing E. coli) se relacionan con una gastroenteritis severa, colitis
hemorrégica, trombocitopenia y en algunos casos, con Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
afectando principalmente a nifios menores de cinco afios o personas de la tercera edad (Goji et al.,
2015; Deisingh & Thompson, 2004). Ademas de los decesos, el costo anual de los tratamientos de
las ETAs puede superar los 5-6 billones de dolares (Deisingh & Thompson, 2004). En Colombia,
seguir la incidencia de las ETAs y de las causadas por E. coli O157 en particular, resulta un trabajo

muy dificil, porgue no se cuentan con los registros necesarios para un seguimiento adecuado.

E. coli del serogrupo O157 es foco de atencidn de las autoridades sanitarias en diferentes sectores,
como el de la salud y el de la industria de alimentos, donde el principal problema que se debe
enfrentar es la limitacién para realizar la deteccién y cuantificacion confiable de esta STEC, debido
a su baja concentracion en comparacion con otros organismos contaminantes, también presentes en
un alimento dado, pero suficiente para desencadenar un fuerte episodio clinico en muy poco tiempo.
Por tanto, es necesario implementar métodos que garanticen una identificacion acertada, precisa y

rapida de estas bacterias.

Las técnicas moleculares se estan usando ampliamente en el andlisis de diversos patdgenos a nivel
global, en especial las basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction), porque permite identificar genes caracteristicos de los agentes
patégenos, con una minima cantidad de ADN. Para E. coli 0157, bacteria objeto de esta investigacion,
la PCR cuantitativa (qPCR, por sus siglas en inglés quantitative Polymerase Chain Reaction) garantiza
rapidez, sensibilidad y especificidad en el analisis (Sidari & Caridi, 2011) y ademas muestra resultados

en forma paralela al desarrollo del proceso de amplificacion.



2 Introduccién

El grupo de investigacion Produccion, Estructura y Aplicacion de Biomoléculas (PROBIOM), de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, ha desarrollado algunos trabajos en el area de
los alimentos, y con el desarrollo de esta investigacién, buscd incursionar en la validacion,
estandarizacion y desarrollo de gPCR, para la deteccién e identificacion rapida y confiable de
organismos microbianos patégenos, como E. coli 0157, contaminantes de alimentos principalmente
de origen bovino, como estrategia de apoyo a los analisis de diagnostico en seguridad alimentaria.

Considerando la importancia lograda por las técnicas moleculares para la oportuna deteccién de la
cepa patogénica E. coli del serogrupo 0157, en diferentes matrices alimentarias (Elizaquivel et al.,
2012), esta investigacion se centrd en la determinacion de los lineamientos bésicos para la validacion
intra-laboratorio de la técnica qPCR-SYBR Green especifica para la deteccion de STEC 0157 en
carne molida vacuna. El seguimiento se basé en las amplificaciones de las regiones especificas de
los genes que expresan el factor de virulencia somatico O157 y a las toxinas Shiga 1y 2 (rfbE, stx1

y stx2), desarrollandose cuatro protocolos sometidos a los procedimientos de validacion.

La metodologia incluy6 la evaluacion de diferentes procedimientos de la extraccion de ADN de la
cepa E. coli O157:H7 (ATCC 43895), la seleccion y el disefio de cuatro pares de primers de los tres
genes elegidos, el desarrollo de los protocolos de qPCR considerando la construccion de curvas
estandar y de melting, para determinar los coeficientes de variabilidad, la linealidad y la eficiencia
de las reacciones. Para el desarrollo de la validacion de cada protocolo de gPCR, dos del serogrupo
(nombrados como O157 y rfbE), uno para toxina Shiga 1 (stx1) y otro para toxina Shiga 2 (stx2), se
determind primero el limite de deteccion de cada uno. Luego se procedid a encontrar los parametros
estadisticos rango dinamico (limites inferior y superior para establecer el limite de corte), la
selectividad (inclusividad y exclusividad), la robustez (variando los Kits de reaccion, los operarios y

el tiempo de la realizacion de los protocolos).

Finalmente, se desarroll6 un disefio de blogues con muestras de carne vacuna contaminada
artificialmente con la STEC para darle la aplicacion a los procedimientos en validacion. Asi mismo,
se hizo la comparacion con algunas técnicas microbioldgicas y bioquimicas usadas cominmente

como métodos de deteccion de este patdgeno.



1. Marco Teorico

Escherichia coli es una bacteria que habita generalmente el tracto intestinal (intestino delgado y/o
grueso) de animales, incluido el hombre; en su mayoria es no patégena y hace parte de la microbiota
comensal (Mainil, 2013; Gyles, 2007; Riemann & Cliver, 1998). Sin embargo, algunas cepas de E.
coli causan enfermedades gastrointestinales leves o severas y otras dolencias que pueden ocasionar

la muerte de las personas infectadas (Gomes et al., 2016; Mainil, 2013).

E. coli es objeto de numerosos estudios desde su descubrimiento (1885), porque a través de ella se
han entendido muchos mecanismos genéticos relacionados con el funcionamiento del ADN,
regulacion génica, procesos fisioldgicos, metabolismo y sefializacion celular (rutas bioquimicas),
entre otros (Riemann & Cliver, 1998), sirviendo de base para el desarrollo de medicamentos, técnicas
y estrategias, que luego se han aplicado para impedir y/o tratar infecciones bacterianas y de otros

organismos patégenos.

En la actualidad, las investigaciones alrededor de E. coli han representado avances muy

significativos en diferentes campos, tales como:

+» Medicina: desarrollo de antibidticos (ej. Eritromicina), vacunas (ej. mucosales, génicas,
obtencién de proteina no estructural, NS1 por su sigla en inglés non structural protein 1, usada
contra el dengue) y, las hormonas (gj. insulina, hormona del crecimiento) (Sandvig et al., 2015;
AU - Jiang et al., 2013; Martinez Manrique, 2006; Spitz, 2000; L6pez & Mota, 2000).

% Terapia génica: ha servido de plantilla base para comprender cdmo acttian los genes y cdmo se
desarrollan sus procesos de regulacion. Técnicas de ADN recombinante.

¢+ Produccién de proteinas recombinantes, enzimas de restriccion (ej. EcoRI) y exonucleasas (gj.
Exo VII) (Bolivar et al., 2004).

< Biorremediacion, ej. en tratamiento de aguas contaminadas con Cromo VI (Panigatti et al,
2012).
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+« Energias alternativas ecoldgicas, ej. en la produccion de alcohol butilico (Flérez & Mourenza,
2013).

1.1 Caracteristicas generales de E. coli

E. coli fue descubierta por el pediatra aleman Theodor Escherich en 1885 en las heces de un nifio
gue presentaba un cuadro de diarrea (Gomes et al., 2016; Mainil, 2013); por esta razon y haciendo
honor a su descubridor, se le asigné el nombre del género Escherichia a un grupo especifico de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriacea.

Las caracteristicas propias de Escherichia son: bacilos quimioorganotréficos, anaerobios
facultativos movil o no movil y Gram negativo, entre otras (véase Figura 1) (Gomes et al., 2016;
Baker et al., 2016; Rivas et al., 2015; Mainil, 2013).
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Figura 1. Microfotograffa de Escherichia coli enterotoxigénica tomada de un frotis de cultivo puro

==

con tincién de Gram. Los bacilos forman colonias de aproximadamente 1.1-1.5 um de didametro y
2,6 um de longitud. Fuente: Zerpa L., 2011

En el género Escherichia se incluyen siete especies: E. coli, E. adecarboxylata, E. alberti, E.
fergusonii, E. herjmannii, E. vulneris y E. blattae (Iguchi et al., 2009; Walk et al., 2009). La especie
E. coli es el prototipo del género, y es el centro de estudios de diferentes areas como clinicas,
ambientales, alimentos y hasta biotecnoldgicas; son bacterias no formadoras de esporas que pueden
crecer facilmente en el laboratorio, bajo condiciones minimas de nutrientes, a pHs entre 5-9,
sobreviviendo incluso por cortos periodos de tiempo en pHs cercanos a ~ 2 (Baker et al., 2016; Rivas
et al., 2015; Elizaquivel Béarcenas, 2009). Poolman (2017) hizo una clasificacion de esta especie

segun los efectos dentro del hospedero, (Poolman, 2017):

+ E. coli comensales y nativas (propias del tracto gastrointestinal), no causan enfermedades.
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«» E. coli causantes de enfermedades intestinales diarréicas: ej. E. coli enteropatdgena.

«» E. coli causantes de enfermedades fuera del tracto intestinal: ej. E. coli enterohemorrégica.

Otra clasificacion de E. coli y mas utilizada, es la serotipificacion de Kauffmann, desarrollada en la
década de los 40 del siglo pasado (Mainil, 2013), realizada por el investigador con base en cuatro
antigenos: O (lipopolisacarido), K (capsular), H (flagelar), y un antigeno fimbrial; se han descrito
aproximadamente entre 174 a 186 referidos al antigeno O, 53-56 para H y 80 para K (Fratamico et
al., 2016; Rivas et al., 2008; Riemann & Cliver, 1998).

Es comun hacer referencia a cepas de E. coli como serogrupos y/o serotipos, considerando los
antigenos: O para serogrupos, y O:H para serotipos (Rivas et al., 2015); hasta 2012 se reportaron
entre 5 x 10* y 1 x 10° serotipos de E. coli (Elizaquivel et al., 2012). Los serogrupos se han agrupado
a su vez en seis patotipos, conectados principalmente con diarreas infantiles (Jensen et al., 2014;
Ochoa et al., 2011) y, clasificados con base en sus caracteristicas de patogenicidad, en los sitios de
colonizacion y en la sintomatologia (de caracter leve hasta letal) (Poolman, 2017; Gomes et al., 2016;
Farfan et al., 2016; Gohar et al., 2016; Moxley, 2004):

«» E. coli enteropatdgena: EPEC, por sus siglas en inglés Enteropathogenic E. coli.

+» E. coli enterohemorragica: EHEC por sus siglas en inglés Enterohemorrhagic E. coli; dentro
de este grupo se encuentran también E. coli productora de toxina shiga STEC, por sus siglas en
inglés Shiga-Toxin producing E. coli.

«» E. coli enterotoxigénica: ETEC, por sus siglas en inglés de Enterotoxigenic E. coli.

«» E. coli enteroinvasiva: EIEC, por sus siglas en inglés de Enteroinvasive E. coli.

«» E. coli enteroagregativa: EAEC, por sus siglas en inglés de Enteroaggregative E. coli.

«» E. coli de adherencia difusa: DAEC, por sus siglas en inglés de Diffusely Adherent E. coli

La OMS advirti6 en 2012, la amenaza de infecciones contraidas principalmente de los serotipos de
E. coli: O157:H7, 026:H11, O103:H2, O111: NM, 045 y O145: NM (No Movil), debido a la
mortalidad o dafios permanentes en los pacientes afectados y su resistencia a los antibidticos
empleados de forma habitual para tratar afecciones gastrointestinales, tales como Ampicilina (85%),
Cotrimoxazol (79%), Tetraciclina (65%) y Acido Nalidixico (28%) (Melton-Celsa, et al., 2012;
Ochoaetal., 2011). En los paises en via de desarrollo, algunos patotipos de E. coli, son responsables

de aproximadamente el 30 % a 40 % de los episodios diarreicos infantiles (Ochoa et al., 2011).
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1.2 E.coli STEC

Las cepas STEC son reconocidas como potentes agentes zoondticos a nivel mundial, capaces de
ocasionar un amplio espectro de enfermedades de caracter potencialmente letal para el humano
(Karmali et al., 2010). La mayoria se encuentran dentro del patotipo EHEC (Farfan et al., 2016;
Bryan et al., 2015; Rivas et al., 2008).

Los primeros reportes de STEC datan de los afios setenta (1977), cuando Konowalchuk et al., en
Canada, notaron que algunas cepas de E. coli tenian un efecto citotdxico irreversible sobre las células
Vero (células de rifion de mono verde africano), por lo cual inicialmente este grupo se denominé E.
coli verocitotoxigénicas (VTEC) (Farfan et al., 2016; Bryan et al., 2015; Karmali et al., 2010;
Nguyen & Sperandio, 2012; Gyles, 2007; Chart, 2000). Luego O’Brien y et al. (1982), las identifican
como E. coli capaces de producir toxinas similares a la familia de toxinas Shiga (SLT, por sus siglas
en inglés Shiga Like Toxin) (Farfan et al., 2016; Bryan et al., 2015; Gomes et al., 2016; Baker et al.,
2016; Melton-Celsa et al., 2012; Nguyen & Sperandio, 2012; Hunt, 2010; Karmali et al., 2010; Paton
& Paton, 1998).

Se han aislado cerca de 500 serotipos de STEC en hospederos humanos y animales (Nguyen &
Sperandio, 2012; Gyles, 2007). Estos microorganismos son prevalentes en muchos paises incluyendo
los desarrollados como Estados Unidos, Canada, Alemania entre otros; en Latinoamérica, Argentina
por ejemplo, reporta 500 nuevos casos/afio (Farfan et al., 2016). Una de las STEC mas asociada en
la mayoria de paises, con los episodios de consecuencias mas graves, es STEC 0157 (véase Figura
2), en especial el serotipo E. coli 0157:H7 considerado uno de los mas virulentos (Kargar &
Homayoon, 2015; Ferreira et al., 2014; Elizaquivel Barcenas, 2009; OIE, 2018; Rivas et al., 2008).

Figura 2. Microfotografia electrénica de E. coli O157. Fuente: Pennington, 2010.

1.2.1 Reservorio

E. coli O157 puede encontrarse en el intestino de los rumiantes, tales como vacuno (reconocido

como el reservorio principal), bisontes, cabras, corderos y ovejas, aunque no se ha reportado en
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renos, camellos o llamas (Farrokh et al., 2013; Pennington, 2010); en los animales en mencidn, se
clasifica como un organismo comensal, dado que no se observa un dafio citotdxico (asintomaticos),
lo que se relaciona posiblemente con la poca disponibilidad de receptores de las toxinas en los
rumiantes, la influencia de su microbiota nativa intestinal, las limitaciones nutritivas y la respuesta
inmunoldgica, entre otras (Melton-Celsa et al., 2012). No obstante, el contacto con el ganado
portador, con sus heces y/o su consumo de sus productos como la carne y la leche, puede afectar a
las personas y aunque en menor proporcion, otros animales tanto domésticos como salvajes, que se
convierten a su vez, en vectores de transmision (Kargar & Homayoon, 2015; Baker et al., 2016; Jure
et al., 2015; Piedrahita et al., 2001).

En el ganado vacuno el proceso de colonizacion con STEC dura menos de dos meses y es mas
frecuente en los ejemplares jovenes (2 a 24 meses) que en los adultos (Rivas et al., 2008), generando
en ocasiones, una diarrea sin mayores consecuencias (Mainil, 1999; Dean-Nystrom et al., 1997). Los
bovinos portadores pueden expulsar hasta 10* UFC/g (superdiseminadores o Shedders) mediante las
cuales se diseminan las STEC a otros animales, a las fuentes hidricas, terrenos de cultivos agricolas,
incrementando asi la probabilidad de infeccion del humano (Baker et al., 2016; Hoffman et al.,
2006).

1.2.2 Vias de transmision

La fuente principal de STEC 0157 son las aguas contaminadas (60,7%) y los alimentos (42,2%) que
no han sido sometidos a un adecuado proceso de coccidn, pasteurizacion y manipulacion durante el
procesado (Roldan et al., 2007). Los alimentos contaminados con E. coli 0157 son la carne molida
(no cocinada correctamente), los productos lacteos (12.2%), salchichas, chorizos, embutidos, y otros
productos de origen bovino, agua, semillas germinadas, productos frescos como frutas, vegetales y
hortalizas contaminados de forma directa o indirecta por el contacto con animales infectados, asi
como por factores ambientales (2.2%), entre otros (Kargar & Homayoon, 2015; Pennington, 2010;
Piedrahita et al., 2001)

El contacto con los ambientes propensos a las contaminaciones fecales como los zoolégicos, corrales
de ganado, granjas y las plantas de beneficio, facilita la interaccién entre animales portadores de
STECy las personas, representando un 7,8% de las fuentes de transmision (Baker et al., 2016). Entre
las reses se pueden transferir las bacterias a través del contacto con su piel, ademas de sus heces

(Omisakin et al., 2003) y de esta manera, llegan las STEC a la carcasa (Baker et al., 2016; Smith et
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al., 2014; Rivas et al., 2008; Low et al., 2005; Hussein & Bollinger, 2005). Las corrientes de aire,
las aves y los insectos, también se convierten en factores de diseminacién del microorganismo

durante la faena (Rivas et al., 2008).

1.2.3 Etapas de desarrollo, sintomas y tratamiento

El efecto de STEC 0157 en las personas depende de la patogenicidad del serotipo especifico y la
susceptibilidad del individuo, no obstante se estima como dosis infectiva 10 a 100 organismos/gramo
de alimento (Farrokh et al., 2013; Rivas et al., 2008; Prado J & Cavagnaro S.M, 2008). Los pacientes
con un buen sistema inmunoldgico superan el cuadro infeccioso en una semana, mientras los nifios
menores de cinco afios, los adultos mayores o individuos con alguna condicién de inmunodeficiencia
son susceptibles a las toxinas Shiga de las STEC, que pueden afectar temporal o definitivamente, su
sistema nervioso central y en casos mas severos, evolucionar a SUH, en el 5% al 10% de los pacientes
(véase Figura 3) (Karmali et al., 2010; Deisingh & Thompson, 2004; Paton & Paton, 1998; Mead
& Griffin, 1998).

Contacto con fuente de E. coli 0157

Fase incubacion
2-4 dias

Dolor abdominal, vémitos, con o sin fiebre

Fase desarrollo
4-6 dias

Diarreas sanquinolentas/ Colitis hemorragica

7-9 dias

~90% mejoran l

10-15%

[ SUH/PUrpura trombocitopénica trombética ] ~ 5% fallecen

Figura 3. Evolucion de la infeccion por Escherichia coli 0157

El SUH es una enfermedad que engloba tres afecciones muy delicadas, la anemia hemolitica,
trombocitopenia y la falla renal aguda, representando un 3 % a 5% de riesgo de mortalidad infantil
(Kavaliauskiene et al., 2017; Hunt, 2010; Rivas et al., 2008; Paton & Paton, 1998). En la actualidad,

no se cuenta con un tratamiento especifico, solo terapia de apoyo de hidratacion y dialisis peritoneal
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para los pacientes en estado critico (Farfan et al., 2016; Page & Liles, 2013; Karmali et al., 2010;
Polito & Kirsztajn, 2010; Gyles, 2007; Paton & Paton, 1998). Los tratamientos comunes para
manejar la gastroenteritis, cdmo los antibidticos y antidiarreicos, por el contrario parecen beneficiar
el crecimiento microbiano y la liberacion de sus toxinas Shiga, las cuales se dirigen a las células del
endotelio renal (Kavaliauskiene et al., 2017; Rivas et al., 2015; Polito & Kirsztajn, 2010; Prado J &
Cavagnaro S.M, 2008; Rivas et al., 2008).

1.2.4 Factores determinantes de virulencia y su patogénesis

La diferenciacion de la microbiota nativa respecto a la patogénica estd determinada por sus
caracteristicas de virulencia (OIE, 2018); para Escherichia coli 0157 los marcadores mas

importantes a nivel clinico son:

Citotoxinas, representadas por las toxinas Shiga (Stx), son reconocidas como el principal factor de
virulencia asociado a la STEC 0157 (Nyambe et al., 2017; Kriiger & Lucchesi, 2015; Shaikh & Tarr,
2003); su descubrimiento (1896) se debe a médico y bacteridlogo japonés Kiyoshi Shiga (O’brien et
al., 1992). Las Stxs afectan principalmente las células endoteliales del rifion humano llegando a
producir lesiones histopatoldgicas renales muy severas con el desarrollo del SUH (Johannes &
Romer, 2010; Melton-Celsa et al., 2012).

En cepas STEC aisladas de los humanos y de algunos rumiantes, se han identificado dos clases de
Stx, Stx; y Stxz se ha podido establecer que cada Stx esta codificada en bacteriéfagos de la familia
lambdoide diferentes (Kruiger & Lucchesi, 2015; Allison et al., 2003). Stx; y Stx, pertenecen a la
familia de toxinas ABs, formadas por una subunidad A de 32 KDa y un pentdmero de subunidades
B idénticas, con una masa de 7,7 KDa cada una (véase Figura 4A), secretadas al periplasma
bacteriano para su ensamblaje. Las cinco subunidades B se agrupan en forma de anillo o rosquilla
(véase Figura 4C), con un poro central rodeando una hélice o del extremo C-terminal de la StxA,
gue crea la union no covalente para mantener la estructura de la holotoxina (Chan & Ng, 2016;
Sandvig et al., 2015; Cherla et al., 2003).

La subunidad A y el pentdmero B constituyen respectivamente, la region bioldgicamente activa
(actividad enzimatica) y el sitio de unidn al receptor celular especifico, Globotriaosilceramida (Gb3
0 CD77), reconociendo especificamente los trisacaridos expuestos Galal-4Galp1-4Glc ceramida
(Chan & Ng, 2016; Bergan et al., 2012; Johannes & Romer, 2010; Rivas et al., 2008). El dafio celular

asociado a las toxinas Shiga se debe a la accién de la subunidad A, conformada por los fragmentos
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Al (27,5 KDa) y A2 con el C-terminal (4,5 KDa) unidos por un puente disulfuro entre residuos de
cisteina en la posiciones 242 y 261 (véase Figura 4B) (Sandvig et al., 2015; Bergan et al., 2012).

Sitio 2

Sitio 1
»

L
V4 l o
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ot D

Subunidad B

Figura 4. A. Estructura de la toxina Shiga. B. Representacion de las subunidades A y B de Stx. C.
Vista del anillo formado por las subunidades B, mostrando los sitios de unién a Gb3, sitios 1y 2 alta
afinidad, sitio 3 baja afinidad. Tomado de: Bergan, Dyve Lingelem, Simm, Skotland, & Sandvig,
2012; Johannes & Romer, 2010

En StxA, el puente disulfuro forma un loop que contiene la secuencia Arg-X-X-Arg, til para el
reconocimiento enzimatico por parte de una Furina (dependiente de Ca?*), la cual se encarga de
clivar (a pH bajo) la region en dos partes, liberando la forma activa de la proteina Al, en la toxina
Stx; el sitio de corte ocurre en las posiciones Arg 251 y Met 252 mientras en Stx, sucede en las
posiciones Arg 250 y Ala 251 (Chan & Ng, 2016; Sandvig et al., 2015; Bergan et al., 2012). La
forma activa de las Stxs es de N-glucosidasa, la cual es altamente selectiva, para depurinar un residuo
especifico de adenina de la RNAr 60s, inhibiendo la sintesis de proteinas y por ende llevando a una
muerte celular (Hannaoui et al., 2009).

Las Stxs expresadas por E. coli se clasifican generalmente en dos tipos inmunolégicamente
diferentes, Stx; (con las variantes Stxic y Stxid) y Stx, (con las variantes Stxsc (Stxzvh-A y Stxavh-
B), Stxod (Stx.d-Ount y Stxodox3), Stxwe, Stx.f, y Stxog); segin datos de investigaciones de la
toxicidad de las Stxs, la tipo 2 es de 100 a 1000 veces mas toxica que la Stx; (Rivas et al., 2008;
Cherla et al., 2003; Hannaoui et al., 2009).

Plasmidos. Para STEC 0157 el plasmido mas estudiado es el pO157 (60 a 90 MDa), porque es
portador de una serie de genes capaces de expresar los factores de virulencia responsables de la alta

patogenicidad asociada a estas cepas. Se han identificado aproximadamente 19 genes, entre los
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cuales se encuentran: espP (Serina proteasa extracelular, EspP de 104 KDa), katP (catalasa-
peroxidasa, KatP de 82 KDa), ehxA (enterohemolisina, EhxA), etp (grupo de genes que expresa
proteinas que constituyen un sistema de secrecion tipo 1), stcE (metaloproteasa, StcE) regulador de
las vias inflamatorias del hospedero, toxB proteina de adhesion putativa que participa en la
interaccién con linfocitos gastrointestinales, también hay una adhesina fimbrial que tiene un papel
muy importante en la colonizacion de intestinal, particularmente en la union y reconocimiento de los
enterocitos, responsable de la lesién A/E (por sus siglas en inglés Attaching and effacing) (Kobayashi
etal., 2013; Lim et al., 2010; Rivas et al., 2008; Law, 2000).

Factores de adherencia al enterocito. E. coli O157 inicia el proceso de colonizacion y de union a
las células epiteliales del colon para evitar su eliminacién por peristalsis; su adhesién genera dafios
a nivel de las microvellosidades del huésped, se inicia con el reconocimiento de las endotoxinas
bacterianas (adhesinas putativas) como las IpfA, IhA, LifA y las fimbrias que provocan el
alargamiento de las microvellosidades intestinales (Rivas et al., 2008; Szalo et al., 2002) y
continuando con la formacién de un canal, que le permite a la bacteria inyectar las proteinas

especificas a su huésped.

Los factores de adherencia de STEC 0157, son expresados por las regiones codificantes dentro de
la isla de patogenicidad LEE (por sus siglas en inglés Locus Enterocyte Effacement) de 43 Kb, con
una region adicional de 7,5 Kb (region profago). La intimina es una de las proteinas (97 kDa) mas
importantes expresada por el gen eae de la region LEE y es la responsable de la interaccion intima

entre la bacteria y la membrana del enterocito (Lim et al., 2010; Rivas et al., 2008).

Una vez se fija la bacteria a las células blanco (target), libera una serie de proteinas para crear un
canal de comunicacidn con el interior del enterocito, a través del sistema de secrecion tipo Il (T3SS)
(Gaytan et al., 2016) codificado también en LEE, para transferir el receptor bacteriano Tir (por sus
siglas en inglés translocated intimin receptor) a la region citoplasmatica del huésped, donde induce
la fosforilacion en la tirosina 474, estimulando la agregacion de actina de la célula invadida, para
ubicarse nuevamente en la membrana y servir de receptor de la intimina. En sintesis, la bacteria
activa su bateria proteica para invadir los enterocitos e introduce su propio receptor (Prado J &
Cavagnaro S.M, 2008) (Véase Figura 5).
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Intimina STEC Vellosidades STEC
)

Figura 5. A. Interaccion entre la Intimina y la membrana externa del enterocito. B. Formacion del
pedestal tras la lesién de Adhesién y borrado (A/E) en el enterocito. C. Inmunofluorescencia donde
se muestra en verde la acumulacidn de actina, en naranja la TIR y en negro la STEC O157. Tomado
de: Rivas et al., 2008; Frankel et al., 2001; Staley, Jones, & Corley, 1969.

1.3 Métodos de deteccidén de STEC

E. coli 0157 es reconocida como un potente patdgeno asociado a brotes esporadicos que representan
un problema de salud publica a nivel mundial. Generalmente, su concentracion en un alimento es
muy baja en comparacion con otros individuos propios de la matriz, dificultando asi su deteccion
(Franco et al., 2013). Por este motivo, se necesitan metodologias de alta sensibilidad, especificidad,
viabilidad y diagndstico rapido, que puedan usarse como medidas de control en fuentes alimentarias

e hidricas donde se sospeche la presencia de STEC 0157.

1.3.1 Cultivo en placa

Esta metodologia permite observar el crecimiento de las células bacterianas empleando medios de
cultivo selectivos y especificos para el serogrupo O157; se usan caldos de enriquecimiento que
contienen peptona, vancomicina, cefixima, cefsulodina y telurito de potasio para el crecimiento de
los microorganismos. También, medios de cultivo especificos que garantizan el desarrollo especifico
de las colonias de interés, tales como agar sorbitol MacConkey (SMAC) el cual es selectivo para el
serotipo O157:H7 (si ha sido enriquecido con cefixime-rhamnose (CR-SMAC), cefixime-tellurite
(CT-SMAC) y 4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MSA-MUG) constituido por sales biliares,

una fuente de carbohidratos, sorbitol y un indicador (Kargar & Homayoon, 2015).
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Estos métodos se conocen cominmente como “gold standard” y, son reconocidos como los
protocolos base de cualquier de deteccion. Aungue se implementen técnicas sofisticadas es necesario
usar los medios de cultivo como pruebas confirmatorias de la actividad de cualquier
microorganismo; en general, son sensibles, econémicos y muy Utiles, si se quiere obtener
informacién cuantitativa y cualitativa de la presencia de una cepa especifica en una matriz
alimentaria (Piedrahita et al., 2001).

1.3.2 Pruebas bioquimicas

Es un test con el cual se comprueba la presencia microbiana en un medio dado, aprovechando sus
capacidades enzimaticas particulares. Para reconocer STEC 0157 se usan dos caracteristicas
fenotipicas inusuales: inhabilidad para fermentar D-sorbitol y la ausencia en la actividad de la enzima
B-glucuronidasa (véase Figura 6); también se emplean otros marcadores bioquimicos como su

capacidad para fermentar la rafinosa y el dulcitol (OIE, 2018).

H,0
!- Glucurénido —>  Glucuronato

B-Glucuronidasa

Sorbitol deshidrogenasa
cu o OoH O
|

. ‘
y E - én !« OH OH
1 2 » 3 4 ‘ 5 6 Sorbitol NAD* Fructosa
NADH

Figura 6. Izquierda: Pruebas bioguimicas especificas para Escherichia coli 0157:H7, 1. Actividad
B-glucuronidasa (negativa), 2. Fermentacion del sorbitol (negativa), 3. TSI: Pico &cido/fondo acido
con produccién de gas (negativo), 4. Uso del Citrato (negativo), 5. SIM: SH2 (negativo), Indol
(positivo), movilidad (positiva), 6. LIA: decarboxilacion de la lisina (positiva), SH» (negativa), 7.
Fermentacion de celobiosa (negativa). Derecha arriba: Reaccion caracteristica de las bacterias que
tienen actividad catalitica de B-Glucoronidasa. Derecha abajo: Reaccion caracteristica de bacterias

gue fermentan sorbitol. Fuente: Leotta et al., 2005.
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1.3.3

Métodos inmunologicos

Se fundamentan en la union especifica de un anticuerpo a un antigeno, que en este caso son las

estructuras propias de las células bacterianas (Piedrahita et al., 2001). Los resultados por esta técnica

comUnmente, requieren confirmarse para garantizar la deteccion especifica del microorganismo de
interés (OIE, 2018).

Y/
0'0

Pruebas seroldgicas: se fundamentan en la interaccion entre una solucién con anticuerpos
especificos (antisuero) con antigeno homélogo (célula bacteriana); en el mercado estan
disponibles Kits comerciales de latex para: 0157, 026, 091, 0103, 0111, 0128, 0145y
H7 (Deisingh & Thompson, 2004)

Separacion inmunomagnética (IMS): uso de esferas de micropoliestireno con propiedades
paramagnéticas para aislar y recuperar de forma rapida especies que comparten
caracteristicas Unicas en una matriz diversa. Estas esferas generalmente estan cubiertas de
anticuerpos especificos a los antigenos expresados en la superficie bacteriana. También se
requieren procesos adicionales para confirmar la identificacion (Sidari & Caridi, 2011;
Gracias & McKillip, 2004)

Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA): los anticuerpos se unen a una
enzima marcada con una molécula fluorescente, que emite una sefial como evidencia de su
unién al antigeno especifico (propio del patdgeno), el cual se mide luego en un biosensor
(Elizaquivel Bércenas, 2009; Piedrahita et al., 2001).

Ensayos de hibridacion en la colonia: Se basa en el uso de sondas de ADN y de

oligonucledtido sintético marcadas con digoxigénina o biotina; es muy util en la deteccién

de cepas patdgenas asociadas al patotipo STEC en un cultivo mixto (OIE, 2018)

Piedrahita et al, destaca otros métodos como (Piedrahita et al., 2001):

R/
0‘0

®
0’0

Bioluminiscencia: usa la enzima luciferasa para medir la cantidad de ATP, esta medida
permite tener una idea de la carga microbiana al realizar una aproximacion del nimero de

celulas presentes. No es muy especifico.

Recuento de células: Se puede desarrollar de dos formas: midiendo la dispersion de la luz
causada por la concentracion de microorganismos (citometria de flujo), o con microscopia

epifluorescente donde se unen el fluorocromo naranja de acridina a las cepas estudiadas.
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«» Impedimetria: Relaciona las variaciones de conductancia de un medio afectado por las

reacciones asociadas al crecimiento de un microorganismo dado.

1.3.4 Pruebas moleculares

Estas técnicas se fundamentan en la interaccion de secuencias de ADN de un individuo, asociadas a
la expresion de un gen especifico; de esta forma, se pueden detectar y/o identificar alteraciones,
mutaciones, rasgos genotipicos entre otras aplicaciones, con las cuales se puede diagnosticar una
enfermedad o la posibilidad de padecerla en un tiempo futuro, la relacion filogenética entre iguales
o diferentes especies, entre otros. En cuanto a la seguridad alimentaria, las técnicas basadas en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), han revolucionado los
procedimientos convencionales, porque en menor tiempo, se puede vigilar y controlar patégenos en
materias primas o en alimentos procesados, como también en aguas de consumo; igualmente, con
PCR se puede determinar la fuente alimentaria asociada a una intoxicacion, como también el
seguimiento de un tratamiento médico originado por infecciones microbianas (Baker et al., 2016;

Elizaquivel Barcenas, 2009).

La PCR copia la habilidad celular de duplicar el material genético, aprovechando la
complementariedad de las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos, para el reconocimiento de las
secuencias caracteristicas y especificas de un organismo, valiéndose del disefio de cebadores a partir
de regiones o fragmentos del genoma de interés (target). Se basa en la accién de la enzima ADN
polimerasa, encargada de realizar el ensamblaje de desoxinucledtidos al OH libre en el extremo 3’
de una secuencia de oligonucledtidos especifica denominada primers y de forma complementaria a
una cadena molde (ADN target) (Patifio & Lépez, 2006).

Estos cebadores o primers, término inglés pero muy difundido en la biologia molecular, sirven de
plantilla 0 molde para que bajo la accion de la enzima ADN polimerasa, bases trifosfatadas de
adenina, guanina, citosina y timina o uracilo (ATP, GTP, CTP, TTP o UTP), formen estructuras
complementarias de la region target, dando lugar a numerosas copias 0 amplicones del gen objetivo
(Bustin & Huggett, 2017; Baker et al., 2016; Rivas et al., 2008).

El procedimiento consta de tres etapas que dependen de un perfil de temperatura (véase Figura 7):
1) desnaturalizacion del ADN por calor (94 °C- 96 °C), o sea la separacion de la doble hebra; 2)
reconocimiento del target y alineamiento de los primers con el ADN del individuo que se desea

detectar, con una temperatura que depende de la longitud y de la relacion guanina/citosina de los
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primers; 3) finalmente, viene una etapa de extension y amplificacion (polimerizacion) de la
secuencia comprendida entre los primers, por accion de la enzima ADN polimerasa (amplicén), la
cual ocurre generalmente a 72 °C (Piedrahita et al., 2001). Este proceso se repite (ciclos) y de esta
manera, partiendo de poca cantidad de ADN, se puede tener un incremento exponencial de copias

de la region génica de interés.
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Figura 7. Etapas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa: desnaturalizacion de la hebra de ADN,

alineamiento de primers y extensién de la cadena de ADN por accion de la enzima polimerasa.

Los resultados de la amplificacion (amplicones) se revelan de varias formas y es precisamente esto

lo que da lugar a los diferentes tipos de PCR:

% PCR convencional. Los productos de la PCR se revelan mediante el desarrollo de
electroforesis: teniendo en cuenta que algunos fluorocromos actiian como agentes intercalantes
del ADN de doble cadena y luego fluorescen bajo detectores de luz ultravioleta, se preparan
geles de agarosa o poliacrilamida y se tifien con estos compuestos, para que luego se asocien
con los amplicones del gen objetivo sembrados en los geles. Los fluorocromos més comunes
son Bromuro de Etidio, muy restringido por sus efectos cancerigenos, SYBR safe, SYBR Green
y SYBR Red entre otros. Ademas, con el marcador de peso molecular, que siempre acompafia
el revelado, se puede garantizar si el amplicdn corresponde a la region de interés en funcion del
tamafio, que debe coincidir con una de las bandas de referencia (véase Figura 8). De este modo,
se detectan e identifican los amplicones de las regiones target (Brusa et al., 2015; Piedrahita et
al., 2001).
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Figura 8. Electroforesis para visualizar amplicones obtenidos mediante PCR convencional,
utilizando como muestra ADN de Escherichia coli O157:H7; el tamafio del amplicon es de

151 pb. Linea 1. Marcador de peso molecular de 100 pb. Linea 2. Amplicones del gen stx;

PCR multiple. Los amplicones se detectan también por electroforesis, pero con la ventaja
respecto a la convencional, que se pueden amplificar simultdneamente, varias secuencias de
diferentes genes de interés. Sin embargo, se deben disefiar primers para las distintas regiones,
con un grado de especificidad extremadamente riguroso y ademas, demanda mantener muy
controladas las condiciones de trabajo, para evitar errores en la deteccion (Baker et al., 2016;
Brandal et al., 2015; Deisingh & Thompson, 2004; Palomino & Gonzélez, 2002).

PCR acoplada a ELISA. El revelado de los amplicones es a través de la formacion del
complejo antigeno-anticuerpo. El proceso consiste de dos etapas: en la primera, se desarrolla la
PCR normal, pero se incluye un nucleétido marcado por algun elemento o molécula tal como
el esteroide digoxigenina, que puede ser reconocido luego por un anticuerpo especifico; en la
segunda, sobre los amplicones marcados se desarrolla el ELISA, empleando una sonda captura
complementaria al amplicon de interés y luego la unidn, se detecta a través del desarrollo de
color, como resultado de la accién enzimatica sobre un sustrato ligado a un anticuerpo que

detecta la especie en el nucle6tido marcado (Ge et al., 2002).

PCR en tiempo real o cuantitativo (QPCR por sus siglas quantitative PCR). Se fundamenta
en la deteccion de la emision de fluorescencia procedente de sondas o intercalantes
fluorescentes (fluorocromos), durante la alineacion y extension del segmento molde. El
procedimiento se asemeja a la PCR convencional, pero el marcaje y deteccion se realizan
simultaneamente durante la reaccion de polimerizacidn, lo que valida el nombre de tiempo real.
A medida que transcurre la duplicacion del amplicon, la sefial emitida por el fluorocromo, se
registra y procesa automéaticamente en un espectrofluorémetro que se acopla al termociclador,

sin necesidad de manipular los productos de amplificacion posteriormente; por esta razén, la
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gPCR asegura la inocuidad de las muestras, disminuyendo el riesgo de la contaminacién
cruzada (Baker et al., 2016; Deisingh & Thompson, 2004; Elizaquivel Barcenas, 2009; Spano
et al., 2005).

Es muy importante destacar la funcidn de los agentes intercalantes de fluorescencia en la qPCR,
los cuales pueden ser 0 no especificos en su reconocimiento del ADN molde (Rodriguez M &
Rodriguez W, 2006):

No especificos: se unen indiscriminadamente al ADN de doble cadena (dsADN), a través de
fuerzas intermoleculares tipo Van der Waals. Con respecto a su estado libre, los fluorocromos
asociados al ADN, emiten una fluorescencia muy intensa, registrada como la sefial de la
amplificacion. Dos representantes de este grupo, son los fluorocromos SYBR Green | y Eva
Green, empleados en ensayos directos, los cuales se une al surco menor del dsADN, con
espectros de excitacion y emision de aproximadamente 480 nm y 520 nm, respectivamente;

estos compuestos son muy utilizados porque son relativamente econémicos.

Especificos: son conocidos como sondas y consisten en secuencias especificas de
oligonucleétidos, disefiadas con sumo cuidado y debidamente optimizadas, para ligar en sus
extremos, dos fluorocromos: al 5’ se une el fluorocromo reportero o donador de fluorescencia y
al 3', el fluorocromo quencher o aceptor de fluorescencia. El reportero es una molécula que
contiene un fluoréforo que se estimula con una determinada longitud de onda luminica, para
emitir luego, una fluorescencia de longitud de onda mayor (reportero); el otro fluorocromo, el

guencher, funciona como un aceptor de fluorescencia.

El mecanismo de las sondas en gPCR, consiste en una transferencia de energia entre los dos
fluorocromos ligados a sus secuencias, es decir, el donador y el aceptor, lo cual se denomina
transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET por sus siglas en inglés Foster
resonance energy transfer). Al estar unidos a la misma secuencia de nucleétidos, los
fluorocromos interactian inicialmente, a través de un mecanismo acoplador dipolo-dipolo,
caracteristico de FRET, superponiéndose los espectros de emision y absorcién. Cuando el
reportero se excita con una fuente de luz y una vez se inicia el proceso de polimerizacion, donde
la sonda se modifica por accién correctora exonucleasa 5° = 3’ de la polimerasa, se aleja del
quencher, lo que permite un aumento de la intensidad de emision del reportero, bloqueandose
FRET debido a la incapacidad del quencher a absorber el incremento de fotones. El incremento

de emisidn es la sefial captada por el espectrofluorémetro.


https://es.wikipedia.org/wiki/Dipolo_el%C3%A9ctrico
https://es.wikipedia.org/wiki/Fot%C3%B3n
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La gran especificidad de gPCR usando sondas, radica en su capacidad de hibridar Unicamente
en la secuencia target, evitando acoplamientos inespecificos. Algunas sondas y sus modos de

accion, se ilustran en la Figura 9.
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Figura 9. Mecanismo de accién de algunas sondas de gPCR: A. corresponde a sondas Tagman,
donde el reportero se libera de la sonda por accién de la polimerasa; B. Sondas Beacon, durante la
hibridacion se separan el reportero y el quencher; C. Sondas Scorpion, unién de un primer a la sonda,
la cual emite fluorescencia tras la hibridacion. Tomado de: https://www.sigmaaldrich.com/life-
science/custom-oligos.html (consulta: 16 enero de 2020)

La qPCR es una técnica simple, rapida, especifica y de alta sensibilidad, por lo cual se utiliza con
frecuencia para detectar organismos patogénicos invasores de alimentos, como las STEC O157; para
este caso en particular, los segmentos de ADN de interés, son los relacionados con los factores de
virulencia de este serogupo: stxi, stx», eae, rfb, entre otros, que expresan las toxinas Stxi, Stx, la
proteina de reconocimiento celular intimina y el lipopolisacarido que hace parte de las estructuras
de membrana celular RfbE. qPCR permite también amplificar ADN tanto genémico, como
plasmidico y ARN a través de la formacion de ADN complementario, con la enzima transcriptasa
reversa (Baker et al., 2016; Elizaquivel Barcenas, 2009). La importancia de esta técnica, radica no
solo por su capacidad de reconocer e identificar el microorganismo de interés entre muchos otros,
sino también porque los puede detectar en muy bajas concentraciones, en matrices de alta
complejidad como alimentarias, secreciones humanas y en aguas de consumo, donde facilmente

podrian presentarse interferencias por componentes tipicos de la misma (microbiota endogena).

1.4 Validacién de técnicas moleculares

Cualquier técnica, incluidas las moleculares, deben garantizar procedimientos rigurosos, optimizados y

confiables, para asegurar que sus resultados estimen la realidad de las condiciones de la muestra objetivo.


https://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos.html
https://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos.html
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En la actualidad, se han usado ampliamente en la deteccion de microorganismos con alto grado de
patogenicidad, entre ellos, las STEC O157; por su impacto, principalmente a nivel de seguridad
alimentaria, obliga a las instituciones a desarrollar estrategias eficientes que contribuyan a identificarlos
de la forma mas rapida y precisa. Ante este panorama, es de fundamental importancia validar las
metodologias destinadas especificamente a la deteccidn de E. coli del serogrupo O157 y que a su vez, la
técnica sea capaz de diferenciar entre cepas que tengan alguna cercania filogenética, evitando falsos
positivos en los resultados.

La validacion es un proceso por el cual se verifica un procedimiento, con aporte de evidencias objetivas
de estimaciones que satisfacen requisitos especificos para un uso previsto (NTC-ISO/IEC 17025, 2017);
en este sentido, debe incluir criterios de calidad para garantizar la veracidad de los resultados en funcion

de la eficiencia y diagnostico de la prueba desarrollada.

La solidez de los resultados de una validacion, se basa en el seguimiento riguroso de varios parametros,
entre los cuales son imprescindibles considerar la sensibilidad analitica (que incluye rango de trabajo,
limites de deteccidn y corte), especificidad diagnéstica, robustez y analisis en una matriz real. Con estos
se determina la capacidad de la técnica para replicarse en cualquier lugar y momento, identificando y
considerando el o los factores que pueden alterarlos, como condiciones climaticas, equipos, resultados

entre diferentes analistas.

Las técnicas moleculares como PCR, identifican si hay presencia o ausencia de un target
(microorganismo, gen, ADN etc.), de forma directa o indirecta, por lo cual se consideran andlisis
cualitativos (Leotta et al., 2005). Es posible llevar los procedimientos de las PCR cualitativas, hasta un
nivel semicuantitativo, siempre y cuando se determinen los pardmetros de validacion minimos
requeridos, de manera muy estricta y con un gran nimero de ensayos, expresados en términos

estadisticos.

En la norma ISO 16140-2 (por sus siglas en inglés International Organization for Standardization),
“Protocolo para la validacion de métodos alternativos (registrados) frente a los métodos de referencia”,
se especifican los parametros que se deben tener en cuenta para garantizar la confiabilidad de un
protocolo dado (ISO 16140-2, 2016; Leotta et al., 2005):

«+ Rango de trabajo, es el intervalo de valores de concentracion del target que comprende las dos
medidas extremas, menor y mayor, en el cual puede detectarse el target con confiabilidad,
reproducibilidad y repetibilidad. Comprende las definiciones de limite de deteccion y limite de

corte, el primero se asocia con la menor cantidad o concentracion del analito de interés detectado
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y se interpreta en funcién de su presencia o ausencia, es “la concentracion neta minima detectable”
segun la 1SO; el segundo, corresponde a la cantidad minima del blanco de interés, con valores
cuantificables, al cual se le determinan los pardmetros estadisticos relacionados con precision y

exactitud.

«» Eficiencia de la reaccion, con este parametro se verifican las condiciones Optimas del
procedimiento, porque permite identificar presencia de inhibidores y errores de pipeteo por
ejemplo, que llevan a interpretaciones erroneas. Este factor contribuye con un mayor nivel de
confianza, en la determinacion de la cantidad del target en una muestra dada (Broeders et al.,
2014; Aguilera et al., 2014). Para el caso de PCR, estaria relacionada con la reaccion de

amplificacion.

+ Selectividad y/o especificidad, parametro que define la capacidad del método de detectar
exacta y especificamente, el target. En el caso de un microorganismo en particular, con este
factor se puede discriminar y reconocer su presencia entre la microbiota endégena, que pueda
tener relacion o no con el organismo que se esté analizando. Incluye los términos inclusividad
(capacidad de detectar un rango de organismos verdaderamente positivos para el target) vy,
exclusividad (capacidad de no detectar un rango alto de organismos con cercania filogenética

al target).

¢ Robustez, describe la tolerancia del método, es decir, el grado de reproducibilidad de las
sefiales medidas, cuando se realizan ensayos sobre una misma muestra y se varian algunos
parametros operacionales de este. ES necesario especificar las variables modificadas para

identificar asi, los factores que tienen incidencia en las respuestas del método.

Los procedimientos de la validacién de los métodos utilizados para identificar y/o detectar patdgenos
en diferentes ambientes, como en los alimentos y en las aguas de consumo, contribuyen con las
politicas de salud publica, porque ya reconocidos y garantizados tanto la veracidad como la
confiabilidad de sus resultados, se puede incidir en la planificacion, gestion y elaboracion de
medidas preventivas y de control de afecciones. Un caso importante es la validacion de técnicas de
PCR para detectar STEC, por el impacto que causan en la salud de la poblacion, porque facilitan la
deteccion segura, oportuna y cuantificable de estos patdgenos y otros agentes microbianos asociados
a ETAs (Goji et al., 2015; Deisingh & Thompson, 2004).
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De esta manera, el estado puede apoyarse en procedimientos validados que respalden los programas
de vigilancia alimentaria, con los que garantiza a sus pobladores, alimentos inocuos y de alta calidad
nutricional. En esa direccidn, la normativa vigente colombiana ha iniciado su lucha para prevenir
ETAs relacionadas con el consumo de carnes, mediante los Decretos 2270 de 2012, 1550 de 2007 y
la NTC 1325 (por sus siglas, Norma Técnica Colombiana), con los cuales se reglamenta y se definen
criterios para la vigilancia y el control de la carne, los productos carnicos comestibles y sus
derivados; sin embargo, debido al impacto de caracter letal de las infecciones causadas por los
serogrupos de STEC, en especial de 0157, la NTC 4899 precisa puntualmente su identificacion y
estricto control.

Por su parte los Ministerios de Agricultura y Desarrollo Rural, de Salud y Proteccién Social,
establecieron las directrices especificas para el planteamiento del Programa de Verificacion
Microbiolégica del Sistema Oficial de Inspeccion, Vigilancia y Control de la Carne y Productos
Cérnicos Comestibles, mediante la Resolucion 2690 de 2015. En este acto administrativo y
“considerando el riesgo para el consumidor, la especie animal, el tipo y proposito de muestreo, el
establecimiento, entre otros”, se definen cuatro microorganismos como los agentes de mayor
atencion: E. coli genérico, Salmonella spp., E. coli 0157:H7 y E. coli no O157 productores de toxina
Shiga, los dos ultimos estan priorizados como de ‘“control de microorganismos patdogenos”

(Ministerio de Agricultura y Desarrollo rural & Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2015).

Considerando la técnica molecular gPCR como mecanismo de deteccion rapido, sensible y preciso
de los microorganismos patdgenos, tales como las STEC 0157 y la necesidad de contar con una
herramienta que permita identificar el tipo de contaminacién alimentaria, en esta investigacion se
desarroll6 la validacion de los protocolos de qPCR para detectar E. coli O157 a través de los tres
genes de mayor virulencia stxi, stx; y rfbE. Se determinaron los parametros de validacion

mencionados anteriormente y especificados en la ISO 16140-2.



2. Objetivos

2.1 General

Establecer los lineamientos basicos para la validacion intra-laboratorio de la técnica gqPCR especifica

para la deteccion al serogrupo E. coli 0157 en una matriz alimentaria.

2.2 Especificos

Implementar la qPCR cémo un método de deteccidn de E. coli del serogrupo O157.

Determinar el rango dindmico, limite de deteccion y selectividad de la técnica qPCR para la

deteccidn de E. coli del serogrupo 0157

Detectar E. coli del serogrupo O157 en una matriz alimentaria contaminada artificialmente.






3. Metodologia

Este proyecto de investigacion se desarroll6 en las instalaciones de los laboratorios de la Universidad
Nacional de Colombia - Sede Medellin: Biologia Celular y Molecular y de Venenos Naturales,
adscritos a la Facultad de Ciencias; Biotecnologia Animal, adscrito a la Facultad de Ciencias
Agrarias. Asi mismo, se conté con el apoyo de espacios y equipos de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia, Universidad EIA - Sede ZUfiga, y el Laboratorio de Biotecnologia y
Nanotecnologia de Tecnoparque SENA-Nodo Medellin.

3.1 Reactivos y Materiales

3.1.1 Microorganismos

Para el desarrollo de todas las reacciones de PCR y gqPCR, se utilizo ADN gendmico y plasmidico
procedentes de E. coli del serotipo O157:H7, ATCC 43895, donada por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Antioquia. Esta cepa es portadora de los tres genes stxi, stxz y
rfbE. Como control positivo de Enterobacteriaceaes, se utilizd E. coli genérica ATCC 25922, donada
por el Laboratorio de Control de Calidad (LACMA) de la Institucion Universitaria Colegio Mayor
de Antioquia.

La evaluacion del parametro de validacion inclusividad para las diferentes gPCR, se realiz6 con
ADNSs procedentes de cepas de E. coli 0157 y no 0157 (véase Tabla 1), donados por el Instituto de
Genética Veterinaria “Ingeniero Fernando Noel Dulout” (IGEVET) de La Plata, Argentina. Para la
exclusividad, se emplearon ADNs bacterianos diferentes a E.coli, fueron donados por LACMA de

la Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia (véase Tabla 2).
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Tabla 1. Descripcion génica de ADNs de STEC empleados para validar PCRs

Caracterizacion génica

Cddigo Serotipo
rfb stxy  Stxz
LAMA 448 Escherichia coli 0157 + + +
LAMA 525 Escherichia coli 0157 + - -
LAMA 540 Escherichia coli 0157:H7 + - +
LAMA 541 Escherichia coli 0157:H7 + - +
LAMA 543 Escherichia coli 0157:H7 + - -
LAMA 545 Escherichia coli 0157:H7 + - -
LAMA 564 Escherichia coli 0157:H7 + - +
LAMA 603  Escherichia coli 0157:HNM + - -
LAMA 683 Escherichia coli 0157:H7 + + +
LAMA 685 Escherichia coli 0157:H7 + + +
LAMA 840 Escherichia coli 0157:H7 + - +
LAMA 882 Escherichia coli 0157:H7 + - +
LAMA 1384  Escherichia coli 0141:H49 - + -
LAMA 1438 Escherichia coli 0130:CD - + +
LAMA 1444 Escherichia coli 0164:H8 - + -
LAMA 1446  Escherichia coli 0178:H19 - + +
LAMA 1456 Escherichia coli O8:H16 - + +
LAMA 1462  Escherichia coli 0174:H28 - - +

-: indica ausencia del gen

+: indica presencia del gen

Los codigos de las cepas de E. coli, referenciados como LAMA fueron asignados por IGEVET
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Tabla 2. Descripcion génica de ADNs bacterianos empleados para validar PCRs

Caracterizacion génica

Caddigo Serotipo
rfb Stxy  stxe
ATCC 10876 Bacillus cereus - - -
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae - - -
ATCC 13311 Salmonella enterica subsp ] ) ]
enterica serov Typhimurium
ATCC 25923 Staphilococcus aureus - - -
ATCC 27853 Pseudomona aeruginosa - - -
ATCC 25122 Escherichia coli - - -
JQ712018 Pediococcus acidilactici - - -
JQ712024 Enterococcus faecalis - - -
JQ712021 Enterococcus faecium - - -

Codigo ATCC: American Type Culture Collection. JQ: c6digo registrado por Colegio Mayor de Antioquia

3.1.2 Medios de cultivo

Tabla 3. Medios de cultivo selectivos y diferenciales para caracterizacion de E. coli 0157

Medio de cultivo Marca
Caldo Tripticasa de Soja (caldo TS) Merck
Caldo Luria Bertani (caldo LB) Merck
Agar Chromogenic Colinstant Scharlau
Agua Peptonada Bufferada (APB) Merck
Agar Violeta Cristal-Rojo Neutro-Billis-Glucosa (VRBD)
Caldo Bilis Verde Brillante (BRILA) Merck
Medio Sulfuro Indol para Movilidad (SIM)
Agar Tripticasa de Soja (Agar TS) Merck
Caldo cerebro corazon (BHI)* Merck

*Por sus siglas en inglés Brain Heart Infusion
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3.1.3 Equipos

Tabla 4. Equipos utilizados para el proceso de validacion de las PCR

Equipo Marca

Rotor Gene Q QUIAGEN

Termociclador S-1000 Thermal Cycler BIORAD

Termociclador Multigene Optimax LABNET International Inc
Fotodocumentador Gel DOC XR Imagen System BIORAD

Nanodrop 2000 spectrophotometer Thermo Scientific

Cémara de Electroforesis BIORAD

3.2 Métodos

Para alcanzar los objetivos especificos planteados en esta investigacion, se desarrollaron las
siguientes etapas:

1) Extraccién de ADN de las cepas E. coli 0157:H7 y E. coli comensal, usados como blanco o
targets en los ensayos.

2) Una vez se obtuvo el ADN, se plantearon los protocolos de gPCR para cada uno de los genes
diana: stxi, stx» y rfbE, usando diferentes pares de primers o de cebadores. Se definieron las
condiciones de operacion (amplificacion).

3) Luego de establecer las condiciones de trabajo para cada gen, se determinaron los parametros
de validacion correspondientes a sensibilidad analitica, especificidad diagnostica y la robustez,
para las diferentes gPCRs.

4) Finalmente, se desarrollé el andlisis de gPCR para detectar STEC O157 en una matriz real, para
lo cual se empleé carne bovina molida cruda contaminada artificialmente con esta cepa,
siguiendo un modelo factorial; este incluyo tres blogques, cada uno con 11 tratamientos. Ademas,
se confirmd microbiol6gica y bioguimicamente la cepa E. coli O157:H7, usada en la

contaminacion artificial de la carne.

En el diagrama de la Figura 10, se describen las etapas realizadas para cumplir con el primer
objetivo, correspondiente a la implementacion de la gPCR como un método de deteccion de bacterias

E. coli del serogrupo 0157.
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Figura 10. Diagrama de etapas para la implementacion de gPCR.
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3.2.1 Extraccion de ADN bacteriano

Activacion y enriquecimiento. Las cepas de E. coli estaban conservadas a -60 °C en BHI y glicerol
al 25 % (v/v); para activarlas, se llevo una asada del medio conservado al medio de cultivo liquido
TS, se incub6 a 37 °C, durante 24 horas. Para el enriquecimiento del cultivo, se sembr6 un indculo
de las bacterias activas en agar TS y se incub6 a 37 °C, por 18 horas; este procedimiento se realiz6

por triplicado. Luego, se le hizo la extraccién de ADN a cada réplica (solucion enriquecida).

Procesos extraccion de ADN. Se aplicaron tres protocolos para comparar y decidir cuél

procedimiento era el mas econémico, manteniendo la calidad del ADN bacteriano.

+ Extraccion con QlAamp DNA Mini Kit: se siguieron las instrucciones recomendadas por el
fabricante (QUIAGEN, 2016), para la extraccién de ADN genémico bacteriano.

+¢ Procedimiento segln Leotta et al. (2005), modificado: el cultivo bacteriano del caldo de
enriquecimiento se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos; se descartd el sobrenadante. El
pellet se resuspendid en una solucion de triton X-100 al 1 % (v/v) (Amresco, Solon, Ohio) en
buffer TE 1X y se llevo a ebullicion por 15 minutos. Finalmente, se centrifugé a 4000 rpm
durante 20 minutos; se tomo el sobrenadante (fraccion con el ADN bacteriano), para proseguir
con los andlisis de PCR (Leotta et al., 2005). Se hicieron dos variantes al método reportado: 1)
en el procedimiento original se utiliz6 12000 rpm, por 20 minutos, mientras en esta
investigacion se aplicaron 4000 rpmy, 2) con el fin de mejorar la calidad del ADN obtenido, se
realizaron lavados volumen:volumen, con cloroformo grado reactivo, lo cual tampoco estaba

incluido en el protocolo.

X3

%

Procedimiento segin Amani et al. (2015), modificado: luego de la activacién, se hizo un
enriquecimiento bacteriano en caldo LB a 37 °C, durante 18 horas. El cultivo se centrifugé a
3000 rpm por 5 minutos Yy el pellet (conteniendo el ADN), se resuspendié con 300 L de buffer
TE; luego se agreg6 una solucién de lisis preparada previamente de 3,5 pL lisozima, 200 pL
SDS (20 % p/v) y 10 pL de proteinasa K, se incubé a 37 °C, por 60 minutos. Se purifico con un
volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) en perclorato de sodio 5,0 M,
se agrego acetato de sodio 3,0 M y dos volumenes de etanol para luego incubarlos a -53°C
durante 1 hora. El pellet, donde estaba el ADN extraido, se lavd con etanol al 70 % (v/v) y se
agregaron 100 pL de buffer TE. Se us6 RNAasa A para eliminar residuos de ARN (Amani et
al., 2015).
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La concentracién y pureza de los extractos de ADNs de los diferentes protocolos, se determinaron
espectrofotométricamente (Nanodrop) a 260 nm (ADN) vy las relaciones 260 nm/280 nm (relacién
ADN/proteina) y 260 nm/230 nm (relacion ADN/fenoles).

3.2.2 Disefio de primers

Para garantizar un reconocimiento especifico de los genes de E. coli O157 target: stxi, stxz y rfbE,
se reviso la informacidn, en la base de datos (Gen Bank) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), correspondientes a la region del genoma de E. coli O157 que codifica para los
genes de interés; simultineamente, se hizo una revision bibliografica de las secuencias de los
primers, capaces de alinearse a las regiones de oligonucleétidos target obtenidas, que luego se
analizaron a través del programa Primer-BLAST (véase Tabla 5). Como control interno o control
positivo de amplificacion, se usé el gen ARNr universal 16S de enterobacterias. Es de anotar que
para el gen rfbE, se contd con dos pares de primers de diferente composicion, longitud y tamafio de
amplicon; para asi probar cual de las secuencias mostraba mejores resultados en el proceso de
validacion del serogrupo O157.

Tabla 5. Secuencias de primers para amplificacion de stxy, stx. y rfbE de E. coli 0157 y ARNr

universal 16S de enterobacterias.

) ) Longitud )
Gen Secuencia Primer Tm (°C)* o Referencia
amplicon
5’-
stx; F 59,96
ATCTATCCCTCTGACATCAACTGC- 3’
(Valat et al.,
5°- 151 pb
2012)
stxiR  GACTGCAAAGACGTATGTAGATTCG 60,05
_3’
ste F 5~ GATAGACATCAAGCCCTCGT -3’ 56,81 (Jothikumar
108 pb & Griffiths,
stx R 5’- CGACCCCTCTTGAACATA-3 53,19 2002)
rfbEF 5°- ATTGAAGATTGCGCTGAAGC -3’ 57,44
199 pb PAE**

rMbER 5’- ATTGCCTATGTACAGCTAATCC -3’ 55,74
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) ) Longitud )
Gen Secuencia Primer Tm (°C)* . Referencia
amplicon
5’-
O157F TTTCACACTTATTGGATGGTCTCAA- 58,70 ]
(Kagkli et al.,
3’ 88 pb
2011)
0157 5-
59,19
R CGATGAGTTTATCTGCAAGGTGAT-3’
16SF 5~ CATTGACGTTACCCGCACAA -3’ 59,13 (Spano et al,
101 pb ’
16SR  5- CGCTTTACGCCCAGTAATTCC-3* 59,67 2005)

*Tm, temperatura de melting (Fusién) obtenidas por programa NCBI/Primer-BLAST.
**Esta secuencia de primers fue disefiada como parte de un PAE (Practica Académica Especial)
desarrollado por Carolina Maya, estudiante de Ingenieria Biologica, Universidad Nacional de
Colombia-Sede Medellin.

3.2.3 Desarrollo de la reaccion de PCR

Para verificar la amplificacién del ADN con los pares de primers seleccionados, se desarrollé una

PCR convencional. El procedimiento fue el siguiente:

Preparacion de las reacciones. Se emplearon dos kits, PCR supermix y Dream Taq PCR Master

Mix. La preparacion de cada reaccion fue similar:

¢+ PCR supermix (Invitrogen, USA): 21,5 uL de mix; 1,0 puL (5,0 mM) de cada par de primer (R
y F) correspondiente a cada uno de los genes diana; 1,5 uL. de ADN de cada una de las E. coli,
comensal y STEC.

¢+ Dream Tagq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, USA): 12,5 uL de mix; 1,0 uL (5,0 mM)
de cada primer (R y F) correspondiente a cada uno de los genes diana; 9,0 uL de agua MilliQ;
1,5 uL de ADN de cada una de E. coli, comensal y STEC. Este mix se emple6 para determinar

la robustez del método.

En todos los ensayos se usd control positivo, para verificar la ausencia de inhibidores de la
amplificacion empleando los pares de primers correspondientes al gen 16S (Ry F), con ADN de E.

coli O157. Como control negativo de los procedimientos de amplificacion de cada uno de los genes
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de virulencia evaluados, se utilizé agua MilliQ en lugar de ADN. Todas las reacciones de

amplificacion se realizaron por duplicado y con un volumen total de 25 pL.

Perfil térmico de la amplificacion: las condiciones de temperatura de amplificacion para las
reacciones de acuerdo a cada Kkit, se presentan en la Tabla 6. Los procedimientos de

desnaturalizacidn, alineamiento y extension, se programaron entre 35 y 40 ciclos.

Tabla 6. Perfil térmico de amplificacion para cada kit de PCR

PCR SuperMix Dream Taq PCR Master
Mix

Pre-desnaturalizacion ) )
(activacion de la polimerasa) 9 °C/3 min % “C/Lmin
Desnaturalizacion 94 °C/45 seg 95°C/30 seg
Alineamiento* 1 min 30 seg
Extension 72 °C/1 min 72 °C/1 min
Extension final 72 °C/3 min 72 °C/15 min

Hold 4 °Cloc -

*se determind para cada gen con base en los Tm de cada par de primers, como se detalla mas adelante

Teniendo en cuenta que una buena amplificacion de PCR, implica un buen revelado de los
amplicones en la electroforesis, con bandas muy definidas, se procedi6 a determinar las condiciones
de reaccion de PCR para cada uno de los genes objetivo, analizando temperaturas de alineamiento
de los pares de primers para encontrar la 6ptima. Se considerd la relacion de la eficiencia de la
reaccion con la composicion, el tamafio y la concentracion de los primers, a través de la intensidad

de las bandas obtenidas en las electroforesis.

Se programo una rampa de temperatura a través del software incorporado en el termociclador BioRad
S1000 — Thermal Cycler, considerando como base los valores de Tm £ 5 °C y el Tm menor de cada
par de primers. Se evalud cada temperatura de la rampa disefiada automaticamente, mediante
reacciones de PCR, manteniendo la misma concentracién de ADN (70 ng/uL). La eleccion de Tm
Optima se hizo con base en la banda observada en el gel de electroforesis. Las rampas de Tm probadas

por gen, fueron:
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Gen Temperatura de alineamiento evaluadas
stx, 55 °C; 56,1 °C; 57,5 °C; 59,4 °C; 61,9 °C; 63,9 °C; 65,2 °C y 66 °C
stx, 48 °C; 49,1 °C; 50,7 °C; 52,7 °C; 55,5 °C; 57,7 °C; 59,1 °C y 60 °C

"I: rfbE 50 °C; 51 °C; 52 °C; 54 °C; 56 °C; 58 °C; 60 °C; y 61 °C

rfbE

0157 52 °C;53,3°C; 55,2 °C; 57,5 °C; 60,8 °C; 63,3 °C; 65 °C y 66 °C
16S 53 °C; 54 °C; 55,5 °C; 57,4 °C; 59,9 °C; 61,9 °C; 63,2 °C y 64 °C

Nota: Para el gen rfbE fueron disefiados dos pares de primers diferentes, capaces de alinearse con la
region de interés que expresa el lipopolisacarido O157 propio de E. coli O157; por esto se hizo

necesario evaluar dos temperaturas de alineamiento diferentes para cada una de las secuencias.

Revelado de los amplicones. Se hizo por electroforesis, preparando geles de agarosa al 1,5 % en
50 mL de buffer TBE 1X (Amresco, Solon, Ohio). Para evidenciar el revelado, se adicionaron al gel

antes de su solidificacion, 5 pL del fluorocromo SYBR safe (Invitrogen, USA).

Cada amplicon se inoculé por duplicado en el gel, mezclando 9 uLL del mismo con 3 pL de buffer de
carga 6X (Thermo Scientific™, EU, Lithuania). EI marcador de peso molecular fue de 100 pb
(Thermo Scientific™, EU, Lithuania). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: 80 V,

400 A, durante 25 minutos. La observacion de los geles se hizo en el fotodocumentador bajo luz UV.

3.2.4 Desarrollo de las reacciones de gPCR

Para definir las condiciones de trabajo de cada una de las qPCR que luego se sometieron a los
procedimientos de validacion, se utilizaron las temperaturas de alineamientos dptimas determinadas

en el numeral 3.2.3. El procedimiento general fue el siguiente:

Preparacion de las reacciones. La amplificacion se desarroll6 en un volumen total de 25 pL por
reaccion. Al igual que con PCR convencional, se emplearon dos kits. El procedimiento fue el

siguiente:

% QuantiTect SYBR Green PCR Kit (QuantiTect, GERMANY): 12,5 pL de mix; 1,0 pL (5,0
mM) de cada primer (R y F) correspondiente a cada uno de los genes diana; 9,5 pL de agua
MilliQ; 1,0 uL. de ADN de cada una de las E. coli, comensal y STEC

< Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix — UDG (Invitrogen, USA): 12,5 uL de mix; 1,0
uL (5,0 mM) de cada primer (R y F) correspondiente a cada uno de los genes diana, 9,0 uL de
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agua MilliQ, 0,5 uL. de ROX y 1,0 uLL de ADN de cada una de las E. coli, comensal y STEC.

Este mix se empled para determinar la robustez del método

Al igual que se describio para PCR convencional, se contdé con controles positivo y negativo,
descritos en el numeral 3.2.3. Todas las reacciones empleadas para la construccién de la curva

estandar de ADN y los controles, se realizaron por triplicado.

Perfil térmico de la amplificacién. Las condiciones térmicas de amplificacion para las reacciones
segun cada uno de los Kits utilizados, se presentan en la Tabla 7. Los procedimientos de

desnaturalizacion, alineamiento y extension se programaron entre 35 y 40 ciclos.

Tabla 7. Perfil térmico de amplificacion para cada kit de qPCR

QuantiTect SYBR Green Platinum® SYBR® Green

PCR Kit gPCR SuperMix — UDG
Incubacién enzima UDG .
) o 50 °C/2 min
(Uracil-ADN-N-Glicosilasa)
Pre-desnaturalizacion 95 °C/15 min 95 °C/2 min
Desnaturalizacién 95°C/15s 95 °C/2 min
Alineamiento Tadel gen/30 s
Ta* del gen/30 s
Extension 72°C/30 s
95°C/15s
Curva de Melting Rampa de Ta hasta 99°C Ta del gen/2 min
95°C/15s

*Ta corresponde a la temperatura de alineamiento 6ptima determinada para cada uno de los genes

3.2.5 Determinacion de los parametros de validacion

En el diagrama de la Figura 11, se describen las etapas realizadas para cumplir con el segundo
objetivo, mediante el cual se determinaron los pardmetros de validacion de la técnica gPCR para la

deteccion del serogrupo E. coli 0157
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Figura 11. Diagrama de etapas para determinar los parametros de validacion de qPCR.

3.2.5.1 Rango dinamico. Para establecer los parametros relacionados con la sensibilidad analitica,

un adecuado nivel de precision y exactitud del método qPCR aplicados a cada gen evaluado, se

determind el rango de concentraciones minima y maxima de ADN, con una estimacion de los

resultados confiables. El procedimiento consistio en:
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1) Preparacion de una solucion stock de ADN de 48 ng/uL.
2) Elaboracion de tres series de diluciones del ADN blanco, con factores de dilucién 1:2, 1:3y 1:6

3) Construccidn de las respectivas curvas de diluciones estandar correspondientes a cada gen blanco
(stxq, stxz y rfbE).

4) Con los datos de las curvas de dilucidn, se establecieron los limites de deteccion y de corte de la
técnica gPCR, a través del analisis del coeficiente de variacion de las sefiales detectadas para los
respectivos amplicones de cada gen. Con base en la relacion lineal entre los valores de Ct (por
sus siglas en inglés Cycle threshold) obtenidos y la concentracion de ADN [ng puL™] de cada una
de las diluciones, se definieron los parametros de R? y porcentaje de eficiencia % E (véase
Ecuacion 1).

1 3
Eficiencia (%) = ( 10~ /pendiente ) -1 @

5) Cada punto (dilucion) se realiz6 por triplicado y se utilizé el software Statgraphics para el
respetivo andlisis de los datos y la construccién de las graficas propias del modelo.

3.2.5.2 Selectividad. La especificidad o capacidad de diferenciacion del analito target por parte de
la gPCR desarrollada, se evalu6 a través de los parametros de inclusividad y exclusividad con
respecto a los genes de virulencia stxi, stxz y rfbE. Los analisis de inclusividad y exclusividad se
realizaron con los ADNSs de las bacterias descritas en las Tabla 1y Tabla 2, respectivamente. Cada
ensayo se hizo por duplicado y con la concentracion de los ADNs blanco ajustados a valores entre
30y 50ng uL™.

En la Tabla 8 se detallan los ADNs empleados para determinar la inclusividad de gPCR para cada

gen target.

Tabla 8. ADNs empleados para determinar el parametro inclusividad para cada gen

Gen Inclusividad
stx1 LAMA: 448, 683, 685, 1384, 1438, 1444, 1446, 1456 y E. coli O157:H7 patron
stx, LAMA: 448, 540, 541, 564, 683, 840, 882, 1456 y 1462

rfbE LAMA: 448, 525, 540, 541, 543, 545, 564, 603 y 882
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La exclusividad en todos gPCR para los genes de virulencia stxy, stx. y rfbE, se evaluaron con ADNs

de los microorganismos descritos en la Tabla 2.

El analisis estadistico de la inclusividad y exclusividad, se hizo con base en unatabla de contingencia
(vease Tabla 9), la cual fue adaptada de Leotta et al., (2005):

Tabla 9. Tabla de contingencia para el andlisis estadistico de inclusividad y exclusividad

stx1/stx2/rfbE
2
Valor de Ct Positivo Negativo
- A B
Positivo o ) A+B
Verdadero positivo | Falso negativo
C D
Negativo . . C+D
gativ Falso positivo Verdadero negativo
Y A+C B+D

Fuente: Leotta et al., 2005

En los ensayos de gPCR, aquellas muestras de ADN donde se detectd una sefial de amplificacion
(Ct) asociada a alguno de los genes target evaluados (stxi, stxz y/o rfbE), se considerd positiva.
Cuando dicha sefial positiva se obtuvo para muestras con ADN de un microorganismo que podia
expresar uno o mas genes de virulencia analizados, se asigné como verdadero positivo; aquellas
muestras que no contenian el analito target y que mostraron una sefial positiva, se consideraron
falsos positivos. El verdadero negativo se asigno a la sefial negativa de las muestras de ADN de
microorganismos que no expresaban el gen objetivo y no registré un valor de Ct como respuesta.
Las muestras con ADN de microorganismos que debian expresar los genes blanco y en los cuales
no ocurrié amplificacion, es decir, no dieron una sefial positiva como se esperaba, se catalogaron

como falsos negativos.

Mediante las Ecuaciones 2, 3, 4, 5y 6, se calcularon la inclusividad, exclusividad y la precision

analitica de los ensayos de gPCR, considerando la tabla de contingencia (Tabla 9):
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A
Inclusividad (%) = x 100
nclusividad (%) ATB
Exclusividad (%) = D 100
xclusividad (%) =
A+D

P = =7 l't' 0 = — X
recision analitica (%) A+tB+C+D

Valor predictivo positivo (%) =

A+C

+
D
B+D

Valor predictivo negativo (%) =

x 100

x 100

(2)

()

(4)

()

(6)

3.2.5.3 Robustez. Se prob6 la concordancia de gPCR desarrollada para cada uno de los genes de
virulencia, amplificando ADN de E. coli O157:H7 ATCC 43895 (positiva para stxi, stx; y rfbE).
Se evaluaron tres concentraciones de ADN de acuerdo al rango de trabajo encontrado para cada

uno de los genes: 24,1 ng puL, 2,68 ng uL* y 0,29 ng puL™. Las reacciones de amplificacion se

desarrollaron en dias diferentes, por dos operarios distintos y se incluyeron también dos kits de

PCR.

Cada una de las diluciones se evalu6 por duplicado; siempre se incluyeron en cada reaccion de

amplificacién los controles positivo y negativo. La sefial de respuesta fueron los valores de Ct.

3.2.6 Evaluacion de qPCR en una matriz real

En el diagrama de la Figura 12, se describen las etapas realizadas para cumplir con el tercer objetivo,

en el cual se comprob6 la capacidad de la qPCR para detectar E. coli del serogrupo O157 en una

matriz alimentaria contaminada artificialmente.
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Contaminacion de carne molida cruda con E. coli O157:H7

Pruebas de cultivo Caracterizacién bioquimica Contaminacion artificial de
microbioldgico especificas de E. coli 0157 carne molida con E. coli 0157
para E. coli 0157 [

Disefio de tres bloques
(11 tratamientos)

Tres inéculos de Genzes ?:)XEl Control S?I(E)C
E. coli O157:H7 stxz, 1 negativo
(16S)
]
Extraccién de ADN
de cada uno de los
tratamientos
Combinacion factorial entre los
tres genes, las tres )l(
combinaciones de concentracion, Desarrollo de cada una de
a lo cual también se suma la cepa las gPCR para cada uno de
No STECy el CN los tratamientos

Figura 12. Diagrama de etapas desarrolladas para verificar la deteccion de E. coli O157 en una

matriz real.

Como en todo proceso de validacion, una vez definidos los valores de deteccion confiables de E.
coli 0157 para cada uno de los genes stxi, stx; y rfbE en las gPCR, a través de sus protocolos
especificos, fue necesario evaluar si estas caracteristicas de desempefio de las técnicas encontradas,
se podrian aplicar en matrices alimentarias reales. La manera de confirmar que efectivamente se
cumplian los requisitos de aplicacién prevista inicialmente, fue probar la capacidad del método para

detectar el serogrupo E. coli O157 en una matriz compleja como la carne.

La matriz sobre la que se aplicé el procedimiento, fue carne bovina molida correspondiente a un

corte de la region de la pierna del bovino (solomo extranjero). Las muestras se contaminaron
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artificialmente con la bacteria prototipo de las STEC, referencia E. coli O157:H7 (ATCC 43895),
capaz de expresar los genes de virulencia stxi, stx; y rfbE. Asi mismo, se inocularon otras muestras

con una cepa de E. coli comensal, en representacion del grupo de las no-STEC.

Para la aplicacion de la gPCR en la matriz real, se hizo la contaminacion artificial de la carne bovina
molida, siguiendo un disefio experimental de bloques (tres), el cual consté de una combinacion
factorial (3x3+2): tres genes de virulencia (stx:, stx> y rfbE), tres concentraciones de indculo
bacteriano (10°, 10y 10%) y dos controles, uno con una cepa no-STEC y otro con agua peptonada
bufferada (APB). En total, fueron 11 tratamientos para cada uno de los blogues, bajo un esquema de
aleatorizacién completa al azar, donde el factor de bloqueo fueron 275 g de carne; la unidad
experimental fue 25 g de carne bovina molida y la variable respuesta, el valor de Ct (véase Figura
13)

C0G3 C2G1 C1G2
C2G3 C0G2 Ci1G1
cn C1G3 C0G2
C1G2 nS C26G1
C2G1 Ci1G1 C0G3
C0G1 cn cn
C1G3 C1G2 C0G1
nS C2G2 C2G2
COG2 COG1 nS
C2G2 C0G3 C1G3
Ci1G1 C2G3 C2G3

Figura 13. Esquema de bloques propuesto como disefio experimental: concentracion de indculo 10°
(C0), 10! (C1), 102 (C2); genes stx1 (G1), stx2 (G2), rfbOs1s7 (G3); No STEC (nS) y control negativo

(cn).

La preparacion de los in6culos usados en la contaminacion de la carne, inicié con el enriquecimiento
de los cultivos de E. coli O157:H7, con el fin de aumentar su concentracion bacteriana. Para este
enriquecimiento, se inocularon en el medio de cultivo agar TS, las cepas de E. coli comensal y E.
coli O157:H7, luego se incubaron a 37 °C, por 24 horas; todo el procedimiento se realiz6 por

duplicado. Del cultivo enriquecido de E. coli O157:H7 se tomaron UFC para los tres indculos
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considerados en el analisis: 10° (rango: 1-4 UFC), 10! (rango: 9-15 UFC) y 10? (87-145 UFC) UFC
mL de APBy para la cepa de E. coli comensal se tomé 108 UFC mL* de APB (Brusa et al., 2015).
Los dos controles negativos fueron una muestra sin ningdn indculo bacteriano (tal y como se obtuvo

de la carniceria) y otra en la que se aplicd 225 mL de APB sin inéculo.

La porcion de muestra de cada uno de los tratamientos de los bloques fue de 25 g de carne molida,
a estos se les agreg6 222,5 mL de APB 'y 2,5 mL de los in6culos y controles descritos anteriormente.
Las muestras se homogeneizaron en un circulador Stomacher y luego se incubaron a 37 °C, durante
24 horas.

Finalmente, se tomaron alicuotas de 1 mL de cada uno de los tratamientos y se implement6 el
procedimiento de extraccion de ADN propuesto por Leotta et al. (2005), descrito en la Seccion 3.2.3;
con estas muestras de ADN se desarroll6 el procedimiento de qPCR detallado en la seccion 3.2.6,
para la deteccidn de los genes stx1, stx2 y rfbE. El andlisis de los datos se realiz6 con el programa
estadistico R, considerando significativos los valores de p < 0,05y 0,01.

Para confirmar la deteccién correcta de E. coli del serogrupo O157, se hizo la comparacion con

pruebas microbioldgicas (gold standar) y pruebas bioguimicas.

3.2.7 Pruebas Microbiologicas

Se hicieron cultivos en medios de cultivo selectivos y diferenciales especificos de STEC 0157,
proporcionando las condiciones adecuadas para su crecimiento, e inhibiendo a su vez, otras bacterias
de caracter entérico que tienen similitudes con este serogrupo. Al mismo tiempo, se analizé el
crecimiento de E. coli comensal. Los medios microbiolégicos utilizados fueron: Agar Chromogenic
Colinstant, Caldo BRILA, Medio SIM, y Agar VRBD.

3.2.8 Pruebas bioquimicas

La identificacion microbiana E. coli O157:H7 con las pruebas de oro, se respaldaron con las
bioquimicas, empleando las tarjetas GN TEST KIT VTK2 (BioMérieux Inc, Bogota, D.C) y el

VITEK ® 2, para confirmar las caracteristicas metabdlicas de la bacteria.

El procedimiento consistié en dos etapas: en la primera se inocul6 el microorganismo aislado en agar

VRBD y luego se incub6 a 37 ° C por 24 horas; en la segunda etapa estos cultivos se pasaron al agar
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TS y nuevamente se incubaron a 37 °C, durante 24 horas. De cada muestra se tomé un in6culo que
se aplicd en el cassette VITEK ® 2, donde la tarjeta GN y la muestra se relacionan de forma virtual.
Es de notar que la lectura se inicia automaticamente. En la Tabla 10 se resumen algunas de las
caracteristicas bioguimicas exploradas por el sistema VITEK correspondientes a las E. coli

analizadas.

Tabla 10. Caracteristicas bioquimicas de E. coli analizadas por VITEK

Bacteria
Prueba bioquimica
E. coli no O157 E. coli O157:H7

Fermentacion glucosa + +
Fermentacion lactosa + +
Fermentacion sacarosa + +
Produccion de sulfuro de

hidrégeno? ) _
Produccion de gas + +

Utilizacion del citrato? - .

Fermentacion sorbitol + -

Actividad B-glucuronidasa + -

8Prueba negativa confirma E. coli, a diferencia de los deméas organismos entéricos Gram negativos.






4. Resultados y discusion

El andlisis de la calidad de las matrices alimentarias especialmente en la industria carnica, presenta grandes
retos a los procedimientos y a los métodos desarrollados para este fin. Particularmente STEC O157, es una
cepa dificil de identificar y de cuantificar debido a varios factores: la relacion de concentracién entre los
microrganismos enddgenos y el patdgeno que generalmente estd en menor proporcion (Sun et al., 2015;
Rivas et al., 2008) y la pérdida de caracteristicas fenotipicas que la diferencien de otras E. coli no

patogénicas propias de la carne (Singh & Mustapha, 2015).

4.1 Extraccion de ADN

Las técnicas moleculares son en la actualidad, una de las herramientas mas importantes en la deteccion
rapida y confiable de los microorganismos tanto patégenos, como los que no lo son. Sin embargo, en el
desarrollo de un protocolo de amplificacion éptimo, deben considerarse varios factores que le dan validez
a los resultados (extraccion de ADN, sensibilidad y especificidad). Con las metodologias de diagnéstico
molecular como la gPCR, uno de los puntos mas criticos en la eficiencia y viabilidad de la reaccion esta
dado por la calidad y pureza del ADN que se emplea en el analisis de los genes target En este trabajo se
consideraron tres métodos de extraccion de ADN referenciados en el item 3.2.3, cuyos valores de

absorbancia se describen en la Tabla 11.

4.1.1 Calidady pureza de ADN bacteriano

Comparando los resultados de las concentraciones del ADN de las muestras de E. coli 0157, extraidos
mediante los protocolos de Leotta et al. (796,6 ng puL?), Amani et al. (934,9 ng puL™) y con el kit de
extraccion comercial (138,6 ng uL™), se observé ademas de la cantidad, que la relacion ADN/proteina, leida
a 260 nm/280 nm para los procedimientos de Leotta et al y el kit comercial, fueron 2,00 y 2,06,

respectivamente, lo que evidencié una buena extraccion del material genético, con muy poca interferencia
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de las proteinas (el rango del cociente recomendado esta entre 1,8 y 2,2). Con el protocolo de Amani et al.,
aungue se obtuvo mayor concentracion de ADN, la relacion de pureza (ADN/proteina) fue un poco menor,

con un valor de 1,70 (véase Tabla 11).

Tabla 11. Relacién de absorbancias para ADN de E. coli O157:H7 extraido por diferentes métodos

Protocolo Leotta Protocolo Amani Protocolo QlAamp
et al (2005). et al (2015). DNA Mini Kit
ADN [ng/uL] 796,6 934,9 138,6
Aago (Nm) 15,96 18,70 2,77
Asgo (Nm) 7,98 10,80 1,35
Assor280 (NM) 2,00 1,70 2,06
Assor230 (NM) 1,35 0,82 1,86

Las investigaciones relacionadas con la extraccion de material genético, siempre buscan métodos
economicos, pero confiables en relacion a su pureza. En este aspecto, puede hacerse referencia a la
investigacion desarrollada por Lopera et al.(2008), que compararon dos métodos de extraccion a partir de
sal comdn y una combinacidon fenol:cloroformo, obteniendo valores de absorbancia (A) a 260 nm/280 nm
para diferentes muestras de tejidos de peces entre 1,83 y 2,19 con sal comun; 1,85 y 2,14 para
fenol:cloroformo (Lopera et al., 2008). Al igual que Lopera et al., los protocolos de extraccion desarrollados
en esta investigacion demostraron alta calidad y pureza del ADN de STEC 0157, con valores de absorbancia
gue evidenciaron poca presencia de proteinas; ademas al obtenerse datos comparables entre los tres métodos

empleados, se demostrd que el proceso de extraccion de ADN bacteriano no influy6 sobre su pureza.

Por lo tanto y considerando los costos de los reactivos e insumos, el protocolo de Leotta et al, modificado
con lavados de cloroformo, brind6 una extraccion de ADN de buena calidad, pero mucho mas econémico.
Ademas, este protocolo proporciono una alternativa muy sencilla de desarrollar, el cual no incluyo el fenol,

un solvente muy utilizado, que ademas de ser un contaminante, puede causar cierta degradacién del ADN.

Para determinar la viabilidad de los ADNs obtenidos mediante los tres protocolos aplicados, se realizaron
pruebas de gPCR especificas para el gen stx;, empleando concentraciones ~ 50 ng uL™* de ADN. Los
resultados se resumen en la Tabla 12. La menor variacion de Cts se present6 con el ADN extraido siguiendo
el protocolo de Leotta et al., -sometido a lavados con cloroformo-; no obstante, el coeficiente de variacién

CV (relacion entre la desviacion estandar y la media) en todos los ADN fue muy bajo (< 25 %).
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Tabla 12. Cts para gen stx; a partir de ADNs extraidos por diferentes protocolos

Protocolo extraccion ADN Ct Coeficiente de Variacion
Leotta et al 15,81 + 0,08 0,55 %
Amani et al. 16,06 + 0,48 3,01 %
Kit de extraccion 15,25 + 0,18 1,21 %

Kagkli et al. (2011), desarrollaron un estudio de validacion intra-laboratorio de algunos protocolos de gPCR
para la deteccién y la determinacién de varios serogrupos STEC incluido el 0157 (referido como VTEC) y
concluyeron que uno de los criterios mas importantes para la optimizacion de la metodologia de qPCR, es
la pureza del ADN extraido. Sus relaciones de absorbancia 260 nm/280 nm para los ADNs evaluados,
estuvieron entre 1,8 y 2,2. Esos resultados fueron muy similares a los obtenidos en este trabajo, indicando
que los métodos de extraccion no interfirieron con la reaccion de amplificacion. Obviamente, es
imprescindible tener en cuenta los criterios de separacion adecuados de los componentes en la mezcla del
material genético de partida. Otra anotacion a considerar, es que el protocolo de extraccion se puede evaluar
y validar de forma independiente a la validacion de la gPCR (Kagkli et al., 2011).

4.1.2 Integridad del ADN bacteriano

Luego de analizar los resultados de los tres protocolos de extraccién de ADN, con un nivel muy similar de
pureza, se eligid el protocolo de Leotta et al. (2005), para proseguir con la extraccion del ADN de STEC
0157 y realizar los procedimientos de validacion para cada qPCR correspondiente a los genes de interés.
Este método, ademas de proporcionar un volumen de ADN considerable, de concentracion relativamente

alta, fue una opcion simple, reproducible, rapida y econémica.

El andlisis de la integridad de dicho ADN de STEC, se hizo a través del revelado por electroforesis de los
amplicones resultantes de las PCRs. En la Figura 14, se ilustra una electroforesis donde puede observarse
una Unica banda y con alta intensidad (comprendida entre 100 pb y 200 pb), para el amplicon del gen stx1

obtenido por PCR convencional, coincidiendo con el tamafio esperado de 151 pb.



48 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

ADN E.coli 0157:H7 Control Negativo

Figura 14. Electroforesis de amplicones de PCR convencional, del gen stx1 de E. coli O157:H7 (50 ng pL
B: carril 1, con el marcador de peso de 100 pb (ladder); carriles 2 'y 3, con los amplicones correspondientes
al gen stxs; carriles 4 y 5 con los controles negativos del ensayo (con agua MilliQ en lugar del ADN target

0 blanco).

Al igual que en esta investigacidn, otros investigadores han recurrido a la electroforesis para corroborar la
integridad del ADN, por ejemplo, Solano et al. (2009) con ADN gendmico de Passiflora ligularis y Lopera
et al. (2008) con ADN procedente de tejidos de peces, emplearon electroforesis para determinar si la lisis
celular, el método de colecta y preservacion de sus muestras, afectaban la integridad de los ADN en estudio
(Solano et al., 2009; Lopera et al., 2008). Cabe resaltar que los investigadores mencionados, también
confirmaron el minimo efecto del método de extraccion sobre la integridad del ADN extraido, dado que se

encuentran bandas completas, con buena intensidad y homogéneas.

4.2 Determinacion de las temperaturas de alineamiento de los genes

El perfil térmico en el desarrollo de cualquier PCR, define una amplificacion adecuada del gen, siendo
critica la determinacion de la temperatura 6ptima de alineacion de cada par de primers. Para el desarrollo
de las PCRs, en esta investigacién se emplearon las rampas de temperatura programadas a través del
software incorporado en el termociclador BioRad S1000 — Thermal Cycler (Seccidn 3.2.3). Los amplicones

obtenidos en cada reaccidn se revelaron por electroforesis (véase Figura 15).
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Figura 15. Electroforesis en geles de agarosa 1,5 % (w/v), de los amplicones obtenidos de las PCR
correspondientes a los perfiles de temperatura de alineamiento, desarrolladas para los pares de primers stx1,
stx2, rfbE, 0157 y 16S. Los controles negativos con agua milliQ en lugar del ADN target.

De acuerdo a la definicion e intensidad de las bandas de los amplicones revelados por electroforesis, se
eligieron las siguientes temperaturas de alineamiento: 58 °C para stx1; 50 °C para stx2; 52 °C para rfbE y
55 °C para 0157. Con respecto al gen 16S (control positivo de todas las amplificaciones), se observé una

buena sefal (electroforesis), en cualquier rango de temperatura de alineamiento evaluado.

Es de anotar que los controles negativos no amplificaron en las PCRs, indicando la especificidad de las
reacciones con respecto a cada gen evaluado: para stx; (rango 55 °C - 61,9 °C), se evaluaron controles
negativos (C-) a tres temperaturas de amplificacion, 55 °C; 59,4 °C y 66 °C; para stx. (rango 48 °C - 50,7
°C) se incluyeron controles negativos en dos temperaturas de amplificacién, 48 °C y 60 °C; en cuanto a
rfbE ( rango 52 °C - 58 °C), se analizaron tres temperaturas de amplificacion para el control negativo, 50
°C,54°Cy61 °C; para 0157 (rango 55,2 °C - 60,8 °C) el control negativo se monitored en tres temperaturas
de amplificacion, 52 °C, 55,2 °C y 66 °C.
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4.3 Validacion de los protocolos de gPCR

Las reacciones de gPCR para los cuatro genes evaluados (stx1, stx2, rfbE y 0157) se desarrollaron con las
diluciones 1:6 de ADN purificado, dado que después de analizar los datos obtenidos de las qPCR las
diluciones 1:2 y 1:3 no permitieron una buena diferenciacion de los puntos donde se esperaba mayor

variabilidad, no eran consistentes en las repeticiones de los ensayos.

4.3.1 Rango dinamico

También referido como rango de trabajo, mediante el cual se determinaron los limites superior e inferior de
las lecturas de concentraciones del ADN, con respecto a los genes de virulencia de interés de esta
investigacion. Este parametro resulta de gran importancia, porque evidencia la correlacién lineal entre la
sefial detectada y el nimero de targets de la muestra, cuando se evaltan diferentes concentraciones de ADN
(Kagkli et al., 2011).

Por esto, los rangos establecidos, indicaron los valores de ADN que al ser evaluados, representan lecturas
confiables bajo las mismas condiciones, esto hizo referencia a la sensibilidad de la gPCR donde se tuvieron
en cuenta factores como: el tamafio de los primers, los Kits de reaccion, la calidad del ADN vy el estado de
los equipos.

Limite superior. La dilucién de ADN de concentracion 48,2 ng uL* se fijo como el limite superior para
todos los rangos de trabajo, debido a su valor de absorbancia cercano a la unidad, con lo cual se aseguré un
valor de referencia contemplado dentro de las curvas de A vs concentracion, construidas bajo la ecuacién
de Lambert — Beer. La sefial de amplificacion en funcion del valor de Ct para esta concentracion, estuvo

entre 15y 20 ciclos, segin cada secuencia de primers.

Limites inferiores. Para determinar el limite inferior en las reacciones de gPCR para cada gen evaluado, y
con el fin de eliminar las interferencias de ruido propias el equipo de gPCR y/o por efectos de la reaccion
misma, que podrian alterar la interpretacion de los resultados, se establecieron primero los limites de
deteccion. A partir de estos valores, se calcularon los limites de corte (o0 de cuantificacion) para cada par de

primers, el cual garantizé la repetibilidad y confiabilidad de cada una de las mediciones.

En la Tabla 13, se presentan los respectivos valores de limites de deteccion y de corte, para cada par de
oligonucledtidos evaluados, correspondientes a los genes target stxi, sxt» y rfbE.
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Tabla 13. Concentraciones de ADN establecidas como limites de deteccién y de corte.

Oligonucledtidos  Limite deteccion Limite de corte
. CV (%) . CV (%)
[ng pL™] [ng pL™]
rfbE 1,7284 x 103 0,12 3,1667 x 102 0,29
0157 1,7284 x 103 4,87 3,1667 x 102 1,68
stxy 1,3032 x 10* 2,96 1,7228 x 10°® 0,64
stxz 1,3032 x 10* 2,92 3,5185x 10 0,29

Los valores de cada limite de deteccion reportados en la Tabla 13, hacen referencia a la menor cantidad de
analito (ADN) de cada ensayo, que presentd poca variabilidad en las mediciones. Estos pequefios cambios
se reflejaron en bajos porcentajes de CV, menores al 25%. Los valores de deteccion no se tomaron como
los limites de corte a pesar de ser una medida de la capacidad del método para detectar una minima
concentracion del analito (ADN), porque la probabilidad de que dicha deteccion sea fiable y repetitiva es
menor del 95 %. Como lo enfatizan Forootan et al. (2017), y Kralik et al. (2017), en sus publicaciones
referentes a la validacién de gPCR, una sefial detectada fuera de este limite, no implica la ausencia del target
(E. coli 0157, en este trabajo); de hecho, es valido asociar estas sefiales con la presencia del analito en la
muestra, pero no puede incluirse dentro de una curva de cuantificacion, por la variabilidad de sus resultados
(Forootan et al., 2017; Kralik & Ricchi, 2017).

Con los limites de deteccion ya determinados, se procedio a establecer los de corte para los cuatro pares de
cebadores (véase Tabla 13), definidos como los limites inferiores de cada rango de trabajo. Estos limites
garantizaron una interpretacion cuantitativa, con mayor confianza y repetibilidad, confirmado con la poca
variabilidad entre las repeticiones realizadas, para cada uno de los primers evaluados y medida a través de

los CV, expresados en porcentaje, cuya variacion fue menor al 25 %.

En relacidon a la sensibilidad de las qPCRs desarrolladas, se observé buena repetibilidad para los cuatro
cebadores evaluados reflejada en un bajo porcentaje de CV. Respecto a la menor concentracion de ADN
detectada, la mayor sensibilidad se apreci6 con los cebadores del gen stxi, puesto que con sus amplicones
se alcanzaron menores limites de deteccion y corte, 1,3032 x 10* ng uL'y 1,7228 x 103 ng pL*
respectivamente. Es decir, la cepa STEC 0157 que exprese la toxina Stxl se puede detectar en
concentraciones mas bajas, con mejor repetibilidad asociada a un valor de CV pequefio (0,64 %), mucho
menor al propuesto por investigadores como Kralik et al., que toman como referente para los procesos
biolégicos valores < 25 % (Kralik & Ricchi, 2017).
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Varios microorganismos pueden expresar la toxina Stx1, por lo tanto para garantizar que la E. coli analizada
fuera del serogrupo 0157, fue de gran importancia identificar también el gen que expresa este antigeno,
target principal en este trabajo, con los pares de oligonucleétidos rfbE y 0157. Con ambos se observé buena
sensibilidad basado en un limite de corte de 3,1667 x 102 ng uL! y limite de deteccion de 1,7284 x 10 ng
uLt, aunque con rfbE se obtuvo menor variabilidad en las réplicas (menor CV), indicando que este par de

primers podria contribuir con una deteccion mas confiable.

Se confirmo el buen funcionamiento de los protocolos seguidos en cada qPCR, porque siempre amplifico
el gen 16S, tomado como control positivo, ademas de verificarse una sola sefial en la region del Tm esperado
(Temperatura de melting). La manipulacion adecuada de las muestras se corrobord con los controles
negativos, porque no amplificaron en ninguna de las pruebas, demostrando que no ocurrié contaminacion

entre ellas (véase Figura 16).

Construccién de curvas de dilucion de las muestras de ADN bacteriano. Una vez determinado el rango
dindmico para cada par de primers, se construyeron curvas estandar, para obtener una representacion grafica
de la relacion proporcional entre cinco concentraciones de ADN bacteriano y la sefial obtenida en la gPCR
(véase Figura 16). Se detectdé amplificacién en todos los puntos evaluados de cada secuencia de

oligonucledtidos, y no se detect6 sefial de los controles negativos de la reaccién.

Como lo referenciaron Heid et al. (1996), las curvas estdndar permitieron establecer una relacién inversa
entre la sefial de fluorescencia (Ct) como respuesta de deteccidn de amplicones asociados al gen target y la
concentracién de ADN bacteriano inicial, para cada par de cebadores (véase Figura 17, izquierda).
Aplicando el analisis estadistico (ANAVA) a las secuencias de oligonucleédtidos correspondientes a los
genes rfbE, stx; y stx,, se obtuvieron valores p < 0,05, indicando una relacion estadisticamente significativa

entre el valor del Cty Log [ng pL], con un nivel de confianza del 95 % (Heid et al., 1996).
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Figura 16. Curvas de amplificacion y disociacion obtenidas de la qPCR correspondiente a los
primers rfbE (A), 0157 (B), stx1 (C) y stx2 (D). El control positivo de cada una de las pruebas es
16S y se incluyeron controles negativos por triplicado con agua milliQ en lugar de ADN target.



54 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

rfbE
y = -4,03026 x + 18,6004 R? = 0,991 y=0,332x*+ 2,231 x3+ 4,144 x> - 2,806 x + 17,759 R?=
0,991
n ‘ 2
o ’ : n .
| . [l "
g | | & |
| | 5l
»| ' : »| .
\ |
" » | ” -
A 14 14 oa L] 34 4 1A <4 ae
Log Inpwt) Log Ingwi)
O157  y=-0615x—4,040xC-8071x¢— 7,800 x + 22,768 R =
=-3,39721 x + 21,8637 R% = 0,956
0,994
di , ; ) .
" % | ”.
n : M-
] { ' |8 1 $
i [
» : Ay
", : ' AL e e T ¥ RN,
a4 14 14 as on 34 14 14 o4 0s
Log (horul) Log (npwl)
StX1
y =-3,88627 x + 15,7043 R?=0,993 y=-0,299 x* - 2,319 x>~ 8,981 x + 12,908 R?=0,999
M ; p : ”: .V‘\\ e . A
] ' l » b 503
o Ini u o oS Es
| , ‘ [ e
2| : Ny \\_
} | [ \
14 - | ALY = s A P A ) 1SS \‘,\ '
ad Y 4 .".. ,“ Al s 4 " a4
Con "W,”q N Log (ngt]
StXz
y=-3,88627 x + 15,7043  R?=0,992 y=-0,184 x* - 1,884 x> 6,783 x** - 13,357 x + 11,816  R?=0,999
| v ) LA > s - - 0 -
I . g Y.
= y n i
ﬂ 2
o - &
s 2
= | -~
2 »i NG
Wi . . ‘ ’ L) G i S S P R U PGP Sba.c
A4 a4 4 LR | 24 ad 34 qA 14 o4
Log [reht) Log gt}

Figura 17. Comparacion de curvas estdndar ajustadas a un modelo de regresion lineal (gréafica izquierda) y
regresion polindmica (gréafica derecha), para cada par de oligonucle6tidos evaluados por gPCR y obtencion

de las ecuaciones de cada modelo, con su correspondiente valor de R?.
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En cuanto a la eficiencia de cada una de las gPCR absolutas, mediante la cual se determind no sélo la
cantidad de ADN en una muestra dada a partir del valor de Ct, sino también la evaluacién cualitativa de la
presenciay ausencia de E. coli O157 en una muestra, se calculé con base en la Ecuacién 1 (Seccién 3.2.5.1).
Para los calculos, se consideré los valores de las pendientes obtenidas de las curvas estandar para cada gen
stxy, stxz y rfbE (véase Figura 17, izquierda). En la Tabla 14, se resumen los resultados del % de eficiencia
y valores R?, para cada par de oligonucleétidos evaluados en las pruebas de gPCR, empleando el ADN de
E. coli O157:H7, con el modelo ajustado a una regresion lineal simple (n = 1).

Tabla 14. Resultados de Eficiencia y R?para cada par de oligonucleétidos evaluados

Primers evaluado R? E (%)
rfbE 0,99 77
0157 0,96 97
stx1 0,99 81
Stxz 0,99 95

La eficiencia (% E) evidencié una mayor especificidad del par de oligonucle6tidos O157 con respecto a los
de rfbE, para reconocimiento del serogrupo O157. Pero en general, todos los resultados de la eficiencia,
comprendidos entre 81 % y 97 %, estuvieron dentro del rango 80 % y 120 %, considerado como aceptable
para este tipo de reacciones de amplificacion (Broeders et al., 2014). Con base en estos resultados, se pudo
asegurar que no hubo interferencias de posibles inhibidores del proceso de amplificacion, ni errores de
pipeteo que pudieran afectar la veracidad de los resultados de deteccion de STEC O157 en una matriz
especifica. Por tanto y de acuerdo a Broeders et al., la amplificacion del ADN target, procedi6 a duplicarse

en cada ciclo, dando lugar a una curva de crecimiento de forma exponencial (Broeders et al., 2014).

La evaluacion de los porcentajes de eficiencia por medio del coeficiente de correlacion (R?), indicaron un
buen ajuste del modelo lineal a los resultados de Ct, con 0,99 para las secuencias rfbE, stx: y stx y 0,96
para 0157, es decir, entre un 96 %y 99 % de la variacion en los valores de Ct se pudieron explicar mediante
una relacién lineal con el logaritmo de la concentracién de ADN. Estos valores de R? (cercanos a 1,00)

validaron la confiabilidad de las lecturas con las que se identifico la presencia del patdgeno.

Considerando los % de eficiencia (mayores al 80 %) y los valores de los limites de deteccion sumamente
bajos (del orden de pg), para las tres secuencias de primers (0157, stX; y stxz), y comparandolos con los
reportados por Kagkli et al. (2011), que realizaron una investigacion muy similar a la presentada en este

trabajo (vease Tabla 15), podria decirse que los procedimientos de gPCR aplicados para detectar cepas de
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STEC 0157, “cumplen con los estrictos criterios establecidos para los métodos de PCR en otros campos”
(Kagkli et al., 2011). Por lo tanto, los protocolos desarrollados fueron apropiados y confiables, y pueden

recomendarse para su aplicacion en el area de alimentos.

Tabla 15. Comparacion de resultados con investigacion de Kagkli et al., para detectar STEC 0157

Genes blanco Tamafio % E gPCR

Kagkli et al. stxla,

stx2a, stx2b, stx2c,

88 pb a 146 pb 80 %y 95 % Sondas Tagman
stx2d, var eae y
rfbE
En esta
investigacion 88 pb a 199 pb 81 %y 97 % SYBR Green

stxa, Stxo, rfbE

Es importante anotar que en esta investigacion se utilizo gPCR-SYBR Green como método de deteccion,
el cual es menos especifico que gPCR con sondas Tagman empleadas por Kagkli et al. y sin embargo, hubo
afinidad en los resultados.

Andlisis de los modelos aplicados a las gréaficas de curvas estdndar. En la Figura 17 se presentaron las
graficas correspondientes a los modelos de regresién lineal (izquierda) y polindbmica (derecha) de cada una
de las secuencias de oligonucledtidos consideradas en este trabajo, stxi, stx., rfbE y O157. Hay dos maneras
de analizar la bondad del ajuste de los datos, una es en funcién de R?y la otra es con el grafico de residuales;
este ultimo se refiere a la relacion de los errores entre cada uno de los puntos analizados, no debe existir
una tendencia de los datos, porque implicaria que el factor de perturbacion relacionado con una observacion

cualquiera esta influenciado por el factor de perturbacion de otra (Rodriguez et al., 2011).

Con el modelo lineal se logré un buen ajuste de los datos representado en valores de R? entre 0,96 y 0,99.
Sin embargo, la poca aleatoriedad de los valores medidos de Ct en el gréafico residual en relacion con la
linea recta ajustada (véase Figura 18); llevo a buscar otros modelos de ajuste, para mejorar la tendencia de
los residuales. EI modelo que mejor se ajust6 a las relaciones Ct vs Log [ng uL?] fue el polinémico: para
rfbE, O157 y stxz; un polinomio de grado 4 y para stx; un polinomio de grado 3; asf los valores de R?
estuvieron cerca a 0,99, con un nivel de confianza del 95 % dando indicios que no hubo correlacién en los

residuos.
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a4 a4 e ox

4
Lo vl

Aunque la regresion polindmica presentd mejores ajustes para describir las tendencias de las observaciones,
debe considerarse que este es un modelo més flexible, que se acomoda con facilidad a los datos al aumentar
el grado del polinomio (Walpole et al., 1999). El interés de esta investigacion fue determinar la eficiencia
de la reaccion, para lo cual se requiri6 una pendiente, pero bajo una regresion polinémica se tendrian valores
diferentes a través de cada punto de la gréfica, es decir, los cambios no son constantes ya que este modelo

da los detalles punto a punto, dificultando el analisis.
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La regresion lineal de los datos, aunque mostrd cierta dispersion, tuvo valores de R? dentro de los limites
aceptables y dando un Unico valor de pendiente; si se superponen las graficas lineal y polinémica, no hay
mucha variacion respecto a la tendencia lineal, es decir, se pierden pocos datos, razén por la cual también
fue valido el uso de este modelo. La regresion lineal permitio estimar los pardmetros que determinaron la
linealidad de los valores de Ct vs el logaritmo de la concentracion, dentro del intervalo de trabajo definido
(Aguileraet al., 2014).

4.3.2 Selectividad de la gPCR

Para determinar las secuencias de ADN especificas, responsables de las expresiones de los genes de interés
(stxq, stxz y rfbE) de E. coli O157:H7, se realizé un andlisis in silico a través de las bases de datos del NCBI.
Los primers elegidos se compararon mediante el programa informatico de alineamiento de secuencias
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), obteniéndose porcentajes altos de alineamiento e identidad.
De esta manera, se confirmé por medio del anlisis bioinformatico recomendado por Broeders et al. (2014),

la afinidad y especificidad de los cebadores o primers elegidos a un Unico target (Broeders et al., 2014).

La prueba de la efectividad del reconocimiento de los target especificos, por parte de los oligonucleétidos
disefiados, fue la deteccion correcta de cada uno de los genes evaluados (rfbE, stx; y stx2) en los
experimentos de gPCR, utilizando los ADNs de nueve cepas STEC 0157 y no 0157, mediante los ensayos
de inclusividad. Los resultados de los andlisis de los pares de primers fueron en todos los casos, del 100 %
de inclusividad, con un 95 % de confianza (véase Figura 19). La exclusividad también fue del 100 % para
cada par de oligonucle6tidos ensayados en los ADNSs de las cepas no STEC (i.e. no portadoras de los genes
target), en ninguno hubo amplificacién (véase Figura 20). En todas las pruebas, las muestras de ADN se

ajustaron a una concentracion aproximada de 30 ng uL™.
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Figura 20. Andlisis de exclusividad para la técnica de qPCR evaluando los cuatros pares de primers rfbE,
0157, Stx1 y Stx2. Se muestran el grafico de amplificacion (izquierda) y grafica de melting (derecha).
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La inclusividad y exclusividad son sefialados dentro de la terminologia y definiciones publicadas por Kralik
y Ricchi (2017), respecto a las qPCRs aplicadas en diagnésticos microbiolégicos, como sensibilidad
diagndstica y especificidad diagndstica, respectivamente y segun estos investigadores, deben ser ~ 100 %
para garantizar la capacidad de las pruebas de gPCR (Kralik & Ricchi, 2017). Considerando que en este
trabajo estos dos factores alcanzaron el 100 % en las cuatro secuencias evaluadas, se puede tener certeza
que las pruebas de gPCR desarrolladas, pueden implementarse para detectar STEC O157 en las muestras

positivas y discriminar las negativas.

Siguiendo con el esquema planteado en el cuadro de contingencia (véase Tabla 9), se obtuvo una precision
analitica del 100 % para cada uno de los primers evaluados (stxi, stxo, 0157 y rfbE), probando a través de
alto grado de coincidencia en las mediciones, la alta especificidad y la selectividad de los procedimientos
de gPCR desarrollados para detectar E. coli asociadas al serogrupo O157. Ademas, como no se detectaron
falsos positivos y negativos, puede concluirse que se identificaron correctamente los ADN bacterianos
evaluados por medio de los protocolos desarrollados (Kralik & Ricchi, 2017).

Los valores predictivos positivos y negativos fueron del 100 % para los cuatro pares de primers (stxi, stxz,
0157 y rfbE); indicando con un alto grado de probabilidad, que las sefiales registradas como positivas
(detectadas) fueron verdaderamente positivas y aquellas muestras verdaderamente negativas, no arrojaron
sefial alguna (Ct), asegurando de esta forma, la inexistencia de secuencias target. Con estos dos parametros
se reafirmo la eficacia real de las qPCRs desarrolladas como pruebas diagnésticas, sin interferentes en la
deteccion o en la presencia de reacciones cruzadas y con la confianza de la especificidad de los amplicones

correspondientes a los genes target evaluados en E. coli 0157 (stxi, stx2 y rfbE).

Trabajos de investigacion como los desarrollados por Brusa et al. (2015) en carne vacuna y Kagkli et al.
(2011) sobre carne picada, ensaladas y leche pasteurizada, también validaron gPCR-SYBR Green para la
deteccién de los genes stxi y stxz, en un nimero mucho mayor de cepas bacterianas STEC y no STEC,
reportando valores de inclusividad y exclusividad del 100 % (Brusa et al., 2015; Kagkli et al., 2011). Como
conclusion, ambos grupos de investigadores recomiendan las gPCR validadas en sus trabajos como métodos
de diagnostico muy prometedores. Igualmente Taminiau et al. (2014), validaron una gPCR pero empleando
sondas Tagman para detectar seis de los patégenos mas comunes y nocivos en alimentos marinos,
analizando un amplio rango de cepas bacterianas (alrededor de 420) donde se incluia E. coli
enterohemorragica, reportando valores de especificidad del 100 % (Taminiau et al., 2014). La comparacion
de los resultados de los trabajos mencionados con los obtenidos en esta investigacion, permiten verificar la
capacidad de gPCR-SYBR Green para detectar con certeza cepas STEC, incluyendo E. coli 0157, la mas

patogénicas para humanos.
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4.3.3 Analisis de robustez

Los anélisis de la robustez de cada uno de los cuatro protocolos de gPCR desarrollados para los tres targets
de E. coli 0157, se hizo estimando los efectos de las tres variantes mencionadas en la Seccién 3.2.5.3 (los
operarios, los dias y kits de qPCR). Se evaluaron las muestras de ADN de E. coli O157:H7 por duplicado,
en tres concentraciones distintas que estuvieron incluidas en el rango de trabajo establecido para cada par
de oligonucleétidos: 24,1 ng uLt; 2,68 ng uL* y 0,29 ng pLt. Como criterio de aceptabilidad intra-ensayo
se establecié un CV menor al 5 %.

Los amplicones de los genes se detectaron correctamente en todos los procedimientos, sin influencia de las
variaciones introducidas (véase Figura 21). El control positivo (gen 16S) dio la sefial esperada (Ct),
mientras que los controles negativos no amplificaron. Por tanto, las metodologias de qPCR mostraron que
los cambios operacionales no afectaron los resultados, evidenciando la robustez de los protocolos, donde la
sefial de respuesta fue resistente al cambio frente a las variaciones introducidas a cada protocolo (Kralik &
Ricchi, 2017; Leotta et al., 2005).
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Figura 21. Analisis de robustez para la técnica de gPCR evaluando los cuatros pares de primers rfbE,
0157, Stx1 y Stx2. Se muestran en los graficos, a la izquierda: el grafico de amplificacion y melting de

operario 1, kit 1; a la derecha el gréafico de amplificacion y melting de operario 2 y kit 1.

Para demostrar la validez estadistica respecto a la reproducibilidad de los inter-ensayos, se realiz6 una
prueba de homogeneidad de varianzas de poblaciones normales, analizadas con el estadistico F (véase
Tabla 16), con un 95 % de confianza. El resultado confirmé que la diferencia de varianzas para cada una
de los ensayos realizados por los dos operarios, no fue estadisticamente significativa. En funcién de este
analisis, existe evidencia muestral para probar que las varianzas de cada grupo tuvieron una tendencia
homogénea, y por tanto, no hubo mayor variabilidad inter-ensayo, apoyando la reproducibilidad de los

protocolos bajo las condiciones especificadas en este trabajo.
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Tabla 16. Analisis estadistico de la reproducibilidad inter-ensayos de gPCR para la deteccion de genes

especificos de STEC 0157
rfbE
Concentracion
o Op1l CcvVv Op2 cvVv
inicial
. Ct+ds (%) Ct+ds (%)
(ng puL™)
24,1 17,95+ 0,22 1,22 16,23+0,43 2,66
2,68 20,67 £ 0,11 0,51 20,70+0,82 3,96
0,29 25,68 £ 0,22 0,85 24,01+0,72 3,00
Fc=12,846
0157
Concentracion
o Op1l CcvVv Op2 cvVv
inicial
. Ct+ds (%) Ct+ds (%)
(ng puL™)
24,1 19,71 + 0,64 3,27 20,41 + 0,65 3,19
2,68 22,99 + 0,26 1,14 25,61 + 0,38 1,49
0,29 27,91 +0,16 0,58 29,00 £ 1,15 3,95
Fc =3,6962
Stx1
Concentracion
o Op1l cvVv Op2 cv
inicial
. Ct+ds (%) Ct+ds (%)
(ng uL™)
24,1 15,17 + 0,17 1,12 15,82 + 0,52 3,26
2,68 18,70+ 0,13 0,72 19,17 +0,21 1,07
0,29 22,92 + 0,38 1,67 23,62 + 0,23 0,99

Fc=1,8839
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Stx2
Concentracion

o Opl cvVv Op2 CvV

inicial
) Ctxds (%) Ctxds (%)

(ng uL™)
24,1 16,01 + 0,08 0,49 16,59 + 0,56 3,37
2,68 19,31 +0,24 1,25 19,96 + 0,08 0,39
0,29 24,29 +0,31 1,28 24,40 £ 0,30 1,25
Fc =2,5555

En relacién a otro trabajo de validacién de gPCR, como el de Brusa (2015), los cuatro protocolos de esta
investigacion, se sometieron a una variacion adicional, la de dos kits, con resultados igualmente
satisfactorios (Brusa, 2015). Por tanto, la inclusion de méas variantes a los protocolos que podian afectar la
precisién de los resultados y que finalmente presentaron poca significancia estadistica, fueron la

confirmacion de la capacidad de la gPCR en lo referente a deteccion correcta del serogrupo 0157.

En sintesis, el método de deteccién molecular cumplié con los requisitos de robustez (Kralik & Ricchi,
2017), de confiabilidad y precision. Las mediciones (Ct) reportadas en este trabajo, demostraron que con
los protocolos de qPCR-SYBR Green se hizo una identificacién acertada de los genes de virulencia
relacionados con las STEC 0157, en términos de presencia del target; como menciona Kralik et al. (2017)
en su investigacion, esto es una condicion importante para considerar un método de deteccién molecular
robusto (Kralik & Ricchi, 2017). Ademas, al considerar el mayor nimero de réplicas posibles permiti6
inferir con méas confianza que las lecturas obtenidas eran veraces, y que se ajustaban al resultado esperado

(presencia o ausencia de E. coli 0157).

4.4 Aplicacion de los protocolos gPCR en una matriz carnica

Para valorar la idoneidad, validez y confiabilidad de los protocolos de las qPCR desarrolladas en esta
investigacion, sobre una matriz real, se utiliz6 una carne molida bovina proveniente de un expendio de
carnes de la ciudad de Medellin, que cumplia con los parametros de inocuidad microbioldgica exigida por
la norma colombiana NTC 1325-2008, para carnicos crudos. Con los protocolos de gqPCR se pudo
discriminar entre el target y la prevalencia de una diversidad de especies propias del alimento (Brusa et al.,
2012; Price et al., 2004).
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Siguiendo la metodologia descrita en la Seccidn 3.2.6, la contaminacion de las muestras de carne se hizo
con tres indculos diferentes, es decir, una por cada bloque, con tres concentraciones dentro de cada uno de
los bloques (10°, 10t y 10%). Se empled la lectura de absorbancia (625 nm) de cada uno de los indculos para
estimar la cantidad de bacterias presentes en cada suspension, medidas en UFC (Unidades Formadores de
Colonia). Se observaron valores de absorbancia altos en aquellas muestras inoculadas con un ndmero de
UFC mayor (véase Tabla 17), esto es congruente con la ley de Beer — Lambert, en donde se expresa la
linealidad entre la concentracion del analito absorbente y la longitud de la radicacion con el medio que esta
absorbiendo. Sin embargo, no se pudo establecer un factor que permitiera hacer una relacion entre el namero
de UFC vy la lectura de la absorbancia, en parte porque los valores son muy pequefios y pueden tener
interferencias con las sefiales de ruido propias de los equipos de medicion.

Tabla 17. Medicién de UFC empleadas para contaminar muestras de carne molida bovina.

Lectura de absorbancia a A = 625 nm

INOCULO BLOQUE | BLOQUE Il BLOQUE 11
10° (4 UFC)? 0,023 0,008 0,012
10 (15 UFC)® 0,072 0,023 0,037
10% (145 UFC)? 0,335 0,248 0,198
ns 108° 0,097 0,093 0,102

2 UFC tomadas para hacer la inoculacion, seglin cada concentracion evaluada. ® Para la muestra ns se tomo

una cantidad de UFC correspondiente a un patrén de McFarland de 108.

Luego de contaminar las tres muestras de carne y hacer las extracciones del ADN, para desarrollar el disefio
experimental propuesto, se ajustaron las concentraciones de los ADN bacterianos a 30 ng pL*
aproximadamente. Se eligié esta concentracion, porque se encontraba dentro del rango de trabajo

determinado para cada par de oligonucleétidos cebadores.

Los tratamientos positivos (con el ADN bacteriano) amplificaron como se esperaba, confirmando la
presencia del patdgeno, mientras las muestras de los controles negativos (i.e. cepa no-STEC) no dieron
sefial alguna (Ct) en los ensayos (véase Figura 22). Por tanto, los protocolos de gPCR para los genes stxi,
stx. y rfbE, respondieron adecuadamente a la deteccién de E. coli enterohemorragica O157 en una matriz

tan compleja como la carne.

Es importante anotar que la inocuidad inicial de la carne molida se evalud en los ensayos, incluyendo
siempre una muestra de ella, sin tratamiento alguno, en cada uno de los tres bloques del disefio experimental.

Sin embargo, la muestra del bloque | amplificd para los genes stx; y rfbE, con Ct = 33,59 y 32,08
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respectivamente; estos valores de Ct fueron bastante altos, y se asociaron a una cantidad sumamente baja
de los amplicones detectados. Este resultado permitid inferir una posible presencia de STEC 0157 en las
muestras, sin embargo, no es muy alta y esta dentro de la norma INVIMA mencionada. A pesar de esto, en
lo referente a la deteccion de este patdgeno por los protocolos implementados, todos los analitos analizados
fueron ajustados a una concentracion de ADN especifica, por tanto, las gPCRs desarrolladas cumplen con

el objetivo de la deteccion del serogrupo O157.

También amplificé el gen stxs en el control negativo del blogue Il correspondiente al blanco (i.e. agua
peptonada), con un Ct = 33, aunque en la muestra de carne molida cruda sin tratamiento, ninguno de los
tres genes target amplifico, por tanto, se descarta la presencia de la STEC 0157 en esta muestra. Esta sefial,
al igual que las emitidas en la muestra sin inéculo del bloque 1, y debido a la inconsistencia con respecto a
las demas, posiblemente correspondieron a amplificaciones confusas, limitando la capacidad de deteccion
de los genes target a Cts menores a 33 (Concentraciones mayores de ADN bacteriano), en los protocolos
aplicados sobre la matriz real. Como se obtuvieron lecturas confiables hasta Cts de 32, esta podria tomarse
como limite de lectura, para los protocolos aqui desarrollados.

Buscando una explicacion a las amplificaciones en las muestras no contaminadas artificialmente, se aplico
el método microbioldégico NMP (NUmero Mas Probable), a las muestras de carne empleadas en los blogues,
para cuantificar coliformes, coliformes fecales y E. coli, para poder establecer si en las muestras de partida,
la poblacién microbiana habia sobrepasado el limite minimo permitido para E. coli (120) especificado en
la AOAC official methods 966.24, Ed. 18. Los resultados de los bloques | y Il fueron NMP < 3, y para el
bloque Il fue 11, valores que se consideran bajos y que estan dentro de los niveles de inocuidad respecto a
la presencia de cualquier E. coli. Por tanto, es posible que las sefiales en las muestras sean consecuencia de
lecturas ambiguas del equipo, por llegarse al limite de deteccion de los protocolos desarrollados en una

matriz tan compleja como la carne.
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Figura 22. gPCRs para los genes rfbE, stx: y stx,, en una matriz real (carne molida cruda). Gréficos de

amplificacion (izquierda) y melting (derecha).
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El modelo de bloques completamente al azar permitié analizar la poca variabilidad en la respuesta de la
pruebas de gPCR para la deteccion de STEC 0157, asociada a tres muestras de carne adquiridas de lotes
diferentes e inoculadas en dias distintos: se obtuvo un valor residual de 3,66 que indica poca propagacion
del error experimental, es decir, hubo buena repetibilidad inter-ensayo. Se puede afirmar con un 95 % de
confianza, que el conjunto de tratamientos en los tres bloques, siguieron una distribucion normal; de acuerdo
a la prueba de Shapiro-Wilk cuyo valor p = 0,05417 indic6 que se debe aceptar la hipétesis nula (Ho: los
datos siguen una distribucién normal), ya que el valor de p > 0,05 muestra que los datos tuvieron una
tendencia simétrica alrededor de la media.

Aunque se noto6 una leve variacion de las sefiales de Ct entre los bloques (inter-ensayo), al aplicar la prueba
de Levene, se obtuvo un valor p = 0,0409, por lo cual se aceptd la hip6tesis nula (Ho: varianzas
homogéneas) y por tanto, se puede afirmar con un 99 % de confianza, que no hubo heterogeneidad de
varianzas entre bloques. En consecuencia, existié poca variacion entre los tratamientos de cada bloque y las
qPCRs se desarrollaron correctamente a pesar de la complejidad propia de la matriz carnica, es decir, no
hubo interferencia ni afectacion en la deteccion de la STEC O157.

En la Figura 23, se presenta la grafica de franjas (Strip plot) que muestra la tendencia de los datos alrededor
de la media. La centralidad de las mediciones de cada tratamiento, al menos dos repeticiones, tendieron a
la simetria y el punto que se dispersd, no tuvo una variaciéon muy alta respecto a la media, excepto en el
tratamiento donde se evalud la concentracion 102 con el gen rfbE (C2G3), donde la distribucion de los datos

tuvo mayor variacion respecto al valor central.

Figura 23. Gréafico de franjas (Strip plot) describe la distribucion de las repeticiones inter-ensayo para cada
tratamiento en el modelo de bloques completamente al azar, evaluados con carne molida contaminada con
STEC 0157.
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Como sugieren Broeders et al. (2014), los resultados de gPCR estan influenciados por la naturaleza
(microbioldgica y bioquimica) y la heterogeneidad de las matrices (concentracion de ADN del indculo),
gue pueden convertirse en posibles inhibidores de la reaccion (Broeders et al., 2014). Fue por estas razones
que los resultados de esta investigacion, se analizaron estadisticamente y se verificO que bajo las
condiciones en las cuales se realizaron las pruebas, se puede hacer una deteccién correcta de E. coli del
serogrupo O157 mediante el andlisis de sus tres genes de mayor virulencia rfbE, stx; y stx,, sin efecto
estadisticamente significativo de la matriz carnica. Asi mismo, la metodologia de qPCR debe discriminar
entre el target y la prevalencia de una diversidad de especies propias del alimento (Brusa et al., 2012; Price
et al., 2004; Tuttle et al., 1999).

En relacién al inéculo, con los protocolos desarrollados en esta investigacion, se logré una deteccién minima
experimental de 4 UFC mL? en las tres muestras de carne; estos resultados son comparables con los de
Brusa (2015), que utilizando la técnica de gPCR-SYBR Green en carne contaminada artificialmente, para
el andlisis de las dos toxinas Stx, detect6 1 UFC mL* (Brusa, 2015). Esto sugiere, un correcto
reconocimiento con alto porcentaje de confiabilidad de E. coli productoras de toxinas Shiga y pertenecientes
al serorupo O157; asi mismo, es importante resaltar el valor del limite de deteccién y el hecho de que la
cantidad minima para desarrollar un cuadro clinico severo es de 0,3 UFC mL™* a 15 UFC mL™, lo cual hace
que los protocolos desarrollados en nuestra investigacion puedan considerarse como un andlisis de
diagndstico (Hu et al., 2013; Franco et al., 2013).

En 2011, Kagkli et al., en su estudio de validacion de métodos de gPCR para la deteccion de STEC,
realzaron la importancia de contar con método adecuado de extraccion para eliminar interferencias en la
reaccion; ademas sus muestras contaminadas con la cepa 0157, al igual que en esta investigacion, no se
vieron afectados por la presencia de la biota nativa del alimento. Su limite de deteccién fue de 2 UFC mL™*
y recomiendan el método de gPCR como estrategia de deteccidn rapida en matrices alimentarias (Kagkli et
al., 2011).

Balakrishnan et al. (2016), reportaron un método de inmunofluorescencia para detectar E. coli O157:H7 en
carnes, con limite de deteccion éptimo de 1,2 + 0.06 x 10® UFC mL™; estos investigadores demostraron la
incidencia del enriquecimiento del medio de cultivo en el mejoramiento de la sensibilidad del analisis en
las muestras de alimentos, porque la incubacién de la muestra simula el proceso de contaminacién natural

y al aumentar su poblacién bacteriana, se pueden detectar con mayor facilidad (Balakrishnan et al., 2016).

Taminiau et al. (2014), identificaron el gen rfbE a través de protocolos de qPCR, para identificar E. coli

0O157:H7 en mariscos, estimando 1 UFC mL* como limite de deteccién. Los investigadores consideraron
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gue su metodologia podria ser una opcidn vélida y alternativa para la vigilancia de los productos pesqueros,
porque alcanzaron un buen nivel de sensibilidad y especificidad (Taminiau et al., 2014). Comparado este
trabajo con el nuestro, la deteccién de STEC 0157 en carne molida, fue mucho mas amplia, porque incluyé

ademas del serogrupo, las dos toxinas mas agresivas para el hombre.

4.5 Caracterizacion microbiologica y bioquimica de E. coli O157:H7

4.5.1 Pruebas microbiologicas

Para verificar y confirmar los resultados de las metodologias de qPCR validadas para detectar E. coli 0157,

se hicieron los siguientes seguimientos microbiolégicos a cultivos puros de E. coli 0157 y E. coli genérica:

+» Medio de cultivo selectivo Agar Cromogénico Colistant. Con base en las acciones enzimaticas
microbianas sobre los compuestos de este medio, 6-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido y el 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido, se confirmé lo esperado: colonias de E. coli O157 de color rosa
salmon y las de E. coli no 0157 de color azul con borde rojo, como se evidencia en la fotografia de la

Figura 24.

Figura 24. Cultivo en agar Cromogeénico Colistant de E. coli O157:H7 ATCC 43895 (izquierda) y E. coli
genérica ATCC 25922 (derecha)

Las cepas de E. coli O157, se caracterizan por ser J-galactosidasa positivas y f-glucuronidasa negativas,
por lo cual no pueden degradar el croméforo glucurénido que le proporciona el color azul. Las demas E.
coli, como la comensal que se utilizd en esta investigacion, al ser B-galactosidasa y B-glucuronidasa

positivas, degradan los dos cromoforos del medio, dominando el color azul con borde rojo, proveniente de
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la degradacién del galactopiranosido (Rivas et al., 2008). En las siguientes reacciones se ilustra la accién

de las enzimas bacterianas que dan lugar a la coloracion de las colonias.
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Fuente de imagenes: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/24904?lang=en&region=CO

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4532?lang=en&region=CO

+ Caldo BRILA. Se contrast6 los cambios del medio de cultivo con muestras de carne antes y después de
inocularse con E. coli 0157 (véase Figura 25A), evidenciandose su capacidad para fermentar la lactosa

del caldo, por la formacién de las burbujas de gas (CO2), que es una de las caracteristicas de E. coli.

% Medio de cultivo Agar SIM. Como en el medio caldo BRILA, también se hizo un seguimiento con
muestras de carne antes y después de inocularse con E. coli 0157 (véase Figura 25B). Los resultados
fueron los esperados para E. coli en este medio diferencial: no se produjo sulfuro de hidrégeno (H.S)
que se evidenciaria por la formacién de un precipitado negro correspondiente al sulfuro ferroso (FeS)
producto de la reaccion del H.S con el hierro del medio; en cambio las pruebas de formacion de indol y

la motilidad fueron positivas (Camacho et al., 2009).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/24904?lang=en&region=CO
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b4532?lang=en&region=CO
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Figura 25. Crecimiento de E. coli O157:H7 (ATCC 43895) en Caldo BRILA (A) y medio SIM (B), en
muestras de carne antes (Al y B1) y después de contaminacion artificial (A2 y B2).

+ Medio VRBD. Con este medio se hizo seguimiento a todas las muestras de los 11 tratamientos del
bloque II; a la par se hizo también el seguimiento de muestras de este blogue, en agar cromogénico
colistant. Como se aprecia en la Figura 26, los tratamientos que fueron inoculados con STEC 0157,
dieron el color rojo propio del grupo coliforme en VRBD, debido a su capacidad de fermentar la lactosa,
disminuyendo el pH del medio que causa a su vez, el cambio de color del indicador. En el agar Colistant,
estos tratamientos dieron el color rosa-salmén (prueba positiva). En los controles negativos de ambas

pruebas, no hubo crecimiento, confirmando las pruebas positivas.

A. Controles
negativos

Agar TS Agar Cromogénico
Colinstant

Agar VRBD
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Agar VRBD

B. Tratamiento
indculo 10°

Agar Cromogeénico
Colinstant

Agar VRBD

C. Tratamiento
inoculo 10t

Agar Cromogénico
Colinstant

Agar VRBD

D. Tratamiento
inoculo 102

\ | Agar Cromogénico
Colinstant
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E. Tratamiento indculo 108 F. sin ningun tratamiento

Figura 26. Analisis microbioldgicos de los tratamientos desarrollados en carne molida cruda del blogue 11,
para evaluar crecimiento de E. coli O157: A. Controles negativos (APB). B. Tratamientos inéculo 10° en
agar VRBD y agar Cromogénico Colinstant. C. Tratamiento indculo 10 en agar VRBD y Cromogénico
Colinstant. D. Tratamiento inéculo 10% en agar VRBD y agar Cromogénico Colinstant. E. Tratamiento
in6culo 108 en agar VRBD y agar Cromogeénico Colinstant. F. Carne sin ninguin tratamiento, utilizada como
control negativo e inocuidad, en agar Cromogénico Colinstant y agar VRBD.

4.5.2 Pruebas bioguimicas

Todos los tratamientos de cada bloque se evaluaron con las pruebas bioquimicas realizadas en el equipo
Vitek® 2, algunas de estas descritas en la Tabla 10. Se caracterizaron correctamente las muestras
contaminadas artificialmente con la cepa E. coli 0157:H7 (ATCC 43895), con un nivel de confianza del 98

%. Los resultados de estas pruebas se encuentran en el Anexo B.

Los analisis bioquimicos (carga enzimética) y microbioldgicos se realizaron en paralelo, a las muestras que
se usaron en las qPCR. De esta forma, se tuvo la certeza que la cepa E. coli O157 tenia las caracteristicas
reconocidas para ella, desde el punto de vista microbiologico y por lo tanto, los resultados de las pruebas
moleculares se pudieron atribuir con certeza a este patdgeno. Con toda esta evidencia, se pudo constatar la
contaminacion artificial de las muestras de carne empleadas en el disefio de bloques, y darles validez a los

protocolos de qPCR aplicados para detectar los genes tipicos de E. coli O157.

El acompafiamiento de las pruebas de cultivo con las moleculares, permitié superar las desventajas de unas
y otras, brindando la confianza y precision en la identificacion del serogrupo, ante el riesgo que representaba
la microbiota nativa de la matriz carnica, porque podia enmascarar la presencia de E. coli O157. Ademas,
la contribucion de las pruebas bioquimicas estuvo centrada principalmente como una estrategia rapida de
confirmacion de los resultados moleculares, frente a los de cultivo que demandaban entre 24 h a 48 h
(Newell & La Ragione, 2018; Brusa, 2015).
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Un hecho importante a resaltar, fue la concordancia de los resultados de la deteccién microbiolégica,
bioquimica y molecular con respecto a la presencia del microorganismo, con lo cual aquellas muestras
usadas como controles negativos, donde no hubo crecimiento de la bacteria, pero que presentaron una leve
sefial de amplificacion, valida la importancia de un estudio muy minucioso de la sensibilidad de los métodos

moleculares, como estrategias de diagnoéstico inicial o tamizaje.

Taminiau et al. (2014), hacen un andlisis interesante sobre la sensibilidad de la g°PCR comparada con los
métodos microbioldgicos comunes de deteccion, descritos en la norma ISO 16654, y validados
especificamente para el diagnéstico de E. coli enterohemorragica: los investigadores en mencion,
desarrollaron sus pruebas en una matriz de alimentos pesqueros (mariscos) y obtuvieron limites de deteccion
microbioldgica entre 1 UFC a 47 UFC/25 g de muestra para la norma 1SO, correspondiente al analisis
microbioldgico y, 1 UFC a 315 UFC/25 g de muestra con los protocolos de gPCR (Taminiau et al., 2014).
Estos resultados prueban la importancia y contribucion de un andlisis de deteccién molecular en el

diagndstico en los alimentos de estos microorganismos tan patogénicos para la salud humana.

4.6 Resultados adicionales de la investigacion

En la actualidad, las técnicas moleculares e inmunolégicas son una contribucion importante en lo referente
a seguridad alimentaria, dada su utilidad en la deteccion rapida y confiable de diferentes microorganismos
patogénicos al humano. El uso de estas metodologias y sus variaciones como mecanismo de diagnostico,
apoya la identificacion oportuna de cepas altamente nocivas en las matrices de alimentos complejas, sin

embargo, sus costos limitan su implementacién y desarrollo.

La PCR convencional es una de las técnicas moleculares mas sencilla y relativamente econémica, pero que
ha perdido su popularidad frente a las demas, debido a que se aplica como una herramienta de deteccién
meramente cualitativa con fines diagnosticos. En esta investigacion se quiso demostrar el gran potencial
que suministra la informacion de protocolos PCR, validando algunos parametros estadisticos como los
limites de deteccién y de corte, la selectividad y la robustez, para presentarlos como una alternativa
semicuantitativa para detectar STEC 0157, a través de los mismos genes evaluados por gPCR. La
validacion de los procesos que se desarrollaron para PCR y que se presentan a continuacion, se realizaron
simultaneamente con los de gPCR que eran los comprometidos en los objetivos de este trabajo de

investigacion.
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4.6.1 Validacion intra-laboratorio de la metodologia de PCR punto final

Rango de trabajo. Se analizaron diferentes concentraciones de ADN bacteriano, y se eligio las disoluciones

con factor de dilucion 1:3 porque permitian observar mejor la variabilidad entre cada punto. El seguimiento

de los amplicones se hizo en funcién de las bandas obtenidas en geles de agarosa preparadas al 1,5 % (w/v).

Se empled la concentracion de ADN de 24,1 ng uL* como el limite superior de todas las curvas estandar

desarrolladas para cada uno de los pares de oligonucleotidos, rfbE, 0157, stx: y stx, (véase Figura 27).

Y/
0'0

Los limites de deteccion de las PCRs fueron: 0,011 ng uLL%; 0,011 ng pL2, 0,0033 ng uLy 0,0037 ng
uL?, para stx, stxp, O157 y rfbE, respectivamente.

Los limites de corte encontrados: 0,033 ng pL%; 0,099 ng uL.2, 0,099 ng uLty 0,033 ng ul.t, para stxi,
stx,, 0157 y rfbE, respectivamente.

Con respecto a los dos pares de oligonucledtidos especificos para el gen rfbE, se observd mayor
sensibilidad con los cebadores nombrados rfbE, cuyos limites de deteccion y corte fueron menores frente
a los primers O157.

Los tamafios de los amplicones coincidieron con los esperados tedricamente, para cada uno de las
secuencias de oligonucle6tidos: rfbE = 199 pb, O157 = 88 pb, stx1 ~ 151 pb y stx2 = 108 bp.

El control positivo siempre amplificé (gen 16S), su banda se ubicé muy cerca de la linea del marcador
de peso de 100 bp (= 101 bp). De esta forma, se comprob6 el buen funcionamiento de los protocolos de
PCR.

Los controles negativos no dieron banda de amplificacion, evidenciando la inocuidad de los
procedimientos, es decir, no se presentaron contaminaciones por manipulacion de las muestras.

Hubo correspondencia entre la concentracion de ADN vy las intensidades de las bandas de los amplicones,
pudiéndose relacionar directamente las mayores concentraciones con las bandas de mayor intensidad.
La mayor sensibilidad se alcanz6 con los amplicones de stx;.

En general, aunque los procedimientos se consideraron semicuantitativos, se obtuvieron niveles de
deteccion con concentraciones de ADN muy bajos, del orden de pg pL?, para las cuatro secuencias de

oligonucledtidos.
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8,03 ng/uL ! 2,68 ng/uL 0,89 ng/uL 0,29 ng/uL 0,099 nQ/pL 0,033 ng/uL

0,011 ng/pL

N e » 2 e & » » e

8,03ng/uL  2,68ng/uL  0,89ng/uL 0,29 ng/uL 0,099 ng/uL 0,033 ng/uL 0,011 ng/uL 0,0037 ng/uL

B S S R S D e O e e =
24,1nglul  803ng/ul  2,68ng/ul 0,89 ng/uL 0,29 ng/uL 0,099 ng/uL 0,033ng/uL  0,011ng/uL C+  C-

24,1 ng/uL 8,03 ng/uL 2,68 ng/uL 0,89 ng/uL 0,29 ng/uL

0,099 ng/uL 0,033 ng/uL 0,011 ng/uL

Figura 27. Electroforesis (geles de agarosa) de las curvas estandar de amplicones obtenidos de PCRs
correspondientes a stxi (151 pb), stx, (108 pb), O157 (88 pb) y rfbE (199 pb). C+ es control positivo de la
prueba (gen 16S, 101 pb); C-y C-"corresponden a controles negativos, con aguay ADN de E. coli comensal.

Se uso un ladder de 100 pb.

Selectividad. Se detectaron correctamente las muestras contaminadas con cepas STEC (pardmetro de
inclusividad), observandose bandas intensas y bien definidas y con los tamafios de amplicén esperados

tedricamente para cada una de las secuencias (véase Figura 28).
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7/

Amplicén: 199 pb rfbE
-—

- "

>

LAMA 448 LAMA 603 LAMA 525 LAMA 540 LAMA 543

— i ._ " a
LAMA545 LAMAS64 LAMAS882 LAMA 541

Amplicén: 88 pb 0157

LAMA 448 LAMAG603 LAMAS25 LAMA 540 LAMA 543 LAMA 545

LAMA 564 LAMA 882 LAMA 541

Amplicén: 151 pb StX1

LAMA 1384 LAMA 1444 |LAMA 448 LAMAG8S LAMAGS3 LAMA 1438

-
’

LAMA 1446 LAMA 1456 E.coli O157:H7

Amplicén: 108 pb 519,

LAMA 448 LAMA 1462 LAMA 1456 LAMA 540 LAMA 564

v

LAMA 882 LAMAS541 LAMAB840 LAMA 683 C+

Figura 28. Resultados del analisis de inclusividad a través de PCR convencional, con los pares de primers

rfbE, 0157, stx1 y stx2.



Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157 83

En la evaluacion de la exclusividad, no se detectd sefial de amplificacion en los ADNs extraidos de muestras
inoculadas con microorganismos no portadores de los genes target (véase Figura 29). Por tanto, los
protocolos usados permitieron discriminar E. coli O157 de otros microorganismos que son contaminantes

comunes en los alimentos, pero que no tienen relacion con esta STEC.

En consideracion con el cuadro de contingencia descrito en la Tabla 9, se obtuvieron valores del 100 % de
inclusividad y exclusividad para cada uno de los genes evaluados, con 100 % de precisién analitica. No se

observo la presencia de falsos positivos ni negativos

Amplicén: 199 pb rfbE

B.cereus K.pneumoniae S.typhimurium S.aureus P.aeuriginosa E.coli

P. acidilactici E. faecalis E. faecium

Amplicﬁn: 88 pb 0157

B.cereus K.pneumoniae  S.typhimurium  S.aureus P.aeuriginosa

7

P. acidilactici E. faecalis E. faecium
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Amplicén: 151 pb Stxi

B.cereus  K.pneumoniae  S.typhimurium  S.aureus P.aeuriginosa

'

P. acidilactici E. faecalis E. faecium

Amplicon;108 pb

B.cereus K.pneumoniae S.typhimurium S.aureus P.aeuriginosa

P. acidilactici E. faecalis E. faecium

Figura 29. Analisis de exclusividad con PCR convencional, usando los pares de primers rfbE, 0157, stx1

y Stx2.

En comparacion con los resultados validados en este trabajo y presentados anteriormente para qPCR,
coinciden, en que ambas técnicas son capaces de identificar correctamente los serotipos que tengan cercania
genotipica con E.coli 0157, asi mismo ambas metodologias discriminan entre aquellos microorganismos

gue puedan ser contaminantes alimentarias comunes, pero que no tienen relacion con esta STEC.

Robustez. Para la evaluacion de la reproducibilidad se analizaron tres concentraciones de ADN, evaluados
por duplicado, utilizando dos termocicladores, dias diferentes, dos personas distintas y dos kits de reaccion
distintos. La Figura 30 ilustra los resultados de las electroforesis, con un 100 % de concordancia, bajo las

condiciones operacionales descritas en la metodologia, sin amplificacion de los controles negativos.
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2,68 ng/ul. 0.29 ng/ul
e g 24,1 ng/pl. 268 ng/ul. 0,29 ng/pl.

24 Ing/ul 268 ng/pl. 0,29 ng/ul

24,1 mepl 3ottt | 0 29ngit

." AN B e e

241 ng/ple 2,68 ng/pl. 0,29 ng/pl. -+ - 24) npul  268nul 029 ny/l

24,1 ng/pl. 268 ng/pl. .29 ng/pl. 241 ng/ul. 2,68 ng/ul. 0,29 ng/pl

Figura 30. Electroforesis (geles de agarosa), de amplicones para andlisis de robustez correspondientes a
stxy (151 pb), stx, (108 pb), 0157 (88 pb) y rfbE (199 pb). C+ es control positivo (gen 16S, 101 pb); C- es
control negativo (agua milliQ). A. Técnica realizada por operaria 1, kit PCR Supermix (Invitrogen, USA),
termociclador BioRad S1000 — Thermal Cycler, dia 1. B. Técnica realizada por operaria 2, kit Dream Taq
PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), termociclador Multigene, dia 2. Geles revelados en

fotodocumentador Gel Doc XR Image System. Se us6 un ladder de 100 pb.
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Aplicacién en la matriz contaminada artificialmente. Los ADNs bacterianos se obtuvieron de las mismas
muestras de carne empleadas para desarrollar los protocolos de qPCR de la Seccion 4.4 y se desarrollé el

mismo disefio de los tres bloques con 11 tratamientos/cada uno, descritos en la Seccion 3.2.6.
Los resultados pueden apreciarse en la Figura 31 y se resumen a continuacion:

« El limite de deteccion fue 4 UFC mL™*

++ No se observaron bandas de amplificacion en los controles negativos de STEC (i.e. cepa no-STEC).

« En el bloque 111 la muestra de carne sin tratamiento alguno, para el gen stxi se desarrollé una banda pero
que no coincidié con el tamafio del gen target, siendo de menor longitud; posiblemente esta sefial sea el
resultado de dimeros de primers. A esta muestra se le hizo un andlisis de NMP y dio menor a 3, valor se
encuentra dentro del rango permitido por la norma colombiana (AOAC official methods 966.24, Ed. 18).

¢ En los controles negativos correspondientes al blanco (i.e. agua peptonada), de los bloques Il y 1ll, se
observaron unas bandas de poca intensidad, que no coincidieron con el tamafio del amplicon
correspondiente al gen evaluado, en ambos casos stx;. También como se menciond anteriormente,

podrian ser el producto de dimeros de primers.

CoGl CiG1

- -

CoG2 C1G2

CoG3 C1G3
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CoGl C1G1 C2G1

CoG2 C1G2 C(C2G2

CoG3 C1G3 C2G3

Figura 31. Anélisis en una matriz real (carne molida cruda) con PCR convencional, de los genes rfbE (199
pb), stx1 (151 pb) y stx. (108 pb), aplicado al disefio experimental de bloques. A: Bloque I. B: Bloque II.
C: Bloque 11l
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Son pocas las publicaciones relacionadas con una validacion semicuantitativa de la PCR convencional, no
obstante, los trabajos que han realizado varios investigadores alrededor de esta técnica en relacion a las
STEC, fortalecen su aplicacion semicuantitativa que propone la presente investigacion, con base en los

resultados de los parametros estadisticos ya descritos.

% El grupo de Acufa et al. (2019), recomiendan sus protocolos de PCR multiple para estudios
epidemioldgicos y vigilancia en casos de brotes de STEC. Su investigacion de tipo cualitativa se centro
en la deteccidn de algunos serogrupos de STEC (026, 045, 0103, 0104, 0111, 0121, 0145y 0157)
en carne, mediante la identificacion del gen wzx, codificante de flipasa (Acufia et al., 2019).

+¢+ Abdulmawjood et al. (2003), validaron una PCR en la que participaron 12 laboratorios de 11 paises
europeos, que podria emplearse para la identificacion temprana de E. coli 0157, con base en el gen rfbE.
Los pardmetros estadisticos medidos fueron: inclusividad del 92,2 %, especificidad del 100 %,
conformidad del 90 % y concordancia del 85 % (Abdulmawjood et al., 2003). Resaltan la importancia
de su trabajo respecto a la repetibilidad y reproducibilidad, pero aclaran que es una prueba cualitativa.

+» Leotta et al. (2005), reportaron la validacion de una PCR multiplex para la deteccion de STEC,
determinando los genes stxi, stxo y rfbE, con valores de inclusividad y exclusividad del 100 % y una
concordancia del 100 %. Los investigadores concluyen que una vez validada y optimizada una
metodologia de PCR puede ser considerada una técnica rapida, precisa, especifica y confiable en la
deteccidn de E. coli O157(Leotta et al., 2005).

+» Osek y Dacko (2001), desarrollaron una PCR multiplex para STEC 0157, evaluando los genes stx, stxz,
rfbE, ehly y eaeA, en muestras de ganado y de nifios, obteniendo 100 % de concordancia. Concluyen que
este método cualitativo puede usarse como una prueba rapida, especifica y econdémica para analizar
muestras clinicas (OSEK & DACKO, 2001).

+ Van Giau et al. (2016), desarrollaron una PCR multiplex para detectar los genes de stx; y stxz en
mariscos, en vegetales y carne. Confrontaron sus resultados con los métodos microbioldgicos
tradicionales descritos en la norma ISO 16654-2001, y la confirmacién fue con la PCR multiplex.
Obtuvieron una especificidad del 93.75 % y una concordancia del 96,66 %, logrando detectar un minimo
de 3 UFC mL* (Van Giau et al., 2016).

Las PCRs individuales validadas en la presente investigacion para detectar E. coli 0157, a través de los
genes que expresan sus toxinas Shiga y el serogrupo 0157, pueden representar un aporte importante en lo

referente a un diagndstico rapido, con una certeza muy alta de identificacion confiable. Los procedimientos
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aplicados en la determinacion de los parametros estadisticos en el desarrollo de la validacion que se hizo,

respaldan ampliamente la inclusion de esta técnica molecular, en los anélisis de muestras alimentarias.



5. Conclusiones

Los resultados satisfactorios de la validacion de los protocolos de gPCR desarrollados para detectar
de E. coli O157a través de los genes de mayor virulencia stxi, stx; y rfbE, garantizan que pueden
aplicarse no solo a nivel investigativo, sino también con fines diagnosticos de prevencién y

seguimiento encaminados a la salud publica, a través del aseguramiento de la calidad alimentaria.

Si bien es cierto que no se desarroll6 una qPCR mdltiplex, con cada gen evaluado en las qPCR
individuales, se disminuyen las interferencias entre los amplicones. Las condiciones que se validaron
para cada protocolo, permiten el desarrollo rapido y simultaneo de los procedimientos, garantizando
asi la deteccion e identificacion, de la STEC 0157, en periodos cortos de tiempo; con alta
especificidad y sensibilidad.

Por los limites de corte hallados para las cuatro secuencias de oligonucle6tidos, cercanos a 0,0012
ng UL, permiten considerar la gPCR como estrategia de seguimiento y prevencion para identificar
la STEC 0157 en muestras con concentraciones de inéculo muy bajas. La adaptacion de estos
procedimientos por parte de la industria alimentaria y de entidades de control, les permitiria rastrear

este patdgeno, en posibles focos de contaminacion.

La evaluacion del gen rfbE junto a las toxinas shiga (Stxiy Stxz), son criterios importantes de
aceptacion de la técnica de qPCR, dado que contribuyen a una identificacién definitiva y confiable
de la presencia de E.coli del serogrupo O157 en matrices alimentarias, donde la presencia de otros
organismos nativos puede opacar la respuesta de esta STEC. La correcta deteccion de este
microrganismo en la matriz de carne molida, valida la eficiencia y la necesidad del uso de esta técnica

como apoyo en el diagndstico.

Al desarrollar un anélisis con cultivos puros y una matriz alimentaria real (carne molida cruda) se
verific la utilidad de la qPCR en la identificacion presuntiva de STEC 0157; esta puede
considerarse entonces apropiada para cualquier laboratorio de diagnostico, dado que una vez sea
validada no se requiere mayor capacitacion del personal. Ademas, los analisis de los resultados son

sencillos y confiables.
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Considerando los % de eficiencia (mayores al 80 %) y los bajos limites de deteccidn (del orden de
pg), para las tres secuencias de primers (0157, stxi y stxz), puede entenderse que la metodologia
aqui presentada para la deteccion de STEC 0157, es apropiada y confiable, por tanto puede
recomendarse su aplicacién en el area de alimentos porque ademas, permite discriminar entre el

target y la prevalencia de una diversidad de especies propias del mismo.






6. Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en esta investigacion, son un punto de partida para seguir trabajando en las
caracteristicas de los protocolos de qPCR para ampliar la deteccion de E. coli O157 en diversas
matrices alimentarias, con base en el perfil de virulencia propio de esta cepa. En consecuencia, las

investigaciones proximas podrian enfocarse en los siguientes aspectos:

o Estudiar el efecto de las concentraciones de los primers (menores a cinco uM), en la eficiencia
de las reacciones de amplificacién, debido a que puede influir en este factor que determina el

desarrollo apropiado de la polimerizacién.

e Aplicar pruebas microbioldgicas mas selectivas y especificas de STEC 0157, para confirmar su

presencia con mayor certeza.

e Ampliar la evaluacion de los genes de virulencia a otros genes que también se han reconocidos
como criticos en los procesos de infeccidn causados por STEC 0157, tales como los que expresan

enterohemolisina, adhesinas e intimina.

e Desarrollar ensayos con un mayor nimero de repeticiones, para contar con perfiles estadisticos

mas amplios.

Desarrollar otras técnicas ademas de las metodologias de cultivo y bioquimicas, como son las
pruebas seroldgicas, que confirmen la presencia de E. coli 0157 y a la vez soporten los resultados

que se obtienen con gPCR.



A. Inclusividad para la técnica de gPCR
evaluando los pares de oligonucleodtidos
rfbE, O157, Stx1 y Stx2

rfbE

Muestra Ct Ds Media CV (%)
19,88

LAMA448 = 026 19,69 1,33
19,51
19,57

LAMAGO3 021 19,72 1,04
19,86
18,15

LAMAS2 047 18,48 2,56
18,82
22,04

LAMASB40 0951 21,68 2,35
21,32
24,09

LAMASB43 041 23,80 1,72
23,51
21,16

LAMAS45 0,29 21,37 1,39
21,58
20,00

LAMAS64 0,04 19,96 0,25
19,93
19,70

LAMABB2 028 19,89 1,39
20,09
20,70

LAMAS41 023 20,86 1,08
21.02
13,09

C+16S 019 13,23 1,49
13,37
18,95

C+ rfbE - 013 18,86 0,71
18,76




Anexo A.

95

0157
Muestra Ct Ds Media CV (%)

22,30

LAMA 448 0,40 22,02 1,80
21,74
20,90

LAMA 603 0,20 20,76 0,95
20,62
19,79

LAMA 525 0,18 19,92 0,92
20,05
22,49

LAMA 540 1,92 23,84 8,03
25,20
24,34

LAMA 543 0,67 23,86 2,81
23,39
22,35

LAMA 545 0,03 22,33 0,13
22,31
22,05

LAMA 564 0,064 22,01 0,29
21,96
20,66

LAMA 882 0,86 21,27 4,06
21,88
22,52

LAMA 541 0,42 22,82 1,86
23,12
13,22

C+ 16S 0,62 13,66 4,51
14,09
22,16

C+ 0157 1,46 21,12 6,93
20,09

C-
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Stxl

Muestra Ct Ds Media CV (%)
16,53

LAMA1384 025 16,71 1,52
16,89
15,10

LAMA1444 0,08 15,04 0,56
14,98
16,22

LAMA448 006 16,18 0,35
16,14
16,15

LAMAGSS 013 16,06 0,79
15,97
15,32

LAMAG83 005 15,29 0,32
15,25
15,20

LAMA1438 013 15,29 0,83
15,38
16,13

LAMA1446 0,06 16,17 0,35
16,21
15,35

LAMA145% 0,04 15,38 0,28
15,41
15,09

E.coliO157:H7 -~ 0,0 15,02 0,66
14,95
12,51

C+ 16S - 013 12,61 1,07
12,70
14,79

C+stx1 - 023 14,63 1,55
14,47

C- — — —
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Stx2
Muestra Ct Ds Media CV (%)
16,54
LAMA448 0,01 16,55 0,08
16,56
15,71
LAMA1462 0,04 15,74 0,27
15,77
16,03
LAMA145%6 0,02 16,04 0,13
16,06
17,16
LAMAS40 0,23 17,32 1,35
17,49
17,02
LAMAbS64 0,32 16,80 1,90
16,57
16,04
LAMASB82 0,06 15,99 0,40
15,95
16,51
LAMAS41 0,08 16,56 0,47
16,62
15,84
LAMA84 0,18 15,72 1,12
15,59
16,20
LAMAG83 0,08 16,14 0,53
16,08
13,23
c+1w.s 0,08 13,28 0,58
13,34
15,73
C+stx2 0,17 15,61 1,09
15,49




B. Pruebas bioquimicas desarrolladas para
cada uno de los tratamientos del disefno
experimental por blogues en carne molida
bovina cruda
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58 |awA -_|47 JoDC + laa |LDC ¢ |53 |Hisa 56 |CMT . |57 [Bous
54 |o12e8 5 |GGAA 61 [IMLTa - ez [ELLM - [6a [eATa o |
Vorsion estalads de VITEK 2 Systems. 08.01
Guia go interpreracion ce CMI Gula de Intarpratacion torapeutica:
Nambis ge juego de paramotros do AES Ullims madiSeacin de paramatios de AZS
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Tratamiento C0G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Cliente de bioMénaux: Informe de examen Editado 01-0ct-2019 15:51 COT
Enuipo N Edwado por: LABORATORIO
Nambre ded paciente: olig2, LACMA investigecion N° pacients: 21300

Alslamianto: 213081 (Pam revisar)

Tipo 02 tarjeta: GN Coggo de barras: 2410707403356257  Prueba de Instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)
Téenico ge pregaracidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIALABORATORIO)

BlonGmero: 0405610150026200
Canlidad de organismo. Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157

Patron McFarland:  (0.50 - 0.63)

IN" Ge 03-n2-2019 12:00

P fonma 5}1- de Tarjeta: GN hiots: 2410707403 |Fecha caduc.:  ~or
identificacion Finaitzaco: [ LAP2010 1708 ooy, g [TOMPOdS g0 1
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 08% Probabilidad Escherichia coli 0157

: - 2 Nivel de Identificacidn
seleccionado Blonamero: 0405610150026200 ol PO
|Omanhmo
SAF
Organismos de andllsis y pruebas a separar:
|Mensajes analisis:
ICanfirmars medi peuehas logi
Organismo asamanta patogenc
Parfil{es) tipico(s) contraindicante(s)
Escharichia coll 0157 PHOS(83).
Detalles bioguimicos
2 |aPPA - |3 Japo . s leyra L |5 JlaAL - |7 laceL |- Jo |BGAaL .
10 |H2S - [11 [BNAG - |z |agp | |13 JeaLu v |14 |GeT - |5 JoFF .
17 |BGLY - || jemaL « 1g laman + |20 Jone « f21 [BXyL |- 22 |BAlsp
{23 |Proa - J2s |uP . or |eLE - [oa |ryea + |3t [uRe - fa2 Jesor
43 |SAC + |34 JeTAG . |35 [aTRE + |36 jein - 57 [wwT . |sn |sxc
40 |iLATk - a1 JacLu - |42 |sucy - a3 Inaga |- |4 [acaL |+ s |PHOS
a6 |Giya - |47 |ooc + |aa Jioc + |53 |Hisa . |55 [cwmr + |57 |sGuR
58 |0129R - |sa jecaa | [e1 [mLTa ez |eLiwm - 64 fuara |- |
Versidn instalada do VITEK 2 Systems: 08.01
Guis de nterprotacion da Chl: Guiz de mterpretacion terapéutica;
Nombre de juego de parametros de AES: Ultima modificacion de paramatros de AES:
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Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C0G3

[

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Cliente de bioMénaux: Informe de examen

Equipo N

Nofmibee del paciente: c0g%, LACAM investigacion
Aislarmienio: 313091 {Para revisar)

Editado 0t-oct-2019 1551 COT
Editado poe. LABORATORIO

N° paciento; 31309

Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410707403356256  Prueba de instrumento: 000018144804 {COLMAYOR)

Tecnico de preparacidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIQQUIA(LABORATORIO)]

Bionmaro: D405610050006200

Cantidad de organismo: Organi leccionado: Escherichia coll 0157
Comentarios:
Patron McFarland: (0,50 - 0.63)

e maciin de Tarjota:  GN e 2410707403 [Fecha caduc.:  cgp 00 1200
identificacion : . 13sep2019 woal j Tiempo de

; |Finalizado: coT Estado:  Final anallsia: 5,87 horas
Origen dal organismo VITEK 2
Organismo 97% Probabdidad Escherichia coll 0157

: aiid Nivel de Identdicacion
Eelecqonado Bionumero: 0405610050006200 confisaat PRk iTiol
|Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
|Mensajes anilisis:
iConfirmar mediante prusbas serdlogicas
iOrganismo atamanta patogeno
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
|Esherichia coll 0157 PHOS(83).
Detalles bioguimicos
2 |aPPA B E =) -t [Pya 5 JlaAL - fr faceL |- |8 [Baac .
10 |Hes 1 fevac |- iz JacLip 13 LU « | laGT - |15 |oFF .
17 |sGLy - |18 fomal + |19 |aman v |20 NE | B2 [exve |- |22 |BAlep
23 |Proa - |26 Jup - jo7 |PLE . |28 frya a1 |ume - |3z |dsoR
33 |sac + |34 JaTAG 35 |dTRE 4 a6 e 37 [MNT - |0 [sxG .
50 [iLaTk - la1 jaGLu . a2 |suct - |43 [NAGA 44 lagaL |- [s5 [PHOS -
46 |Ghva 47 |opc + Jaa |ioc -« |s3a [Fisa 56 [cmT . |s7 [sGun
58 |o12sR |sv  |GGAA l&1 [MLTa . |gz  [ELLM g4 fLata | ]

Version instafada de VITEK 2 Systems. 08.01
Guia de Interpretacion de CMI.
Nombre de jego de pardmetros de AES:

) Guia de Interpeatacion 1arapéutica
Uitima modificacdn de paramotros do AES:
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Tratamiento C1G1

Cliente do bioMenoux:
Equipa N

COLEGIO MAYOH DE ANTIOOUA

Informe de examen

Editado 01-0ct-2019 15:51 COT
Editado poe; LABORATORIO

Nombre del paclente: c1g!, LACMA investigacion
Amslamiente. 41309-1 (Para revisar)

N° pacionte: 41308

Tipe de tarjets: GN Codigo de barras: 2410707403356250  Prusha do instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)
Técnico do preparacin: COLEGIO MAYOR OE ANTICQUIA(LABORATORIO)

Bontmero: 04056101 50006200

Cantedad de arganismo; Organismo salaccionado: Escherichia coll 0157
Comentarios:
Patrén McFarland: -0
5 lu'ac _ 03-nov-2019 12:00
Informacion de Tarjeta: GN lote: 2410707403 [Fecha caduc,:  ~or
identificacion . 13-8ep-2019 18:.04 x Tiempo de
Finalizado: .- Estado:  Final anlicia: 587 horas
Origen del organismo IVITEK 2
Organismo 7% Probabikdad Escharichia coll 0157
c Nivel de \dentificacion
Eleoclonado Bionumero: 0405610150006200 SaniAnEa ST
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Confirmar medane pruebas serdlog:
Ofganismo altamente patdégeno
Perfil{es) tipico(s) contraindicante(s)
Escherichis col 0157 PHOS(E3),
Detalles bioquimicos
2 |aPPa - |3 |apo - Ja lrwa - |5 ARl - |7 JaceL | o [BeaL +
10 [H2s - |1t |anaG « |12 lAGLTp - 13 [dGLu + s |eaT |15 |oFF R
17 |BGLU - |18 |amaL . 1a lomAN - {20 |dMNE + 21 [BxyL |2z |anmp
23 |Praa - o6 |up . |or e - jea [1wa + far |ume 22 |dsoR
31 [sac - |34 |dTAG - |25 JutRE - ciT - a7 [MNT -l [skG
40 [ILaTk - 141 |acwu - fa2 jsucT 43 [NaGA |- [as JagaL |- las |PHOS
16 |cyA . la7|opc + |as Jloc « |53 |HiSa - |56 |omy - Is7 |sGuR
55 |oi28R - s leeaa |- [s1 pmTa . ez |ELM - g4 |iLATa |
Versién instalada da VITEK 2 Systems 08,01
Guia de imterpretacan de CMI: Guiade ir {1

Nombre de jego de paramelros do AES (mima modificacion de pardmetros de AES:
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Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C1G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliente de BoMérew: Informe de examen Editado 01-0ct- 2019 15:52 COT
Equipa N* Editado por: LABORATORIO
Nombre del pacionte: ©1g2. LACMA invastigacion N* paciente: 51309

Asfamienta: 51309-1 (Para revisar)

Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410707403356803  Prueba de instrumento: 000013144804 (COLMAYOR)
Técnico do preparacian: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIALABORATORIO)]

Bondmero: 0405610050026200

Canfidad de organsmo: Organismo seleccionado: Escherichia coli 0157

Patrén McFarland: (0,50 - 0,63)

h N’ de . 03.aay-2018 12:00
mw de Tarjeta: GN lote: 2410707403 |Fecha caduc.: coT
identificacion Finalizado; oo 019 1709 lmao: Fng [TTPR®® 488 hows
(Origan del organismo (VITEK 2
Organismo 98% Probabédad Escherichia coli 0157

b . Nivel de Identificacion
[seleccionado Bionumero: (0405610050026200 COAREnTA¢ Sicelonts
Organismo
RF
[Organismos de analisis y pruebas a separar:
Monsajes analisis:
Confirmar mesants pruabas sarclogicas
Organismo altamente patdgena
Porfil{es) tipico(s) contraindicante(s)
Escherichia col 0157 PHOS{83),
Detalles bioquimicos
2 [apPA 3 |ano - [pya - 5 JwAL . |7 JaceL o [BeaAL N
10 [H2s ~ | [evas | iz faerp | [1a Jeclu » s JaGT - |15 |oFF R
17 |BGLY 18 |dMAL < |19 |dMAN + |20 |dMNE + §21  [BXYL « |22 |BAlap
23 |ProA - |26 |UP - {27 |PLE - |28 |TyrA - 31 |URE - |32 |dSOR
33 |SAC + |34 [dTAG < |35 WTRE + |36 [CIT - §37 [MNT - |39 |5KG
40 [ILATK M Ly < j42  |SUCT - |43 [NAGA - |44 |AGAL + |45 |PHOS
A6 |GyA - |47 |ODC « {48 |LDC + |53 |#iSa - |58 |CMT « {67 |[BGUR
{se  |oizan - |se leeaa | st [mLTa - |6z el - lea fata | |
Ve{sﬂnirsialadaoeVﬂEKQSynems 08.01
Guia de Interpretacitn de CMI: 3 Guia de interpratacson terapoutica:
Nombre de juege de pardmatros de AES; Ultima moddicacion de parametros de AES:
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Tratamiento C1G3

COLEGH0 MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliante de bioMérieux. Informe de examen Editago 01-00t-2019 15:52 COT
Equipa N% Editage par: LABORATORIO
Nombre dol paciente: ©1g3, LACMA investigacion N paclente: 61308

Alslamienio, 613081 (Para revisar)
Tipo dé tarjets: GN Codgo de barras: 2410707403356261  Prusba de instrumanto. 000018144804 {COLMAYOR)

Técnico de racdn; COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIAILABORATORIO)
Bionumero: 0405611150027210
Cantidad de organismo; Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157
Patron McFarland: 50 - 0,63,

N° de ; . 03-n0v-2018 12:00

lnfotmacién, do’ Tarjeta: GN iote: 2410707403 |[Fechas caduc.: coT
ificacion 3  13-5ep-2018 18:02 ; Tiempo de
ident n Finalizado: (7 Estado: Final il 5,85 horag
Origen del organismo VITEK 2
Organismo Probabilidad Escherlchia coli 0157
3 " . Nivel de Identificacidn

seleccionado IBiooumero. 0405611150027210 Confianin iosionte
o
Organismos de anallsis y pruebas a separar:
Meonsajes anallsis:
(Confirmar mediante pruebas serdlogeas
Organisme altamente patégeno
Perfil{es) tiplco(s) contraindicante(s)
Eschenchia coll 0157 PHOS{B3),
[Detalles bioquimicos
{2 |amPa . |a |apo & |Pyra - |5 Rl - fr Jacer [ & [sGaL ‘
10 |H2s T O (N T S E T v |a leeT 15 |oFF '
17 |BGLU -l [amaL + |1 fasan - |20 [dMNE + o Jexvl . |22 |BAlsp -
71 |Pron « f26 [up . |27 |pPLE N v [ar |uRe . |a2 lesor -
33 [sac « 134 ldatac. |- las JutRE « 136 loi - a7 - |as |ska B
10 [ILATK -l [scws | le2 Jsuct - laa Inaca |- fes facar v Jas [PrOS |
46 |Gy . |47 |obc . lag |Loc + |53 [wisa - |ss |omr |57 [poum |-
Iss lozern |- Ise [Gaaa | le1 lmLta - 62 |ELLm ) 64 Jata |1 |
Versidn inslalada e VITEK 2 Systame: 08.01
Gula de interpretacion de CMI: : Guia da intarpretacion tarapattica:
Nambre de juego de pardmetros de AES: Ultlima modificacion da pardmetros de AES;

Pégina 1 de 1



104 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G1

COLEGIO MAYOR DE ANTIDQUIA

Chanie da bioMériewx Informe de examen Editado 01-0c1-2018 15:52 COT
Equipo N Editado par: LABORATORIO
Neebre del paciente: €261, LACMA investigscion N® paciente: 71500

Alslamienta: 713091 (Para ravisar}

Tipo de taneta: GN Cadigo de banas: 2410707400356608  Prueba da Inalrumento: 000018144804 (COLMAYOR)

Técnico de preparacidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIAILABCHRATORIO)
Biondmero: 2407710151446211
Cantidad de organieme. Organi leceionado: Hafnia alvei
Patrdn McFarand: (0,50 - 0.63)
informacion a8 Tarjeta:  GN I,';::' 2410707403 [Fecha caduc.:  oor . 0 o0
cion . 148ep-2019 wwl ; Tiempo de
Finalizado: coT Estado:  Firal lanalisis: 6,10 horas
Origan del organismo VITEK 2
Organismo 868% Procatiidad Hafnia alvei
; e I Nivel de Identticacion
seleccionado Bionumero: 2407710151446211 AeNp2uny AR
|Organluuo
SAF
Organismos de anallsis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicants(s)
Hefnia alvoi ADO{1).CMT(22).SAC(1).
|Detall% bioguimicos
2 |area - |3 |abo v [&  fpyra - s [aRL - |7 loceL | BGAL +
10 |Hzs - 11 [BNAG - 2 |AGLTR . |va |aGlu + |14 leG1 - 15 |oFF }
17 |eGLu . 18 [dmaL v |19 Jaman .~ [20  [dMNE + |21 |exyL - |22 |Baap -
23 Iproa - 26 |up - |27 |PLE HEEED + |31 luRe - |32 |dsoR E
331 |sac .+ |34 |dTaq - |as |etRE « Jas o + a7 Imnt - lg |ska -
40 |ILATK . a1 |aGLu - a2 |sucT v Jag Inaga | laa Jagar | s |PHos +
46 |aiyA . |47 |opc + |48 |ioC « |53 |HiSa . |se lomr - |s7  |sGuR -
sa JoizR |- [se leeaa |- s |maTs . Jez2 Jenm Ve ata BT
Versién instalada do VITEK 2 Systems: 08.01
Guia de interpratacion de CMI; Gula de interpeetacion lerapeatica:
Nombre de juego de pardmetros de AES: Uktima medificacian do parametros de AES:
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Anexo B. 105

Tratamiento C2G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliants do bioMérieux Informe de examen Editedo 01-061-20118 15:52 COT
Equipo N* Editado por: LABORATORIO
Nombre del pacienta: £2g2, LACMA invastigacion N pacionte: 81304

Astamienta: 813091 (Para revisar)

Tipo de tansta: GN Codigo de baras: 2410707403356607  Prueba de instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)
Tocnico de praparacion COLEGHO MAYOR DE ANTIOOUIA(LABORATORIO|
Blongmero: 0405610470026210

Cantidad de organsmo Organismo seleccionado: Escherichia coll
i Patron McFarland: 50 - 0,63
o Torjeta:  GN |:;’__' 2410707403 [Fecha cadue.:  corp 2010 1200
tificac . 13-8ep-2012 17:03 Tiempo de

identificacion Finalizado: |27 Estado:  Final fndiaie: 487 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 95% Probabiidad Escherichia coll

< Nivel de Identificacion muy
Iselecclonado Bionumero: 0405610470026210 Sonfinie: BONAR
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes anafisis:
Perfi(es) tipico(s) contraindicante(s)
Escharichia coli dTAG(22),PHOS(81) BAUA(EI),
Detalles bioquimicos
2 [aPPa . |z [ano - o [Py -5 Jwac v lkcer | js [BGAL +
10 [Hes . I lenac |- |2 Jaatte | |13 Jeclu - |14 leaT - |15 |oFF }
17 [BGLU . |1a [amaL - 19 |aman « J20 Jamne « f21 fexyve | l22 [sAwmp -
23 |Prad .26 fue - 7 |PLE - 2a [tyA . |ar Jume - Jaz |eson 4
53 [sAc « |34 ldTAG + |35 |utRE . {38 Jcim . faz |mnT . lag [|ska -
40 [ILaTe I S B T - |43 |NAGA - |s¢ AL v J4s |PHOS B
46 |GyA - |47 |opc + |48 |LoC - |53 |wiisa . |s& Jomr + |57 |BGUR
|sa_|o128m « |58 legaa  E fe1 |t - |s2 |eLim () [8s Juata || ]

Varslon instalada de VITEK 2 Systems: 08,01
Gula de inu_vpren:iﬂn de CMI: ; Guia de Inerpretacion terapéutica
Nomére de juego de pardmetres de AES: Ultima madificacian de parametros de AES:
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Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G3

COLEGIO MAYOH DE ANTIOQUIA
Cliente de bioMériewux: Informe de examen Editado 01-0ct-2019 15:53 COT
Equipa N°- Editadc por: LABORATORIO
Nombeo ded paciente’ c2g3, LACMA investigacan N° paciante; 91308

Alslamiento: 913081 {Para revisar)

Tipo de tarjeta: GN coa-go de barras: 2410707403356606  Prueba de Instrumanto; 000018144804 (COLMAYOR)

Técnico de preparacién: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIAILABORATORIO)
Bientmero: 0405610050008210
Cantidad de organisme: Organiamo seleccionado: Escherichia coll 0157
‘Comentarios:
Patron McFariand: -0,

N° de . DEpov2018 1200
lmtomwn de Tarjeta: GN lote: 2410707405 [Fecha caduc.: oy
identificacion Finalizado; Lor P20t 1802 lsmdo: Firal et 585 homs
(Origen del organismo (VITEK 2
Organismo 97% Probabiided Escharichia coti 0157

3 . Nivel de Identilicacion
[seleocimado Bionumero: 0405810050006210 o Tiansas swciente
Organismeo
SRF
(Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes anallsis:
firmar medianta prusbas sarohgicas
ganismo altamente pattgeno
Partll{es) tipicois) contraindicante(s)
Eschanchia coll 0157 PHOS(83),
Detalles bioguimicos
2 [aoPA - |2 lapo - s ey - s s CJr fecel | kb lecal )
10 |H2s n [enae | e Jaeie F i3 JoGlu + ha lear - s |oFF '
17 |BGLU 18 |dMaL s |19 [amaN . 2o |amne + Jor e | f22 |samp ;
23 [ProA L s |up . |2z |PLE - o [Ty - Jar lume . {32 |dsom
33 ISAC |32 |dTAG 35 |oTRE - ks o - [ar ImnT - Jae [ske
40 |ILATK - Jar [acLu - |s2 JsucT . 13 |naGga |- as lagaL |- 45 [PHOS
45 lGIyA - l47_Jopc v [s8 Jioc = fsa [Hisa . [s6 fcmr + 157 |ecum
58 o198 - |sa laean | [e1 [mats . ez [ewm c fsa fata f ]|
Version instalada de VITEK 2 Systems. 08.01
Guia de interpretacidn de CMI - Gula de interprotacion tarapoutica:
Nombre de juege de parametros de AES Ultima modificacion de pardmatros de AES:
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Anexo B. 107

Tratamiento no-STEC

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Chente de biolMérioux Informe de examen Edtado 01-0c1-2019 1553 COY
Equipo N* Edtado por: LABORATORIO
Nombre de! paciante: ne1, LACMA imweetigacion N? paciente: 101309

Alslameanto; 101309-1 (Para revisas)

Tipo ae tarjela: GN Cédsgo de blrm 2410707403356255  Prueba de Instrumanto: 000018144804 (COLMAYOR)

Téen MAYOR DE ANTIOQUIA(LABORATORID)
Bionumero. 0405610480065600
Cantidad de organismo: Organismo sefeccionado: Escherichia coli
Patron McFarland: (0,50 - 0,63)
Z : N° do . 03-nav-2019 12,00
Informacion de Tarjeta:  GN tote: 2410707403 [Fecha cadue.: oy
identificacion  13-8ep-218 17:31 Tismpo do
Al Finalizado: - |Estado:  Finat {anitista: 5,35 horas
del organismo IVITEK 2
Organismo rvs Probabda Escherichia coli
p . Nivel de Identificacion
seleccionado Bionumero: 0405610460086650 peteRsusiA hoatbin
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a soparar:
Mensajes andlisis:
Parfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Escharichia coi dTAG22),
Detallas bioguimicos
2 |aPPA - 13 |apo - 4 A B I - 7 Jocer |- Ja |eGac .
10 |H2s - |11 [BNAG |- |12 jacte [ D3 lacwu - |14 |GGT - |15 |oFF -
17 |BGLU - g Jdmac + |19 N 2o fawne | for [exyL | fee |Balas -
23 |ProA - f2e |ue - |27 {PE BN - |31 lURe - |32 |asom .
33 |Sac - |34 |dTaG + |35 jatRE . CiT - Jaz [Nt N ES .
a0 [ILATK - a1 |AGLY - |e2 lsucT . aa NAGA 42 |agaL |- a5 |PHOS (1)
46 |Giya - la7 looc + |48 |LoC IHiSa - [s6 lcMmY - |57 |BGUR .
58 |01z9R - |ss lcgaa |- [e1 [mmta lsz lem | fes fate | |
Vorsin instalade de VITEK 2 Systems: DE.01
Guila da interpretacion de CME: Guis de interprotacion terapeutica;
Nombre de juego de parametros de AES: Ultima modificacion de parametros de AES:
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108 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Blogue 11
Tratamiento COG1
COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliente de bloMésriew: Informe de examen Edilage 01-0c1-2018 1545 COT
Equipa N Editado par; LABORATORIO
Nomive del paciente: cOg1, LACMA investigacian N° paciente: 12409

Aslamianta: 124091 (Para revisar)
Tipe de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614261  Pruaba oa mnstrumento: 000023144804 (COLMAYOR)

Técnico deg on: COLEGIO MAYOR O ANTIOQUIALABORATORIO,
BionGmero: 0405610150406200
Cantidad ge organismo: Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157
Patron McFarland! -0
N de _ 032012013 12:00
Informacion de Tarjeta: GN iote: 2410676104 [Fecha caduc.: oy
|dentificacion . 24-80p-2019 16:47 : Tlempo de
obil act Finalizado: cot IEshdo Fnal |anatisis: 588 horas
Origen del organismo VITEX 2
Organismo 57% Probabilidad Escherichla coll 0157
& > . Nivel do Mentificacion
|seleccionado Bionimero: 0405610150406200 i SiEkion

IOmnbmo
SAF

(Organismos de andlisis y pruebas a separar:

|Mensajes analisis:
[Conlirmar mediant 0 ol

» e

Orpa, o palogens

Perfil(95) tipico(s) contraindicante(s)

Escherichia call Q157 PHOS(B3).

Detalles bioguimicos

2 |apPA . [an0 - Ja ey - |5 s - |7 JaceL |- o leGaL ‘
10 |Hes L [11 |BNAG - |12 |acLTp - |13 oGy + |14 |GaT - |15 |oFF +
17 |8GLU - f1a fumaL « e Jaman + oo Jome |+ Jor [exw - |22 |BAlap -
{23 |ProA L fes uP - |7 |pLE 29 [TyA + |3t |uRE |32 |esor 5
23 |sac + 34 ldrac - |35 |amRE v [ae Joir - far s Iske

a0 JaTk L a1 JaGLu . a2 |[sucTt v |43 INaga laa |acaL |- Jas lpwos -
THE L a7 |ooc + |e8 |iDC v |55 JHisa . |ss |omT + |s7 |BGUR h
58 JoweRn | [sa leGaa | [er [mTa 62 [eum | fea [uata | |

Varsion instalada de VITEK 2 Systems: 08.01

Guia de intarpratacion de CMI: Gula de Interpretacion seeapéubica:
Nommbre de juego de parametros de AES: Ultiena muadificacion de paramedros de AES:
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Tratamiento C0G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliente de bioMérieux: Informe de examen Editado 01-0c1-2019 15:47 COT
Equipo N Editado por: LABORATORIO
Nombre def paciente: clg?, LACMA investigacion N° paclente: 22409

Alslamianto: 224009-1 (Para revisar)

Tipo ¢e tarjeta: GN Comgo de barras: 2410676103513452  Prusha do instrumento; 000018144804 (COLMAYOR)
Técnico de racibn. COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA(LABORATORKD)

Bichumero. 0405610050006200

Cantidad de organismo. Organismo seleccionado: Eascharichia coll 0157
[Comentarios:
Patron McFariand: 50 - 0.63)

N" de . 03-oct-2018 12:00
lnformacvén de Tarjota: GN lote: 2410676103 |[Fecha caduc.; coT
identificacion Finalizado: g:n" R 1207 |E-hdo: Final llﬂi'“ I:;* 5,88 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 97% Probabifded Escherichia coll 0157

x . Nivel de Identificacion
seteccionado Bionimero: 0405610050006200 sl oA st
Ig;mnumo

F
[Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Mansajes anallsis:
IConfirmar mediants prusbas serdlogicas
Organismo azaments patogano
Parfii{es) tipico(s) contraindicante(s)
|Eschanicha coli 0157 PHOS([E3).
|Detalles bioquimicos
2 |arPa . I3 |ap0 - & |Pya - s AL Jr ke | o IeGal ’
10 |Hes . |11 [BnaG - 12 laete | fa Jeciu + |14 JeaT - |15 |oFF +
17 |BGLU - {18 [dmac + |19 joman .+ oo [amne + f2r B | jzz [Baap -
23 |Pran . o6 |ue - |a7 |pLE 20 |Tyrh - |ar juRe - ji2  |dson -
BSISAC + {34 |dTAG - |36 WTRE v 138 [T « |37 [MNT - 139 |SKG -
40 [ILATK o T = . a2 fsuct . ja3 |naGa |- fae dasaL | s [pHOS -
46 |GivA - {47 |ODC + |48 ILDC « |53 |IHiSa « |86 |CMT « |57 |8CGUR =
58 |O120R . |8 |cGaa - 81 |maiTa . |6z [ELLm . fea fata | | |
Version instalada s VITEK 2 Systems: 08,01
Gula de Interpretacion de CML: Gusa de nterpretacidn lerspéutics:
Nombye de juego de parametras de AES: Ultima modificacién de paramatros de AES:
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110 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C0G3

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Clienta de boMésteux: Informe de examen Editado 01-001-2019 1547 COT
Equipa N°. Editado par: LABORATORIO
Nomitre del paciente: c0g3, LACMA investigacion N® paciente: 32409

Astamients: 3240841 (Para revisar)

Tipo de tarjeta: GN Codige de barras: 2410676103513447  Pruaba de instrumento: 000015144804 (COLMAYOR)
Técnico de preparacion: COLEGID MAYOR DE ANTIOQUIAILABORATORIO)

Banimaro: 0405610050006200

Cantidad da organiamo. Organismo seleccionado: Escherichia coli 0157
Patron McFariand: (0,50 - 0.63)

y % N° de . D3-oct2018 12:00
Informacién de Tarjota: GN llm: 2410676103 [Fecha caduc.: ¢
identificacion . 24-5ep2012 1647 : Tiempo da

Finalizado: coT Estado:  Final lanatisis: 588 horas
Origan dal organismo VITEK 2
Organismo 97% Probabdidad Escherichia coli 0157

- . Nivel de Identificacitn
seleccionado Bionumero: 0405610050006200 e ibal A
Organismo
SRF
Organismos de anallsls y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Confernar mediante pruebas serologicas
Organismo aliamanta patdgeno
Perfil (035} tipico(s) contraindicante(s)
|Essherichia coll 0157 PHOS(83},
Detalles bioguimicos
2 |APPA - [a Japo - s |pyra - [s s -7 facer | o Iecac .
10 |Hes - i1 [Bnag [ [z Jasue | 3 jeolu + |14 |aat - s |oFF B
17 |seLy - |18 fdmaL + |19 |dMan + |20 jamne + o1 [y |- [22 [BAlep
23 [Proa - |28 uP - fer |eLE - |29 |rya . |31 |ume . fa2 jesor
33 |sac + |34 JaTAG - Jas ldTRE + |38 joit - fa7 [T - |aa |sxG .
40 |wATk - |a1 JacLu . a2 |sucy - [as INaGA |- |44 |agaL | |a5 |eeos 5
a6 |Glya - |47 Jooc « {48 |ioc + |53 [misa - |s& |cmr + |57 |BGUR
|8 |oizeR - |58 lecaa | st [MLTa - |62 |ELLM - {64 [aTa | |
Versidn instalada de VITEX 2 Systems: 08.01
Guls de mtarpratacion de CW Gusa de mierprotacan terapautica:
Nombre de [Lego de pardmetras de AES: Ultima moddicacion de parametros de AES:

Pagina 1 de 1



Anexo B.

111

Tratamiento C1G1

COLEGH) MAYOR DE ANTICQUIA
Chante 08 bloMdrieux Informe de examen Editado 01-0c-2018 15:48 COT
Equipo N* Editado por: LABORATORIO
Nombre del pacianta: ¢1g1, LACMA investigacion N paciente: 42409

Alstamienta; 42409-1 (Para revisar)

Tipa de taneta: GN Cadigo de barras: 2410676103513639 Prueba de instrumento: 000018144BD4 (COLMAYOR)
Técnico de praparacion: COLEGIO MAYOR DE ANTIOCUIAILASCRATORIO)

BionGmero: M405610150406210

Cantidad de organismo: Organismo seleccionado: Escherichis coll 0157
[Comentarios:
""_""_"ﬂ‘_'!;[_&-!'_w
; N’ de . 08-0c1-2019 1200
Informacior Tarjeta: GN ohat 2410676100 [Fecha cadue.:  ~o
identificacion Finallzado: 21-E8p-2019 1645 | Tlempo de ;
~ - COT i Final andlisis: 587
en del organismo VITEK 2
Organismo 98% Probabilidad Escherichia coll 0157
3 Nivel de Icantificacion
lselecclonado Bionimero: 04054610150406210 Pty R
=
SAF
Organismos de anilisis y pruebas a separar:
Mensajes andlisis:
Confrmar mediante pruetas serologicas
Organismo alisments patdgens
Perfil(eg) tipico(s) contraindicante(s)
{Eschericiva coli Q157 PHOS(B3),
Datalles bloquimicos
2 JaoPA -3 Javo | fa epa 5 [aRL - |7 jocer |- Jo IseaL |-
10 [H2s - In evag | 2 facitp 13 ldGLy + [14 lear - |15 JorF -
17 |BGLU - 1z [dmaL + e laman - 20 dMng «f21 fexve |- |2 |BAlag -
23 |ProA < les ue - |27 |eeE -z |TyeA + |31 luRe - |32 jasoR -
SAC v |34 ldraG - |35 [|aTRE + 36 o - |a7 [mnT - |38 |sxG -
40 |ILATK - |a1 jaGu |- ez |sucT - |43 INAGA |- a4 (4 |45 [PHOS
GlyA . laz jooc + |e8 |LoC + |53 |HiISa - |56 oMt - |57 |BGuR
56 [012aR v |sa Jeeaa | [t [wmite 62 [ELLM - es fwata |- |
Vaersion Instalada de VITEK 2 Syntems: 06.01
Gula de nterpretacion de CMI; Guia de interpretaciin terapbutica:
Nombre de juego de parametros de AES: Ultiena modificacion de pardmetros da AES:
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112 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C1G2

COLEGIO MAYOR DE ANTICOUIA

Chonte da HoMarieux Informe de examen Editado 01-0ct-2012 15:48 COT
Equipo N* Edtado por: LABORATORIO
Nombre del pacenta: ¢1g2, LACMA mivestigacion N° pacionta: 524089

Alslamiento; 52409-1 [Para revisar)

Tipo de tarjeta; GN Cadigo de barras: 2410676109513638  Prueba de Instrumento; 000018144804 (COLMAYOR)
acnico de rackn: COLEGIO MAYOR DE ANTIODUIALABORAT! )

Bionomero: 04056 10050005200

Cantidad de organisma: Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157
Patron McFarland: (0,50 « 0,63)
N' deo . . 03-0ct-2019 12:00
Infor;maclén de Tarjeta: GN IWI 2410676103 [Fecha caduc.: cor
identificacion | 24sep-2019 1645 7 Tiempo de
\ Finalizado: coT Estado:  Final |andtisis: 587 horas
Origen del organismo IVITEK 2
Organismo 7% Probabildad Escharichia coll 0157
g . Nivel de Idensficacion
[seieoclonado Bionumero: (0405610050006200 ot by
Organismo
SRF
Organismos de anallsis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Confirmar medanto pruebas serélogeas
Organisma altamente patdgeno
Perfil(es) tipico{s) contraindicante(s)
[Escherichia coll 0157 PHOS83},
Detalles bioquimicos
2 |aPPA - |2 Jaoo - Ja Tewa - |5 Jianc 7 JoceL |- ¢ |saGaL .
10 |HzS - |11 [BNAG - |2 |aGLTp - |13 JeaLu + e |ear - |15 |oFF +
17 |BGLY - |18 |amaL + |19 [aman + |20 jumane + 21 [Bxve - |22 |BAlep
{23 |Proa - |28 P o7 |PLE L |29 fTya - Jar |ume - |32 |dsoR
93 |sac + |34 laTAG - a5 [aTRE + |38 foir a7 [MNT - |38 |skG .
40 JiLATK - |41 laGLu 42 |SuCT - |43 [NAGA 44 |agal |- [s5 [PHOS -
46 |GlyA - |47 _|ooc + {48 |LDC + |53 JiHISa . |56 |oMT + |57 |BGUR
sa |oizeR |- [se B T - |52 [ELLm . g4 [LaTa |
Versidn instalada de VITEK 2 Systems: 08.01
Gisia da interpeetacion de CMI; Gusn co mterpratacion terapautica;
Nambro de juago de parametros de AES; Ultima moddicacion de paramatros de AES:

Pagina 1 do 1



Anexo B.

113

Tratamiento C1G3

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliente de bioMérauwx: Informe de examen Editado 01-0¢1-2018 1548 COT
Equipa N Editado par; LABORATORIO
Nomire del paciente: c1g3, LACMA investigacian N° paciente: 52409

Alslamiente: 624091 (Para revisar)

Tipo da tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614252  Prusba oa mstrumento: 000018144804 (COLMAYOR)
Téenico de preparacidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIAILABORATORIO)|

BionGmero: 0405610050006200
Cantidad de organismo. Organismo saleccionado: Escherichia coll 0157

Patron McFarfand: (0,50 - 0,63)

% N’ de _ 03-0c2-2012 3200
Informacion de Tarjota: GN iote: 2410676103 |[Facha caduc.: ooy
identificacion | 24-5ep-2018 1645 ; Tiempo de
Finalizado: coT Estado:  Final andlisis: 587 horas
Origen del organismo VITEX 2
Organismo 57% Probabilidad Escherichia coll 0157
2 a . Nivel de Identificacion
seleccionado Biondmero: 0405610050008200 s 2l ataleniti
nismo
SRF
Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
firmar modianta prusbas sarologicas
Organismo akamenta paitgend
Perfil(a5) tipico(s) contraindicante(s)
Escherichia ooll 0157 PHOS{83).
Detalles bioguimicos
2 [aPPA - ja lano e - |5 AL - |7 faceL |- o lBeaL |
10 |Hes ~ | lenag |- iz Jactp F |13 Jeclu s+ e |eeT - |15 |oFF e
17 |BGLU - e jomaL + 19 [oman + |20 jemNE + {2t [BxyL |- 22 [BAlsps -
23 |Proa - |28 ue . Jor |eLe - |29 [TyrA - {31 |URE - |32 |eSOR
33 |sac T - 58 [dTRE + |38 oIt B A - |38 |sKG -
a0 Jaatk L la1 |acLu . Js2 [suey . laa Inaga |- |44 JacaL |- fes lerHOS -
a6 |Glya - |47 Jooc + l4a JiDc 4 |sa [misa - |55 [owr + I57 |BGUR s
58 [0w2aR |- |se Jocaa | [61 [MLTa 62 [evew | Ies feata | ]
Verskin instalada de VITEX 2 Systems: 08.01
Guia de intarpratacion de CWL: Guila de mterprétacidn tecapdutica;
Nombre de juego de parametros de AES: Utima modilicacion de paramatros da AES:
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114 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G1

COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIA
Clients de bioMéniewx informe de examen Editado 01-001-2019 15:48 COT
Equipo N° Editado par; LABORATORIO
Nombre del paciente: c2g1. LACMA investigacion N° paclente: 72409

Astamienta 72409-1 (Para revsar)

Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410876103614255  Pruaeba de instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)

Técnico da preparacion: COLEGIO MAYOR DE ANTICOQUIALABORATORIO)
Biontmero: 0406610050006200
Cantidad da organismo: Organismo seleccionado: Escherichia coli 0157
Comentarios:

Patron McFarland: (0,50 - 0,63)

N de . 03-0cs-2019 1200
lnfomn“ Tarjeta: GN fote: 2410676103 [Fecha caduc.:  ~q7
identificacion Finalizago: ot 0 0 |Estado: Final empod® 587 homs
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 97% Probabildad Escherichie coli 0157

3 - 5 Nivel de Identificacion
{seleccionado Bionumero: 04056 10050006200 Py iAot
-
SAF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Confirmar medlanta pruebas secologicas
Organismo atiamante patbgeno
Pertll(as) tiplco(s) contraindicante(s)
Escharichia woll 0157 PHOS(83),
[Detalles bioquimicos
2 |apPa - |3 |ano - e [ryra - |5 s - |7 Jecer |- Jo  [BGAL .
10 |H2s 11 |BnaG - 2 Jacite | b3 JecLu v e |eet - |15 loFF '
17 |BGLU o L + 1@ [aman + (20 jemNE + |21 |exv - |22 [BAlap
23 |Proa -l uP . o7 |PLE - 2g |1yra - 131 |uRe - |32 |esor
33 |8AC + a4 latac . |35 |dTRE + |36 ot - |37 |MnT - |3a |skG
40 JiLaTh - a1 |aGLu a2 fsucy - laa Invaga [ [s4 Jacar |- las [PHOS -
46 |Glya - a7 _|ooc + & Jioc + |53 lHISa - |ss |CMT s+ |57 |BGUA -
58 jotzgR |- [sa le@aa | [s1 [wLTa - ls2 leum | ls4 fuata | |
Version instalada de VITEK 2 Systems: 08.01
Guia de intarpratacidn de CMI Guia de Interpretacion lecapéutica:
Nombre de juego de pardmetros de AES: Ultena madificacian de pardmetros de AES:
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Anexo B. 115

Tratamiento C2G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA
Clients de bioMéngux: informe de examen Editade 01-0c1:2019 15:48 CO1
Equipo N Editado por: LABORATORIO
Nombee ded pacienme: c292, LACMA investigacion N° paciento: 82408

Alslamiano: 824091 (Para révisar)
Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614256  Prusha de instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)

Tsenico da pregaraciin: COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIA(LABORATORIO)
Bionumero: 0405610050006200
Cantidad de crganisma: Organismo seleccionado: Escherichia cofl 0157
Patron McFadand: (0,50 - 0.63)

S Tarjeta: OGN I:::: 2410676103 |Fecha caduc.:  apr o010 400
identificacion . 24.50p2019 1644 - Tiempo de

on Finalizado: -7 IEﬂnﬂo Final andlisis: 585 horas
|Origen del organismo VITEK 2
Organismo 97% Probabiidad Escherichia coll 0157
seleccionado Blonumero: 0405610050006290 M . K00
[ dartidos o confianza: excelants
IOruanltmo
SRF
Organismos de analisis y prucbas a separar:
Mensajes andlisis:
[Confirmar madiants prusbas serdlogicas
Organsme alta patsg
Parfil{es) tipico(s) contraindicante(s)
Eacherichia call D157 PHOS{BY),
Detalles bioguimicos
2 |aPPa - |3 |aoo - epa - [s heac L 7 Jacer | o IeeAL s
10 {H2s L |11 |enaG - |1z |aGLTp - 13 kGLu + a4 laGr - |15 losF -
17 |BGLy - |18 jomaL + 13 jdmaN + (20 jomnE + for lexvi | a2 [BAmp
23 |Proa - s Jup - |7 |pLE - 2o |ryra . |s1 |ume . a2 lssor
43 |sac v las JdraG - |s% [dTRE + |36 jair I O . |an IskG
40 ATk - |a1 JaGLu 42 [sUCT - leaa Inaga | Jea facar | Jas |Pros
46 jGIyA - la7_|ooc  ls& Jioc ¢ |53 JiHiSa |58 oMt |57 |eaur
|8 loiz9R - |sa leeaa | et [muTa T E . [ea [waTas
Version ingtaleda de VITEK 2 Systems: 08,01
Gula de interpretacian de CMI: Guia de iMerpretacion termapoutca:
Nombre de juego de parametros de AES Uttima madificacion de pardmelros ga AES
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116 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G3

COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIA
Clionte do bioMdriows: Informe de examen Editado 01-0ct-2018 15:48 COT
Equipo N Editado por: LABORATORIO
Nombre dol paclene: 293, LACMA investigacion N’ paciente: 92409

Alslamsanto: 92408-1 (Para revisar)

Tipo de tasjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614257  Prueba de instrumento: 000016144804 (COLMAYOR)
Téenico de preparacitn: COLEGIO MAYCH DE ANTIOQUIALABORATORIO)
Bionumero: 0405610050026200

Cantidad de ceganisma; Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157
Comentarios:
Patron McFarfand: (050 - 0,63)
Informasts de Tarjeta:  GN |"::° 2410676103 [Fecha eaduc.:  Gor 00
identificacion | 2asep2019 15:45' 3 Tiompo de
Finalizado: coT Estado: Final anaitsis: 488 hotas

Origen del organismo VITEX 2
Organismo B8% Probabilidad Escherichia coli 0157

< - " Nivel de Identificacion
selaccionado BionGmero: 0405610050026200 AT, Shrclria
[
SAF
{Organiamos de andlisis y pruebas a seporar:
Mensajes analisis:
Confirmar madiante prusbas sarologicas
Crganismo afamente patdgent
Partll{es) tipico(s) contraindicante(s)
Escherichia coll 0157 PHOS{B3).
Detalles blogquimicos
2 [apPa 3 Jaoo 4 [Pyra - 5 JwaL CJr Jacel | Jo leean .
10 |H2s 11 |enag - 2 |agerp | |1 JecLu « J1a leaT . |15 |oFF +
17 [BGLU - |s Jesmal + 19 [aman + |20 |oMNE v 21 [ExyL . |22 |BAlp i
23 |Proa - |26 |ur - 27 |PLE - 28 |TyrA 31 |uRe . |32 |dasoa
33 |sac v [3a |aTAG I35 |dTRE + a8 leir 27 |MNT BTEES
30 [ILATY - |1 |aGLU . ja2 [sucr - |43 |NAGA 43 |AGAL + |45 |PHOS
a6 |Gy - |47 |ooc . s |Loc .+ |53 |siisa - Jsa oMt .+ |57 |sGur
|8 |om20R - |58 |Gaaa B T T - |z |ELim g4 fata | |
Verssdn Instalada de VITEK 2 Systems: 08 01
Gula da Interpretacion de CMI- ) Gua do interpratacion tarapautica:
Nombxe de juege de paramatros de AES: Ultima moddicacion de parametros de AES:
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Tratamiento no-STEC

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Cliante de boMérieux informe de examen Editado 01-0c1-2019 15:49 COT
Equipo N= Ediado por: LABORATORIO
Noembre dal paciente: ns1, LACMA Investigacion N paciente. 102409

Aislamionto: 102408-1 (Para revisar)
Tipo de tanata: GN Cédigo de baras: 2310678103614258  Prueba de Instrumanto; 000016144804 (COLMAYOR;

Téenico de peeparacitn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOGUIAILASORATCRIO)
Bionimero; 0405610440028601
Cantidad de organiema: Organismo seleccionado: Escherichia coli
Patron McFarfand: 50-0,

i lw‘do . 03.0ct:2019 12:00
P N nde Tarjeta: GN lote: 2410676103 |Fecha caduc.; coT
identificacion |Finalizago; 7o 702019 1448 lemw Final Tetibod 380 homs
Origen del organismo VITEK 2
Organismo Ieus, Probabiidad Escherichia coli

. Nivel de Identificacisn
[seieccionado Bionumero; 0405610440026601 RPN otlone
rganismo
RE
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes anallsis:
Perfilies) tipico(s) contraindicante(s)
[Detatles bioquimicos
2 |aepa - |3 JaDO - & |eya - |8 jwae . |7 leceL |- |8 [BoAL .
10 |Hzs - (11 Ienac |- |12 [acTp iz |eGlu - |14 lGeT - |15 |oFF s
17 |BGLY - 18 famaL - |19 |dman v 20 |amne -l [exyL |- |22 [BAlsp
23 |ProA - |o6 Jur . ez e - |28 fTyrA . far |use - |3z |dsom ’
33 |sac - |34 leTAG - Jas |dTRE + 38 loim 37 |MNT - |so |skG
40 [eaTs - a1 JacLu - jaa |sucT - 42 [NaGA as |acaL |- [ss |PHOS .
46 |Giya 47 |ooc « a8 |LDC + |53 |wisa - |6 oMt + |57 [BGuR +
58 |0129R - |59 [Geaa |- fs1 |miTa - ez [ELm « fos feata |- ]|

Version instafada de VITEK 2 Systoms: 8,01
Gula de imterpretacyin de CMI: Guia do interpretacion terapeutica:
Nombire 09 uego de paramotros de AES: Uttima medificacdn de pardmetros de AES.
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118 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157
Blogue 111
Tratamiento C0G1
COLEGIO MAYCH DE ANTIOCUIA
Chonte de bioMéricws Informe de examen Editado 02-0ct-2019 15:39 COT
Equpo N Editado por LABORATORO
Nombre del pacienta: c0g1, LACMA mvestigacion N paciente; 10110

Aistamiento: 10110-1 (Para reviear)

Tlpo dnllmh GN COdawde baras: 2410676103614355  Prueba de Instrumento: $00018144BD4 (COLMAYOR)
EGIO MAYOR DE ANTIOCQUIAILASCHATORIO)

Biondmero: 0405611151527211
Cantidad de organisme. Organismo selecclionado: Escherichia coll 0157

Patron McFarfand: (0,50 - 0,63)

N’ de _ 03-0c1-2018 12:00

wummn de T.fh“‘. GN I|°m: 2410676104 |Fecha caduc.: coT
i i 3 _ 02-001-2018 01:34 1 Tlompo de
dentificacion Finalizado: o)y Estado;  Fial My 995 horas
Origen del organismo VITEK 2
Otgamsmo 83% Probabllicad Escherichia coll 0157

=y 5 Nivel de Ideatificacién muy
|selecclonado [Bionumero: 0405611151527211 conflansa: e
lgnmnbm

F

Organismos de analisis y pruebas a separar:
IMensajes analisis:
(Confirmar mediante pruebas sendlogicas
Organismo aliamenta patdgens
Perfii{es) tipico(s) contraindicante(s)
Escharichia coll 0157 IMLTa{83).CIT(1) PHOS(E3),
|Detalles bioguimicos
2 |apPa - |3 |apo B E - |5 |wAL - r Jacer |- J8 |Beac ‘
W0 |Hes - [11 [Bnac | |1z |aGLTp 13 joGLU + |14 |GaT - |15 |oFF '
17 |8GLy - s oneal - g dman + |eo 4l [BxvL 22 |BAlap .
23  |ProA 4+ |26 |uP « j2r |PLE - |29 [TyrA + |81 |URE 32 |dSOR [}
31 |SAC + |34 ETAG - |35 |dTRE + |36 jCIT + |37 [MNT - |aa |skG .
40 [ILAT + |81 |AGLU 42  |SUCT |43 INAGA a4 |AGAL + |45 |PHOS
46 |Glya + |7 |oBc + |48 |ioc RIS . |56 femT » |57 |sgur s
58 |0129R + |59 |egaa | 6t [mTa B E « |84 Jiava
Versidn instalada de VITEX 2 Systemns: 08.01
Guia ge interpretacion de CMI: - Gula de interpretacion terapoutica:
Nombre de jusgo de parémetros ge AES. Uitima medificacidn de pardmedros de AES:
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Tratamiento C0G2

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Clisrite do boMsrieux: Informe de examen

Equipo N®

Nomre del pacienta: c0g2, LACMA investigacion
Amlamiento; 20110-1 (Pars revisar)

Editado 02-0c1-2019 15:39 COT
Editado por. LABORATORIO

N° paciente: 20110

Tipa de larjeta: GN Cédigo de baras. 241067610361424¢  Prucba de instrumento; 000018144BD4 (COLMAYOR)

Tegnico de proparacion: COLEGHO MAYOR DE ANTIOQUIAILABORATORIO)
Baondmare: 0405810150026210
Cantdad de organsmo; Organismo selecclonado: Escherichia coli 0157
i
Patron McFarland: (0,50 - 0.63)

X N’ de ‘ . Doct2019 12:00

Informacion de Tarjeta: GN e 2410676103 |[Fechs caduc.: ot
tificacion Finalizado: g:;:c:-zow 20.26 IE"“"" Final ‘lhyf:;:k 482 hocas

Origen del organismo VITEK 2
Organismo 98% Probabiidad Escherichia coli 0157

: ) Nivel de Identificacion
Iselocclonado Bionumero; 0405610150026210 Gontianai: D ion)
Organismo
SRF
Organismos de analisis y prucbas a separar:
Mensajes analisis:
Confirmar mediante pruebas serdlogicas
Organi allamente ageno
Perfil(es} tipico(s) contraindicants(s)
Eschadchis co 0157 PHOS(83),
Detalles bioquimicos
2z |apPa - |3 |ano D . |5 A . f7 Jecer | |8 [sca s
10 [H2s - |11 [snaG . |12 JacLte | 2 [dewu » 4 |eGT - |5 |oFF )
17 [BGLU - |18 laMaL + (19 ldwan + |20 [dMNE « 21 |exvL . |22 |Balap
23 |ProA - e |ue - fo7 |PLE HER T +« I31 |ume . |a2
31 [sAc - 134 |dTAG - |35 |dTRE v |38 |om . a7 |MNT . |as |skG
40 [ILaTk 41 [aGLU - |az |sucT - [aa [Naca | e |acaL |+ [as |pHOS
46 |GwA . |47 Jopc - las |oC . |53 |Hisa - |6 |omT - |s7 |scun
58 |o128m + |83 |aeaa | |s1 lmuTae - |62 [ELm . Jos fuata |- | |

Version netalada de VITEK 2 Systams: 08.01

Gula de inepretacion de CMI
Nombro de jego de parametros de AES:

; Guia do Intarpretacan torapautica
Ultima modiicacion de pardmetros de AES:
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120 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C0G3

COLEGIO MAYOR DE ANTIOOQUIA
Chignte de blohérisux Informe de examen Editedo 02-0¢1-2019 1539 COT
Equipo N Editado por: LABORATORIO
Nombre del pacienta: c0g3. LACMA Investgacion N pacienie: 30110

Asiamiento; 30110-1 (Paras revisar)

on. COLEGHO MAYOR DE ANTHOCUIA|LASCHATORIO)
Biondmero: G408611 150526210

Tipa de tarpta; GN Cédigo de bamas: 2410676103614247  Prueba de instrumenta: 000018144BD4 (COLMAYOR)
Tégnico de praparacion

Cantidad de organsmn: Organismo selecclionado: Escherichia coli 0157
Patron McFariand: (0,50 - 0

: |N" de | . 03-0ct:2019 12:00

|M07maddﬂda Tarjeta: GN lote: 2410676103 [Fecha caduc.: cor
entificacion Finalizado: ¢ 002018 21:38 IEdado: Firal v B.03 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 98% Probabiidad Escherichia coll 0157
A 4 ) Nivei de Identdicacion

seleccionado Biontmero: 0405611150526210 ey oalana
|Orgenismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes anaisis:
Canfirmar mediante pruebas sarclogicas
Organismao altaments patogeno
Perfil{es) tipico(s) contraindicanta(s)
|Escherichia cok 0157 PHOS(83),
Detalles bioquimicos
2 [aPPa - Ja Jaoo . 4 pwa o - f7 lecer | |o |saaL B
10 |H2s 11 |BNac |- 12 [aGUp |- |13 ooty T | |ooT - |15 |oFF -
17 [BGLU - |18 |asmaL < 19 |dMan + |20 jowne + 121 |exyL |- la2 |BAp -
23 |ProA + |26 |uP . v [P - feo fryra + 3 uRe - |32 losom B
33 |SaC + [3a |aTAG . |25 |dTRE v |s6 foir . laz |MnT . |aa |sxG -
20 [iamx + Ja1 faciy | a2 fsuct |v faa Juaca |- Jaa [aGaL [+ Jas feHos |
FEED - |47 |opc . laa Jioc + |53 JHisa B 4 o7 lesur |
58 [or2aR + |se |eaaa |- le1 [mMLTa . sz JEum i fea tata |- | ]

Version instalada de VITEK 2 Systems: 08 01
Guia de Interpretacion da CML: Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juege de pardrmetros da AES: Ultima modificacion de pardmetros de AES:
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Tratamiento C1G1

Cliente de bloMéneux:
Equips N

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Informe de examen

Editago 02-0c1-2019 1540 COT
Editado par: LABORATORIO

Nombre del paciente: c1g1, LACMA investigacion
Alslamianto; 4011041 (Para revisar)

N° pacients: 40110

Tipo 6@ tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614248  Prueba de instrumeantn; 000018144804 {COLMAYOR)
Técnico de peeparacion: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIAILABORATORIO)

Blonimero: 0405610150426210

Cantidad de crganisma: Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157

Patron McFarland: 50 - 0,63
a o 121

Informacion de Tarjets:  GN e 2410676103 [Fecha caduc.: et
dentificacion g 01-0ct:2019 21:38 : Tiempo de
I Finalizado: .roy Estado: Fina bingrsisch 602 horas
Origen del organismo IVITEK 2
Organismo 198% Probablidad Escharichia coli 0157

" . Nivel de Identificacion
|seleccionado Bionmero: 0405610150426210 AR e Pty e
\Organismo
SRF
(Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:

ar mediante peuctas sorokogicas

Ismo allamente patogenc
Perfil(#s) tipico(s) contraindicante(s}
Escherichia cali 0157 PHOS(33),
Detalles bioquimicos
2 [aPPA - |s_ Japo -l pyA - |5 Jua - [7 Jocer | |8 [sGaL -
10 |H28 - |11 |enaG - 12 |aGLTp - |13 jecLu . |14 |oaT - |15 |OFF -
17 |BGLU - |18 |dmAL s 119 |dMAN v |20 jowneE + |21 [BXYL - |22 |BAlag
23 [ProA - Jes |up . {27 |pE - |28 frya + |51 |uRE - |32 |dsoR
33 [sAC v |39 |aTAG . {35 |dTRE v |as loiT - 37 [MNT - |an lskG
40 [ILATR - |41 |acLu - la2 |sucT + |43 NAGA - laa [AGAL |+ |45 [PHOS
46 |Giya - |7 |ooc + js8 |Loc v |53 fHisa - s [CMT + |s7 [BGUR
56 [012aR v [se Jocas | 61 [mLTa - |62 [ELLM ) l6a fLata |- |

Version Instalads de VITEX 2 Systems: 08.01
Guie da interpretacion de CMI

Gula de interpretacion 1erapéatica:
Nambre de juego de pardmetros ce AES

Utima modificacidn do parametros de AES:
Pagna 1de t
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Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C1G2

COLEGID MAYOR DE ANTIOQUIA
Cliente de bioMénasux: Informe de examen Editado 02:061-2019 1540 COT
Equipo N Editado poe: LABORATORIO
Nombre del paciante: ¢1g2, LACMA investigacion N° paciente: 50110

Alslamionta: 501101 (Para revisar)

Tipo de tarjta: GN Codigo de baras: 241067610361424%  Prusba de instrumento: CO0D1B144B04 (COLMAYOR)

Téenico de praparacion: C! MAYOR DE ANTIOOUIALABORATORIO)

Bonumaro: 0405610150426210

Cantidad de organismo! Organismo ssleccionado: Escherichia coll 0157
Comantarios:

Patron McFarland: {050 - 0.63)

N de _ 03-gct:2019 12:00
nformacion de Tarjeta: GN toke: 2410676103 [Fecha caduc: oy
jentificacion . 01-0c1-2019 2122 . Tiempo de

Finalizado: coT Estado: Final andlisis: 8577 horas

Origen del organismo VITEK 2
Organismo ag% Probabilidad Escherichia coll 0157
{seleccionado Biontmero: 0408610150426210 fvel o ""’“’.""': e
lsRF
Organismos de analisis y pruebas & separar:
Mansajes analisis:

rmar mediante prusdas serdlogicas
Organismo aamenle pslogens
Parfil(es) tipico{s) contraindicante(s)
Escherichia ooll 0157 PHOS(83),
Detalles bioquimicos
2 [aPPa - {3 lapo s |pya - |5 [iaAL 7 JaceL |- |s [eGAL .
10 |H2S - Jo Ienvae | 2 faette | i3 fdGwy v e Jeart - |15 |oFF ‘
17 |BGLU . hia JamaL . |1 fesan + |20 [uMNE Ll Jexye |- |22 {Baiap
23 |ProA L {26 |ue « la7 |mE - 20 [rya + j31 |ume - |az |dsom
133 {840 v 134 [dTAG . |5 |daTRE + |36 loir . a7 |MnT - |ae |skG
a0 [ILATK . |4 |aclu 42 [sucT |43 INAGA 3a |AGAL  |i+) |45 |PHOS
45 |GvA . |e7 |opc . |aa |ioc + |53 [IHISa 56  |CMT v |s7 |sgum
52 forzer  [i Jse lecan | l61 [mura " [e2 lEwm |- [8e Juata | |
Versidn instalada de VITEK 2 Systemna: 08.01
Guin do interpratacian do CM: Gula de interpratacion tempéutca:
Nombre de jusgo de parametres de AES: Umma modificacidn de pardmetros de AES:
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Anexo B. 123

Tratamiento C1G3

COLEGID MAYOR DE ANTIOQUIA
Glienta de bloMariaux, Informe de examen Editado 02-001.20189 15:40 COT
Equipo N Editado por; LABORATORIO
Nombra del paciente c1g3, LACMA investigacion N° paciente: 60110

Alslamiento: 60110-1 (Para revisan)

Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614250  Prueba ge instrumenio: 000018144804 (COLMAYOR)
Técnico g9 grepamcidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIALABORATORIO)

Bionumero: 0405610050026210

Cantidad do organismo: Organismo seleccionado: Escherichia coli 0157
Patrén McFarland:  (0.50 - 0,63)

= 3 N' de _ 03-001-2019 12:00
""m* Tarjeta: GN ote: 2410676103 |Fecha caduc,: cot
identificacion 01002019 20:23 : Tiempo de

Finalizado: coT Estado: Final lanalisis: 480 horas
(Origen del organismo VITEK 2
Organismo Q8% Probintilidad Escherichia coli 0157
; Nivel de Identificacion

|seleccionado Bionumero: 0405510050026210 Pieldeminrs aicoianks
Ig?;mm
Organismos de analisis y pruebas a separar:
|Mensajes andlisis;
Confirmar mediane pruebas serdlogicas
Organismo allamente patbgeno
Perfii(es) tipico(s) contraindicante(s)
Escherichia coli 0157 PHOS(83),
[Detalles bioquimicos
2 |appa . I3 |apo - |4 |PyA - |5 [uAL - |7 JacEL |- s |BGAL -
10 |Hes . |11 |enaG - pz2 lasLte | [z eciu - 4 |aGT - |15 |oFE »
17 |BGLU 18 |dMaL ~ |19 loman + |20 |dMNE - f21 IexyL |- lp2 |BAlEg -
23 |Pran o e G - o7 |PLe - [28 |TyrA - 131 |URe - |32 |sSOR -
31 |sAC « |38 |aTac - las |dTRE + |3 Jeir - |57 |MNT - |33 |sxG -
40 [ILATK 41 [aGLU - ez |sucr - lea [naca | Jaa JacaL [+ [e5 [Pmos -
16 |cya . a7 Jooc + |aa [Lbe . |53 |esisa - {5 [omr + |s7 |BGUR b
58 |0128R + [se leeaa T fe1 lmita - |2 [ELiM - ls4 [eara |- |
Versldn instalada de VITEK 2 Systems: 08.01
Guia da Interpretacitn de CMI- Guia de interpretacidn terapiutica:
Nombee de juege de pardmetros de AES! Ultima madificacion de pardmetros de AES:
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124 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G1

COLEGH) MAYOR DE ANTICQUIA
Clienle de bioMérneux Informe de examen Ediado 02-0c1:2018 1540 COT
Equipo N°. Edntado por; LABORATORIO
Nombre del paciente: ¢2g1. LACMA investigacion N* pacienta: 70110

Aslamiento: 701101 (Para rewisar)
Tipo de tarjeta: GN Codigo de barras: 2410676103614251  Prueba de instrumento: 000018144804 (COLMAYOR)

Técnico de cion: COLEGIO MAYOR D \ TORIO)

Bonumeare: D405610150026210

Cantdad de organiamo: Organismo seleccionado: Escherichia coli 0157
Comentarios:

Patron McFarland: (0,50 - 0,63)

o . N de . 03-0ct2019 1200
[I formacion de: 'Tm GN el 2410676103 |[Fecha caduc,: -
identificacion ‘Fm&m; g:;}c"mw 2023 | e tado:  Final :ln:ri:l:d. 4,78 horas
Origen dol organismo IVITEX 2
Organismo % Probablidad Escherichia coli 0157
¢ Nivel de \gantificacion
jseleccionado BionGmero: 0405510150026210 COAAREA: PR
nismo
SRF

|Organismos de andlisis y pruebas a separarn

|Mensajes analisis:
(Ceafirmar mediante pruebas serdlogicas
Organismo altamants patogeno

Perfil(e5) tipico(s) contraindicante(s)
{Escharichia ooli Q157 PHOS83).

|Detalles bioquimicos

{2 larpPa . |5 [abo - Ja pya 5  [IARL - Jecer | [s [sGaL n

10 |H2s - |11 [Bnac b |2 acLTe 13 [dGLy + |1a |oaT - |15 |oFF 4

17 |BGLy . |18 [dmaL v |19 jeman « [2o famne | f21 [exyr |- le2 |BAlap -
ProA - {26 |up - fo7 ImE - |23 [TyeA + fa1 |ure - a2 |asOR -

33 |sac + 134 [dTaG - [35 laTRE - |38 |ciT - |37 [MNT - [sa |sxG -

40 JiLATK - jar [aGu L a2 Isuct - a3 [NaGA | s |acaL |+ Jes [PHOS -
GiyA - l4v |ooc + loa Loc + |53 |#isa 55 |CMmT + |57 |BGUR -

sa Joizem « lss locaa L st lmMLTa - lsz  |ELiM g4 [iLata |-

Version instatada de VITEK 2 Systems: 08.01

Guia de interprotacicn de CMI- Guis de predacitn terapéutica:

Nombes de juago de parametros da AES: Ultima modificacion de pardmetios de AES:
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Tratamiento C2G2

Cliente de bicMérnaux:
Equipo N

COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA

Informe de examen

Nombra ded paciente: c2g2, LACMA Investigacion
Alslaméiamo: 80110-1 (Para revisar)

Tipo de tarjela: GN Codigo de barras: 2410900403240417  Prueba de instrumento: 000018144804 (COLMAYOR]

Técnico de preparacidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOQUIA(LABORATORIO)
Bionumero: 0406610180626211

Editado 02012019 16:40 COT
Editado por: LABORATORIO

N paciente: 80110

Cantidad de oranisma: Organismeo seleccionado: Escherichia cofi 0157
Patron McFarfand: (0,50 - 0,63)
% N° de . Ta-may-2020 12:00

Informacion de Tarjets:  GN llot-: 2410900403 |Fecha caduc.: oo
ndentiﬁcadén = 0t-0ct-2019 21:35 . Tiempo de

|Finslizado: Estada:  Final lanlisis: 588 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organlsmo 86% Probabilidad Escherichia coli 0157
[seleccionado Blonimero: D405510150526211 Ay  oepees
(e
SAF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
|Mensajes analisis:
Confemar mediante pruebas serclogoas
Organismo altaments paldgeno
Perfil(es) tipico{s) contraindicante(s)
Escharichia coli 0157 PHOSI83), 8
[Detalles bioquimicos
2 |apea - |3 |ano - [Pya - |5 |wAL 7 laceL |- [0 leGaL
W0 |H2S - |11 |BNAG - |12 [AGLTp 13 [dGLU +« |14 |aeT - |15 |OFF
17 |BGLU 16 [dMAL - |12 |dman + [20  joMNE + {2t [BxvL |- |22 [BAlep
23 |Proa - |26 |up - Je7 |PLE - |28 [TyrA st |ure - |32 |asor
31 |sac + |aa |d1aG - |35 |dTRE v las Joir 5 MNT - |ag |skaG
40 [ILATH . [a1 JaGLy - 42 |suct + a3 |naca |- e |acaL |+ |45 |PHOS
46  |awA 47 |obc + laa |LbC v |53 |misa - Iss |cwmr v |57 |BGUR
58 01288 + |58 Jeean 1 le1 [mMLTa - ez lELLM + 64 Jwara | [ |

Verslon instalada de VITEK 2 Systems: 08 01
Gula de inlerpretacion de CAML

Nombre de juagoe de pardmetros de AES;

Gula de inerpretacion terapéubea:
Ultena maodificacion de parametros de AES:
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126 Validacién intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de E. coli del serogrupo 0157

Tratamiento C2G3

COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIA
Chare de bioMérieux Informe de examen Editado 02-0¢t-2019 15:41 COT
Equipo N* Editado por: LABDFATORIO
Nombre del pacente: c293, LACMA investigacion N° pacionie: 90110

Alslamiento: 80110-1 (Para revisar)

Tigo de tafela: GN Cddigo de barras: 2410900403240402  Prueba de instrumento; 000018144804 (COLMAYOR)
Técnico de preparacidn: COLEGIO MAYOR DE ANTIOOUIAILABORATORIO)
Bionumero: 0405610150527210

Canlidad de organisme: Organismo seleccionado: Escherichia coll 0157
[Comentarios:
Patron McFartand: (0,50 - 0.63)

T N° de . 14-may-2020 12:00
Informacién de Tarjeta: GN Jm.: 2410900403 |[Fecha caduc.: ¢
dentificac . 01.0ct:2019 21;35 g Tiempo de

Finalizado: o~ Ismdo. Final aoalisis: 6,98 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 06% Probatdidad Escherichia coll 0157
3 A p Nivel da Identificacion

seleccionado Bionumero: 0405610150527210 Pty ccolentd
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Monsajes analisis:
Confamar mediante pruebas serdlogicas
Crganismo altamante patdgeno
Parfi(es) tipico{s) contraindicante(s)
Escharichia cot 0157 PHOS(83),
[Detalles bloguimicos
2 [apra - |3 [apo - 4 Pwia - |5 jaRc - I Jecer | [s lsGar .
10 [H2s < 11 [ewac | Dz Jaerp |- |13 jeew s |4 lear - |15 joFF B
17 [BGLU . 1e amal - 19 dman + |20 jomnE + f21 |BXYL - |22 |BAlap -
23 |ProA . fes ue - 27 |PLE - |29 [Ty s |31 |uRe - |32 kSOR -
33 [sac v |34 [aTAG a5 [dTRE + |as o - a7 MnT - |as |sxa .
a0 LAtk + |¢1 |acu | la2 [suer + ez Inaca |- s [acaL |- |as [pHOS 5
45 [Ga s o7 |ooc + las Jioc 4+ [ss lirisa - Iss lomT + |s7 _lsGuR |-
[sa o12eR |- |55 |GGAA |- &1 [MLTa 62 feLm i) es fueata | ] |
Version instalada de VITEK 2 Systems: 08.01
Guia da Imerpretacitn de CMI- : Guia de inempretacion leraplubica:
Nombre de juego de parametros de AES: Ultima madificacion de parametros da AES:
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Anexo B. 127

Tratamiento no-STEC

COLEGIO MAYCA DE ANTIOQUIA
Cliante da bloMéniaux Informe de examen Editado 02-0ct-2019 15:41 COT
Equipo N Editado pee. LABORATORIO
Nombre del paciente: ns1, LACMA Investigacion N° paciente: 100110

Aislamianto; 100110-1 (Para revisar)

Two do tareta: GN Codigo de barras: 2410000403240401  Prusba de instrumaento: 000018144804 (COLMAYOH)
Técnico de preparacion: COLEGIO MAYOA DE ANTIOOUIALABORATORIO)

Bionimerno: 4056 10450026600

Cantidad de organisma: Organismo selecclonado: Escharichia coll
Comentarios:
Patron McFartand: - 0.63)

X N" de . Vamay-2020 12:00
Informacion de Tarjeta:  GN |M.: 2amgooaoslrm cadue: o
identificacion Finalizado: 0o 2018 1897 IEmdo: Final m"' 4,03 hoeas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 95% Probabilidad Escherichia coll

Nivel de Identificacion

seleccionado Bionumero: 0405610450026800 cor et clents
=
SAF
Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Imm anlisis:
IM(n) tipico(s) contraindicante(s)
[De!alles bioguimicos
2 |apPA . {3 |apo - Ja [PyA - |5 [wAL . 7 Jecer | Jo [scaL .
10 [Mes . 11 |anaG - |12 |aGLTp . |13 |dow . |4 |coT - |15 |oFF »
17 |BGLu 18 [dMAL « (19 ldvan .+ [20  [dMNE - {21 [BxyL |- |22 |BAlap -
23 |ProA . fes [ue - 7 |PLe - 25 [Ty - {31 |uRe . |32 leSOR -
33 |sac « 34 laTaG - |35 loTRE - |36 |cir B A Y - |3a |sxG B
40 JILATK - a1 [aciu - laz |sucT - sz [naga | s [agaL | Jas |PHOS -
46 |GiyA 47 |obc + a8 |LDC + |53 [wisa . 156 oMt + |57 |BGUR -
ss |o1zen - I8 |eeaa | st IMLTa - 62 |eLim - led fara | |

Version instsiada de VITEK 2 Systoms: 03.01
Cuia de inerpretacién de CMI: Guia de mterprotacion torapeutica:
Nombre de jpege da pardmetros de AES: Ultima modificacion de parémetros de AES:

Paging 1 de 1






Bibliografia

Abdulmawjood, A., Biilte, M., Cook, N., Roth, S., Schénenbriicher, H., & Hoorfar, J. (2003).
Toward an international standard for PCR-based detection of Escherichia coli O157: Part 1.
Assay development and multi-center validation. Journal of Microbiological Methods, 55(3),
775-786. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.mimet.2003.08.012

Acuha, P., Florentin, M., Rojas, N., Rodriguez, F., & Guillén, R. (2019). Estandarizacién de una
técnica de PCR multiple para la deteccion de los serogrupos O157, 0104 y “big six” de
Escherichia coli productora de la toxina Shiga (STEC). Memorias Del Instituto de

Investigaciones En Ciencias de La Salud, 17 (2), 71-76.

Aguilera, P., Ruiz-Tachiquin, M.-E., Rocha, M., Pineda, B., & Chanez-Cardenas, M. (2014). PCR
en tiempo real. Recopilado en: Herramientas moleculares aplicadas en ecologia: aspectos

tedrico practicos. 175-201. México.

Allison, H. E., Sergeant, M. J., James, C. E., Saunders, J. R., Smith, D. L., Sharp, R. J,, ...
McCarthy, A. J. (2003). Immunity Profiles of Wild-Type and Recombinant Shiga-Like
Toxin-Encoding Bacteriophages and Characterization of Novel Double Lysogens. Infection
and Immunity, 71(6), 3409-3418. https://doi.org/10.1128/1A1.71.6.3409-3418.2003

Amani, J., Ahmadpour, A., Imani Fooladi, A. A., & Nazarian, S. (2015). Detection of E. coli
0157:H7 and Shigella dysenteriae toxins in clinical samples by PCR-ELISA. The Brazilian
Journal of Infectious Diseases : An Official Publication of the Brazilian Society of Infectious
Diseases, 19(3), 278-284. https://doi.org/10.1016/j.bjid.2015.02.008

AOAC. Coliform group and Escherichia coli in tree nut meats microbiological method, offical
Method 966.24. 18 ed. Official methods of analysis of AOAC International.

AU - Jiang, M., AU - Zhang, H., & AU - Pfeifer, B. A. (2013). The Logic, Experimental Steps, and

Potential of Heterologous Natural Product Biosynthesis Featuring the Complex Antibiotic



130 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

Erythromycin A Produced Through E. coli. JoVE, (71), e4346.
https://doi.org/doi:10.3791/4346

Baker, C. A., Rubinelli, P. M., Park, S. H., Carbonero, F., & Ricke, S. C. (2016). Shiga toxin-
producing Escherichia coli in food: Incidence, ecology, and detection strategies. Food
Control, 59, 407—419. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2015.06.011

Balakrishnan, B., Barizuddin, S., Wuliji, T., & EI-Dweik, M. (2016). A rapid and highly specific
immunofluorescence method to detect Escherichia coli O157: H7 in infected meat samples.
International Journal of Food Microbiology, 231, 54-62.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.05.017

Bergan, J., Dyve Lingelem, A. B., Simm, R., Skotland, T., & Sandvig, K. (2012). Shiga toxins.
Toxicon, 60(6), 1085-1107. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2012.07.016

Bolivar Zapata, F., Arias Ortiz, C. F., Ascacio Martinez, J. A., Barrera Saldafa, H. A., Bolivar
Zapata, F. G., Bosch Guha, P., ... Viniegra Gonzalez, G. (2004). Fundamentos y casos

exitosos de la biotecnologia moderna.

Brandal, L. T., Wester, A. L., Lange, H., Lobersli, I., Lindstedt, B. A., Vold, L., & Kapperud, G.
(2015). Shiga toxin-producing escherichia coli infections in Norway, 1992-2012:
characterization of isolates and identification of risk factors for haemolytic uremic syndrome.
BMC Infectious Diseases, 15(1), 324-326. https://doi.org/10.1186/s12879-015-1017-6

Broeders, S., Huber, 1., Grohmann, L., Berben, G., Taverniers, 1., Mazzara, M., ... Morisset, D.
(2014). Guidelines for validation of qualitative real-time PCR methods. Trends in Food
Science and Technology, Vol. 37. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2014.03.008

Brusa, V. (2015). Desarrollo y validacién intralaboratorio de una metodologia para la deteccion y
aislamiento de escherichia coli productor de toxina shiga en carne bovina molida. desarrollo

de estrategias de control. Universidad de la Plata. Argentina.

Brusa, V., Aliverti, V., Aliverti, F., Ortega, E. E., de la Torre, J. H., Linares, L. H., ... Leotta, G.
A. (2012). Shiga toxin-producing Escherichia coli in beef retail markets from Argentina.
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. https://doi.org/10.3389/fcimb.2012.00171

Brusa, V., Galli, L., Linares, L. H., Ortega, E. E., Lirén, J. P., & Leotta, G. A. (2015).



Bibliografia 131

Development and validation of two SYBR green PCR assays and a multiplex real-time PCR
for the detection of Shiga toxin-producing Escherichia coli in meat. Journal of
Microbiological Methods, 119, 10-17.
https://doi.org/http://doi.org/10.1016/j.mimet.2015.09.013

Bryan, A., Youngster, I., & McAdam, A. J. (2015). Shiga Toxin Producing Escherichia coli.
Clinics in Laboratory Medicine, 35(2), 247-272.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.cll.2015.02.004

Bustin, S., & Huggett, J. (2017). gPCR primer design revisited. Biomolecular Detection and
Quantification, 14, 19-28. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bdg.2017.11.001

Camacho, A., Giles, M., Ortegén, A., Palao, M., Serrano, B., & Velazquez, O. (2009). Método
para la determinacion de bacterias coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli por la
técnica de diluciones en tubo maltiple (Nimero mas Probable o NMP). México: Facultad de
Quimica, UNAM.

Chan, Y. S., & Ng, T. B. (2016). Shiga toxins: from structure and mechanism to applications.
Applied Microbiology and Biotechnology, Vol. 100. https://doi.org/10.1007/s00253-015-
7236-3

Chart, H. (2000). VTEC enteropathogenicity. Journal of Applied Microbiology, 88(S1), 12S--23S.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2000.tb05328.x

Cherla, R. P, Lee, S.-Y., & Tesh, V. L. (2003). Shiga toxins and apoptosis. FEMS Microbiology
Letters, 228(2), 159-166. Retrieved from http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1097(03)00761-4

Dean-Nystrom, E. A., Bosworth, B. T., Cray, W. C., & Moon, H. W. (1997). Pathogenicity of
Escherichia coli O157:H7 in the intestines of neonatal calves. Infection and Immunity, 65(5),
1842-1848. Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC175228/

Deisingh, A. K., & Thompson, M. (2004). Strategies for the detection of Escherichia coli 0157:H7
in foods. Journal of Applied Microbiology, 96(3), 419-429. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2672.2003.02170.x

Elizaquivel Bércenas, P. (2009). Deteccion y cuantificacion de Escherichia coli 0157:H7 Listeria

monocytogenes, Salmonella spp y Staphylococcus aureus en alimentos vegetales mediante



132 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

PCR a tiempo real. Universidad de Valencia. Espafa. Retrieved from
http://roderic.uv.es/handle/10550/38154

Elizaquivel, P., Sdnchez, G., & Aznar, R. (2012). Quantitative detection of viable foodborne E.
coli O157:H7, Listeria monocytogenes and Salmonella in fresh-cut vegetables combining
propidium monoazide and real-time PCR. Food Control, 25(2), 704—708.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2011.12.003

Farfan-Garcia, A. E., Ariza-Rojas, S. C., Vargas-Céardenas, F. A., & Vargas-Remolina, L. V.
(2016). Mecanismos de virulencia de Escherichia coli enteropatégena. Revista Chilena de
Infectologia, 33(4), 438-450. https://doi.org/10.4067/S0716-10182016000400009

Farrokh, C., Jordan, K., Auvray, F., Glass, K., Oppegaard, H., Raynaud, S., ... Cerf, O. (2013).
Review of Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) and their significance in dairy
production. International Journal of Food Microbiology, 162(2), 190-212.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2012.08.008

Ferreira, M. R. A., Filho, E. G. F., Pinto, J. F. N., Dias, M., & Moreira, C. N. (2014). Isolation,
prevalence, and risk factors for infection by shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in
dairy cattle. Tropical Animal Health and Production. https://doi.org/10.1007/s11250-014-
0541-5

Florez, Mourenza, A. (2013). Utilizacion de microorganismos para la produccion de energias

renovables. Universidad de la Corufia. Facultad de ciencias. Espafia

Forootan, A., Sjoback, R., Bjérkman, J., Sjégreen, B., Linz, L., & Kubista, M. (2017). Methods to
determine limit of detection and limit of quantification in quantitative real-time PCR (QPCR).
Biomolecular Detection and Quantification, 12(Supplement C), 1-6.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bdg.2017.04.001

Franco Anaya, P. A., Ramirez Medina, L. M., Orozco Ugarriza, M. E., & Lopez Gutiérrez, L. A.
(2013). Determination of Escherichia Coli and identification of the 0157:h7 serotype in
pork’s meat commercialized in the most important supermarkets in Cartagena, Colombia.
Revista Lasallista de Investigacion, 10(1), 91-100. Retrieved from
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1794-
44492013000100009&Ing=en&nrm=iso&ting=es



Bibliografia 133

Frankel, G., Phillips, A. D., Trabulsi, L. R., Knutton, S., Dougan, G., & Matthews, S. (2001).
Intimin and the host cell - Is it bound to end in Tir(s)? Trends in Microbiology, 9(5), 214—
218. https://doi.org/10.1016/S0966-842X(01)02016-9

Fratamico, P. M., DebRoy, C., Liu, Y., Needleman, D. S., Baranzoni, G. M., & Feng, P. (2016).
Advances in molecular serotyping and subtyping of Escherichia coli. Frontiers in
Microbiology, Vol. 7. https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00644

Gaytan, M. O., Martinez-Santos, V. I., Soto, E., & Gonzélez-Pedrajo, B. (2016). Type Three
Secretion System in Attaching and Effacing Pathogens. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, 6. https://doi.org/10.3389/fcimb.2016.00129

Ge, B. L., Zhao, S. H., Hall, R., & Meng, J. H. (2002). A PCR-ELISA for detecting Shiga toxin-
producing Escherichia coli. Microbes and Infection, 4(3), 285-290.
https://doi.org/10.1016/s1286-4579(02)01540-x

Gohar, A., Abdeltawab, N. F., Fahmy, A., & Amin, M. A. (2016). Development of safe, effective
and immunogenic vaccine candidate for diarrheagenic Escherichia coli main pathotypes in a
mouse model. BMC Research Notes, 9(1), 80. https://doi.org/10.1186/s13104-016-1891-z

Goji, N., Mathews, A., Huszczynski, G., Laing, C. R., Gannon, V. P. J., Graham, M. R., &
Amoako, K. K. (2015). A new pyrosequencing assay for rapid detection and genotyping of
Shiga toxin, intimin and O157-specific rfbE genes of Escherichia coli. Journal of
Microbiological Methods. https://doi.org/10.1016/j.mimet.2014.12.003

Gomes, T. A. T., Elias, W. P., Scaletsky, I. C. A., Guth, B. E. C., Rodrigues, J. F., Piazza, R. M. F.,
... Martinez, M. B. (2016). Diarrheagenic Escherichia coli. Brazilian Journal of
Microbiology, 47(Suppl 1), 3-30. https://doi.org/10.1016/j.bjm.2016.10.015

Gracias, K. S., & McKillip, J. L. (2004). A review of conventional detection and enumeration
methods for pathogenic bacteria in food. Canadian Journal of Microbiology, 50(11), 833—
890. https://doi.org/10.1139/w04-080

Gyles, C. L. (2007). Shiga toxin-producing Escherichia coli: An overview. Journal of Animal
Science, 85, E45-E62. https://doi.org/10.2527/jas.2006-508

Hannaoui Rodriguez, E. J., Villalobos, L. B., & Martinez Nazaret, R. E. (2009). Escherichia coli



134 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

shigatoxigénica: Patogénesis, diagnostico y tratamiento. Revista de La Sociedad Venezolana
de Microbiologia, 29(1), 13-20. Retrieved from
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1315-
25562009000100004&Ing=es&nrm=iso&tlng=es

Heid, C. A, Stevens, J., Livak, K. J., & Williams, P. M. (1996). Real time quantitative PCR. PCR
Methods & Applications. https://doi.org/10.1101/gr.6.10.986

Hoffman, M. A., Menge, C., Casey, T. A., Laegreid, W., Bosworth, B. T., & Dean-Nystrom, E. A.
(2006). Bovine Immune Response to Shiga-Toxigenic Escherichia coli O157:H7. Clinical
and Vaccine Immunology, 13(12), 1322-1327. https://doi.org/10.1128/CV1.00205-06

Hu, J., Wang, B., Fang, X., Means, W. J., McCormick, R. J., Gomelsky, M., & Zhu, M. J. (2013).
C-di-GMP signaling regulates E. coli 0157:H7 adhesion to colonic epithelium. Veterinary
Microbiology. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.02.023

Hunt, J. M. (2010). Shiga Toxin—Producing Escherichia coli (STEC). Clinics in Laboratory
Medicine, 30(1), 21-45. https://doi.org/10.1016/j.cl1.2009.11.001

Hussein, H. S., & Bollinger, L. M. (2005). Prevalence of Shiga toxin-producing Escherichia coli in
beef. Meat Science, 71(4), 676—689.
https://doi.org/http://doi.org/10.1016/j.meatsci.2005.05.012

Iguchi, A., Thomson, N. R., Ogura, Y., Saunders, D., Ooka, T., Henderson, L. R., ... Frankel, G.
(2009). Complete genome sequence and comparative genome analysis of enteropathogenic
Escherichia coli O127:H6 strain E2348/69. Journal of Bacteriology, 91(1), 347-354.
https://doi.org/10.1128/JB.01238-08

ISO 16140-2. Microbiology of the food chain - Method validation - Part 2: Protocol for the

validation of alternative (proprietary) methods against a reference method. , (2016).

Jensen, B. H., Olsen, K. E. P., Struve, C., Krogfelt, K. A., & Petersen, A. M. (2014). Epidemiology
and clinical manifestations of enteroaggregative escherichia coli. Clinical Microbiology
Reviews, 27(3). https://doi.org/10.1128/CMR.00112-13

Johannes, L., & Romer, W. (2010). Shiga toxins from cell biology to biomedical applications. Nat
Rev Micro, 8(2), 105-116. Retrieved from http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro2279



Bibliografia 135

Jothikumar, N., & Griffiths, M. W. (2002). Rapid detection of Escherichia coli O157:H7 with
multiplex real-time PCR assays. Appl Environ Microbiol, 68(6), 3169-3171.
https://doi.org/10.1128/AEM.68.6.3169

Jure, M. A., Condori, M. S., Terrazzino, G. P., Catalan, M. G., Campo, A. L., Zolezzi, G., ...
Castillo, M. (2015). Aislamiento y caracterizacion de Escherichia coli O157 en productos
carnicos bovinos y medias reses en la provincia de Tucuman. Revista Argentina de
Microbiologia, 47(2), 125-131. https://doi.org/10.1016/j.ram.2015.03.006

Kagkli, D.-M., Weber, T. P., Van den Bulcke, M., Folloni, S., Tozzoli, R., Morabito, S., ... Van
den Eede, G. (2011). Application of the Modular Approach to an In-House Validation Study
of Real-Time PCR Methods for the Detection and Serogroup Determination of
Verocytotoxigenic. Applied and Environmental Microbiology, 77(19), 6954-6963.
https://doi.org/10.1128/AEM.05357-11

Kargar, M., & Homayoon, M. (2015). Prevalence of shiga toxins (stx1, stx2), eaeA and hly genes
of Escherichia coli O157:H7 strains among children with acute gastroenteritis in southern of
Iran. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, 8(1), 24-28. https://doi.org/10.1016/S1995-
7645(14)60182-6

Karmali, M. A., Gannon, V., & Sargeant, J. M. (2010). Verocytotoxin-producing Escherichia coli
(VTEC). Veterinary Microbiology, 140(3-4), 360-370.
https://doi.org/http://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.04.011

Kavaliauskiene, S., Dyve Lingelem, A. B., Skotland, T., & Sandvig, K. (2017). Protection against
Shiga Toxins. Toxins, 9(2), 44. https://doi.org/10.3390/toxins9020044

Kobayashi, N., Lee, K., Yamazaki, A., Saito, S., Furukawa, I., Kono, T., ... Hara-Kudo, Y. (2013).
Virulence Gene Profiles and Population Genetic Analysis for Exploration of Pathogenic
Serogroups of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli. Journal of Clinical Microbiology,
51(12), 4022-4028. https://doi.org/10.1128/JCM.01598-13

Kralik, P., & Ricchi, M. (2017). A basic guide to real time PCR in microbial diagnostics:
Definitions, parameters, and everything. Frontiers in Microbiology.
https://doi.org/10.3389/fmich.2017.00108



136 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

Kruger, A., & Lucchesi, P. M. A. (2015). Shiga toxins and stx phages: highly diverse entities.
Microbiology, 161(3), 451-462. Retrieved from
http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.000003

Law, D. (2000). Virulence factors of Escherichia coli 0157 and other Shiga toxin-producing E.
coli. Journal of Applied Microbiology, 88(5), 729-745. https://doi.org/10.1046/j.1365-
2672.2000.01031.x

Leotta, G. A., Chinen, L., Epszteyn, S., Miliwebsky, E., Melamed, 1. C., Motter, M., ... Rivas, M.
(2005). Validacidn de una técnica de PCR multiple para la deteccion de Escherichia coli

productor de toxina Shiga. Revista Argentina de Microbiologia, 37(1), 1-10.

Lim, J. Y., Yoon, J., & Hovde, C. J. (2010). A brief overview of Escherichia coli O157:H7 and its
plasmid O157. Journal of Microbiology and Biotechnology.
https://doi.org/10.4014/jmb.0908.08007

Lopera-Barrero, N. M., Povh, J. A., Ribeiro, R. P., Gomes, P. C., Jacometo, C. B., & Silva Lopes,
T. da. (2008). Comparacion de protocolos de extraccion de ADN con muestras de aleta y
larva de peces: extraccion modifi cada con cloruro de sodio. Ciencia e Investigacion Agraria,
35, 77-86. Retrieved from https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
16202008000100008&nrm=iso

Lopez Antufiano, F. J., & Mota, J. (2000). Desarrollo de agentes inmunizantes contra el dengue TT
- Development of immunizing agents against dengue. Revista Panamericana de Salud
Publica, 7(5), 285-292. https://doi.org/10.1590/S1020-49892000000500001

Low, J. C., McKendrick, 1. J., McKechnie, C., Fenlon, D., Naylor, S. W., Currie, C., ... Gally, D.
L. (2005). Rectal Carriage of Enterohemorrhagic Escherichia coli O157 in Slaughtered
Cattle. Applied and Environmental Microbiology, 71(1), 93-97.
https://doi.org/10.1128/AEM.71.1.93-97.2005

Mainil, J. (1999). Shiga/Verocytotoxins and Shiga/ verotoxigenic Escherichia coli in animals. In

Veterinary research (Vol. 30).

Mainil, J. (2013). Escherichia coli virulence factors. Veterinary Immunology and
Immunopathology, 152(1-2). https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2012.09.032



Bibliografia 137

Martinez Manrique, C. E. (2006). Modulacidon de la respuesta inmune: tendencias actuales. Revista
Cubana de Investigaciones Biomédicas, 25. Retrieved from
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-
03002006000400009&Ing=es&tIing=es

Mead, P. S., & Griffin, P. M. (1998). Escherichia coli O157 : H7. The Lancet, 352, 1207-1212.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(98)01267-7

Melton-Celsa, A., Mohawk, K., Teel, L., & O’Brien, A. (2012). Pathogenesis of Shiga-toxin
producing Escherichia coli. Current Topics in Microbiology and Immunology.
https://doi.org/10.1007/82_2011 176

Ministerio de Agricultura y Desarrollo rural, & Ministerio de Salud y Proteccion Social. (2015).
Resolucion nimero 00002690 de 2015. (0), 4.

Moxley, R. A. (2004). Escherichia coli O157:H7: an update on intestinal colonization and
virulence mechanisms. Animal Health Research Reviews, 5(1), 15-33. https://doi.org/DOl:
10.1079/AHRR200463

Newell, D. G., & La Ragione, R. M. (2018). Enterohaemorrhagic and other Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC): Where are we now regarding diagnostics and control strategies?
Transboundary and Emerging Diseases, 65. https://doi.org/10.1111/tbed.12789

Nguyen, Y., & Sperandio, V. (2012). Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) pathogenesis. Frontiers
in Cellular and Infection Microbiology. https://doi.org/10.3389/fcimb.2012.00090

NTC-ISO/IEC 17025. Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
calibracion. , (2017).

Nyambe, S., Burgess, C., Whyte, P., & Bolton, D. (2017). An investigation of vtx2 bacteriophage
transduction to different Escherichia coli patho-groups in food matrices and nutrient broth.
Food Microbiology, 68, 1-6. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.fm.2017.06.004

O’brien, A. D., Tesh, V. L., Donohue-Rolfe, A., Jackson, M. P., Olsnes, S., Sandvig, K., ...
Keusch, G. . (1992). Shiga Toxin: Biochemistry, Genetics, Mode of Action, and Role in
Pathogenesis. Sansonetti P.J. (Eds) Pathogenesis of Shigellosis. Current Topics in
Microbiology and Immunology, 180, 65-94. https://doi.org/https://doi.org/10.1007/978-3-



138 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

642-77238-2_4

Ochoa, T. J., Mercado, E. H., Durand, D., Rivera, F. P., Mosquito, S., Contreras, C., ... Ruiz, J.
(2011). Frecuencia y patotipos de Escherichia coli diarrogénica en nifios peruanos con y sin
diarrea. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica.
https://doi.org/10.1590/S1726-46342011000100003

Organizacion Mundial de Sanidad Animal, OIE. (2018). Escherichia Coli Verocitotoxigénica.
Recopilado en Manual de la pruebas de diagndstico y de las vacunas para los animales
terrestres, (pp. 1-12), 272 ed. https://www.oie.int/es/que-hacemos/normas/codigos-y-

manuales/acceso-en-linea-al-manual-terrestre/

Omisakin, F., MacRae, M., Ogden, I. D., & Strachan, N. J. C. (2003). Concentration and
Prevalence of Escherichia coli O157 in Cattle Feces at Slaughter. Applied and Environmental
Microbiology, 69(5), 2444-2447. https://doi.org/10.1128/AEM.69.5.2444-2447.2003

OSEK, J., & DACKO, J. (2001). Development of a PCR-Based Method for Specific Identification
of Genotypic Markers of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli Strains. Journal of
Veterinary Medicine, Series B, 48(Pulawy, Poland), 771-778.
https://doi.org/https://doi.org/10.1046/j.1439-0450.2001.00508.x

Page, A. V, & Liles, W. C. (2013). Enterchemorrhagic Escherichia coli Infections and the
Hemolytic-Uremic Syndrome. Medical Clinics of North America, 97(4), 681-695.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.mcna.2013.04.001

Palomino-Camargo, C., & Gonzalez-Mufioz, Y. (2002). Técnicas moleculares para la deteccion e
identificacion de patdgenos en alimentos: ventajas y limitaciones. Revista Peruana de
Medicina  Experimental 'y Salud Publica, 31(3), 535-546. Retrieved from
http://www.scielosp.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51726-
46342014000300020&Ing=en&nrm=iso&tIng=es

Panigatti, M. C., Griffa, C., Boglione, R., Gentinetta, F., & Cassina, D. (2012). USO DE
ESCHERICHIA COLI PARA BIORREMEDIACION DE EFLUENTES CONTAMINADOS
POR CROMO (VI). Avances en Ciencias e Ingenieria, 3(2), 11-24. Retrieved from
http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=323627686002

Patifio, P. J., & LOpez, M. T. (2006). Replicacion del ADN. In F. E. Biogénesis (Ed.), Biologia de
la célula (pp. 119-132).



Bibliografia 139

Paton, J. C., & Paton, A. W. (1998). Pathogenesis and Diagnosis of Shiga Toxin-Producing
Escherichia coli Infections. Clinical Microbiology Reviews, 11(3), 450-479. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC88891/

Pennington, H. (2010). Escherichia coli O157. The Lancet, 376(9750), 1428-1435.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0140-6736(10)60963-4

Piedrahita, D., Marquez, T., & Maéttar, S. (2001). DETECCION DE Escherichia coli 0157: H7 EN
POBLACIONES PORCINAS, CANAL BOVINA Y PRODUCTOS CARNICOS EN EL
DEPARTAMENTO DE CORDOBA. Revista MVZ Cordoba, 6, (2), 2001, 119-126.

Polito, M. G., & Kirsztajn, G. M. (2010). Microangiopatias tromboticas: plrpura trombocitopénica
trombotica e sindrome hemolitico-urémica. Jornal Brasileiro de Nefrologia, 32(3), 303-315.
https://doi.org/10.1590/S0101-28002010000300013

Poolman, J. T. (2017). Escherichia coli. In International Encyclopedia of Public Health (pp. 585—
593). https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803678-5.00504-X

Prado J, V., & Cavagnaro S.M, F. (2008). Sindrome hemolitico urémico asociado a infeccion
intestinal por Escherichia coli productora de shigatoxina (STEC) en pacientes chilenos:
aspectos clinicos y epidemiolégicos. Revista Chilena de Infectologia, 25(6), 435-444.
https://doi.org/10.4067/S0716-10182008000600003

Price, S. B., Wright, J. C., DeGraves, F. J., Castanie-Cornet, M.-P., & Foster, J. W. (2004). Acid
Resistance Systems Required for Survival of Escherichia coli O157:H7 in the Bovine
Gastrointestinal Tract and in Apple Cider Are Different. Applied and Environmental
Microbiology, 70(8), 4792-4799. https://doi.org/10.1128/AEM.70.8.4792-4799.2004

QUIAGEN. (2016). QlAamp DNA Mini Blood Mini Handbook - EN. Retrieved from
https://www.qiagen.com/ie/resources/resourcedetail?id=62a200d6-faf4-469b-b50f-
2b59cf738962&lang=en

Riemann, H. P., & Cliver, D. O. (1998). Escherichia Coli O157:H7. Veterinary Clinics of North
America: Food Animal Practice, 14(1), 41-48. https://doi.org/10.1016/S0749-
0720(15)30278-4

Rivas, L., Mellor, G. E., Gobius, K., & Fegan, N. (2015). Detection and Typing Strategies for



140 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

Pathogenic Escherichia coli (R. W. Hartel, Ed.). https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2346-5

Rivas, M., Leotta, G., & Chinen, 1. (2008). Manual de Procedimientos “Deteccion de STEC 0157

en alimentos.” Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, 1-10.

Rodriguez, L., Torres, V., Martinez, Jay, O., Noda, A. C., & Herrera, M. (2011). Modelos para
estimar la dinamica de crecimiento de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-169. Revista
Cubana de Ciencia Agricola, 45(4), 349-354. Retrieved from
https://biblat.unam.mx/es/revista/revista-cubana-de-ciencia-agricola/articulo/modelos-para-

estimar-la-dinamica-de-crecimiento-de-pennisetum-purpureum-vc-cuba-ct-169

Rodriguez, M. &, Rodriguez, W. (2006). Métodos fisico-quimicos en Biotecnologia (2006-11).

Instituto de Biotecnologia. Universidad Auténoma de México.

Roldan, M. L., Chinen, I., Otero, J. L., Miliwebsky, E. S., Alfaro, N., Burns, P., & Rivas, M.
(2007). Aislamiento, caracterizacion y subtipificacion de cepas de Escherichia coli 0157:H7
a partir de productos cérnicos y leche. Revista Argentina de Microbiologia, 39(2), 113-1109.

Sandvig, K., Lingelem, A. B. D., Skotland, T., & Bergan, J. (2015). 10 - Shiga toxins: properties
and action on cells (J. Alouf, D. Ladant, & M. R. B. T.-T. C. S. of B. P. T. (Fourth E. Popoff,
Eds.). https://doi.org/https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800188-2.00010-0

Shaikh, N., & Tarr, P. I. (2003). Escherichia coli 0157:H7 Shiga Toxin-Encoding Bacteriophages:
Integrations, Excisions, Truncations, and Evolutionary Implications. Journal of Bacteriology,
185(21), 6495-6495. https://doi.org/10.1128/JB.185.21.6495.2003

Sidari, R., & Caridi, A. (2011). Methods for Detecting Enterohaemorrhagic Escherichia Coli in
Food. Food Reviews International, 27(2), 134-153.
https://doi.org/10.1080/87559129.2010.535232

Singh, P., & Mustapha, A. (2015). Multiplex real-time PCR assays for detection of eight Shiga
toxin-producing Escherichia coli in food samples by melting curve analysis. International
Journal of Food Microbiology, 215, 101-108.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2015.08.022

Smith, J. L., Fratamico, P. M., & Gunther, N. W. (2014). Shiga toxin-producing escherichia coli.
Advances in Applied Microbiology, 86. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800262-9.00003-2



Bibliografia 141

Solano-Flérez, G., Marquez-Cardona, M. del P., & Schuler, 1. (2009). Optimizacién de la
extraccion de ADN de Passiflora ligularis para el analisis por medio de marcadores
moleculares. Universitas Scientiarum, 14(1), 16-22.
https://doi.org/https://doi.org/10.11144/javeriana.SC14-1.odle

Spano, G., Beneduce, L., Terzi, V., Stanca, A. M., & Massa, S. (2005). Real-time PCR for the
detection of Escherichia coli O157:H7 in dairy and cattle wastewater. Letters in Applied
Microbiology, 40(3), 164-171. https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2004.01634.x

Spitz, M. (2000). VACUNAS DE ADN DESNUDO. Medicina (Buenos Aires), 60, 639-644.

Staley, T. E., Jones, E. W., & Corley, L. D. (1969). Attachment and penetration of Escherichia coli
into intestinal epithelium of the ileum in newborn pigs. The American Journal of Pathology,
56(3), 371-392. Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2013587/

Sun, J., Ji, J., Sun, Y., Abdalhai, M. H., Zhang, Y., & Sun, X. (2015). DNA biosensor-based on
fluorescence detection of E. coli 0157:H7 by Au@Ag nanorods. Biosensors and
Bioelectronics, 70, 239-245. https://doi.org/10.1016/j.bios.2015.03.009

Szalo, I. M., Goffaux, F., Pirson, V., Piérard, D., Ball, H., & Mainil, J. (2002). Presence in bovine
enteropathogenic (EPEC) and enterohaemorrhagic (EHEC) Escherichia coli of genes
encoding for putative adhesins of human EHEC strains. Research in Microbiology, 153(10),
653-658. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0923-2508(02)01379-7

Taminiau, B., Korsak, N., Lemaire, C., Delcenserie, V., & Daube, G. (2014). Validation of real-
time PCR for detection of six major pathogens in seafood products. Food Control, 44, 130—
137. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.03.031

Tuttle, J., Gomez, T., Doyle, M. P., Wells, J. G., Zhao, T., Tauxe, R. V, & Griffin, P. M. (1999).
Lessons from a large outbreak of Escherichia coli O157:H7 infections: insights into the
infectious dose and method of widespread contamination of hamburger patties. Epidemiology
and Infection, 122(2), 185-192. https://doi.org/10.1017/s0950268898001976

Valat, C., Auvray, F., Forest, K., Métayer, V., Gay, E., Peytavin de Garam, C., ... Haenni, M.
(2012). Phylogenetic Grouping and Virulence Potential of Extended-Spectrum-3-Lactamase-

Producing <span class="named-content genus-species" id="named-content-1">Escherichia



142 Validacion intra-laboratorio de la técnica de PCR en tiempo real para deteccion de Escherichia coli del serogrupo
0157 en alimentos

coli</span> Strains in Cattle. Applied and Environmental Microbiology, 78(13), 4677 LP —
4682. https://doi.org/10.1128/AEM.00351-12

Van Giau, V., Nguyen, T. T., Nguyen, T. K. O., Le, T. T. H., & Nguyen, T. D. (2016). A novel
multiplex PCR method for the detection of virulence-associated genes of Escherichia coli
0157:H7 in food. 3 Biotech, 6(1), 5. https://doi.org/10.1007/s13205-015-0319-0

Walk, S. T., Alm, E. W., Gordon, D. M., Ram, J. L., Toranzos, G. A., Tiedje, J. M., & Whittam, T.
S. (2009). Cryptic lineages of the genus Escherichia. Applied and Environmental
Microbiology, 75(20), 6534-6544. https://doi.org/10.1128/AEM.01262-09

Walpole, R., Myers, R., & Myers, S. (1999). Probabilidad y estadistica para ingenieros, 6a ed. (6a

ed.). México.



