CURSO A DISTANCIA

VIGILANCIA BASADA EN LABORATORIO COMO PARTE  DE LA VIGILANCIA INTEGRADA DE LAS ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETA)

MODULO 2:
Objetivos: 
1-  Actualizar la metodología de diagnóstico y caracterización de los patógenos más frecuentes de transmisión alimentaria en Argentina: Salmonella, E. coli O157, Campylobacter, Shigella, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, y de aquellos de reciente detección como Enterobacter sakazakii – Cronobacter sakazakii, utilizando técnicas clásicas y de biología molecular, en los distintos eslabones de la cadena alimentaria desde la producción hasta el consumidor.
2-  Afianzar la interacción entre laboratorio clínico, de alimentos y de veterinaria, tanto de sectores oficiales como de la industria, promoviendo el desarrollo de las Redes de Laboratorio, la vigilancia basada en laboratorio y la notificación oportuna a los sistemas de vigilancia, para fortalecer las acciones de prevención y control de las ETA en el país.

SESION 1:

Fecha: 19 de junio de 2008
1.1) Tema: Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE)
        Docentes: Isabel Chinen (INEI), Mariana Pichel (INEI)

        Duración: 1:00 hora

        Programa: 

        1.- Metodología de laboratorio: desde el aislamiento hasta la obtención del gel

        2.- Análisis de resultados

        3.- Preguntas y respuestas

1.2) Tema: Reacción en cadena de la polimerasa-PCR
        Docente: Elizabeth Miliwebsky (INEI)
        Duración: 1:00 hora
        Programa: 
1- Fundamento, metodología, reactivos, tipos de PCR y aplicaciones. 
             Diseño del laboratorio
       2- Preguntas y respuestas

1.3) Tema: Salmonella spp (1ra parte)
        Docente: María Inés Caffer (INEI)
        Duración: 1:15 horas
       Programa: 
1- Introducción a la salmonelosis. Características microbiológicas. Patogenia y epidemiología de las infecciones asociadas a Salmonella spp. en Argentina. 

2- Estrategias de Vigilancia de Salmonella spp: Red de Diarreas y de Patógenos Bacterianos de Transmisión Alimentaria, Unidades Centinela. 

3- Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización de Salmonella spp. a partir de especimenes clínicos. 
· Recolección y transporte de muestras de materia fecal y extraintestinales 

· Procesamiento de materia fecal para el aislamiento de Salmonella spp.
· Caracterización fenotípica: Pruebas bioquímicas
4-   Preguntas y respuestas 
SESION 2:

Fecha: 26 de junio de 2008

Tema: Salmonella spp (2da parte)

Docentes: María Inés Caffer (INEI), Mariana Pichel (INEI), Sergio Epszteyn (Dirección General de Higiene y Seguridad Alimentaria, Gobierno de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires), German Vigo (Facultad de Ciencias Veterinarias,  Universidad Nacional de La Plata), Josefina Cabrera Durango (Instituto Nacional de Alimentos) 

Duración: 3:30 horas

Programa:

5- Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización de Salmonella spp. a partir de especimenes clínicos. Continuación.  

- Caracterización fenotípica: Serotipificación. 

- Caracterización genotípica: PCR, protocolos para la detección de genes asociados a virulencia invA y spvC. 

6-  Transporte y conservación de los aislamientos 

7-  Detección de Salmonella spp. en alimentos 

     - Procedimiento según norma ISO 6579: 2002
     - Procedimiento Técnico (Laboratorio INAL)
· Procedimiento según FDA/BAM/USDA. 
· PCR como herramienta de tamizaje, para confirmación de presuntos positivos y su impacto en la detección de Salmonella spp. en el laboratorio.
·  Resultados en brotes y en el monitoreo de alimentos. 
8-  Técnicas aplicadas a la detección de Salmonella spp. en especimenes de origen animal. 
- Procesamiento de las muestras para la detección de Salmonella spp.
- Aislamiento de Salmonella spp. en muestras de origen animal 
- Experiencia en estudios de campo

9-     Subtipificación: Electroforesis en campo pulsado.

10-  Resumen y conclusiones Salmonella
11.- Preguntas y respuestas     

SESION 3:

Fecha: 3 de julio de 2008
Tema: Escherichia coli O157 (1ra parte)
Docentes: Marta Rivas (INEI), Elizabeth Miliwebsky (INEI)
Duración: 3:30 horas
Programa:

1-  Enfermedades Transmitidas por Alimentos, en especial el SUH. Características microbiológicas, patogénesis y epidemiología de las infecciones por E. coli O157 a nivel mundial y en Argentina. Impacto en la Salud Pública. Acciones de Prevención y Control. 
2-  Estrategias de Vigilancia de las ETA y el SUH. Importancia de la Notificación.        Vigilancia basada en laboratorio, Unidades Centinela.
3- Utilización de los softwares diseñados para la Vigilancia de las diarreas asociadas a E. coli O157 y SUH por diferentes estrategias. 
4- Técnicas aplicadas al diagnóstico de la infección por E. coli O157 a partir de especimenes clínicos. 
- Procesamiento de la materia fecal para la detección de E. coli O157 por aislamiento directo, enriquecimiento y separación inmunomagnética 

-  Caracterización fenotípica 

- Caracterización genotípica: PCR para la detección de E. coli O157 y sus marcadores de virulencia. 

-  Tipificación

- Genotipificación de las variantes de stx
- Fagotipificación

- Electroforesis de campos pulsados: Base Nacional de E. coli O157
5- Transporte y conservación de aislamientos
6- Preguntas y respuestas

SESION 4:

Fecha: 10 de julio de 2008
Tema: Escherichia coli O157 (2da parte)
Docentes: Isabel Chinen (INEI), Gerardo Leotta (INEI)
Duración: 3:30 horas
Programa:

7- Técnicas aplicadas a la detección de E. coli O157 en alimentos. 

- Procesamiento del alimento para la detección de E. coli O157 de acuerdo al tipo de matriz.
- Tamizaje de E. coli O157 a partir del medio de enriquecimiento por ensayos de inmunocromatografía.

- Separación inmunomagnética a partir del medio enriquecido
- Medios de aislamientos selectivos y cromogénicos
- Caracterización fenotípica, genotípica y tipificación

- Métodos Rápidos
- PCR en Tiempo Real
- Evaluación de los resultados: Diagnóstico potencial, presuntivo y confirmado.
8- Técnicas aplicadas a la detección de E. coli O157 en especimenes de origen animal. 
-  Procesamiento de las muestras para la detección de E. coli O157
- Tamizaje, aislamiento y caracterización.

9- Experiencia de la industria cárnica en la detección de E. coli O157 y Salmonella spp.
10.- Resumen y conclusiones E. coli O157
11.- Preguntas y respuestas 
SESION 5:

Fecha: 14 de agosto de 2008
Tema: Staphylococcus aureus
Docentes: Eduardo Manfredi (INEI), Gerardo Leotta (INEI), Sergio Epszteyn (Dirección General de Higiene y Seguridad Alimentaria, Gobierno de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires) 

Duración: 3:30 horas
Programa:

1- Staphylococcus aureus: características microbiológicas, fisiopatogenia de la toxi-infección. 

2- Métodos rápidos para detección y recuento de S. aureus. 
3- Caracterización fenotípica de S. aureus. 

4- Detección de enterotoxinas de S. aureus por métodos fenotípicos y genotípicos.
5- Transporte y conservación de aislamientos 

6- Técnicas de epidemiología molecular aplicadas al estudio de brotes de toxi-infección alimentaria causados por S. aureus. 

7-  Staphylococcus aureus en el Código Alimentario Argentino. Experiencia de un Laboratorio Bromatológico Jurisdiccional.
8- Resumen y Conclusiones Staphylococcus aureus 

9- Preguntas y respuestas
SESION 6:

Fecha: 21 de agosto de 2008
Tema: Listeria monocytogenes (1ra Parte)

Docentes: Raquel Callejo (INEI), Mónica Prieto (INEI)

Duración: 3:30 horas
Programa:

1- Género Listeria y Listeria monocytogenes: características filogéneticas, taxonomía y serotipos
2- Listeria en el ambiente: Diseminación del ambiente a la cadena alimentaria
3- Epidemiología
4- Listeriosis humana: Fisiopatología de la infección. Población de riesgo. Características clínicas. Tratamiento
5- Factores de virulencia. Ciclo infeccioso intracelular
6- Aislamiento a partir de muestras clínicas Algoritmo
7- Caracterización: esquema bioquímico
8- Serotipificación: métodos clásico y molecular. Frecuencia de serotipos circulantes en Argentina
9- Sensibilidad a los antimicrobianos
10-  Trasnporte y conservación de aislamientos
11-  Subtipificación: PFGE clones circulantes en nuestro país
12-  Proteoma de Listeria monocytogenes
13-  Preguntas y respuestas
SESION 7:

Fecha: 28 de agosto de 2008
Tema: Listeria monocytogenes (2da Parte)
Docentes: David Teitelbaum* (Frigorífico Swift), Fernando Trinks (INAL)
Duración: 3:30 horas
Programa: 
1- Toma de muestra en alimentos. Cultivos con métodos convencionales y métodos rápidos. Esquemas y metodologías utilizados para la detección de L.monocytogenes a partir de muestras de alimentos
2- Fuentes y control de contaminación en las plantas procesadoras

3- Sanitización y biofilms
4- Examen de puntos críticos
5- Mantenimiento de un plan de control
6- Resumen y conclusiones Listeria monocytogenes
7- Peguntas y respuestas 
*El Dr Teitelbaum incluirá Salmonella y E.coli O157, además de Listeria 
SESION 8:

Fecha: 4 de septiembre de 2008
Tema: Campylobacter spp
Docentes: Maria Isabel Farace (INEI),  Maria Rosa Viñas (INEI)
Duración: 3:30 horas
Programa:

1- Antecedentes.  

2- Agente etiológico: características generales.

3- Epidemiología. Fisiopatogenia. Presentación clínica

4- Investigación de Campylobacter spp. en muestras clínicas

- Toma y remisión de muestras. 

-  Siembra en medios de cultivo selectivos

-  Método de filtración por membrana de nitrocelulosa
5 -  Investigación de Campylobacter spp. en alimentos: (Estándares internacionales)

- Metodología tradicional (medios de enriquecimiento y selectivos)
6- Atmósfera de incubación: diferentes métodos .Temperaturas de incubación.

7- Identificación presuntiva. Identificación final

8- Transporte y conservación de aislamientos

9- Caracterización genotípica  de Campylobacter spp.  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
10- Subtipificación molecular  de C jejuni y C. coli .Electroforesis de Campo Pulsado. (PFGE)
11- Resumen y conclusiones Campylobacter
12.- Preguntas y respuestas

SESION 9:

Fecha: 11 de septiembre de 2008 
9.1) Tema: Shigella spp
        Docentes: Raquel Terragno (INEI), Mariana Pichel (INEI)

        Duración: 1:30 horas
        Programa:

1- Introducción a la shigellosis. Características microbiológicas. Patogenia y epidemiología de las infecciones asociadas a Shigella spp. en Argentina. 
2- Estrategias de Vigilancia de Shigella spp: Red de Diarreas y de Patógenos Bacterianos de Transmisión Alimentaria, Unidades Centinela. 
3- Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización de Shigella spp. a partir de especimenes clínicos. 
   - Recolección y transporte de muestras de materia fecal. 
   - Procesamiento de materia fecal para el aislamiento de Shigella spp.
   - Caracterización fenotípica: Pruebas bioquímicas y serotipificación
4- Transporte y conservación de aislamientos

5-  Detección de Shigella spp. en alimentos. 

6-  Caracterización genotípica: PCR, protocolos para la detección de genes asociados a virulencia. Electroforesis en campo pulsado

7-  Resumen y conclusiones Shigella spp 
8- Preguntas y respuestas

9.2) Tema: Enterobacter sakazakii – Nueva nomenclatura Cronobacter sakazakii
Docentes: Raquel Terragno (INEI), Josefina Cabrera Durango (INAL),
Mariana Pichel (INEI), Pablo Musso (SanCor)  

        Duración: 1:30 horas
        Programa: 
1- Introducción a la nueva nomenclatura

2- Patogenia y epidemiología de las infecciones asociadas a Enterobacter sakazakii - Cronobacter sakazakii. en Argentina. Características microbiológicas

3-  Estrategias de Vigilancia
4- Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización a partir de especimenes clínicos.  

-  Recolección y transporte de muestras clínicas. 

- Procesamiento de materia fecal para su aislamiento 
-  Caracterización fenotípica: Pruebas bioquímicas 

5- Transporte y conservación de aislamientos

6- Técnicas aplicadas a su detección en alimentos. 

-  Procesamiento del alimento 
-  Aislamiento a partir de distintos alimentos

-  Detección por PCR

7- Resumen y conclusiones Enterobacter sakazakii – Cronobacter sakazakii
8.- Preguntas y respuestas
SESION 10:

Fecha: 18 de septiembre de 2008
Tema: Vibrio cholerae
Docentes: Mariana Pichel (INEI), Maria Inés Caffer (INEI), Sol González Fraga (INEI)

Duración: 3:30 horas
Programa: 
1-  Características generales del microorganismo. 

2- Introducción a la patogenia y epidemiología del cólera (V. cholerae O1 y O139) y de las infecciones asociadas a V. cholerae no-O1, no-O139. Situación en Argentina. 
3- Estrategias de Vigilancia de V. cholerae: Notificación al Sistema Nacional de de Vigilancia de la Salud. Red de Diarreas y de Patógenos Bacterianos de Transmisión Alimentaria, Unidades Centinela. 
4-  Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización de Vibrio cholerae  a partir de especimenes clínicos.
- Recolección y transporte de muestras de materia fecal 
- Procesamiento de materia fecal para el aislamiento de V. cholerae
- Caracterización fenotípica: Pruebas bioquímicas y serotipificación
- Caracterización genotípica: diagnóstico y detección de factores de virulencia por PCR (toxina de cólera (CT), gen ctxA; toxina termoestable (NAG-ST), gen stn; factor de colonización (TCP), gen tcpA, gen tcpI.)
5- Técnicas de aislamiento, identificación y caracterización de Vibrio cholerae a partir de muestras de agua y mejillones.  
- Procesamiento de muestras para el aislamiento y para la identificación y caracterización  por PCR de V. cholerae

- V. cholerae viable no cultivable: métodos de estudio. Importancia para la vigilancia
6- Transporte y conservación de aislamientos

7- Resumen y conclusiones Vibrio cholerae
8.- Preguntas y respuestas 

SESION 11:

Fecha: 25 de septiembre de 2008
11.1) Tema: Clostridium botulinum
          Docente: María Isabel Farace (INEI)
          Duración: 1:30 horas
          Programa:

1- Agente etiológico: características generales.

2- Diferentes tipos de botulismo: alimentario, de lactante, por heridas.  
    Tipos toxigénicos
3- Epidemiología. Presentación clínica

4- Investigación de Clostidium botulinum en muestras clínicas y de alimentos

-  Toma y remisión de muestras. 
-  Bioensayo en ratones albinos.
-  Cultivo en medios específicos. Pruebas de toxicidad. Aislamiento del microorganismo
-  Tipificación por neutralización con antitoxinas especificas

- Trasnporte y conservación de aislamientos

5- Sistemas  de notificación a los niveles provincial y nacional.

6- Mecanismos de respuesta ante la presentación de un brote. Provisión de      antitoxina botulínica

7- Resumen y conclusiones Clostridium botulinum
8.- Preguntas y respuestas
11.2) Tema: Bacillus cereus  
         Docentes: Raquel Callejo (INEI), Maria del Carmen Alcaide (INAL)
         Duración: 1:30 horas
         Programa: 
1- Género Bacillus características filogéneticas y taxonomía
2- Síntomas de la enfermedad. Diagnóstico clínico

3- Aislamiento a partir de muestras clínicas y de alimentos

4- Caracterización: esquema bioquímico

5- Factores de virulencia

6- detección de toxinas por cultivo celular y por métodos moleculares

7- Transporte y conservación de aislamientos
8- Resumen y conclusiones Bacillus cereus
9- Preguntas y respuestas
SESION 12:

Fecha: 2 de octubre de 2008
Tema: Resistencia a los Antimicrobianos 
Docentes: Alejandra Corso (INEI), Fernando Pasteran (INEI), Celeste Lucero (INEI)
Duración: 3:30 horas
Programa:

1- Determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos por el método de difusión. 

· Fundamentos del método de difusión por discos.

· Variables que afectan el método de difusión por discos.

· Limitaciones del método y errores más frecuentes.

· Normas CLSI. Documento M2.

· Utilidades del método de difusión.
2- Métodos y criterios para la correcta detección de mecanismos de resistencia en PTA.  
· Impacto sanitario de la resistencia a cefalosporinas de espectro extendido mediada por beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE.)

· Detección fenotipica de BLEE y AmpC plasmidico.

· Sensibilidad disminuida a fluorquinolonas.

· Mecanismos de resistencia a antimicrobianos de uso frecuente en la Región (cloranfenicol, tetraciclinas, etc) 

3- Determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos en Campylobacter spp. 

    Uso de antimicrobianos en el tratamiento de las infecciones producidas por     Campylobacter spp. 

· Generación de resistencia a los antimicrobianos en aislamientos de Campylobacter spp. en animales y en humanos.

· Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos de primera y segunda línea.

· Métodos de detección de la sensibilidad a los antimicrobianos en Campylobacter spp.
· Estado de la resistencia a los antimicrobianos en Campylobacter spp. en la Argentina.

· Importancia de la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos. 

4-  Resumen y conclusiones Resistencia a los Antimicrobianos
5.- Preguntas y respuestas

