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RESUMEN

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es un patdgeno zoondtico emergente,
que puede causar enfermedades severas en humanos, como colitis hemorragica (CH) y
sindrome hemolitico urémico (SHU). Se han reportado infecciones con STEC en personas
producto del contacto directo con animales de compafiia, y de estos se han aislado cepas de
este patdgeno con virulotipo asociado a enfermedad severa. Sin embargo, en Chile a la
fecha no se encuentra informacion disponible al respecto. Por esta razon, este proyecto
busca aportar con informacién sobre la caracterizacion de cepas de STEC circulantes en

parte de la poblacién canina y felina nacional.

Para cumplir con lo anterior, se recolectaron torulados rectales de 300 perros y 300 gatos
mascotas, entre octubre y diciembre del afio 2018. Se realizaron dos rondas de cultivo, en
caldo tripticasa de soya y en agar MacConkey; y mediante PCR se buscd determinar la
presencia de los genes stx1 y stx2 con el fin de identificar cepas de STEC en las muestras
obtenidas. Ademas, se contempld la deteccién de los genes eae, Ipf, saa y hlyA en las cepas
de STEC aisladas. Sin embargo, con esta metodologia no fue posible el aislamiento de

cepas de STEC en las muestras procesadas.

En vista de los resultados obtenidos podemos concluir que los perros y gatos con duefio en
algunas comunas de la Regién Metropolitana representarian un riesgo bajo en la
transmision de cepas de STEC con determinantes de virulencia asociados a CH y SHU en
las personas. Sin embargo, es necesaria la realizacién de otros estudios, con un mayor
tamafio muestreal y que analicen las distintas variables que puedan afectar la colonizacion

de STEC en estos animales.

Palabras clave: STEC; mascotas; gatos; perros; factores de virulencia.



SUMMARY

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is an emerging zoonotic pathogen, which
can cause severe diseases in humans, such as hemorrhagic colitis (HC) and haemolytic
uraemic syndrome (HUS). Infections have been reported in people as a result of direct
contact with companion animals, and from these STEC strains with virulotype associated
with severe disease have been isolated. However, to date in Chile there is no information
available about it. For this reason, this project seeks to provide information on the
characterization of circulating STEC strains in part of the national dog and cat population.

In order to comply with the above, rectal swabs from 300 dogs and 300 pet cats were
collected between October and December of 2018. Two rounds of culture were carried out
in tripticase soy broth and on MacConkey agar; and by means of PCR, the presence of the
stx1 and stx2 genes was attempted in order to identify STEC strains in the samples
obtained. In addition, the detection of eae, Ipf, saa and hlyA genes in the isolated STEC
strains was contemplated. However, with this methodology it was not possible to isolate

STEC strains in the processed samples.

In view of the results obtained, we can conclude that household dogs and cats in some
communes of the Metropolitan Region would represent a low risk in the transmission of
STEC strains with virulence determinants associated with HC and HUS in people.
However, it is necessary to carry out further studies, with a larger sample size and that
address the different variables that may affect the colonization of STEC in these animals.

Keywords: STEC; pets; cats; dogs; virulence factors.



INTRODUCCION

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés) se reconoce
como un patégeno zoondtico emergente que puede causar diferentes cuadros de
enfermedad en humanos, los que van desde diarrea acuosa a colitis hemorrégica,

incluyendo complicaciones mas severas como el sindrome hemolitico urémico.

STEC se caracteriza por la produccion de toxina Shiga, pudiendo presentar la toxina Shiga
tipo 1 (codificada por el gen stx1), la toxina Shiga tipo 2 (codificada por el gen stx2), o
ambas, siendo estos sus factores de virulencia mas importantes. Ademas, puede presentar
otros determinantes de virulencia que participan en la produccién de enfermedad severa.
Entre estos factores se encuentran los que permiten la adherencia a las células epiteliales,
como la intimina (codificada por el gen eae), la cual estd presente en las cepas mas
virulentas; la adhesina autoaglutinante STEC (codificada por el gen saa), y las fimbrias
polares largas (codificada por el gen Ipf). Ademas, la mayoria de las cepas de STEC
producen una hemolisina (codificada por el gen hlyA), la que posee accion citotoxica en las
células endoteliales. Cabe destacar que no todas las cepas de STEC poseen los mismos
factores de virulencia, siendo algunas combinaciones de estos, o virulotipos, asociadas mas
frecuentemente a cuadros severos de enfermedad en las personas. Estas cepas con
virulotipos asociados a enfermedad severa en personas han sido aisladas desde diferentes
especies animales, como bovinos, porcinos, ovinos, entre otros; pero en animales de

compafiia esta informacion es escasa.

Diversas especies animales pueden actuar como portadores de STEC, y la mayoria de estos
se consideran como reservorios y diseminadores, pudiendo transmitir el patdgeno a otros
animales, el medio ambiente y a las personas. Debido a esta diversidad de reservorios y las
diferentes vias de infeccidn, la enfermedad en personas es comun. En el caso particular de
perros y gatos, producto de su estrecha interaccion con sus propietarios, existe una alta
posibilidad de transmision de este patdgeno. Ademads, estudios internacionales han
reportado la deteccion de cepas de STEC con el mismo virulotipo en mascotas y sus
propietarios, lo que refuerza el rol de estas como posibles reservorios de STEC. En Chile

no se encuentra informacion disponible al respecto a la fecha.



Por lo expuesto anteriormente, en esta Memoria de Titulo se pretendio detectar y
caracterizar cepas de E. coli productora de toxina Shiga en perros y gatos mascotas de la
Region Metropolitana. Asi, se busco revelar con datos actuales el papel de estos animales
como reservorios de cepas de STEC asociadas a cuadros severos de enfermedad en las
personas, contribuyendo a solucionar la falta de informacién existente en nuestro pais sobre

un tema que constituye un riesgo para la salud publica.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las cepas de la especie Escherichia coli corresponden a bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son un grupo
genéticamente heterogéneo, cuyos miembros son generalmente comensales del tracto
gastrointestinal de varias especies animales, principalmente mamiferos (Rivas et al., 2016).
Sin embargo, ciertas cepas de esta especie han adquirido genes que les permiten causar
enfermedad intestinal y extraintestinal. Las cepas que causan enfermedad entérica, incluyen
varios patégenos emergentes de importancia mundial para la salud pablica, y en funcién de
sus factores de virulencia y los mecanismos por los que causan enfermedad Nataro y Keper
(1998) agruparon estas cepas en patotipos diarreogénicos y extraintestinales. Dentro de los
patotipos diarreogénicos se incluyen: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli productora de toxina Shiga (STEC) (Kaper et
al., 2004).

STEC comprende a un patdégeno emergente de gran importancia en salud publica, debido a
su caracter zoondtico, y a que se asocia a casos esporadicos y brotes de enfermedades
severas como colitis hemorragica (CH) y sindrome hemolitico urémico (SHU) en las
personas (Rivas et al., 2016).

Factores de Virulencia de STEC

La caracteristica distintiva de STEC es la capacidad de producir una o mas citotoxinas de la
familia de la toxina Shiga (Stx), codificados en préfagos, pudiendo presentar la toxina
Shiga tipo 1 (Stx1) codificada por el gen stx1, la toxina Shiga tipo 2 (Stx2) codificada por
el gen stx2, o ambas (Paton et al., 2001). Stx1 y Stx2 comparten estructura, actividad
bioldgica, aproximadamente un 55% de homologia de aminoacidos, pero son
antigénicamente diferentes (Keper et al., 2004; Rivas et al., 2016). Ademas, estas toxinas
poseen diversas variantes. Asi, la Stx1 posee las variantes Stxla, Stx1c y Stx1d; mientras
que la subfamilia Stx2 incluye a las variantes Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y
Stx2g. Estas variantes difieren en sus caracteristicas fisicoquimicas y de toxicidad (Rivas et

al., 2016). En este sentido, se ha informado que las cepas que producen Stx2 son mas
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virulentas que las cepas que producen solo Stx1 o Stx1 y Stx2 (Nataro y Kaper, 1998;
Scheutz et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que Stx2 es aproximadamente 1.000 veces
mas toxico para las células endoteliales microvasculares renales humanas que Stx1 (Gyles,
2007). La Stx es una toxina compuesta por dos subunidades (A y B). En su accion celular,
la subunidad B se une a su receptor celular globotriaosilceramida (Gb3), el cual se expresa
en la superficie de las células endoteliales, permitiendo la union fisica de la toxina con la
célula. Posteriormente, la subunidad A, que tiene funcion catalitica sobre el ARN
ribosomal, ingresa al citoplasma de la célula, produciendo el cese de la sintesis proteica
(Kaper et al., 2004; Ibarra et al., 2008). Esto provoca una respuesta de estrés ribotoxica,

que finalmente conduce a la apoptosis de la célula (Schiiller, 2011).

Ademas de las Stx, STEC puede presentar otros factores de virulencia que son cruciales en
la produccion de enfermedad severa en las personas. Entre estos factores de virulencia
podemos encontrar adhesinas, hemolisinas, y sideroforos, entre otros. Las adhesinas de
STEC, entre las que destacan la intimina, la adhesina autoaglutinante STEC, y las fimbrias
polares largas, le permiten adherirse al epitelio intestinal, contribuyendo a la patogénesis de
la enfermedad en animales y personas (Paton et al., 2001; Croxen et al., 2013).

Entre las cepas mas virulentas de STEC se encuentran las que producen alteraciones en la
morfologia de los enterocitos, propiedad mediada por una isla de patogenicidad
denominada “locus de borrador del enterocito” (LEE por sus siglas en inglés) (Paton et al.,
2001), que se asocia con la adherencia intima a las células epiteliales. Esta isla se identifico
originalmente de EPEC, y comparte un 86% de identidad nucleotidica con la identificada
en cepas de STEC (McWilliams y Torres, 2014). En este locus se encuentran todos los
genes necesarios para esta adhesion, que codifican para un sistema de secrecion tipo 1l
(SST3), destacando entre ellos la proteina intimina (codificada por el gen eae) de la
membrana externa, el receptor traslocado de intimina (Tir) que se moviliza a la membrana
de la célula hospedera, y varias proteinas efectoras secretadas (Esp), que son homologas a
las producidas por EPEC (Paton et al., 2001).

A pesar de lo anterior, no todas las cepas de STEC poseen el locus LEE. Estas cepas se
denominan LEE-negativas, y también se han asociado con enfermedad severa en humanos,

lo que ha sugerido la existencia de otros factores de virulencia necesarios para la adhesion
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de STEC (Rivas et al., 2016). Entre estos, se encuentra la adhesina autoaglutinante STEC,
codificada en el gen saa, localizado a nivel plasmidial. Saa es una proteina de membrana
externa, que confiere un fenotipo de adherencia semi-localizado a las microvellosidades
apicales de las células epiteliales intestinales (Paton et al., 2001). Este factor de virulencia
se encuentra en cepas LEE-negativas frecuentemente asociadas con SHU (Paton et al.,
2001; Jenkins et al., 2003).

Otro importante factor de adherencia que puede contribuir en las primeras etapas de la
colonizacion son las fimbrias polares largas (Lpf), codificadas por el gen Ipf. Esta fimbria
se une con las proteinas de la matriz extracelular (MEC), especificamente con fibronectina,
laminina y colageno IV (Torres et al., 2002). Originalmente fue caracterizada en
Salmonella spp., y ademas de estar presente en STEC también se encuentra en otras cepas
de E. coli patégenas e incluso algunas cepas comensales (McWilliams y Torres, 2014). Se
ha descrito que este factor de virulencia se puede encontrar tanto en cepas LEE-positivas

como en LEE-negativas (Paton et al., 2001; McWilliams y Torres, 2014)

Como se mencion0 anteriormente, las cepas de STEC también pueden presentar
hemolisinas entre sus factores de virulencia. Asi, la mayoria de las cepas de STEC
producen una hemolisina codificada por el gen hlyA, ubicado en un plasmido (Rivas et al.,
2016). Esta hemolisina es una toxina formadora de poros que lisa los eritrocitos, y permite
la utilizacion del hierro asociado a ellos como potencial fuente nutricional (Glyles, 2007).
Posee accidn citotoxica para células endoteliales, y se encuentra en la mayoria de las cepas
de STEC que se han asociado con el desarrollo de SHU (Croxen et al., 2013; Krause et al.,
2018).

Debe sefialarse que no todas las cepas de STEC poseen los mismos factores de virulencia,
constituyendo diferentes virulotipos, es decir cepas de STEC con diferentes perfiles de
genes de virulencia. Ademas, debido a la constante evolucion bacteriana, en los ultimos
afios han emergido clones hiper-virulentos de STEC de distribucion mundial, y otras cepas
de STEC con combinaciones novedosas y poco frecuentes de determinantes de virulencia
(Rivas et al., 2016), como la cepa responsable de un brote de SHU en Alemania el afio
2011, que afectd inusualmente a una alta proporcion de adultos. Esta cepa de STEC

presentd un patron de virulencia inusual que combina la produccién de Stx2 con la
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adherencia enteroagregativa de cepas EAEC (Beutin y Martin, 2012). Esta situacion resalta
la importancia de no solo detectar las toxinas Stx, sino ademés caracterizar otros factores de

virulencia en este patdgeno.
Patogenia de STEC

Para ejercer su accion patégena, las cepas de STEC deben llegar al colon, donde producto
de las sefiales ambientales (temperatura, pH y osmolaridad, presencia de bicarbonato, calcio
y nitrato férrico), activa sus genes de virulencia. En la primera fase de colonizacion
participan las fimbrias polares largas que se unen a proteinas de la MEC (Farfan y Torres,
2012; McWilliams y Torres, 2014), tal como se menciond anteriormente. Tras esta
interaccion inicial, en cepas LEE-positivas, a través del SST3 permiten la entrada de las
proteinas efectoras al enterocito, ingresa la proteina Tir que se ubica en la superficie de la
membrana del enterocito donde actla como receptor para la intimina bacteriana,
produciéndose la adherencia intima caracteristica (Gyles, 2007; Rivas et al., 2016). La
intimina también se puede unir a la nucleolina de los enterocitos, con la misma afinidad que
Tir, pero esta interaccion es mas débil (McWilliams y Torres, 2015). Esta interaccion
culmina en una sefial que promueve la polimerizacion de actina ocasionando la lesion que
implica cambios estructurales en la célula epitelial que incluyen pérdida de
microvellosidades, y formacion de estructuras semejantes a pedestales (Farfan y Torres
2012; Farfan-Garcia et al, 2016). La eliminacion y pérdida de la capacidad de absorcion de
las microvellosidades probablemente contribuya a la diarrea inducida por estas bacterias
(Gyles, 2007; Rivas et al., 2016). Por otro lado, se sabe mucho menos sobre la adherencia
de STEC en las cepas LEE-negativas. Sin embargo, se ha descrito que la proteina Saa juega
un rol importante en este tipo de cepas. Asi, Saa es la que participa en la adhesién al
enterocito (Paton y Paton, 2002), produciendo areas de eliminacién de microvellosidades,
pero sin producir la tipica lesion en pedestal de las cepas LEE positivas (Gyles. 2007). En
la Figura 1 de diagrama el proceso de colonizacion de STEC en el epitelio intestinal

humano, y la formacion de la lesion en pedestal.
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Figura 1. STEC colonizando el epitelio intestinal humano y formacion de la lesion en

pedestal (Farfan y Torres, 2012).

Posterior a la adhesion, la bacteria comienza a secretar sus toxinas Stx, las que deben
atravesar el epitelio intestinal, que forma una barrera hermética para evitar la entrada de
contenido luminal en el tejido subyacente. EI mecanismo de este proceso sigue sin estar del
todo claro, ya que no hay modelos animales apropiados disponibles para estudiar este
aspecto de la infeccion por STEC. Existen varias rutas posibles de translocacion de Stx,
como a través de transcitosis independiente de Gh3, o a través de las uniones estrechas.
Este ultimo, ya sea a causa de la redistribucion de las proteinas de las uniones estrechas
intercelulares, que conducen a una funcidn de barrera epitelial disminuida, producida por
las proteinas efectoras del SST3. Otra via propuesta es que las Stx traspasen esta barrera
durante la transmigracién de los neutréfilos desde la mucosa a la luz intestinal (Schiiller,
2011). Una vez ya traspasado el epitelio intestinal, Stx llega hasta el torrente sanguineo y se
distribuye a los distintos érganos, hasta llegar a tejidos con alta concentracion de Gb3,
donde puede ejercer su accion patogena. Asi, en los endotelios vasculares, que son ricos en
Gb3, provoca dafio mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas, lo que produce una
respuesta de estrés ribotdxica, que es a la vez proinflamatoria y proapoptética. Las toxinas
Stx inducen apoptosis en células epiteliales intestinales y produce dafio local a los vasos
sanguineos, que se acomparia de inflamacion severa y dafio de la mucosa de ciego y colon

ascendente, lo que puede producir colitis hemorragica (Kaper et al., 2004; Gyles, 2007). El
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receptor Gb3 se encuentran en mayor nimero en células endoteliales glomerulares en
nifios, por lo que los rifiones son sitios que con frecuencia se ven afectados (Dell’Orco et
al., 2005). En el rifién, dafa las celulas endoteliales y ocluye la microvasculatura a traves
de una combinacion de toxicidad directa e induccion de la produccién de citoquinas y
quimioquinas locales, lo que resulta en inflamacion renal. Estos eventos pueden causar la
adhesion y agregacion de las plaquetas a las células endoteliales que promueven el proceso
hemostéatico que resulta en trombosis renal. Los trombos causan isquemia irreversible que
conduce a insuficiencia renal aguda. Este dafio puede conducir a SHU, que se caracteriza
por anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda, la que es
potencialmente mortal (Gyles, 2007; Schller, 2011). La hemolisina también contribuye al
desarrollo de SHU a través de su accion citotoxica en las células endoteliales y la lisis de
eritrocitos (Croxen et al., 2013; Krause et al., 2018). Aunqgue los rifiones son blancos
frecuentes en el SHU, una amplia gama de 6rganos, incluidos el sistema nervioso central,
los pulmones, el pancreas y el corazén pueden verse afectados (Gyles, 2007; Schiiller,
2011).

Vias de transmision

STEC ha sido implicado en numerosos brotes de infecciones entéricas en todo el mundo,
principalmente asociados al consumo de alimentos contaminados, como carne cruda o
insuficientemente cocida, productos lacteos no pasteurizados, vegetales crudos y agua
(Figueroa, 2017). Otras posibles vias de transmision son el contacto de aguas y suelos
contaminados, de persona a persona por la via oral-fecal, y en los Gltimos afios comenzaron
a aumentar los reportes de infecciones en personas producto del contacto directo con
animales (Rivas et al., 2016), lo que se ve facilitado por poseer una dosis infecciosa

extremadamente baja (<100 células) (Kaper et al, 2004).
Impacto de STEC en la Salud Publica

Debido a la diversidad de reservorios y vias de infeccion, la infeccion en las personas es
frecuente. Las manifestaciones clinicas relacionadas con las infecciones por STEC pueden

variar desde portadores asintomaticos a diarrea leve, o incluso hasta presentaciones clinicas
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méas graves como CH y al potencialmente mortal SHU, como se ha mencionado

anteriormente.

Aunque la incidencia de STEC varia en todo el mundo, la importancia y el impacto de los
brotes de CH y SHU en la salud puablica es enorme (Rivas et al., 2016). La enfermedad
intestinal es inicialmente acuosa, seguida de diarrea sanguinolenta por aproximadamente 8
dias. La mayoria de los pacientes se recupera dentro de los primeros 10 dias, pero en una
pequefia proporcion de pacientes (5-10%), que son mas susceptibles a complicaciones
graves, la infeccion puede conducir a una enfermedad potencialmente mortal como el SHU
en nifios menores de 5 afios (Gyles, 2007), y producir parpura trombocitopénica trombética
en ancianos (Rivas et al., 2016). Este dltimos se parece mucho al SHU en sus
caracteristicas clinico-patoldgicas, y se caracteriza por producir fiebre y alteraciones del
sistema nervioso central, anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y, en

ocasiones, insuficiencia renal aguda (Dell’Orco et al., 2005).

Dentro de los diferentes cuadros que STEC puede causar en personas, el SHU es el mas
grave, afectando principalmente a recién nacidos y nifios menores de 10 afios, con una tasa
de letalidad que varia entre 3 y 5%, y es la principal causa de insuficiencia renal aguda en
nifios pequefios y la segunda de insuficiencia renal cronica (IRC) en ellos (Bentancor et al.,
2007; Mele et al., 2014). Adicionalmente, STEC puede causar secuelas neuroldgicas en el
25% de los pacientes con SHU vy secuelas renales cronicas, generalmente leves, en
alrededor del 50% de los supervivientes (Bentancor et al., 2007), mientras que en los casos
mas graves de SHU puede ocasionar la muerte del paciente o secuelas renales permanentes,
como la necesidad de someterse a un trasplante renal (Figueroa, 2017). Chile es el tercer
pais con mayor incidencia de SHU en todo el mundo, con una tasa de letalidad del 3-5% en
nifilos menores de cinco afios (Hormazabal, 2011). En Chile, el SHU es una causa frecuente
de insuficiencia renal aguda e importante causa de insuficiencia renal cronica, con una
incidencia de 3,2/1.000.000 de pacientes menores de 4 afios, y es responsable del 8% de los
trasplantes renales en pacientes pediatricos chilenos producto de la IRC terminal por esta
etiologia (Zambrano et al., 2008). En este contexto, y de acuerdo a datos oficiales
entregados por el Instituto de Salud Pablica de Chile (ISP), de las 2.196 cepas de origen
clinico de personas con CH y/o SHU recibidas para confirmacion por este organismo
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durante el periodo 2010-2016, el 27,6% fue confirmado como STEC (ISP, 2017). Ademas,
debe mencionarse que desde el afio 2004 STEC es objeto de vigilancia de laboratorio, sin
ser el SHU de notificacion obligatoria. A pesar de esto, la real incidencia de STEC en Chile
esta subestimada, dado que la mayoria de los casos queda sin confirmacion de laboratorio
(Figueroa, 2017).

STEC en perros y gatos

Las cepas de STEC asociadas a enfermedad severa en las personas pueden encontrarse en
diferentes especies animales de forma comensal. El ganado vacuno y ovino son
considerados reservorios naturales de este patdgeno, aunque también se ha encontrado en
otras especies animales, tanto silvestres como domésticas, como cerdos, gatos y perros
(Fagan et al., 1999).

Historicamente, perros y gatos han tenido una interaccién cercana con los humanos,
viviendo en estrecho contacto durante miles de afios. Como consecuencia, los contactos
entre humanos y estos animales son cotidianos, por lo que la posibilidad de transmision de
microorganismos, incluyendo STEC, entre estas diferentes especies hospederas es
extremadamente alta (Bentancor et al., 2007).

Perros y gatos pueden presentar STEC en su microbiota intestinal, con tasas de prevalencia
reportadas a nivel internacional de 1,1% al 15,5% en perros, y entre 2,7% a 13,8% en gatos
pero no se ha demostrado que cause signos asociados a enfermedad en ellos (Beutin et al.,
1993; Gallego et al., 2006; Bentancor et al., 2007; Bentancor et al., 2008). Ademas, se ha
informado un caso de un perro con signos clinicos similares a SHU, donde se le detect6
anemia hemolitica microangiopatica con hemdlisis intravascular, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda; aunque en este caso no esta claro si el SHU fue producido por

STEC, debido a que no se realiz6 un cultivo confirmatorio (Dell’Orco et al., 2005).

Si bien la direccion de la transmision de cepas de STEC entre estos animales y sus duefios

es dificil de comprobar, si se han aislado cepas de STEC con los mismos virulotipos desde

animales y sus propietarios. Asi, en el estudio de Busch et al. (2007) en Alemania, aislaron

una cepa de STEC con virulotipo stx1/stx2/eae/hlyA desde una nifia de dos afios que

presentaba colitis hemorragica y vomito. Después de descartar otras posibles vias de
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infeccion, analizaron a su gato, del cual aislaron una cepa de STEC que mediante un
andlisis de polimorfismo de fragmentos de restriccion demostraron que la cepa aislada de la

nifia y su gato era la misma.

De forma similar, Rumi et al. (2012) en Argentina, reportaron el caso de un nifio de 12
afios enfermo de SHU. Después de excluir otras posibles vias de infeccion analizaron a sus
mascotas, un perro sano y un gato sano, los cuales vivian en estrecho contacto con los
duefios. A través de muestreos semanales de estos animales, se logro el aislamiento de dos
cepas diferentes de STEC, una en el perro y la otra en el gato. Ambas cepas presentaron el
gen stx2, el que se encuentra en las cepas mas virulentas. Adicionalmente, la cepa aislada
desde el gato presentd el mismo virulotipo (stx2/eae/hlyA) que la cepa aislada del nifio,
aunque diferian antigénicamente. Cabe destacar que este virulotipo se ha descrito en
diversas cepas aisladas desde pacientes con SHU (Miliwebsky et al., 2007).

El mismo afio, Bentancor et al. (2012) en Argentina, relacionaron mediante electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE) una cepa de STEC que poseia el gen stx2 aislada desde un
perro, determinando que poseia un 100% de identidad gendémica a una cepa aislada desde
un caso clinico de colitis hemorragica en 2001. Ademas, aislaron una cepa con virulotipo
stx2/hlyA de dos gatos, que presentaba el mismo serotipo que cepas de tres casos clinicos
de SHU, pero no se compararon mediante el PFGE. En este mismo estudio los autores
demostraron que existia identidad clonal entre cepas aisladas de perros y gatos con cepas

aisladas desde bovinos.

Estos estudios corroboran el rol de las mascotas como reservorio de cepas de STEC
capaces de producir cuadros severos en las personas, y que probablemente sirvan como

vehiculo para las cepas bovinas en el ciclo de la infeccion humana.

A pesar de la existencia de diversos estudios internacionales que describen el rol de los
animales domésticos como reservorios de cepas de STEC con virulotipos asociados a
enfermedad severa en las personas, en Chile este tipo de estudios es escaso. Mas aun, en el
caso particular de perros y gatos, a la fecha no existen estudios publicados en nuestro pais.
Cabe sefialar que en Chile, segun el estudio de Correira (2018), el 64% de los hogares

chilenos tiene mascotas, y de ellos mas de la mitad de los hogares (54%) tienen perros,
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mientras que en el 25% tienen gatos, y en 15,7% de los hogares conviven gatos y perros.
En las casas con nifios la cifra aumenta hasta un 70%, siendo ellos uno de los grupos de

riesgo mas susceptibles a infecciones por STEC.

Por lo expuesto anteriormente, en esta Memoria de Titulo se pretende caracterizar el
virulotipo de cepas de E. coli productora de toxina Shiga aisladas desde perros y gatos
mascota de la Region Metropolitana. Asi, se busca revelar con datos actuales el papel de
estos animales como reservorios de cepas de STEC capaces de producir cuadros graves en
la poblacién, contribuyendo con informacion novedosa a un tema que constituye un riesgo

para la salud pablica nacional.
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HIPOTESIS

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga aisladas desde perros y gatos
con duefio en algunas comunas de la Region Metropolitana presentan determinantes de

virulencia asociados a colitis hemorrégica y sindrome hemolitico urémico en las personas.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el virulotipo de cepas de Escherichia coli productora de toxina Shiga aisladas

desde perros y gatos mascotas desde seis comunas de la Regién Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia de cepas de Escherichia coli productora de toxina Shiga en
deposiciones de perros y gatos mascotas, determinando la distribucion de los genes stx1

y stx2.

2. Determinar la presencia de los genes de virulencia eae, hlyA, Ipf y saa en las cepas de

STEC aisladas desde perros y gatos.
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MATERIALES Y METODOS
Disefno

Se realizo un estudio observacional descriptivo para identificar la presencia de cepas de
STEC en deposiciones de perros y gatos mascota, caracterizando el perfil toxigénico de las
cepas aisladas, y determinando la portacion de los genes de virulencia eae, hlyA, Ipf y saa.
El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, perteneciente al
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, financiado por el Proyecto FONDECYT de
Iniciacion n° 11170363.

Se realizé un muestreo por conveniencia en clinicas y hospitales veterinarios ubicados en
las comunas La Pintana, Puente Alto, Providencia, Paine, Renca y Santiago de la Region
Metropolitana, durante octubre a diciembre del 2018. Para la obtencion de las muestras se
consideraron animales sin diarrea y que tampoco estuviesen recibiendo terapia

antimicrobiana al menos en las Gltimas dos semanas previas.

Para el calculo del tamafio muestreal se consideré una confianza del 95%, un error o del
5%, y prevalencias de un 10,2% en perros y 11,25% en gatos, promediando las
prevalencias reportadas por Beutin et al., (1993) y Bentancor et al., (2007), lo que dio
como resultado 220 muestras de cada especie. Considerando este tamafio muestreal, y las
prevalencias reportadas, se amplié a 300 muestras de cada especie, con el fin de obtener

una mayor cantidad de informacion a evaluar.

Para la realizacion de este estudio se contd con un certificado de bioética emitido por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile
(Anexo 1) y con un certificado de bioseguridad emitido por el Comité de Bioseguridad de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo 2).

Obtencién de las muestras

En las clinicas y hospitales de las comunas antes sefialadas, a los duefios de perros y gatos
mascotas se les explicé el estudio y se les consultd si deseaban que su mascota participara
en él, considerando que las mascotas debian cumplir con los requisitos antes descritos. A
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los duefios se les entregd un consentimiento informado (Anexo 3) por escrito, el cual
debian firmar, autorizando asi el muestreo de la mascota, y completando la informacion

requerida de la misma (nombre, edad y sexo).

La toma de muestras se realizé con torulas estériles con medio de transporte Cary Blair
(BD®). La torula fue introducida en el recto del animal al menos 2 cm aproximadamente, y
girada suavemente durante al menos 10 s. Una vez obtenidas las muestras, las torulas
fueron introducidas en sus contenedores, registrando la especie a la cual pertenece, y luego
transportadas al laboratorio en cajas aislantes a temperatura de refrigeracion (4-6°C). En
caso de no poder transportar inmediatamente las muestras al laboratorio, estas se
mantuvieron refrigeradas por un maximo de 48 h hasta ser recolectadas por personal del

laboratorio.
Identificacion de STEC

Una vez obtenidas las muestras, se depositaron en tubos con 6 mL de caldo tripticasa de
soya (TS, BD®), se homogenizaron en vortex, y se incubaron a 42°C durante 18-24 h.
Luego de esta incubacion, 3 alicuotas fueron sembradas con asa calibrada de 10 pL en
placas de agar MacConkey (BD®), las que se incubaron a 37°C durante 18-24 h. Luego de
esto, se tomo un inéculo desde el area confluente de crecimiento bacteriano con asa
calibrada estéril para determinar la presencia de STEC, mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, el in6culo se suspendi6 en tubos de
microcentrifuga con 500 uL de agua libre de nucleasas, se homogenizaron en vortex, y se
incubaron a 100°C durante 15 min en bafio termorregulado (Aquabath®). Luego se
centrifugaron durante 5 min a 16.500 rpm. El sobrenadante obtenido fue transferido a otro

tubo de microcentrifuga estéril para ser utilizado como templado en la reaccion de PCR.

A continuacidn, se realizé un PCR multiplex en un termociclador LifeECO de Bioer®, con
el fin de detectar la presencia de los genes stx1 y stx2, de acuerdo al protocolo de Cebula et
al. (1995). La Tabla 1 muestra la secuencia de los partidores utilizados para cada uno de los
genes y el tamafio esperado del amplicon. Como control positivo se utilizo la cepa
STEC/97 aislada desde bovinos en matadero y caracterizada previamente por la Dra.

Consuelo Borie, y como control negativo la cepa de E. coli ATCC 25922.
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Posterior al PCR, y para poder visualizar los amplicones, se realizé electroforesis en gel de
agarosa al 2%, en buffer tris acetato EDTA (PureExtreme®) adicionado con 6 pL de
SafeView Plus™ 0,02%, a 90 V durante 45 min. Para ello, cada pocillo del gel se cargo con
5 uL del amplificado. Se utilizé un marcador de peso molecular que contiene fragmentos de
ADN entre los 100 y 1.500 pares de bases (pb) (Maestrogen®). Posteriormente, las bandas
obtenidas se visualizaron en un transiluminador LED (Maestrogen®) y fueron fotografiadas

digitalmente para su registro.

En caso de obtener muestras positivas a la presencia de stx1 y/o stx2 en el PCR, se deberia
proceder a la identificacién de las colonias positiva. De cada placa de agar MacConkey
positiva a STEC, se seleccionarian al menos 30 colonias, las cuales se sembrarian
nuevamente y de forma individual en placas de agar MacConkey (BD®) para repetir el
procedimiento recien descrito de PCR y electroforesis.

Tabla 1. Secuencia de los partidores para la deteccién de los genes stx1 y stx2, y tamafio
del amplicon esperado del PCR utilizado.

Tamarno
esperado del Referencia
amplicon (pb)

Secuencias de los partidores

G
en (5-3")

stxl. F.:CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 348
R:CACCAGACAATGTAACCGCTG

o FATCCTATTCCCGGGAGTTTACG can Cebula etal. (1995)
R:GCGTCATCGTATACACAGGAGC

F: forward; R: reverse.

Caracterizacion de la virulencia

Todas las colonias identificadas como STEC serian sometidas a PCR para detectar la
presencia de cuatro genes de virulencia. Los genes a detectar incluyeron a los genes eae,
hlyA, Ipf y saa. Los partidores a utilizar y tamafio de amplicdn esperado se muestran en la
Tabla 2. Para realizar esta determinacion, se utilizaria el ADN previamente extraido y se
realizarian PCR convencional. Para ello se utilizarian 12,5 pL de master mix, 5 puL de cada
primer, y 5 pL ADN templado. Las reacciones de PCR se realizarian siguiendo los
protocolos de Paton y Paton (1998) para el gen hlyA, de Paton y Paton (2002) para saa, de
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Vidal et al. (2004) para eae, y de Vidal et al. (2007) para Ipf. La electroforesis se realizaria
de la misma forma detallada anteriormente. Como control positivo para la deteccién de los
genes eae y hlyA se utilizaria la cepa STEC/97, mientras que en ausencia de control
positivo de los genes Ipf y saa, algunos de los productos de PCR obtenidos serian enviados
a secuenciar a la Unidad de Secuenciacion Automatica de ADN de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile. Las secuencias obtenidas serian
comparadas con la base de datos disponible en GenBank® para confirmar su identidad

nucleotidica.

Tabla 2. Secuencia de los partidores para la deteccidn de los genes eae, hlyA, Ipfy saa, y

tamafio del amplicon esperado del PCR.

Tamarno
esperado del Referencias
amplicon (pb)

Secuencias de los partidores

Gen (57-3%)

e FINTCCATICETAIAST iy vt con
wn FOCATCNTCANCCETACOTICE g punyun a0
| ECOTOMOMCAGIATIC 1y ocp

F: forward; R: reverse.

Expresion y andlisis de los resultados

Los resultados se colectaron en una tabla de Microsoft Excel®, donde se registraron todas
las muestras. Estas muestras fueron catalogadas como positivas o0 negativas segun la
presencia de stx1 y/o stx2 (perfil toxigénico), y presencia de los cuatro genes de virulencia
sefialados. Se realizd un analisis estadistico descriptivo, en el cual se expresaron los

resultados en porcentaje.
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Normas de bioseguridad

Los procedimientos de laboratorio se realizaron con los estandares de un laboratorio de
nivel 2 de bioseguridad, de acuerdo con el Manual de Normas de Bioseguridad de
CONICYT (Allende et al., 2008). Entre las medidas de bioseguridad a utilizar se encuentra
el uso del delantal dentro del laboratorio, de guantes, desinfectantes, antisépticos, calzado
cerrado, y pantalones largos. Los residuos contaminados fueron autoclavados antes de su

eliminacion.
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RESULTADOS

Se recolectd un total de 300 muestras de gatos y 300 de perros, desde clinicas y hospitales
veterinarios en las comunas La Pintana, Puente Alto, Providencia, Paine, Renca y Santiago
de la Region Metropolitana. Dentro las muestras obtenidas de perros, se obtuvieron los
datos del 73,3% de estas, de las cuales la mayoria correspondi6é a hembras (55%) (Figura
2), y las edades fluctuaron entre los 4 meses y los 16 afios (Figura 3). En el caso de los
gatos, igualmente se muestrearon mas hembras que machos (58%) (Figura 4), lo que
represento el 48% de las muestras obtenidas y sus edades se distribuyeron entre los 3 meses

y 17 afios (Figura 5) representando el 43% de las muestras obtenidas.

Del total de muestras obtenidas se registr6 desarrollo bacteriano en el 98% de las muestras
obtenidas desde perros (Figura 6), y en el 92% de las muestras obtenidas desde gatos
(Figura 7).

Del total de muestras analizadas, tanto de perros como de gatos, todas resultaron negativas
a la presencia de los genes stx1 y/o stx2. Al no contar con muestras positivas a STEC, no se
logré determinar la presencia de los demas genes de virulencia (eae, hlyA, Ipf y saa) en las

muestras procesadas.

Datos no
registrados
27%

Figura 2. Distribucion de las muestras obtenidas desde perros segtn sexo (n=300).
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Figura 3. Distribucion de las muestras obtenidas desde perros segun edad (n=300).
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52%

Figura 4. Distribucion de muestras obtenidas desde gatos segun sexo (n=300).
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Figura 5. Distribucion de las muestras obtenidas desde gatos segun edad (n=300).
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M Sin desarrollo

@ Con desarrollo

Figura 6. Desarrollo bacteriano registrado desde las muestras obtenidas desde perros
(n=300).

M Sin desarrollo

@ Con desarrollo

Figura 7. Desarrollo bacteriano registrado desde las muestras obtenidas desde gatos
(n=300).
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DISCUSION

Diversos estudios han demostrado la presencia de STEC en mascotas, y mas aun, diversos
estudios han reportado el aislamiento de cepas de STEC con virulotipos asociados a
enfermedad severa en las personas (Busch et al., 2007; Bentancor et al., 2012; Rumi et al.,
2012). Estos animales probablemente estan expuestos a las mismas fuentes de infeccion
que los humanos (Rumi et al., 2012). En el caso particular de las mascotas, perros y gatos
constituyen una importante fuente de exposicion para humanos, considerando su contacto
frecuente con estas especies, pudiendo presentar STEC en su pelo, piel o bien excretarlo en

sus heces (Fernandez et al. 2006).

En el presente estudio, y con el material y método propuesto, no se logré aislar cepas de
STEC, en ninguno de los animales muestreados, y por lo tanto tampoco se realizaron las
caracterizaciones propuestas. Considerando prevalencias reportadas a nivel internacional,
se esperaba obtener al menos un 1,1% de muestras positivas en perros, y un 2,7% en gatos
(Beutin et al., 1993; Gallego et al., 2006; Bentancor et al., 2007; Bentancor et al., 2008).
Sin embargo, diversos estudios a nivel internacional también han reportado la ausencia de
STEC en perros y gatos mascotas. En este contexto, Fernandez et al. (2006) en Argentina,
muestrearon a 60 perros con y sin diarrea de zonas urbanas que acudieron a consulta
veterinaria, y no lograron aislar el patdgeno en ninguno de los animales Los autores
atribuyeron sus resultados a los cuidados que presentan los perros de zonas urbanas, como
el consumo de alimentos comerciales, caseros cocidos, y acceso a agua potable. De forma
similar, Pufio-Sarmiento et al. (2013) en Brasil, obtuvieron muestras fecales desde 50
perros y 50 gatos con y sin diarrea de un hospital veterinario, para la identificacion de
STEC. A pesar de registrar desarrollo de colonias de E. coli, tampoco lograron identificar
cepas de STEC entre dichos aislados. Los autores sefialan que estos resultados podian
deberse al cuidado y ambiente de los animales, postulando que podria ser mas prevalente en
animales callejeros o de zonas rurales. Mas recientemente, y también en Argentina, Zotta et
al. (2015) obtuvo muestras fecales de 96 perros y 66 gatos, obteniendo los mismos
resultados de los estudios anteriores. Atribuyeron sus resultados al grado de cuidados por

parte de los duefios hacia sus mascotas, a partir de la decisidn de castracién de las mismas,
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ademés que la alimentacién brindada era principalmente con alimentos balanceados cuya

elaboracion implique procesos de coccién.

Debido a que algunas muestras fueron obtenidas de mascotas que asistieron a operativos
veterinarios, algunos datos no fueron registrados debido al alto flujo de pacientes durante el
muestreo. Ademas algunos duefios, principalmente de gatos, no conocian la edad de su
mascota. Por esto, se obtuvieron los datos en relacion al sexo y edad en el 73,3% de los
perros muestreados; mientras que en gatos se registro el sexo en el 48% de ellos, y la edad
en el 43%. En este estudio se muestrearon animales de ambos sexos sin distincion, y en
otros estudios que se han realizado en estos animales, no se ha detectado diferencias
estadisticas en la deteccién de STEC entre machos y hembras (Bentancor et al., 2007). En
este estudio los animales muestreados abarcaron distintos rangos de edades, incluyendo
cachorros, en los cuales Bentancor et al. (2007) y Bentancor et al. (2008) describieron la
existencia de un mayor riesgo de infeccion con cepas de STEC cuando la edad es menor de
2 afos para perros, y menores de 1 afio en gatos. Esto coincide con la etapa en que los
animales muestran habitos de alimentacién irregular e ingestion de elementos que no
corresponden a su dieta (ramas, plantas, tierra, entre otros). Ademas, a estos animales con
mayor riesgo también se les ha asociado con un mayor riesgo de diseminacion del patégeno

hacia otros animales y el medio ambiente (Bentancor et al., 2008).

Los resultados obtenidos en esta Memoria de Titulo pueden deberse a diversas razones.
Entre ellas se encuentran la alimentacion de los animales muestreados, que en la mayoria es
en base a alimento comercial o alimento cocinado, sumado al consumo de agua potable, lo
que permitirian reducir el contacto y colonizacion de estos animales con este

microorganismo (Fernandez et al. 2006).

Otro factor que podria dar cuenta de los resultados registrados es que estos animales
habitaban mayoritariamente zonas urbanas, estando sometidos a menos factores de riesgo
de adquirir STEC que animales que habitan zonas rurales. Estos Ultimos estan expuestos a
factores riesgo, como el contacto con especies consideradas como reservorios, consumo de
carne cruda, leche sin pasteurizar, visceras crudas, aguas estancadas o de bebederos de
otros animales de granja, como bovinos y ovinos (Fernandez et al., 2006). En el caso

particular de los gatos de zonas rurales, la alimentacion con carne cruda se encuentra
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potenciada por sus habitos de caza (Bentancor et al., 2008). Es por lo anterior que perros y
gatos de zonas rurales pueden actuar como vehiculos de cepas de virulentas de STEC de

otros animales, y de esta manera transmitir la bacteria a las personas (Trevena et al., 1996).

El nivel de cuidado otorgado por los propietarios también es un factor que puede haber
influido en nuestros resultados. En esta memoria, la gran mayoria de las muestras fueron
obtenidas desde animales que asistieron a clinicas y/o hospitales veterinarios, lo que refleja
que existe una alta preocupacion de los duefios por el bienestar y salud de sus mascotas,
independiente del nivel socioeconémico de los propietarios. Esto es corroborado por el
estudio de Correira (2018), donde sefiala que, como es esperable, los hogares que mas
invierten en sus animales son los de niveles socioeconémicos mas altos, pero que los
niveles socioeconémicos mas bajos también invierten en el cuidado de sus mascotas y en

sus atenciones de salud.

Otro punto que pudo afectar la deteccion del agente es la existencia de disbiosis intestinal al
momento de la toma de muestras, la que favoreceria el crecimiento de una poblacion
bacteriana por sobre otra, dificultando asi la deteccion de STEC. La disbiosis intestinal
puede tener distintas causas, como tratamientos con antibidticos, procesos inflamatorios
intestinales, trastornos metabdlicos, alteraciéon en la peristalsis 0 modificaciones dietarias
(Moon et al., 2018). A pesar de que en el consentimiento informado se preguntaba si el
animal se encontraba bajo terapia antimicrobiana y que no estuviera con diarrea, esto no se

puede descartar.

Otro punto a considerar es que se obtuvo solo una muestra por animal. Estudios han
demostrado que existen variaciones en las cepas aisladas en muestreos sucesivos del mismo
animal (Padola et al., 2002), o incluso que ya no se aisle STEC (Rumi et al., 2012). Por
ello, no se puede descartar este factor, considerando que dificilmente se les puede realizar

seguimiento durante distintos dias a las mascotas muestreadas.

En cuanto a la sensibilidad y especificidad de las técnicas utilizadas en este estudio, las
posibles limitaciones fueron minimizadas mediante el pre-enriquecimiento de las muestras
en medios de cultivo liquidos, lo cual permite diluir posibles inhibidores presentes en las

deposiciones, y aumentar el nimero de bacterias presentes en las muestras, 1o que permite
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una mayor sensibilidad analitica (Paton y Paton, 2002; Bentancor et al., 2007). Asi,
Bentancor et al. (2007) establecieron el limite de deteccion de STEC en 20 UFC/10 uL de
suspension microbiana, al usar dos fases de cultivo (pre-enriquecimiento y siembra en
placa). Por otra parte, los posibles sesgos a nivel de PCR fueron descartados con la

utilizacion de controles positivos y negativos.

Debido a que no se obtuvieron resultados positivos, y existian recursos e insumos
disponibles, se incluyeron 52 muestras adicionales obtenidas desde perros de un refugio en
la comuna de Curacavi de la Region Metropolitana. Estos animales presentaban
condiciones de cuidados e higiene distintas a los antes muestreados, donde podria ser mas
frecuente el que estuvieran colonizados por STEC, como el alto nivel de hacinamiento en el
que vivian, consumo de agua no potabilizada, y los cuidados veterinarios basicos recibidos.

Sin embargo, con este nimero adicional de muestras tampoco se logro aislar el patdégeno.

Es importante conocer los niveles de portacion intestinal de STEC en perros y gatos
mascotas, junto con determinar las caracteristicas de virulencia de estas cepas, ya que méas
de la mitad de los hogares en Chile tiene como mascota un perro y/o un gato, los que
conviven frecuentemente con nifios, siendo estos mas susceptibles a desarrollar los cuadros
severos de enfermedad producidos por STEC. Aungue en este estudio no se detecto la
presencia de STEC en perros y gatos mascotas, no se puede descartar que en otras comunas
del pais estos animales porten a nivel intestinal este patdgeno, por lo que estudios
extendidos a nivel nacional serian necesarios para esclarecer esta situacién Por otro lado,
seria interesante realizar un estudio donde se muestreen las mascotas de personas afectadas
con SHU y CH de casos esporadicos y no asociados a brotes producto de consumo de

alimentos contaminados.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio, no se logr6 identificar la presencia de cepas de STEC en
deposiciones de perros y gatos mascotas, por lo que no se pudo determinar la presencia de

los genes de virulencia eae, hlyA, Ipfy saa,

Con estos resultados, se puede concluir que los perros y gatos con duefio de algunas
comunas de la Regién Metropolitana representarian un riesgo bajo para la salud publica
nacional referente a la transmision de cepas de STEC con determinantes de virulencia

asociados a colitis hemorragica y sindrome hemolitico urémico en las personas.

Este estudio contribuye a nivel nacional con informacion cientifica actualizada, en un tema
donde la informacion disponible es escasa a nivel nacional e internacional. Ademas, esta
investigacion constituye el primer precedente de la situacion de STEC en perros y gatos
mascotas. Sin embargo, es necesaria la realizacion de nuevos estudios, que consideren un
mayor tamafio muestreal, animales de zonas rurales y urbanas para poder comparar los
factores de riesgo, y variables epidemioldgicas como la edad, sexo, alimentacion y contacto
con otros animales, y la realizacion de muestreo seriados. Ademas, también se sugiere el
estudio de las mascotas de pacientes que hayan sufrido alguna enfermedad severa debido a

cepas de STEC, para pesquisar la presencia del patdégeno en dichos animales.
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Anexo 1.

y|[) CICUA

Jun) 1 e COMTE INSTITUCIONAL DE
=] UNIVERSIDAD I'JE [H“-'[ OUIDADC Y LSO DE ANEMALES

Santiago, a 14 de noviembre de 2017

Certificado n®: 17083-VET-UCH
CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que el protocolo ndmero 14-2017 VETUCH del provecto de investigacion titulado: “Revealing the
role of the animal-environment interfase as a reservoir of Shiga toxin-producing Escherichia coli
strains in the Metropolitan Region: Animal and Environmental Health as promoters of national
Public Health”, cuyo Investigador Responsable es el Dr. Nicolas Galarce Galvez, del Departamento
de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile,
no plantea acciones en sus procedimientos gue contravengan las normas de Bioética de manejo y
cuidado de animales, asi mismo la metodelogia experimental planteada satisface lo estipulado en
el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

El Investigador se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto de investigacion dentro de las
especificaciones sefaladas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados v a no realizar ninguna modificacion sin previa
aprobacion por parte de este Comite.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 300 perros domésticos (Canis fomiliaris) de
cuzlquier raza y 300 gatos domésticos | Felis sifvestris catus) de cualquier raza para la obtencion de
muestras rectales. Los animales a muestrear seran animales con duefio que residan en la Region
Metropolitana, que concurran 2 las dependencias de los Hospitales de la Red de Atencion
Veterinaria de la Universidad por atencion médico-veterinaria, desde el 01 de noviembre 2017 al 01
de noviembre de 2018 , tiempo estimado de ejecucion del proyecto, el cual sera financiado por el
Proyecto Fondecyt de Iniciacion Mro. 11170363,

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de o Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituide por 43 miembros: 5 medicos veterinarios, 39 acodemicos (12 de ellos medicos weterinarios), y 9
miembros no osocdados g lo acodemia o investigacian, y que cuentan con experiencia en bioetica relacionada
o mantencidn y uso de onimales. El certificado que emite ef Comite procede de lo oprobacion del “Protocolo
de Manejo y Cuidade de Animales” despueés de un estudio acucioso y de lo acogida de los investigadores delas
observaciones exigidas por el Comité.
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Anexo 2.

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 103

Santiago, 07, noviembre, 2017

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto titulado, “Revealing the role of animal-
environment interface as a reservoir of Shiga toxin-producing Escherichia coli strains in
Metropolitan Region; Animal and Environmental Health as promoter of National Public
Health” que fue adjudicado en el Concurso FONDECYT de Iniciacién en la Investigacion
2017 con el N°11170363 y cuyo Investigador Responsable es el Dr. Nicolds Galarce.,
profesional de FAVET.

El proyecto cumple las normas de bioseguridad que se encuentran descritas en el
mismo y en el formulario de solicitud de certificados de bioseguridad de FAVET, y que
son las adecuadas seglin las especificaciones contenidas en el “Manual de Bioseguridad
en el Laboratorio, de la Organizacion Mundial de la Salud (versién 2005)” y en el
“Manual de Bioseguridad de Conicyt” (versién 2008), que previenen los riesgos para las
personas, los animales y el medioambiente.

ISETTE LAPIERRE A.

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
FAVET
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Anexo 3.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS

D -4 815 RPN
expreso de forma voluntaria que estov de acuerdo en que mi mascota participe en la investigacion “Revelando el
rol de la interfaz animal-ambiente como reservono de cepas de Escherichia ool productoras de toxina Shiga: Salud
Animal v Ambiental como promotoras de la Salud Publica nacional”. Soy consciente de que la participacion no
incluird ninguna clase de compensacion para mi © para mi mascota, v ademas he leido o me ha sido leida la
informacion tespecto al provecto, v he tenido la oportunidad de resolver mis dudas al respecto. Por lo antetior,
declaro estar en conocimiento de que los procedimientos necesarios para la obtencion de muestras desde mi

mascota no generaran suffimiento, v seran vtilizadas de forma confidencial para el desarrollo del mencionado

provecto.

Identificacion de la mascota:

MNOMBIE L L ESPECIE. ... .. , SEXO sedad. ...
En Santtagoconfechade ... ..

Firma Propietario Firma Investigador Responsable

Sr(a): Dr. Nicolds Galarce G.
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