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Resumen

Escherichia coli es una bacteria comensal de la microbiota intestinal de
mamiferos, sin embargo, grupos patdégenos pueden causar enfermedades
diarreicas. Este grupo se ha identificado como Escherichia coli diarreogénica
(DEC) y es responsable del 30-40% de las enfermedades diarreicas, afectando
principalmente a nifios menores de 5 afios. Una amplia gama de animales
pueden ser reservorio de DEC, sin embargo, el rol de mascotas aun es
desconocido. El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial patogénico
de cepas de Escherichia coli diarreogénica aisladas desde heces de perros,
gatos y humanos, y analizar su relacién genética. Se analizaron 320 muestras de
heces provenientes desde humanos diarreicos, 230 de heces de perros sanos y
181 de heces de gatos sanos. La presencia de factores de virulencia fue
determinada mediante la reaccion en cadena de la polimerasa multiple (mPCR).
Ademas, se realizaron ensayos de formacion de biopeliculas y susceptibilidad
antimicrobiana en los aislados DEC para evaluar su potencial patogénico.
Finalmente, se determind la relacion clonal entre los aislados a través de
Electroforesis por campo pulsado (PFGE). La tasa de aislamiento de DEC desde
humanos sintomaticos fue de un 4,9%, en perros de 5,2% y en gatos de 9,9%,
siendo EPEC el patotipo mas prevalente en los tres hospederos. El 82,6% de los
aislados formaron biopeliculas, mientras que el 80,4% de los aislados presento
resistencia antimicrobiana. Ampicilina fue el antibiético al que se presenté mayor
resistencia, y 40,0% de los aislados presentd multiresistencia antimicrobiana.
Finalmente, se identificé una alta diversidad con un indice de Simpson de 0,96.
Como conclusion, perros y gatos podrian ser reservorios de DEC, principalmente,
EPEC potencialmente patégenas para los humanos, por lo que se debe seguir

estudiando el rol de estas mascotas en la transmisién de estos patégenos.



Abstract

Escherichia coli is a commensal bacterium of the mammalian intestinal
microbiota; however, pathogenic groups can cause diarrheal diseases. This group
has been identified as diarrheagenic Escherichia coli (DEC), and it is responsible
for 30-40% of diarrheal diseases, mainly affecting children under five years. A
wide range of animals can be reservoirs for DEC; however, the role of pets is still
unknown. This study aimed to evaluate the pathogenic potential of diarrheagenic
Escherichia coli isolated from dogs, cats, and human feces and analyze their
genetic relationship. Samples from 320 diarrheic humans, 230 healthy dogs, and
181 healthy cats were analyzed. The presence of virulence factors was
determined by the multiplex polymerase chain reaction (mPCR). In addition, DEC
isolates were evaluated for biofilm formation and antimicrobial susceptibility
assays to assess their pathogenic potential. Finally, the phylogenetic relationship
among isolates was determined through PulsedField Electrophoresis (PFGE).
DEC isolation rate from symptomatic humans was 4.9%, 5.2% in dogs, and 9.9%
in cats; EPEC was the most prevalent pathotype in all the hosts. Most isolates
(82.6%) formed biofilms, while 80.4% presented antimicrobial resistance.
Ampicillin was the antibiotic with the highest resistance rate, and 40.0% of the
isolates were multi-drug resistant. Finally, high diversity was identified among
isolates, with a Simpson Index of 0.96. In conclusion, dogs and cats could be
reservoirs of DEC, mainly EPEC, potentially pathogenic for humans; therefore,
the role of these pets in the human transmission of these pathogens needs to be

studied further.



1. Introduccioén

A nivel mundial, las enfermedades diarreicas son unas de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en la poblacion infantil, provocando alrededor de 1,700
millones de episodios diarreicos al afio, siendo los nifios menores de cinco afos
los mas afectados (OMS, 2017). En Latinoamérica, las enfermedades diarreicas
agudas (EDA) son un problema de salud publica que afecta tanto a nifios como
adultos (Herrera-Benavente, 2018), identificando a Escherichia coli como una de
las principales causas de diarrea de origen bacteriano (Farfan-Garcia et al.,
2016).

Escherichia coli es un bacilo Gramnegativo, ubicuo, comensal de la microbiota
intestinal de humanos y animales, y es uno de los primeros colonizadores del
tracto gastrointestinal a las pocas horas del nacimiento. Sin embargo, algunas E.
coli han adquirido factores de virulencia que le confieren atributos para causar un
amplio espectro de enfermedades. Dentro de las E. coli patégenas, se
encuentran las E. coli diarreogénicas (DEC). Se han descrito seis patotipos
responsables de causar enfermedades entéricas/diarreicas en humanos, algunos
de los cuales se han identificado tanto en animales sintométicos como

asintomaticos (Croxen et al., 2013; Kaper et al., 2004).

Si bien la literatura describe una amplia gama de animales como posibles
reservorios de DEC (Croxen et al.,, 2013), pocos estudios han explorado el
potencial patogénico de cepas aisladas desde perros y gatos, por lo cual aun se
desconoce el rol que cumplen estas mascotas en su transmision a la poblaciéon
humana. Por esta razén, el presente estudio propone identificar y aislar DEC
desde heces de perros, gatos y humanos para estudiar la relacion entre los
aislados y estimar la diversidad genética entre cepas desde diversos hospederos.
Este estudio promovera el conocimiento de si perros y gatos podrian ser
reservorios de cepas de Escherichia coli potencialmente patdgena y que estan

asociadas a infecciones humanas.



2. Revision bibliogréfica

2.1Caracteristicas generales y clasificacion de Escherichia coli.

Escherichia coli es un bacilo Gramnegativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, comensal de la microbiota intestinal de animales y humanos,
siendo el principal organismo anaerdbico facultativo presente en el tracto
intestinal de estos individuos, habitando inofensivamente en la capa mucosa de
colon de mamiferos (Gomes et al., 2016; Kaper et al., 2004). Generalmente, E.
coli posee flagelos periféricos, los que permiten su movilidad. Presenta un
metabolismo fermentativo y respiratorio, comportandose como organismo
oxidasa negativa. Por otra parte, corresponde a una bacteria no exigente, que
prolifera facilmente en medios simples de cultivo, ya que es capaz de utilizar
glucosa y lactosa como fuentes de energia. Ademas, E. coli puede proliferar en
presencia o ausencia de oxigeno, preferentemente a 37°C (Croxen et al., 2013).
También se caracteriza por su elevada plasticidad genética, describiéndose la
existencia de clones de E. coli capaces de adquirir genes de virulencia. Estas
caracteristicas permiten que Escherichia coli presente gran versatilidad, siendo
capaz de adaptarse a diferentes nichos, tanto intestinal como extraintestinal,
pudiendo causar un amplio espectro de enfermedades. Debido a la elevada
plasticidad genémica de esta bacteria para adquirir o perder genes, E. coli se ha
clasificado en cinco grupos filogenéticos: A, B1, B2. D y E, con el fin de predecir
el riesgo para la salud humana (Croxen et al., 2013). La evidencia sugiere que
organismos pertenecientes a un mismo grupo filogenético comparten
caracteristicas genotipicas, fenotipicas, nichos ecolégicos y capacidad para

causar enfermedades (Tenaillon et al., 2010).

Segun el sitio de infeccion, E. coli patégena se clasifica en dos grandes grupos:
E. coli diarreogénica (DEC) y E. coli extraintestinal (EXPEC) (Croxen et al., 2013;
Gomes et al., 2016; Kaper et al., 2004).



Como causa de infecciones entéricas, se han identificado cepas de E. coli con
diferentes mecanismos patogénicos, asociados a la presencia de genes de
virulencia especificos codificados por elementos genéticos moviles. Los grupos
de cepas pertenecientes a una Unica especie que causen la misma enfermedad
utilizando un conjunto en comun de factores de virulencia se conocen como
“patotipo”. Actualmente, dentro de las DEC se han descrito seis patotipos: E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Croxen et al., 2013; Gomes et al.,
2016; ISP 2012; Kaper et al., 2004).

2.3 Patotipos de Escherichia coli diarreogénica: mecanismos de

patogenicidad, transmision y reservorios.
2.2.1 Escherichia coli enteropatogena (EPEC)

Se define a EPEC como aquellas cepas capaces de causar diarrea, producir una
lesion histopatologica caracteristica en la superficie de células epiteliales
intestinales conocida como lesion de adherencia y borrado (A/E) y la incapacidad
de producir toxinas Shiga, toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST)
(Gomes et al., 2016). En base a la presencia o ausencia del plasmido asociado
al factor de adherencia E. coli (pEAF), EPEC se clasifica en dos subtipos: tipica
(tEPEC) cuando presenta pEAF y atipica (@aEPEC) cuando carece de este
(Torres, 2017).

a) Mecanismo patogénico

La infeccion intestinal originada por EPEC altera la actividad fisiolégica del
enterocito, ya que aumenta la secrecion de electrolitos hacia espacio extracelular,
aumenta la permeabilidad de las uniones intra e intercelulares y se produce un

cambio estructural en la region apical del enterocito, lo cual lleva a la pérdida de



la capacidad absortiva del enterocito, por lo cual se acumulan solutos a nivel de
lumen intestinal, culminando con una diarrea acuosa (Farfan-Garcia et al., 2016)
La alteracion que sufre la célula intestinal ocurre mediante un mecanismo que

consiste en tres eventos que ocurren simultaneamente:

1. Adherenciainicial al enterocito, la cual es superficial y no intima. En el caso
de tEPEC, esta mediada principalmente por un pili tipo IV, denominada pili
formador de bucles (BFP). BFP es codificado por el gen bfpA, el cual
corresponde al primer gen del operén de 14 genes bfp contenido en el
plasmido asociado al factor de adherencia E. coli (pEAF). Sin embargo, se
describen otros factores capaces de contribuir a la adherencia de la
bacteria a la superficie del epitelio intestinal del hospedero, por lo cual, si
bien aEPEC no presenta pEAF, se describe que la presencia de estos
factores como, por ejemplo, el factor inhibidor de linfocitos (LifA) codificado
por el gen lifA, localizado en la isla de patogenicidad OIl122, contribuye a

la adherencia de la bacteria a células epiteliales en ausencia de BFP.

2. Transduccién de sefales intracelulares mediada por un sistema secretor
tipo Il (T3SS), codificada en la isla de patogenicidad denominado “locus
de borrado de enterocitos” (LEE). T3SS transloca diversas proteinas
efectoras a la célula huésped, principalmente componentes del translocon
(EspA, EspB y EspD), cuyos eventos de sefializacion generan diversas

alteraciones en el epitelio intestinal.

3. Adhesion bacteriana intima a las células epiteliales, generando la lesién
A/E. Esta ultima fase estd mediada por la unién de la proteina intimina,
codificada por el gen eae, al receptor de intimina translocado (Tir), donde

tanto el gen de la intimina como el de Tir (tir) se localizan en el LEE.



La unién entre intimina y Tir, genera la polimerizacion de actina alterando la
morfologia del citoesqueleto formando pedestales ricos en actina en donde aloja
la bacteria, daflando microvellosidades intestinales las cuales pierden su
funcionalidad (Farfan-Garcia et al., 2016). Lo anterior descrito, sumado a la
capacidad de este organismo para inducir inflamacion de la submucosa, conduce
a la pérdida de la superficie de absorcion, culminando en una diarrea secretora
aguda (Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016; Poolman, 2017).

b) Transmision y reservorios

La transmisién de EPEC se produce via oro-fecal mediante contacto directo,
fomites, secreciones y rara vez mediante consumo de alimentos y agua
contaminadas. Los reservorios descritos para cepas de tEPEC comprende
principalmente humanos, siendo las fuentes mas comunes nifios sintomaticos y
asintomaticos y adultos asintomaticos, rara vez es encontrado en animales,
mientras que cepas de aEPEC han sido aisladas desde humanos y diversas
especies animales, sanos Yy diarreicos (Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016;
Hu et al., 2015).

2.2.2 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Se denomina E. coli productora de toxinas Shiga (STEC) o productora de
Verotoxinas (VTEC) a cepas que poseen genes de toxina Shiga 1 y/o 2 (stx1 y/o
stx2). Tanto Stx1 como Stx2, son codificados en préfagos que estan integrados
en el cromosoma. Estas toxinas son fundamentales para la patogenia del
Sindrome hemolitico urémico (SHU), sin embargo, Stx2 esta asociada con mayor

frecuencia a cuadros severos (Croxen et al., 2013).

Las infecciones por STEC son de gran importancia debido a su caracter

zoonotico. Abarca una amplia gama de manifestaciones clinicas, desde diarreas



leves hasta manifestaciones mas graves como colitis hemorragica (CH) y
sindrome hemolitico urémico (SHU) (Gomes et al., 2016). Aquellas cepas
capaces de producir CH y SHU se agrupan en el subconjunto EHEC, el cual se
caracteriza por la presencia de factores de virulencia especificos que permiten la
adhesion de estas bacterias al epitelio intestinal (Croxen et al., 2013; Robins-
Browne et al., 2016).

El serogrupo mas comun identificado es 0157, siendo el serotipo O157:H7 el de
mayor importancia a nivel mundial debido a su alto impacto a la salud publica
(ISP, 2017). Sin embargo, la identificacion de serogrupos no 0157 que cursan
con enfermedades severas en humanos ha incrementado significativamente
(Kanayama et al., 2015; Torres, 2017). Dentro de los serogrupos no 0157
comunmente identificados en infecciones humanas se encuentra 026, 045,
0103, 0111, 0121 y 0145, conocidos como “Big Six” (Croxen et al., 2013).

b) Mecanismo patogénico

El gen eae, ubicado en la isla de patogenicidad LEE, codifica la produccion de
intimina y del receptor transmembrana de intimina (Tir). Este receptor es
traslocado por el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) a la membrana de células
de colon e ileon, permitiendo la unién de la proteina intimina a la membrana de
la célula huésped. Luego de esta unidn, mediante el T3SS se inyectan proteinas
efectoras produciendo lesiones A/E, al igual que EPEC. Existen cepas de STEC
LEE negativo, las cuales presentan otros factores de adherencia que aportan a
la patogenicidad de la bacteria (Croxen et al., 2013). Una vez que la bacteria se
adhiere a la mucosa intestinal, STEC secreta toxinas Shiga (Stx), las cuales
ingresan al torrente sanguineo. La subunidad B de la toxina se une a la superficie
de células endoteliales que expresan  receptores  gangliosido

globotriaosilceramida (Gb3), estos receptores endocitan la toxina al interior de la



célula endotelial, en donde la subunidad A de la toxina altera la subunidad 28S
ribosomal, induciendo a la inhibicion de la sintesis proteica, culminando en
apoptosis celular, lo cual conlleva a una microtrombosis del endotelio vascular en
organos blancos, principalmente intestino, rifidn y sistema nervioso central
(Croxen et al., 2013; Gomez-Duarte, 2014; Newell et al., 2018; Nguyen et al.,
2012).

c) Transmision y reservorios

La transmision puede ser via oro-fecal mediante el consumo de alimentos
contaminados, cruzada o persona a persona, estimandose una dosis infectante
de 10 organismos por ingestion (<100 UFC/g). Ademas, el contacto directo con
animales portadores o sus heces, es una importante ruta de exposicion a STEC
(Croxen et al., 2013; ISP, 2017). En Estados Unidos se report6é que, en humanos,
un 14% de las enfermedades adquiridas causadas por patdégenos entéricos se
atribuia al contacto directo con animales, siendo STEC O157 y no O157 algunos

de los patdégenos involucrados (Hale et al., 2012).

El mayor reservorio de STEC es el ganado bovino. La bacteria coloniza la union
recto-anal en estos animales, sitio impermeable a los efectos de las toxinas
Shiga, contribuyendo a la persistencia y transmision de este patdogeno (Nguyen
etal., 2012). Ademas, se ha identificado STEC en otras especies, como porcinos,

ovinos y caninos (Croxen et al., 2013; Newell et al., 2018).

2.2.3 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC se define como aquel patotipo que comprende microorganismos capaces
de producir al menos una de las dos enterotoxinas caracterizadas hasta el dia de
hoy, denominadas toxina termolabil (LT) y termoestable (ST), ademas de portar

factores de colonizacién (CFs) que permiten la adherencia al epitelio intestinal



(Croxen et al., 2013). Es el principal patégeno bacteriano responsable de diarrea
infecciosa aguda en adultos que viajan desde paises industrializados a paises en
desarrollo, también conocida como “diarrea del viajero”. Ademas, es el principal
agente causal de enfermedades diarreicas en nifios menores de 5 afos, siendo
el segundo patdégeno asociado a tasas de alta mortalidad y morbilidad en este
grupo etario, por lo cual, es considerado un importante patégeno bacteriano

responsable de diarrea infantil (Croxen et al., 2013; Gomez-Duarte, 2014).

b) Mecanismo patogénico

Inicialmente, ETEC se une a células epiteliales que recubren la mucosa del
intestino delgado mediante la interaccién de ciertos factores que promueven la
colonizacion en este sitio. Estos factores, codificados por operones, pueden
presentarse como estructuras fimbriales, no fimbriales, helicoidales o fibrilares,
siendo conocidos como factores de colonizacion (CFs), identificandose alrededor
de 22 CFs antigénicamente distintos (Croxen et al., 2013). Una vez colonizado el
intestino delgado, ETEC secreta y libera sus principales moléculas efectoras, las
cuales son enterotoxinas codificadas por pladsmidos, produciendo toxina
termolabil (LT) y/o toxina termoestable (ST). LT es una holotoxina estructural y
funcionalmente similar a la toxina del cdlera, codificado en un pldsmido de
virulencia denominado Ent. Se clasifica en dos familias principales, LTI (comun
en humanos; se clasifica en LTh y LTp) y LTII, diferenciandose en la afinidad al
hospedador y en la secuencia genética. LT esta conformada por cinco
subunidades B, las cuales se unen preferentemente a gangliésidos GM1y GD1b
de las células epiteliales del intestino delgado. Ademas, existe una subunidad A,
que comprende dos dominios principales; el dominio Al, responsable de la
toxicidad, y el dominio A2, responsable de anclar la subunidad A al centro de la
subunidad B. La subunidad A y la subunidad B son codificados por el gen eltA 'y

eltB, respectivamente, formando una sola unidad transcripcional contenida en el



operon eltAB. La secrecion de LT, la cual depende del gen leoA, generalmente
ocurre mediante vesiculas. Una vez secretada la toxina, la subunidad B se une a
los receptores de la célula diana, endocitando a LT, donde el péptido Al de la
subunidad A es el responsable de activar la adenilato ciclasa celular aumentando
los niveles intracelulares de cAMP, lo que conlleva a la activacion de la proteina
kinasa A, la cual a su vez fosforila al regulador transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR), resultando en la activacion del canal de cloro (Cl). Esto
promueve la salida de CI a la luz intestinal, en conjunto con la disminucién de
Na*y absorcion de agua, lo que culmina en una diarrea acuosa caracteristica de
ETEC. Por otra parte, ST corresponde a pequefios péptidos ricos en cisteina,
clasificandose en dos variantes segun su fenotipo: STa (STI), identificado en
humanos, la cual a su vez presenta dos variedades ST-la (STp, aislado
principalmente en porcinos) y ST-1b (STh, aislado principalmente en humanos), y
STb (STII) identificado principalmente en animales. ST se produce como proteina
precursora, esta se activa y se exporta al periplasma bacteriano, posteriormente
exportandose a través de la membrana externa de E. coli mediante la proteina
TolC hacia el lumen del intestino delgado, en donde la toxina se une
reversiblemente al dominio extracelular de guanilato ciclasa (GC-C) de las células
epiteliales, activando el dominio catalitico de GC-C, resultando la acumulacion
intracelular de cGMP, lo cual estimula la secrecion de CI- e inhibe la absorcion de
NacCl, manifestindose como una diarrea osmotica. Es decir, LT y ST, separados
o0 combinados, inducen a un desbalance celular de agua y electrolitos
contribuyendo a la patogénesis de ETEC (Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016;
GOmez-Duarte, 2014).

b) Transmisién y reservorios

Infecciones por ETEC se transmiten via oro-fecal, por consumo de agua o

alimentos contaminados, sin embargo, la dosis de ETEC que causa la



enfermedad en personas sanas es relativamente alto, alrededor de 1x10° a 1x108
organismos (Croxen et al., 2013). Se ha descrito que los humanos son
reservorios de ETEC, aunque existen reportes de presencia de ETEC en
animales sanos (CDC, 2014; Ibrahim et al., 2015).

2.2.4 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Se define a EAEC como cepas capaces de inducir un patron de adherencia
agregativa (AA) en células epiteliales y no presentar marcadores genéticos de
otros patotipos de DEC como EPEC, ETEC, EHEC y EIEC. Se clasifica en tipica
(tEAEC) y atipica (aEAEC) segun presencia o ausencia de gen aggR,
respectivamente (Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016; Gomez-Duarte, 2014).
Sin embargo, el afio 2011 se report6 un brote masivo de diarreay SHU en Europa
causado por una cepa de EAEC que adquirio el fago que codifica Stx2,
denominandose E. coli enteroagregativa productor de toxinas Shiga (STEAEC),
correspondiente al serotipo O104:H4 (Croxen etal., 2013). EAEC produce diarrea
acuosa autolimitante en la mayoria de los casos, identificAndose tanto en nifios
como adultos en paises en desarrollo y paises industrializados. Al igual que
ETEC, es una causa importante de la diarrea del viajero (Gomes et al., 2016;
Gomez-Duarte, 2014). La identificacién de este patotipo como causa de diarrea
en nifios en paises en desarrollo, ha ido en aumento. Ademas, se ha asociado a

diarrea persistente e incluso muerte (Torres, 2017).

a) Mecanismo patogénico

La patogenia ocurre en tres etapas, la primera etapa corresponde a la adherencia
inicial del agente a la superficie de la mucosa intestinal, el cual esta mediado por
el plasmido de virulencia pAA que codifica para fimbrias de adherencia agregada

(AAF) necesarias para la adhesiéon y el gen regulador de transcripcién que
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promueve la expresion de factores de virulencia (aagR). Este plasmido es el
encargado de producir la lesion AA. La segunda etapa consiste en la formacion
de biofilms principalmente en colon. Esta etapa esta asociado a distintos genes,
siendo el mas estudiado el gen aatA. La formacion de biofilms contribuye a la
secrecion de autotransportadores de serina proteasa de Enterobacterias
(SPATES), las cuales producen vesiculacion de microvellosidades, abertura de
criptas, extrusion de células epiteliales e incremento de la secrecion de CI-. La
Ultima etapa culmina con la inflamacién de la mucosa intestinal, la cual se
produce por reclutamiento de neutrofilos (Gomes et al., 2016; Hebbelstrup et al.,
2014).

a) Transmision y reservorios

La transmisién de EAEC es via oro-fecal, mediante el consumo de alimentos y/o
agua contaminados. Se describe al humano como reservorio de EAEC,
recuperando cepas desde individuos aparentemente sanos, aunque también se
reporta presencia de EAEC en animales diarreicos y sanos (Hebbelstrup et al.,
2014; Puio-Sarmiento et al., 2013; Torres, 2017).

2.2.5 Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Es un patdégeno intracelular facultativo capaz de invadir la mucosa colénica que
se caracteriza por estar estrechamente relacionado con Shigella spp.
compartiendo caracteristicas genéticas, bioquimicas y patogénicas, incluso
considerando ambos patégenos como un Unico patotipo. Sin embargo, EIEC se
diferencia de Shigella porque la primera presenta menor virulencia y expresa una
reducida expresion de genes de virulencia. Por este motivo, si bien EIEC puede
causar disenteria bacilar o “Shigellosis” (enfermedad que se caracteriza por

calambres abdominales, fiebre y diarrea sanguinolenta), EIEC generalmente se
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asocia a episodios de menor severidad, como diarrea acuosa, la cual es
indistinguible de las diarreas causadas por otros patotipos de DEC. También se
describe como causa de colitis inflamatoria invasiva (Croxen et al.,, 2013;
Hosseini et al., 2016; Kaper et al., 2004).

a) Mecanismo patogénico

La patogenicidad de EIEC esta determinada principalmente por dos elementos:
i) el plasmido plnv, el cual porta genes que codifican el complejo TSS3,
chaperonas (IpgA, IpgC, IpgE y Spalb), reguladores transcripcionales (VirF, VirB
y MxIE), translocadores (IpaB, IpaC e IpaD) y alrededor de 25 proteinas
efectoras; y ii) el cromosoma, que codifica para 5 a 7 sustratos dependientes del
TSS3 de la familia IpaH y otros componentes independientes de TSS3. Estos
factores de virulencia permiten a la bacteria penetrar células diana mediante
vacuolas endociticas, las cuales se lisan al interior de la célula epitelial, liberando
la bacteria y multiplicAndose a nivel intracelular, moviéndose en el citoplasma
mediante microfilamentos de actina y extendiéndose a células epiteliales
adyacentes, concluyendo en la destruccién celular (Croxen et al., 2013; Kaper et
al., 2004; Torres, 2017).

b) Transmision y reservorios

La transmision de este patotipo de E. coli es via oro-fecal mediante el consumo
de agua y alimentos contaminados o0 contacto directo entre personas. Se
describe al humano como Unico reservorio, ya que no se ha identificado animales

como fuente de infeccion (Croxen et al., 2013; Pasqua et al., 2017).
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2.2.6 Escherichia coli adherente difusa (DAEC)

Las cepas de este patotipo se caracterizan por la formacion de patrones de
adherencia difusa lo que permiten la adhesién de la bacteria a la totalidad de la
superficie de las células epiteliales, causando diarrea aguda en nifios

inmunoldégicamente deprimidos o desnutridos (Croxen et al., 2013; ISP, 2012).

a) Mecanismo patogénico

La patogenicidad esta4 dada por la adhesion de la bacteria a la superficie de las
células epiteliales, esta adhesion esta mediada por adhesinas Afa/Dr, siendo las
méas comunes F1845 y Dr, las cuales se unen a DAF, una proteina que se
expresa en gran parte de la superficie apical de las células epiteliales, induciendo
a un reordenamiento del citoesqueleto y desamblando la actina F y la proteina
vilina, resultando lesiones en los ribetes del epitelio intestinal, culminando en

diarrea acuosa (Croxen et al., 2013; Kaper et al., 2004; Servin, 2014).

b) Transmision y reservorios

Tanto la transmision como posibles reservorios alin no estan claramente
definidos. Sin embargo, se reporta que DAEC se ha aislado desde individuos

clinicamente sanos (Croxen et al., 2013).

2.3 Potencial patogénico de E. coli diarreogénica

Las enfermedades infecciosas causadas por DEC ocurren cuando el agente
patégeno logra: a) colonizar el sitio de la mucosa, b) evadir las defensas del

hospedero, ¢) multiplicarse y d) causar dafio en el hospedero (Kaper et al., 2004).

13



Para ello, las bacterias poseen distintos mecanismos de virulencia los cuales
permiten que la bacteria se adapte al ambiente del hospedero y se establezca
exitosamente como patdgeno, siendo los principales mecanismos involucrados
adherencia, invasion y citotoxicidad celular (Housseiny et al., 2010; Kaper et al.,
2004).

La adherencia es una etapa inicial critica en el inicio de una infeccidon causada
por DEC, la cual esta dada por factores especificos de adherencia que permiten
la colonizacion de esta bacteria a sitios que normalmente son inhabitables,
identificandose distintos patrones de adherencia (Clements et al., 2012). La
invasion es una etapa en que la bacteria ingresa al interior de la célula blanco
logrando sobrevivir y replicarse (Kaper et al., 2004). También, existen bacterias
capaces de secretar toxinas que alteran procesos fundamentales de las células
eucariotas, causando dafio y muerte de la célula hospedera. Estos mecanismos
estan dados por diversos factores de virulencia, permitiendo a la bacteria llevar a
cabo distintas estrategias involucrados en el dafio celular del hospedero dando

originen a enfermedades (Housseiny et al., 2010; Kaper et al., 2004).

Por otra parte, se reportan mecanismos asociados a la persistencia de E. coli
diarreogénica en el hospedero, por ejemplo, la formacién de biopeliculas (Culler
et al., 2014; Schiebel et al., 2017; Sharma et al., 2016). Las biopeliculas son
comunidades microbianas que habitan en una matriz polimérica extracelular de
produccion propia, conformada por exopolisacaridos (EPS), proteinas y acidos
nucleicos adheridos a superficies bidticas o abibticas. La formaciéon de
biopeliculas de Escherichia coli es un proceso complejo que implica varias
etapas: adhesion inicial, desarrollo temprano, maduracién y dispersion (Schiebel
et al.,, 2017; Sharma et al., 2016). La adhesion inicial o adherencia reversible
puede ocurrir en superficies abidticas como metal, vidrio y plastico, y en

superficies bidticas como epitelio y tejido celular. Esta etapa depende de factores
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ambientales como temperatura, pH y fuerzas ionicas, y de propiedades de la
bacteria, entre las que destaca la presencia de flagelo, el cual contribuye a la
interaccion entre E. coli y la superficie promoviendo el primer contacto para la
adhesién. Luego ocurre el desarrollo temprano de biopeliculas, la cual es una
etapa intima e irreversible en donde la sintesis del flagelo es reprimida a medida
gue ocurre la union célula-superficie. Una vez que E. coli se adhiere firmemente
a la superficie, comienza la etapa de maduracion en donde las bacterias
comienzan a agregarse mediante interaccion célula-célula, y a su vez producen
la matriz extracelular (MEC) proporcionando una estructura tridimensional a las
biopeliculas. Sumado a lo anterior, se describe que las biopeliculas secretan
sustancias autoinductoras capaces de ayudar a las bacterias que habitan en la
matriz a secretar factores de virulencia, modular la respuesta inmune del huésped
y acumular cambios genéticos. Finalmente, la etapa de dispersién comprende al
desprendimiento de bacterias desde las biopeliculas maduras con el objetivo de
colonizar nuevas superficies (Sharma et al., 2016). Por lo tanto, la formacion de
biopeliculas es un mecanismo que contribuye a la sobrevivencia de bacterias
promoviendo su persistencia tanto en el ambiente como en el organismo
(Schiebel et al., 2017).

Diferentes estudios han asociado bacterias formadoras de biopeliculas a
enfermedades cronicas, siendo una de estas la asociacion entre E. coli
enteroinvasiva (EIEC) y Enfermedades Intestinales Inflamatorias (IBD) (Chandra
et al., 2019; von Rosenvinge et al., 2013), describiéndose que la formacién de
biopeliculas conlleva a la expresion de componentes como curli, celulosa, pili tipo
1 y flagelina, implicados en la modulaciéon del potencial inflamatorio de EIEC,
estimulando las respuesta inmunitaria de la mucosa intestinal y modulando la
funcién de la barrera epitelial mediante la interaccidn con los receptores tipo Toll
(TLR), los receptores tipo NOD (NLR) y moléculas de adhesion celular

relacionadas con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM), proporcionando
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mecanismos que contribuyen a la inflamacién intestinal (Ellermann y Sartor,
2018). Por otro lado, también se ha descrito que la fuerte formacion de biopelicula
tiene un papel crucial en la patogénesis de EPEC (Slater et al., 2018), la cual esta
mediada por Quorum-sensing (QS), el cual corresponde a un mecanismo de
comunicacion bacteriana que comprende la produccion y deteccion de
autoinductores (IA) (Sturbelle et al., 2015). Dicho mecanismo, codificado por el
gen supresor del inhibidor de division (SdiA), se potencia gracias a la presencia
de estructuras fimbrias curli, fimbrias tipo | y celulosa codificado por los genes
csgA, fimA 'y bcsA, respectivamente (Ruano-Gallego et al., 2021). También se ha
reportado que la asociacion entre la secrecion de IA desde biopeliculas formadas
por ETEC y la presencia de hormonas catecolaminas en el tracto gastrointestinal,
aumentan la tasa de crecimiento de ETEC y la expresion de factores de virulencia

(fimbrias F4 y LT), promoviendo su patogenicidad (Sturbelle et al., 2015).

Otro mecanismo asociado a la persistencia de DEC es la resistencia
antimicrobiana (RAM), dificultando el tratamiento de enfermedades causadas por
estas bacterias. La RAM se define como la capacidad de un microorganismo para
resistir la actividad bacteriostatica y/o bactericida de un antimicrobiano, de modo
gue los tratamientos estandares se vuelven ineficaces, contribuyendo a la
persistencia y propagacion de microorganismos resistentes a antimicrobianos
(Colosi et al., 2020; Verraes et al.,, 2013). Se describen cuatro mecanismos
principales de resistencia antimicrobiana; 1) Limitacion de la absorcion de un
farmaco; 2) Modificacién del objetivo de un farmaco; 3) Inactivacion de una droga,;
4) Salida de una droga (Reygaert, 2018). Sin embargo, también se describe que
las biopeliculas podrian contribuir a la resistencia bacteriana frente al uso de
antimicrobianos (Cepas et al., 2019; Sharma et al., 2016). Esto ocurre dado que
las biopeliculas protegen a las bacterias contra la penetracion y acumulacion de
diversas sustancias nocivas, entre ellas, antibidticos en concentraciones

eficaces, ya que la consistencia espesa y pegajosa de la matriz de la biopelicula
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(contiene polisacaridos y proteinas) dificulta que los agentes antimicrobianos
lleguen a las bacterias; por esta razon se necesitan concentraciones mas altas
para lograr el efecto deseado del antimicrobiano se necesitan concentraciones
mas altas. Sumado a esto, bacterias en la biopelicula tienden a ser sésiles, es
decir, tienen una lenta tasa de metabolismo y division celular, por lo que los
antimicrobianos que se dirigen a bacterias en crecimiento y division tienen poco
efecto (Reygaert, 2018). Por otra parte, el uso indiscriminado de antimicrobianos
tanto en clinica humana como veterinaria ha contribuido a la aparicién de cepas
multi-resistentes (MDR), las cuales se definen como cepas resistentes a dos o
mas familias antimicrobianas (Kumar y Khan, 2015). Estudios recientes han
detectado resistencia de E. coli a diversos antimicrobianos, reportandose
resistencia a la mayoria de las familias, como B-lactdmicos, quinolonas y
fluoroquinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas, fenicoles, sulfonamidas y
trimetoprim, demostrandose una mayor resistencia a amoxicilina tanto en
mascotas como en humanos (Poirel et al., 2018; Puvaca y de Llanos Frutos,
2021). En base a lo expuesto, la resistencia antimicrobiana se considera una
amenaza para la salud humana, animal y el medio ambiente, motivo por el cual
su estudio se ha abordado desde un enfoque de “Una Salud”, con la finalidad de

disefiar nuevas estrategias para combatir este problema.

2.4 Situacion epidemiolégica de DEC en Chiley el mundo

A nivel mundial, la mayoria de los casos de diarrea originados por E. coli se deben
al patotipo ETEC, sin embargo, otros patotipos como EPEC vy, recientemente,
EAEC, también han causado enfermedades significantes que afecta a la
poblacién (Torres, 2017). EPEC es el principal agente causal de diarrea en nifios
gue habitan paises en desarrollo como Chile, Brasil, Peru e Iran, causando un 5
a 10% de las diarreas. Ademas, tEPEC es la principal causa de diarrea endémica

en nifios menores a un afo, originando entre un 30-40% de las diarreas infantiles.
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Por otro lado, aEPEC se asocia tanto a diarrea aguda como persistente, siendo
detectada en paises en desarrollo y ciudades industrializadas, afectando a
individuos de todas las edades (Gomes et al., 2016; Hu et al., 2015). En cuanto
a ETEC, se reporta que este patotipo causa entre 280-400 millones de episodios
diarreicos en nifios menores de 5 afos, de los cuales 325,000 resultan en muerte
(Croxen et al., 2013). Los individuos mas susceptibles son nifios de paises en
desarrollo o sectores que carecen de condiciones higiénicas, presentando una
pobre salud publica. La incidencia de infecciones por ETEC en paises en
desarrollo decrece en nifios de 5 afios en adelante, a medida que la inmunidad
natural se desarrolla luego de varios episodios de la enfermedad (Croxen et al.,
2013; Fleckenstein et al., 2013). Estudios epidemiologicos reportan que cepas
productoras de LT son aislados con mayor frecuencia desde individuos sanos, lo
cual se asocia a la baja prevalencia de factores de colonizacién (CFs) (10%) en
cepas de ETEC productoras de LT, en relacidon con cepas productoras de ST y
LT/ST, las cuales presentan una prevalencia de CFs de un 60% y son
identificados en individuos que cursan con diarrea. Por otra parte, los CFs
presentes en animales son distintos a los presentes en humanos, por lo que,
debido a la especificidad de estas adhesinas, las cepas de ETEC animal
normalmente no infectan a humanos (Qadri et al., 2005). Respecto a EHEC, el
serotipo O157:H7 es una de las causas de infecciones adquiridas por alimentos
mas importante a nivel mundial, sin embargo, en paises como Estados Unidos,
se reporta una disminucién en la incidencia de confirmacion de este serogrupo.
En contraste, se ha reportado un incremento en los casos de enfermedades
causados por serogrupos no 0157 a nivel mundial (Torres, 2017). EAEC es un
patdgeno emergente que afecta a nifios y adultos a nivel mundial, causando
diarrea persistente en nifios en zonas donde la bacteria es endémica. Origina alta
morbilidad en niflos menores de 5 afios, y causa diarrea persistente en pacientes
infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Ademas, es uno de

los agentes causales de diarrea del viajero (Croxen et al., 2013; Gomes et al.,
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2016; Torres, 2017). Por otra parte, EIEC afecta a individuos de cualquier grupo
etario, causando ocasionalmente disenteria, sin embargo, los casos reportados
de EIEC estan sub-representados debido a que individuos infectados pueden
cursar con signos clinicos leves e incluso ser asintomaticos. Esto favorece la
persistencia de la bacteria, ya que los individuos colonizados siguen excretando
el patébgeno, comportandose como una constante fuente de infeccién. En las
Ultimas décadas, solo unos pocos casos de EIEC se han asociado a enfermedad
en América Central, América del Sur, Africa y Asia (Croxen et al., 2013; Pasqua
etal., 2017). DAEC se ha identificado en nifios que cursan con diarrea en paises
como Chile, Brasil, Pert, México y Estados Unidos, afectando principalmente a
ninos menores de 5 afios generando diarrea acuosa. Por otra parte, hasta el
momento no existen reportes de afecciones en adultos (Croxen et al., 2013; ISP,
2012).

En Chile, existen pocos estudios respecto a la situaciéon epidemioldgica de DEC,
sin embargo, se identifica a aEPEC, ETEC y EHEC como los patotipos mas
frecuentemente identificados (Torres, 2017). Por otra parte, Vidal et al. (2005)
encontraron EPEC en un 10.6% de nifios menores de nueve afios que cursaban
con diarrea entre el aiio 2004-2005, presentando mayor prevalencia las cepas
aEPEC (Vidal et al., 2005). Mientras que durante el periodo 2010 — 2016, de un
total de 2,196 cepas de origen, un 27.6% fue positiva a STEC, provenientes
principalmente de la Regién metropolitana, siendo el grupo etario mas
frecuentemente afectado nifios entre 1 a 9 afios, y los serotipos mas frecuentes
fueron O157:H7, 026:H11y 026:H" (ISP, 2017).
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2.5 Escherichia coli diarreogénica en perros y gatos

Se han identificado diversas fuentes de E. coli diarreogénica, siendo las heces
humanas la fuente mas frecuente de cepas de DEC, ya sea por transmision
directa de la mano a la boca o por el consumo de alimentos y agua contaminada
(Croxen et al., 2013). Ademas, se ha identificado las heces de animales como
una fuente secundaria de infeccion humana para algunas cepas de DEC,
principalmente de EHEC, sin embargo, estudios recientes se han enfocado en
determinar el rol de los animales como reservorios de cepas patdgenas de DEC,

sobre todo el rol de animales de compafiia como perros y gatos.

En animales, Escherichia coli es una de las principales causas de diarrea (Poirel
et al., 2018), identificandose frecuentemente el patotipo EPEC en perros y gatos
diarreicos y asintométicos (Goffaux et al., 2000; Krause et al., 2005; Pufio-
Sarmiento et al., 2013). EPEC se ha asociado a mortalidad en gatitos (Watson et
al., 2017), mientras que en perros ha sido asociado a diarrea aguda y cronica
(Sancak et al., 2004). Por otra parte, estudios han determinado que gatos
domeésticos diarreicos y no diarreicos constituyen un reservorio natural de EPEC
(Morato et al., 2009).

También se ha identificado que cepas de aEPEC asiladas desde cachorros
diarreicos son potencialmente zoondticas (Arais et al., 2018). En cuanto a STEC,
este patotipo ha sido aislada desde caninos y felinos sanos (Zotta et al., 2015).
ETEC se ha identificado principalmente en perros sanos (Ibrahim et al., 2015).
Sin embargo, existen escasos estudios que determinen el potencial patogénico
de cepas de DEC aisladas desde perros y gatos, y que determinen la relacién
existente entre cepas aisladas desde estas especies y humanos. Para estudiar
esta relacion, es necesario caracterizar y tipificar DEC aisladas desde estas

mascotas.
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2.6 Herramientas de caracterizacion y tipificacion de DEC

La subtipificacibn de E. coli a través de la serotipificacion ha sido de gran
importancia, ya que ha permitido identificar que algunos serotipos estan mas
asociados a enfermedad que otros (Fratamico et al., 2016). Esta técnica de
microbiologia tradicional se realiza determinando los antigenos presentes en la
superficie de la bacteria, los cuales corresponden principalmente a los antigenos
O, el cual esta determinado por la porcion de polisacéaridos del lipopolisacarido
(LPS), y H, determinado por las proteinas flagelares. Cabe destacar que E. coli
consta del antigeno K, el cual esta determinado por el polisacarido capsular, sin
embargo, este antigeno no se detecta rutinariamente. También existen otros
antigenos que se utilizan para caracterizar cepas, por ejemplo, el antigeno F o
fimbrial, el cual cobra importancia en la caracterizacion de Escherichia coli
enterotoxigénica de origen animal. En base a lo anterior, se reporta la existencia
de 182 antigenos O y 53 antigenos H, resultando un nimero considerable de
posibles combinaciones (Croxen et al., 2013; Fratamico et al., 2016; Gyles y
Fairbrother, 2010). Sin embargo, con el fin de investigar el origen de brotes de
enfermedades, es que se ha incursionado en el desarrollo de técnicas
moleculares de subtipificacion como, por ejemplo, la Electroforesis en Campo
Pulsado (PFGE). Esta técnica corresponde al “gold standard” de subtipificacion,
ya que es altamente discriminatoria. Se ha utilizado para reconocer brotes de
infeccién, detectar transmisién cruzada de patdgenos, identificar la fuente de
infeccion y la identificacion de cepas virulentas. Mediante el andlisis de los
patrones de PFGE, se han podido determinar las similitudes genéticas entre los
aislamientos, logrando establecer la existencia de relacion clonal entre cepas
(Bernal et al., 2013).

En Chile, existen pocos estudios respecto a la identificacion de los patotipos de

E. coli diarreogénicas, y los reportes existentes estan principalmente basados en
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humanos. Sin embargo, segun la informacion descrita en la literatura, animales
de compaiiia podrian jugar un importante rol como reservorios zoonéticos de
cepas de DEC. Es por esta razén que este estudio propone evaluar el potencial
patogénico y clonalidad de cepas DEC aisladas desde heces de perros, gatos y

humanos.
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3. Hipotesis

Perros y gatos son reservorios de cepas de Escherichia coli diarreogénica

potencialmente patégenas asociadas a infeccion humana.

4. Objetivo General

Evaluar el potencial patogénico de cepas de Escherichia coli diarreogénica
aisladas desde heces de perros, gatos y humanos, y analizar su relacion

genética.

5. Objetivos especificos
1. Identificar cepas de Escherichia coli diarreogénica desde heces de perros,
gatos y humanos.

2. Caracterizar fenotipicamente cepas de Escherichia coli diarreogénica

mediante ensayos de formacion de biopeliculas y resistencia antimicrobiana.

3. Determinar la relacion clonal entre cepas de Escherichia coli diarreogénica

aisladas desde heces de perros, gatos y humanos.
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6.Materiales y Métodos

Objetivo especifico 1: Identificar cepas de Escherichia coli diarreogénica

desde heces de perros, gatos y humanos.
a) Seleccion de muestras

Las muestras de perros y gatos fueron facilitadas por el Laboratorio de
Diagndstico de Agentes Infecciosos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, y correspondian a una alicuota de caldo
Tripticasa de Soya en la que se incubd una muestra fecal obtenida por torula
anal. Las muestras provenian desde individuos clinicamente sanos residentes en
la ciudad de Santiago, Regiébn Metropolitana, los cuales no estaban bajo la
administracion de antimicrobianos. En total se analizaron 230 muestras de perros

y 181 muestras de gatos.

Las muestras provenientes de humanos fueron donadas por el Hospital Naval de
Valparaiso, y consistian en el material bacteriano (desarrollado en placas de agar
MacConkey) suspendido en suero fisiologico con 20% de glicerol. EI material
bacteriano provenia desde deposiciones de individuos que estaban cursando con

cuadros diarreicos contando con un total de 326 muestras.
b) Extraccion de ADN

Las muestras provenientes desde perros y gatos se sembraron por agotamiento
en placas de Agar MacConkey (Difco®), las cuales se incubaron a 37°C por 18-
24 horas. Luego, se resembraron en placas de Agar Tripticasa de Soya (Difco®)
y se incubaron a 37°C por 18-24 horas. Se tom6 material bacteriano desde la
zona de crecimiento confluente y se resuspendié en 1.000 uL de suero fisiologico.
La extraccion de ADN se realizé mediante la técnica de hervido (10 minutos a
100°C y recuperacion del sobrenadante luego de centrifugado a 10.000 rpm) y

se guardaron 400 pl del sobrenadante a -20°C. En cuanto a las muestras
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provenientes desde humanos, estas se sometieron a cuatro lavados con suero
fisiologico (NaCl 0,9%) antes de realizar la extraccion de ADN desde las placas

de agar MacConkey, con la técnica del hervido.

Finalmente, la deteccion de los genes de virulencia asociado a los patotipos de
DEC se realiz6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

c) Tamizaje de las muestras

Para el tamizaje, la identificacion de EPEC, EHEC, DAEC, EIEC y EAEC se
realiz6 mediante la deteccion de diez genes de virulencia (Tabla 1), a través de
la técnica de PCR multiple descrita por Vidal et al. (2005). La reaccion se realizo
en un volumen final de 25 pL compuesto por: 12,5 pL de GoTaq® Green Master
Mix 2X (Promega, Wisconsin USA; 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP,
400 yM ATTP, 3 mM MgClzy 2X Green GoTaq® reaccion buffer), 1 pmol de cada
primer (10 primers distintos) y 1,5 uL de ADN templado, completando el volumen
final con agua libre de nucleasas. Como control negativo se utilizé agua libre de
nucleasas y como control positivo ADN de cepas EHEC, EPEC, ETEC, EIEC,
EAEC y DAEC donadas por el Prof. Roberto Vidal de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. ElI programa de amplificacion consistio en una
denaturacion inicial a 94°C por 90 segundos, seguido de 35 ciclos de
denaturacion a 94°C por 60 segundos, alineamiento a 60°C por 60 segundos y
una etapa de elongacion a 72°C por 60 segundos, finalizando con una etapa de

elongacion final a 72 °C por 10 minutos.

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1,5% tefiido con el reactivo GelRed® (Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X; Biotium).
Las condiciones de corrida fueron 100 V por 30 minutos, y se utilizé6 un marcador
de tamafio molecular de 100pb (AccuRuler 100 pb plus DNA RTU Ladder,
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MAESTROGEN). Los amplicones se verificaron bajo luz ultravioleta basandose

en el tamafio del producto amplificado indicado por Vidal et al. (2005) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de partidores para la deteccion de genes de DEC mediante
PCR multiple y tamafio de amplicones.

Gen Partidor Secuenciab5’- 3’ Tam.ar,]o del
amplicén (pb)
stx1 F CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG
stx1 348
stx1 R CACCAGACAATGTAACCGCTG
ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG
Sstx2 F
stx2 584
GCGTCATCGTATACACAGGAGC
stx2 R
TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT
eae F
eae 482
GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG
eae R
bip F GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT
bfp P 300
bfp R GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT
AAAGGAGAGCTTCGTCACATTTT
stll stlF 129
IR AATGTCCGTCTTGCGTTAGGAC
S
ItE GCACACGGAGCTCCTCAGTC
It 218
ItR TCCTTCATCCTTTCAATGGCTTT
. AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC
. virF F
VirF 618
) TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC
VvirF R
inaH F CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG
ipaH P 933
. GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC
ipaH R
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daaE F GAACGTTGGTTAATGTGGGGTAA
daaE 542

TATTCACCGGTCGGTTATCAGT
daaE R

CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG
aafll F
aafll 378
flR ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC
aa

Debido a que no fue posible la amplificacion de los genes stll y It asociados al
patotipo ETEC con la técnica propuesta por Vidal et al. (2005), la identificacién
de este patotipo se realiz6 utilizando la PCR descrita por Nguyen et al. (2011)
(Tabla 2). La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 25 pl compuesto
por: 12.5 pL de GoTaqg® Green Master Mix 2X (Promega), 6 pmol de los
partidores It-F y It-R, 5 pmol de los partidores st-F y st-R y 3 ul de ADN templado.
El total del volumen se completé con agua libre de nucleasas. Como control
negativo se utilizé agua libre de nucleasas, y como control positivo la cepa ETEC
utilizada en la técnica descrita anteriormente. El programa de amplificacion
consistié en una denaturacion inicial a 94°C por 6 minutos, seguido de 35 ciclos,
donde cada ciclo consideré una denaturacion a 94°C por 50 segundos,
alineamiento a 57°C por 40 segundos y elongacién a 72°C por 50 segundos. El
programa finalizé con una etapa de elongacion final a 72°C por 5 minutos. Los
productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.8%
tefido con el reactivo GelRed®. Las condiciones de corrida fueron 100 V por 30
minutos, utilizando un marcador de tamafio molecular de 100pb
(MAESTROGEN). Los amplicones se identificaron bajo luz ultravioleta
basandose en el tamafo del producto amplificado indicado por Nguyen et al.
(2011) (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencia partidores para la deteccion de genes de ETEC mediante
PCR mudltiple y tamafio de amplicones

Gen Partidor Secuencia 5’-3’ Ta”.” apo del
amplicén (pb)
It It-F ATTTACGGCGTTACTATCCTC
281
It-R TTTTGGTCTCGGTCAGATATG
st st-F GCTAATGTTGGCAATTTTTCTTC
190
st-R AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA

d) Aislamiento de DEC

A partir de cada muestra positiva al tamizaje, se seleccionaran 20 colonias
provenientes desde placas de Agar MacConkey y se resembraron en placas de
Agar Tripticasa de Soya. Posteriormente, se realizé la extraccion de ADN a cada
colonia de manera individual mediante la técnica de hervido, y se realizé la PCR
anteriormente descrita para confirmar la presencia de los genes de virulencia
asociados a DEC. Las cepas positivas a uno o mas genes de virulencia asociados
a los patotipos de DEC utilizados en este estudio se guardaron a -80°C en caldo
Tripticasa de Soya con glicerol al 20% para analisis posteriores. Los aislados se
confirmaron como Escherichia coli a través de PCR mediante la identificacion del
gen uspA (Chen y Griffiths, 1998). La reaccion de PCR incluy6 0,3 uM de cada
uno de los partidores E. coli (Tabla 3), 10 yuL de GoTaq (GoTaq® Green Master
mix, 2X, Promega; Madison Wisconsin, EEUU), 5 uL de agua libre de nucleasas

y 1 uL de ADN de muestra para una reaccion final de 17 pL.
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Tabla 3. Secuencia de partidor para la deteccién del gen uspA y tamafio de
amplicones

Gen Partidor Secuencia 5’-3’ Ta’T“"‘f‘o del
amplicén (pb)
UspA uspA-F CCGATACGCTGCCAATCAGT
884
uspA-R ACGCAGACCGTAGGCCAGAT

e) Andlisis de resultados

El analisis de resultados se realizd de forma descriptiva. Los datos se tabularon
en la plataforma Excel, y se describié la frecuencia del perfil genético de los

aislados de DEC en cada especie estudiada.

Objetivo especifico 2: Caracterizar fenotipicamente cepas de Escherichia coli
diarreogénica mediante ensayos de formacion de biopeliculas y resistencia

antimicrobiana.
2. Ensayo de formacion de biopeliculas

Se detectd y cuantificd la capacidad de formacién de biopeliculas en superficies
abioticas de cepas DEC mediante la técnica descrita por Uhlich et al. (2006) con
algunas modificaciones. Se tomé una colonia caracteristica de E. coli desde placa
agar MacConkey y se inocul6 en caldo Luria Bertani (LB), el cual se incub6 a
37°C por 18-24 horas. Posteriormente se ajustod la densidad Optica (OD) de los
cultivos a ODsoonm=0,5 mediante espectrofotometria y se afiadio 200 pL de
suspension bacteriana a pocillos de las microplacas de poliestireno (96 pocillos)
utilizando tres pocillos por aislado (ensayo en triplicado técnico). Las microplacas

se incubaron a 37°C por 24 horas. Luego, se elimind el sobrenadante de los

29



pocillos y las placas se lavaron agregando 200 pL de agua destilada a cada
pocillo, este procedimiento se realiz6 tres veces. Las bacterias adheridas se
fijaron con 250 pL de metanol por 15 minutos a temperatura ambiente, luego se
elimind el contenido y se dejo secar por 10 minutos. Finalmente, se realiz0 la
tincion con 200 pL de solucion cristal violeta 1% (p/v) y se incub6 por 15 minutos
a temperatura ambiente, se lavé tres veces con 200 pL de agua destilada y se
disolvié el colorante unido a la biopelicula con etanol 95%. El ensayo se realizo

3 veces (replicas bioldgicas).

La cuantificacion de biopeliculas se realizé6 mediante el método colorimétrico de
microtitulacién en placa, basado en la medicién de la absorbancia de la pelicula
tefiida con cristal violeta con una ODs2onm de cada pocillo usando el lector de

placas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Las cepas se agruparon en cuatro categorias segun la densidad 6ptica de corte
obtenida a partir de los pocillos control negativo (ODc) (LB sin sembrar)
(Stepanovic et al., 2007) (Tabla 4). Como control positivo se utilizé la cepa de
referencia E. coli ATCC 35150.

El andlisis estadistico se realizO mediante la herramienta bioinformatica R. Se
determind la asociacion entre formacién de biopeliculas/hospedero y asociacion
entre formacion de biopeliculas/patotipo utilizando la prueba exacta de Fisher.

Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
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Tabla 4. Categorias de formacion de biopeliculas segun densidad éptica

Categoria de formacion de biopeliculas Densidad éptica (OD)
No formadoras OD cepas < ODc
Débil ODc = OD cepa <2 x ODc
Moderada 2 xODc =< 0D cepa<4x0Dc
Fuerte OD cepa >4 x ODc

2. Resistencia Antimicrobiana

Mediante la técnica de difusion en disco Kirby-Bauer (Patel, 2015) se determiné
la susceptibilidad in vitro de los aislados de DEC a quince antibiéticos utilizados
tanto en animales como en humanos. En primer lugar, se prepard el inéculo
desde colonias provenientes de un cultivo puro de 16-18 horas de incubacion en
agar tripticasa de soya (TSA). Se realiz6 una suspension de cada cultivo y se
ajusto la ODe20nm=0,8, mediante espectrofotometria. Luego se inocularon las
placas de agar Mueller Hinton (MHA) para cada cultivo con un hisopo estéril. Se
utilizaron sensidiscos de amoxicilina-clavulanico (AMC) 20/10 ug, ciprofloxacino
(CIP) 5 pg, gentamicina (GE) 10 pg, ampicilina (AM) 10 pg, tetraciclina (TE) 30
Hg, trimetropim-sulfametoxazol (STX) 1.25/23.75 pg, maropinem (MRP) 10 ug,
cloranfenicol (C) 30 ug y ceftiofur (CT) 30 pg, ceftriaxona (CTR) 30 ug, cefoxitin
(FOX) 30 pg, estreptomicina (SF) 10 pg, azitromicina (AZT) 15 pg, acido
nalidixico (W) 30 pg y sulfisoxazole (SSS) 250 ug.

Para la técnica se utiliz6 como cepa control E. coli ATCC 25922. La lectura e
interpretacion de los resultados de la sensibilidad antimicrobiana se realiz6

mediante la medicibn en milimetros de los halos de inhibicién siguiendo las
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pautas indicadas en el Manual M100 S25 y VET08 ED4 del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (Patel, 2015).

La sensibilidad antimicrobiana se clasific6 en tres categorias: sensible (S),
intermedia (1) y resistente (R). Segun estos resultados, las cepas de DEC se
agruparon en cepas susceptibles (sensibles) y cepas que presentaron
susceptibilidad reducida (intermedia y resistente). Los resultados se analizaron
descriptivamente utilizando la herramienta Excel. Ademds, se determind la
asociacion entre multiresistecia y hospederos (perros, gatos y humanos)

mediante la prueba exacta de Fisher a través de la herramienta estadistica R.

Objetivo especifico 3: Determinar la relacion clonal entre cepas de

Escherichia coli diarreogénica aisladas desde perros, gatos y humanos.

Dado que EPEC fue el patotipo predominante en perros, gatos y humanos,
sumado al impacto que genera este patotipo en estas especies, se determiné si
los aislados provenientes de mascotas estaban relacionadas con los de humanos
mediante Electroforesis de campo pulsado (PFGE) utilizando la enzima de
restriccion Xbal, permitiendo relacionar cepas con caracteristicas iguales en

diferentes hospederos.

La técnica de PFGE, se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo disponible por
el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) para E. coli no
0157:H7 productora de toxina Shiga (CDC, 2017).

En primer lugar, se prepard la suspension celular, ajustando la concentracion
bacteriana a una ODs10nm=0,8-1, posteriormente se procedio a la preparacion y
moldeado de los plugs preparando un total de 4 plugs por muestra. La lisis celular
en plugs de agarosa se realiz6 utilizando una master mix de lisis (50 mM Tris:
50mM EDTA,; pH 8 + sarcosina 1% + 0,1 mg/mL de Proteinasa K), los plugs se

incubaron en un bafio de agua a 54°C con agitacion constante (175 rpm) por 2 h.
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Luego de la incubacion se procedio a los lavados de los plugs y posteriormente
se realiz6 la digestion restrictiva del ADN utilizando la enzima de restriccion Xbal
(Thermo Scientific ®) incubandose a 37°C por 2 h. Transcurrido este tiempo, se
procedio a preparar el gel de agarosa de bajo punto de fusion (Seakem Gold 1%)
con los plugs y se realizé la corrida del gel utilizando CHEF Ill Pulsed-Field
System (Bio-Rad) en buffer TBE 0.5% (Tris 45 mM, acido borico 45 mM, EDTA 1
mM; pH 8.0). Los parametros se establecieron con el tiempo de conmutacién
inicial en 2,2 s, el tiempo de conmutacion final en 54,2 s, un voltaje de 6V y una
duracion de 19 h. Como control estandar para normalizar las bandas se utilizd

Salmonella serotipo Braenderup H9812.

La visualizacion de las bandas se realiz6 mediante la tincién del gel con GelRed®
y la documentacion se realizo a través de fotografias archivadas en formato tiff.
Las imagenes de archivo fueron procesadas por el software BioNumerics
(Applied Maths BVBA, Kortrijk, Bélgica), el cual ofrece una plataforma integrada
para el analisis de fingerprints mediante motores de base de datos, permitiendo
almacenar informacion epidemioldgica e imagenes del gel e identificando las
similitudes de patrones dactilares obtenidas por PFGE. Para ello, esta
herramienta corrige las distorsiones que ocurren durante la electroforesis
mediante la normalizacion de los patrones de PFGE entre diferentes geles. El
andlisis de fingerprints para determinar la similitud de los patrones PFGE se
realiz6 mediante el coeficiente de Dice, el cual corresponde a un estadistico que
se basa en la comparacion de bandas en posiciones especificas utilizando la
teoria de la probabilidad para determinar si dichas bandas son similares o
distintas. El calculo del coeficiente Dice se realiz6 con un indice de tolerancia de
1%, definido como el desplazamiento maximo permitido de la longitud del patréon

entre dos bandas, y que considera la coincidencia de dichas bandas.

La construccién del dendrograma se realiz6 mediante el método UPGMA; este

es un algoritmo de agrupacion jerarquica que se basa en la busqueda de la
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distancia mas pequefia en la matriz de distancias genéticas y el agrupamiento de
las unidades que la conforman como una sola unidad taxondmica independiente.
Una vez identificadas estas distancias, se calculan los promedios de la nueva
unidad contra las restantes generando una nueva matriz y se repite el proceso
hasta que todas las unidades quedan unidas. Los aislamientos se consideraron
relacionados genéticamente cuando presentaron un indice de similitud igual o

mayor a un 85% (Yokoyama y Uchimura, 2006).

Por Gltimo, se cuantifico la diversidad de EPEC mediante el indice de diversidad
de Simpson, el cual refleja la probabilidad de que dos organismos muestreados
pertenezcan a un mismo filotipo. La puntuacion del indice de Simpson varia entre
0y 1, en donde una puntuacion mas cercana a 1 indica una mayor diversidad

(Benty Forney, 2008). Para ello este indice se calcula de la siguiente forma:

S

1
D=1-——— n(n;,—1)
1\J(N—1)J,-§=:1 T

En donde N corresponde al nimero total de cepas, s el numero de diferentes

tipos y njla frecuencia de j-ésimo tipo.
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7. Resultados

Objetivo especifico 1: Identificar cepas de Escherichia coli diarreogénica

desde heces de perros, gatos y humanos.

De un total de 737 muestras de heces analizadas provenientes de perros
(n=230), gatos (n=181) y humanos (n=326), 13,0% (96/737) fueron sospechosas
a patotipos de E. coli diarreogénicas. Un 9,1% (21/230) de las muestras
provenientes desde perros fueron sospechosas a DEC, mientras que en el caso
de los gatos se obtuvo un 13,3% (24/181) de muestras sospechosas. En el caso
de las muestras provenientes de humanos un 15,6% (51/326) fueron
sospechosas a DEC. Las muestras sospechosas, fueron sometidas a PCR
confirmatorio obteniendo finalmente un total de 46 (6,2%) aislados que fueron
positivos a genes de virulencia en estudio y confirmadas como E. coli

diarreogénica (Figura 1).

B Positivos

® Negativos

93%

Figura 1. Porcentaje de muestras con aislados confirmados de
E. coli diarreogénica obtenidos desde heces de perros, gatos y
humanos (n= 737)

De 230 muestras de perros analizadas, 5,2% (12/230) fueron confirmados como
positivos a genes de virulencia asociados a DEC, mientras que, de 181 muestras
de gatos, un 9,9% (18/181) fue DEC. En el caso de las muestras provenientes de

humanos, de 326 muestras analizadas, un 4,9% (16/326) fueron confirmadas
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como DEC (Figura 2). Cabe destacar que de cada muestra se selecciond un
aislado, obteniendo 12 aislados desde perros, 18 aislados desde gatos y 16

aislados desde humanos.

100.00% 94,8% 90 1% 95,1%
80.00%
60.00%

M Positivos

40.00% B Negativos

20.00% 9
5,2% 9:9% 4,9%

0.00%
Perros (n=230) Gatos (n=181) Humanos (n=326)

Figura 2. Aislados de E. coli diarreogénica confirmados por especie.

Respecto a los patotipos aislados, se identificaron solo dos: EPEC y ETEC. Un
32,6% (15/46) correspondiente a ETEC, un 58,7% (27/46) correspondiente a
EPEC y un 8,7% (4/46) correspondiente a EPEC/ETEC. Se identific6 ambos
patotipos en todas las especies. En perros, se identificaron 6/12 aislados EPEC,
5/12 aislados ETEC y 1/12 aislado EPEC/ETEC. En gatos se identificaron 8/18
aislados EPEC, 8/18 aislados ETEC y 2/18 aislados EPEC/ETEC. En humanos
se identificaron 12/16 aislados EPEC, 3/16 aislados ETEC y 1/16 aislado
EPEC/ETEC (Figura 3).

80.00% 75%

60.00% oo
41,7% 44,4%  44,4%
40.00%
. 18,8%
20.00% 8 3% 11, 1% 6 3%
0.00%

Perros (n=12) Gatos (n=18) Humanos (n=16)

M EPEC BMETEC M EPEC/ETEC

Figura 3. Porcentaje de muestras positivas a patotipos de E. coli
diarreogénica identificados en perros, gatos y humanos.
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En base a esta informacion se crearon perfiles de virulencia segun la presencia
de genes asociados a aEPEC (eae+, bfp-), tEPEC (eae+, bfp+), ETEC (It+) y
ETEC/EPEC (eae+, It+) obteniéndose cuatro perfiles distintos. Se obtuvo que un
6,5% (3/46) de los aislados fueron positivos al gen eae y bfp considerandose
como EPEC tipico (tEPEC), mientras que un 50% (23/46) fue positivo solo al gen
eae considerandose como EPEC atipico (@aEPEC). Un 34,9% (16/46) fue positivo
al gen It, y un 8,7% (4/46) de los aislados fue positivo al gen eae y It. El perfil de
virulencia que se presenté con mayor frecuencia fue el que presentaba solo el
gen eae, predominando tanto en perros como en humanos, mientras que en
gatos el perfil predominante se caracterizé por la presencia del gen It. Por otra
parte, no se detectd la presencia del gen st en los aislados estudiados (Tabla 5).

Tabla 5. Perfil de virulencia identificados de aislados DEC provenientes de perros,
gatos y humanaos.

Especies %(n)

Perfil Patotipo Perros Gatos Humanos Total
eae+, bfp+ tEPEC 0,0% (0) 16,7% (3) 0,0% (0) 6,5% (3)
eae+, bfp- aEPEC 50,0% (6) 27,8% (5) 75,0% (12) 50,0% (23)

It+, st- ETEC 41,7% (5) 44,4% (8) 18,8% (3) 34,8% (16)

It+, eae+ ETEC, EPEC 8,3% (1) 11,1% (2) 6,3% (1) 8,7% (4)

Total 100 % (12) 100% (18) 100% (16) 100% (46)

Objetivo especifico 2: Caracterizar fenotipicamente cepas de Escherichia coli
diarreogénica mediante ensayos de formacion de biopeliculas y resistencia

antimicrobiana

Los 46 aislados de E. coli diarreogénica confirmados en el objetivo 1 fueron
sometidos a pruebas fenotipicas para determinar la capacidad de formacion de
biopeliculas y resistencia antimicrobiana, mediante ensayo en microplacas y

técnica de difusion en disco, respectivamente.
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2. Ensayo de formacién de biopeliculas

El 82,6% (38/46) de los aislados obtenidos fueron capaces de formar biopeliculas
sobre placas de poliestireno a 37°C, mientras que un 17,4% (8/46) de los aislados
no formaron biopeliculas bajo estas condiciones. De los aislados que fueron
capaces de formar biopeliculas, un 78,3% (36/46) formaron biopeliculas débiles,

y solo un 4,3% (2/46) formaron biopeliculas moderadas (Tabla 6).

Todas los aislados provenientes de humanos fueron capaces de formar
biopeliculas. En cuanto a los aislados provenientes desde perros un 91,7%
(11/12) formaron biopeliculas débiles, mientras que de los aislados provenientes
desde gatos un 61,1% (11/18) fueron capaces de formar biopeliculas débiles
(Tabla 6).

Tabla 6. Categorizacion de aislados DEC segun capacidad de formacién de biopeliculas
y distribucién segun hospedero

1Formacién de biopeliculas a 37°C 2p-value (Test exacto
Hospedero n (%) de Fisher)
NF D M F
1 11 0 0
_ (8,3%) (91,7%) (0%) (0%)
Canino
. 7 11 0 0 0,005837
Felino
(38,9%) (61,1%) (0%) (0%)
Humano 0 14 2 0
(0%) (87,5%) (12,5%) (0%)
Total 8 36 2 0
(17,4%) (78,3%) (4,3%) (0.0%)

1Categorias de formacién de biopeliculas: No formadoras (NF), Débiles (D), Moderada (M), Fuerte (F). 2 Diferencias significativas
p<0.05 (Test exacto de Fisher)

Se identificé asociacion entre la variable “hospedero” y “formacién de
biopeliculas” (p < 0,05), si la formacién de biopeliculas depende del hospedero
en estudio. Se determind que las cepas provenientes desde humanos tenian una
mayor capacidad de formacion de biopeliculas a 37°C a diferencia de las cepas
provenientes de gatos (Tabla 6). Por otra parte, no se evidencié una relacion

significativa entre la produccion de biopeliculas a 37°C, y el patotipo del aislado
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en estudio, resultando que ambas variables eran independientes entre si (p >
0,05) (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de aislados de E. coli diarreogénica formadoras de biopeliculas
asociado a patotipo

'Formacion de biopeliculas a 37°C 2p-value (Test exacto de
Patotipo n (%) Fisher)
NF D M F
4 24 2 0
EpEC (13,3%) (80%) (6,7%) (0%)
0,3808
5 15 0 0
ETEC (25%) (75%) (0%) (0%)
Total 9 (18%) 39 (78%) 2 (4%) 0 (0%)

1Categorias de formacion de biopeliculas: No formadoras (NF), Débiles (D), Moderada (M), Fuerte (F). 2 Diferencias significativas
p<0.05 (Test exacto de Fisher)

2. Perfil de resistencia antimicrobiana

De los 46 aislados obtenidos, la mayor frecuencia de resistencia se registré para
ampicilina (58,7%), sulfizoxazol (56,5%) y amoxicilina/acido clavulanico (39,1%).

Por otra parte, todos los aislados fueron susceptibles a ceftriaxona (Figura 4).

En perros y humanos se presentd resistencia principalmente a ampicilina,
mientras que en gatos se identific6 mayor resistencia a sulfizoxazol. Sin embargo,
en humanos, dentro de los antimicrobianos a los cual hubo mayor resistencia, se
encontraba ceftiofur, el cual corresponde a una cefalosporina de uso
exclusivamente veterinario. En general, los aislados provenientes de perros,
gatos y humanos presentaron una mayor resistencia a la familia de los B-

lactamicos (Tabla 8).
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Figura 4. Distribucion de resistencia antimicrobiana de asilados EPEC y ETEC
provenientes de perros, gatos y humanos. GE, gentamicina; SF, estreptomicina; AM,
ampicilina; CT, ceftiofur; MRP, maropinem; AMC, amoxicilina/ac. Clavulanico; CTR,
ceftriaxona; FOX, cefoxitin; STX, trimetropim/sulfametoxazol; SSS, sulfizoxazol; W, acido
nalidixico; C, cloranfenicol; AZT, azitromicina; TE, tetraciclina; CIP, ciprofloxacino.

Tabla 8. Distribuciéon de resistencia antimicrobiana de los 46 aislados de E. coli
diarreogénica

Aislados por especie

S Total
Antibiotico Canino Felino Humano (n=46)
(n=12) (n=18) (n=16)
Ampicilina 9 (75,0%) 6 (33,3%) 12 (75,0%) 27 (58,7%)
Sulfizoxazol 8 (66,7%) 7 (38,9%) 11 (68,8%) 26 (56,5%)
Amoxictinaacido 9(75.0%) 4 (22,2%) 5 (31,3%) 18 (39,1%)
Ceftiofur 5 (41,7%) 2 (11,1%) 5 (31,3%) 12 (26,1%)
Estreptomicina 6 (50,0%) 2 (11,1%) 3 (18,8%) 11 (23,9%)
Ciprofloxacino 4 (33,3%) 2 (11,1%) 4 (25,0% 10 (21,7%)
Tetraciclina 4 (33,3%) 3 (16,7%) 2 (12,5%) 9 (19,6%)
Meropenem 3 (25,0%) 2 (11,1%) 2 (12,5%) 7 (15,2%)
Acido nalidixico 3 (25,0%) 2 (11,1%) 1 (6,3%) 6 (13,0%)
Gentamicina 1(8,3%) 4 (22,2%) 1 (6,3%) 6 (13,0%)
Azitromicina 2 (16,7%) 1 (5,6%) 1 (6,3%) 4 (8,7%)
Cefoxitin 2 (16,7%) 1 (5,6%) 1 (6,3%) 4 (8,7%)
Cloranfenicol 3 (25,0%) 0 (0%) 1 (6,3%) 4 (8,7%)
Trimetropim/Sulfametoxazol 1(8,3%) 1 (5,6%) 2 (12,5%) 4 (8,7%)
Ceftriaxona 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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En cuanto a aislados multiresistentes, se detectd 37% (17/46) de aislados
resistentes a 3 o mas familias de antibiéticos. En los aislados provenientes de
perros un 50% (6/12) fueron multiresistentes, en los aislados provenientes de
gatos se registré un 28% (5/18) y en los de humanos un 38% (6/16). De los
aislados provenientes de perros, un 16,7% (2/12) presento resistencia a las 7
familias. Se determinaron diferencias significativas (p < 0,05) de multiresistencia
antimicrobiana entre las tres especies en estudio, es decir, la multiresistencia de
DEC estaria asociado a la especie del hospedero, identificandose mayor

multiresistencia en perros (Tabla 9).

Tabla 9. Patrones de multiresistencia en aislados de E. coli diarreogénica provenientes
de perros, gatos y humanos.

Ne de asilados resistentes a

familias de antibiéticos (0-7)* . % de p-value
N° de asilados .
Hospedero MRD aislados (Test exacto
i 2
01 2 3 4 5 6 7 MRD de Fisher)
Canino 4 4 3 9 0 1 2 6 50%
(n=12)
Felino(n=18) 8 0 5 2 2 1 0 O 5 28% 0,007025
Humano 0
(n=16) 0 55 4 1 0 1 O 6 38%

lFamilias de antibidticos: Betalactamicos; Aminoglucdsidos, Macroélidos, Tetraciclinas, Sulfonamida, Quinolona, Anfenicol.
2Diferencias significativas p<0.05 (Test exacto de Fisher).

41



Objetivo especifico 3: Determinar la relacion clonal entre cepas de
Escherichia coli diarreogénica aisladas desde perros, gatos vy

humanos.

En el presente estudio se determindé la relacion clonal de 31 aislados mediante

Electroforesis de campo pulsado (PFGE) utilizando la enzima de restriccion Xbal.

Los resultados se analizaron con un indice de similitud de Dice = 85%, con lo cual
se obtuvo que los aislados 026 y 3192, las cuales provenian de humanos,
presentaron un porcentaje de similitud del 97%, mientras que los aislados 392 y
535, también provenientes de humanos, presentaron un porcentaje de similitud
del 96.8%, evidenciando una estrecha relacion clonal entre estos aislados (Figura
5). En base a esto, se obtuvo un total de 29 clusters, y no se observo relacion
clonal entre aislados provenientes de animales y humanos. Por otra parte, se
obtuvo un Indice de Diversidad de Simpson de 0,96, lo cual indica una elevada

diversidad genética entre los aislados EPEC estudiados.
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Similitud % PFGE Aislado Patotipo DEC Hospedero

3 3 8 8 e 8 8 §

G263 EPEC Gato
P278 EPEC perro
G221 EPEC Gato
10 EPEC Humano
P137 EPEC Perro
86 EPEC Humano
3355 EPEC Humano
3381 EPEC Humano
P126 EPEC Perro
978 EPEC Humano
P106 EPEC Perro
2737 EPEC Humano
026 EPEC umano
3192 EPEC Humano |
G147 EPEC

392 EPEC Humano |
535 EPEC

G74 EPEC Gato
1061 EPEC Humano
3014 EPEC/ETEC Humano
576 EPEC Humano
616 EPEC Humano
P211 EPEC Perro
G136 EPEC Gato
G217 EPEC Gato
P256 EPEC Perro
G264 EPEC/ETEC

G254 EPEC/ETEC 2:::
G178 EPEC Gato
978 EPEC Humano
G153 EPEC Gato

Figura 5. Patrones PFGE de 31 aislados EPEC provenientes desde perros, gatos y humanos.
Dendrograma realizado con el programa BioNumerics, método UPGMA, coeficiente Dice 1%,
Estandar: Salmonella entérica subsp. enterica serovar Braenderup.
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8. Discusion

Escherichia coli diarreogénica (DEC) es una de las principales causas de
trastornos gastrointestinales en el mundo, y un importante desafio para la salud
publica. DEC es responsable del 30-40% de los episodios de diarrea aguda en
nifios menores de 5 afios en paises en desarrollo, y una importante causa de
casos esporadicos y brotes de diarrea a nivel mundial (Saka et al., 2019). Los
patotipos de DEC asociados a morbilidad y mortalidad en el mundo son E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAECQC), E. coli adherente difusa. (DAEC) E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli
enterohemorragica (EHEC) (Croxen et al., 2013). En base a estos antecedentes,
la identificacion de fuentes de infeccion y reservorios ha sido fundamental para
determinar la epidemiologia de DEC, reportandose al ganado vacuno, caprino,
porcino, entre otros animales como reservorios de DEC (Pufio-Sarmiento et al.,
2013; Croxen et al., 2013). Sin embargo, el rol de mascotas de compafiia como
perros y gatos en la transmision de estas bacterias patdgenas a los seres

humanos, aln se desconoce.

En el presente estudio, se obtuvo 13,0% de muestras sospechosas a DEC desde
heces de perros, gatos y humanos. Sin embargo, el tamizaje se realiz6 a partir
de cultivos mixtos, es decir, cultivos conformados por mas de una especie
bacteriana. Esto implica que la detecteccion de los genes de virulencia en una
muestra no era suficiente para confirmar la presencia de DEC, ya que estos
genes pueden estar presentes en otras especies bacterianas, como es el caso
de los genes que codifican para Stx, los cuales estan presentes en Shigella
dysenteriae (Melton-Celsa, 2014). Por otra parte, a partir de un cultivo mixto, se
podria identificar la combinacién de genes requeridos para identificar DEC, pero
estos podrian provenir desde distintos organismos, obteniendo falsos positivos
gue sobreestimen la presencia del patdgeno. Por lo tanto, luego del tamizaje, es

necesario confirmar la presencia de DEC a través de PCR en cultivos puros. Sin

44



embargo, este paso podria significar la subestimacién de la prevalencia de DEC,
ya que al seleccionar un numero limitado de colonias (20), es posible que el
organismo blanco no sea seleccionado, sobre todo en el caso de estar en baja

concentraciéon en la muestra.

La tasa de aislamiento de DEC desde humanos sintomaticos fue de un 4.9%.
Esta tasa difiere con lo reportado en otras partes del mundo, en donde suelen ser
mayores. Por ejemplo, en un estudio realizado en Peru, la tasa de aislamiento de
DEC desde nifios sintoméaticos y asintomaticos fue de 43% (Acosta et al., 2016),
mientras que en India se ha reportado una tasa de aislamiento de 21% desde
pacientes diarreicos (Thakur et al., 2018). Ademas, a nivel mundial, la prevalencia
de E. coli diarreogénica como causa de diarreas esta bien informada, abarcando
entre un 30-40% de los casos (Tobias et al., 2015; Zhu et al., 2016). Esta
diferencia podria estar dada por factores como el grupo etario, ya que DEC afecta
principalmente a nifios menores de 5 afios, o por factores relacionados a la zona
geografica y condiciones sanitarias. Sin embargo, para el presente estudio, datos
como la edad, sexo y estado inmunoldgico de los pacientes fueron desconocidos,
motivo por el cual no es posible de identificar qué factores estarian involucrados

en la diferencia con los reportes de la literatura.

En el caso de perros, la tasa de aislamiento fue de 5,2%, mientras que en gatos
fue de un 9,9%. Esto discrepa con los resultados de otros autores, en donde la
tasa de aislamiento fue entre un 18-21% (Coura et al., 2018; Pufio-Sarmiento et
al., 2013; Watson et al., 2017). Esta discrepancia podria deberse a que las
muestras de aquellos estudios provenian desde individuos diarreicos y
clinicamente sanos, pero en nuestro estudio las muestras provenian solo desde
animales clinicamente sanos. Cabe destacar que si bien se ha aislado DEC en
mascotas sanas y diarreicas, se ha reportado una mayor tasa de aislamiento

desde individuos que estan cursando con episodios de diarrea, e incluso se ha
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asociado a mortalidad en gatitos y diarrea en perros (Nakazato et al., 2004; Pufio-
Sarmiento et al., 2013; Watson et al., 2017).

En nuestro estudio, los patotipos identificados fueron EPEC y ETEC, siendo
EPEC el patotipo més prevalente en los tres hospederos. Esto concuerda con lo
reportado por otros autores, en donde EPEC, ETEC y EHEC han sido los
patotipos reportados con mayor frecuencia en Chile (Torres, 2017; Vidal et al.,
2005). En paises como México, Brasil, Libia y Tanzania, EPEC y ETEC han sido
los patotipos identificados con mayor frecuencia en personas con diarrea
(Canizalez-Roman et al., 2016). Sin embargo, se ha reportado un aumento
considerable en la identificacion del patotipo EAEC en individuos con diarrea
(Araujo et al., 2007; Moreno et al., 2010) y sin diarrea (Acosta et al., 2016; Ochoa
et al., 2011, Tobias et al., 2015).

En perros y gatos, EPEC es el patotipo que se identifica con mayor frecuencia en
la mayoria de los estudios, tanto en individuos diarreicos como sanos (Almeida
et al., 2012; Nakazato et al., 2004; Pufio-Sarmiento et al., 2013). En contraste,
los humanos son el principal reservorio de EPEC atipica (aEPEC; eae+, bfp-)
(Gomes et al., 2016). El presente estudio identific6 EPEC tipica (tEPEC) en gatos,
lo cual coincide con estudios de otros autores donde se reporté la presencia del
gen bfp en muestras de heces provenientes desde gatos clinicamente sanos,
sugiriendo que cepas de tEPEC también pueden ser aisladas desde estos

animales (Goffaux et al., 2000; Krause et al., 2005).

ETEC fue el segundo patotipo mas prevalente en este estudio, el cual se ha visto
implicado como la mayor causa de “diarrea del viajero” (Thakur et al., 2018). En
perros, ETEC se ha asociado a diarrea en perros jovenes, mientras que en gatos
no es aislado con frecuencia (Beutin, 1999). En contraste, el presente estudio
identificO ETEC en perros y gatos clinicamente sanos, reportando una tasa de
aislamiento de un 34,8%, y el perfil de virulencia It+/st- fue el Unico reportado en

las tres especies en estudio.
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Un hallazgo interesante, fue la deteccion de aislados del patotipo hibrido EPEC-
ETEC en perros, gatos y humanos. Este hibrido albergaba genes de virulencia
tanto para aEPEC como para ETEC, mostrando un perfil de virulencia eae+/It+.
La identificacién de este hibrido se ha reportado en estudios realizados por otros
autores en Nigeria e India, (Dutta et al., 2015; Saka et al., 2019). La elevada
plasticidad de E. coli permite la adquisicién de genes de virulencia mediante la
transferencia horizontal de genes (HGT) entre grupos de DEC, y explicaria la
aparicion de estos hibridos. Un claro ejemplo de este suceso fue lo ocurrido en
Alemania el afio 2011, donde se reportd el primer patotipo hibrido de EHEC
(EAEC/EHEC), el cual correspondié a una cepa hipervirulenta responsable de un
brote de diarrea que afect6é a 4.321 individuos, de los cuales 900 evolucionaron
a SHU, terminando en la muerte de mas de 50 individuos. Finalmente se
evidencié que esta cepa correspondia a una EAEC que adquiri6 el plasmido que
codifica la toxina Stx2, asignandole un nuevo patotipo conocido como Escherichia
coli enteroagregativa productora de toxinas Shiga (Bielaszewska et al., 2011;
Clements et al., 2012; Grad et al., 2012). Por otra parte, en perros y gatos no se
ha reportado la presencia de este hibrido previamente, en consecuencia,

nuestros resultados seria el primer reporte.

Este estudio evalud la capacidad de formacion de biopeliculas de DEC, la cual
corresponde a un importante mecanismo para la supervivencia bacteriana y que
contribuye a la colonizacion y enfermedad en el tracto intestinal (Saldafa et al.,
2009). Para llevar acabo este objetivo, se utilizé el método de cuantificacion de
biopeliculas a través de microtitulaciéon en placas de poliestireno con tincion
cristal violeta a 37°C y se clasific6 la capacidad de formacién en cuatro
categorias: no formadoras, débil, moderada y fuerte. En base a esto, se obtuvo
gue un 82,6% de los aislados fueron capaces de formar biopeliculas,
mayoritariamente de formacién débil. Las biopeliculas se han estudiado en cepas
de E. coli K-12 (van Houdt y Michiels, 2005) y patotipos diarreogénicos de E. coli,
principalmente EAEC (Culler et al., 2014; Hinthong et al., 2015). Sin embargo,
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existen pocos reportes sobre la capacidad de EPEC para formar biopeliculas.
Respecto a este patotipo, se ha reportado que la cepa aEPEC del serotipo
O55:H7 tiene una alta capacidad para formar biopeliculas en la superficie de
poliestireno a 26°C (Weiss-Muszkat et al.,, 2010), y se ha demostrado la
capacidad de formacion de biopeliculas de EPEC a 26°C y 37°C (Culler et al.,
2014; Weiss-Muszkat et al., 2010). La temperatura es un factor relevante en la
formacion biopeliculas de EPEC, demostrandose una mayor expresion de
fimbrias curli con un aumento de biopeliculas a 37°C (Culler et al., 2018). Por otra
parte, se ha reportado que la formacion de biopeliculas es mas fuerte en DEC
gue provienen desde perros con diarreas en comparacion con perros sanos
(Karahutova et al., 2021). Esto podria explicar porque las cepas formadoras de
biopeliculas de este estudio eran formadoras débiles de biopeliculas. Ademas, el
presente estudio evidencié una asociacion entre la capacidad de formacion de
biopeliculas y la especie del hospedero, identificandose que las cepas
provenientes desde humanos enfermos tenian una mayor capacidad de
formacion de biopeliculas, sin embargo, cepas provenientes desde animales

clinicamente sanos mostraron menor capacidad para formar biopeliculas.

Si bien, no es recomendado tratar las infecciones producidas por DEC con
antimicrobianos, si es de interés comprender la susceptibilidad antimicrobiana de
estos patdégenos, mas aun comprendiendo que E. coli puede actuar como
reservorio de genes de resistencia antimicrobiana. Por esta razon, se analizo la
resistencia de DEC frente a 15 antimicrobianos: amoxicilina-acido clavulanico,
ciprofloxacino, gentamicina, ampicilina, tetraciclina, trimetropim-sulfametoxazol,
maropinem, cloranfenicol, ceftiofur, ceftriaxona, cefoxitin, estreptomicina,
azitromicina, acido nalidixico y sulfisoxazole, representando a 7 familias de
antimicrobianos. Estos antimicrobianos fueron seleccionados debido a su amplio
uso en la medicina humana y veterinaria, y a que son utilizados para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gramnegativas (Puvaca y De

Llano, 2021). Para ello, se evalud la resistencia fenotipica de los aislados de DEC
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mediante la técnica de difusion en disco. Nuestros resultados, mostraron que el
80,4% de las cepas presento resistencia al menos a uno de los antimicrobianos
en estudio, siendo el antibidtico al que se presentd mayor resistencia, la
ampicilina. Esta elevada resistencia concuerda con lo descrito en otros estudios,
en donde la mayor resistencia se registro para ampicilina. Por ejemplo, Thakur et
al., 2018, en un estudio realizado en pacientes con diarrea en India, reportd que
el patotipo EPEC fue el que presentdé mayor resistencia, mostrando elevados
niveles de resistencia antimicrobiana frente a ampicilina, mientras que paises
como Peru y Brasil, también se ha reportado elevadas tasas de resistencia a
ampicilina (Mandal et al., 2017; Ochoa et al., 2009), mientras que en un estudio
realizado en Europa en animales de compafia, se reporté una elevada
resistencia de E. coli a ampicilina en animales sanos (Karahutova et al., 2021).
Esto hallazgos podrian deberse a inadecuadas practicas de prescripcién de
antimicrobianos frente al tratamiento de infecciones, lo cual contribuiria a la
aparicion de resistencia antimicrobiana. Un estudio realizado por Robbins et al.,
(2020) reportd que los antibioticos mas recetados en emergencias y cuidados
intensivos en pequefios animales fueron amoxicilina, metronidazol y ampicilina,
siendo una de las razones mas comunes de prescripcion antimicrobiana, las

enfermedades gastrointestinales.

Por otra parte, en nuestro estudio se evidencié un 100% de susceptibilidad a
ceftriaxona. Este resultado coincide con la baja resistencia a ceftriaxona que se
ha reportado en otros estudios, incluso PuvaCa y De Llanos 2021, quienes
describen la situacion de resistencia antimicrobiana de E. coli en humanos y
mascotas, reportaron una baja resistencia a ceftriaxona (Puvaca y De Llanos,
2021). Esto podria deberse a que ceftriaxona corresponde a una cefalosporina
de tercera generacion, motivo por el cual se tiende a utilizar como altimo recurso

para el tratamiento de infecciones tanto en medicina humana como veterinaria.
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En humanos, nuestro estudio reportd una baja tasa de resistencia a trimetropim-
sulfametoxazol, donde un 12,5% de las cepas presentaron resistencia a este
antimicrobiano, a diferencia de lo descrito en paises como Taiwan, Vietham,
China, Tailandia y Nigeria, donde este antimicrobiano fue uno de los que presenté
mayor tasa de resistencia (Huang et al., 2016; Nguyen et al., 2005; Saka et al.,
2019; Yang et al., 2009). Esto podria deberse a que en estos paises trimetropim-
sulfametoxazol es un antimicrobiano comunmente utilizado para tratar la diarrea
y otras enfermedades pediatricas (Saka et al., 2019). Ademas, se postula que la
resistencia puede variar segun ubicacion geografica, manejo agricola y niveles y

tipos de antibiéticos utilizados en la poblacion (Guan et al., 2002).

En este estudio, se obtuvo una elevada tasa de resistencia a ceftiofur en cepas
de DEC provenientes desde humanos, representando el 31,3% de resistencia
antimicrobiana en este hospedero. Este resultado es de alto impacto, ya que
ceftiofur corresponde a una cefalosporina de tercera generacion que se usa
exclusivamente en medicina veterinaria principalmente en porcinos, bovino y
aves. Por lo tanto, este resultado sugiere que los humanos estan expuestos a
cepas de E. coli portadoras de genes que se transfieren horizontalmente y que
confieren resistencia extendida a cefalosporinas, siendo fuentes de origen
animal, importantes reservorios de estas cepas. Por otro lado, se describe que
antimicrobianos de una misma familia estan sujetos a resistencia cruzada, lo cual
se traduce a que bacterias pueden presentar resistencia a mas de un
antimicrobiano de una misma familia a la vez (Périchon et al., 2019). Ademas, el
acido nalidixico inusualmente se utiliza en medicina veterinaria, sin embargo, se
evidencio resistencia de cepas DEC provenientes desde perros y gatos a este
antimicrobiano, lo cual también ha sido reportado en otro estudio. Esto podria
sugerir la transferencia de genes de resistencia desde E. coli humana hacia E.
coli de perros y gatos, representando un peligro para la salud publica (Pufio-
Sarmiento et al., 2013).
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En el presente estudio, el 50% de las cepas DEC resistentes a los
antimicrobianos provenientes de humanos presentaba resistencia a tres o mas
familias de antimicrobianos, lo cual es mayor a lo reportado en otros estudios.
Por ejemplo, en un estudio realizado en nifios con diarrea en Nigeria, se reporté
un 7,1% de aislados DEC multiresistentes (Saka et al., 2019). En un estudio
realizado en Estados Unidos en nifios que cursaban con diarrea aguda se reporto
un 24,3% de multiresistencia (Imdad et al., 2018), mientras que en India se
reportdé un 32% de aislados DEC multiresistentes provenientes desde nifios
diarreicos en areas rurales (Seidman et al., 2009). La elevada presentacion de
multiresistencia es una situacion preocupante para la salud publica, ya que
compromete los protocolos de tratamiento empirico y el manejo clinico de
pacientes con sintomas gastrointestinales severos y prolongados, sumado a que
cepas de E. coli suelen portar genes de resistencia en elementos genéticos
moviles, facilitando la propagacion de la RAM a otras bacterias entéricas (Baker
et al., 2018).

En este estudio, reportamos una mayor tasa de multirresistencia en perros, en
comparacion a las otras dos especies en estudio, incluso identificandose dos
cepas que fueron multirresistentes a todas las familias de antimicrobianos en
estudio. Este resultado sugeriria un incorrecto uso de antimicrobianos en
medicina veterinaria y, un posible intercambio de cepas resistentes que puede
existir entre mascotas y sus duefios, destacando la importancia de entender la
interaccién entre mascotas y propietarios y la transmision de cepas resistentes

entre hospederos.

EPEC es la principal causa de enfermedades diarreicas y brotes en lactantes,
presentando una elevada tasa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de
seis meses, y si bien, la prevalencia de este patotipo en los paises desarrollados
ha disminuido en las ultimas décadas, continla siendo uno de los principales

problemas de salud publica en paises en desarrollo (Pakbin et al., 2021). En el
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presente estudio, EPEC fue el patotipo con mayor tasa de aislamiento en perros,
gatos y humanos, motivo por el cual se decidié estudiar la relacién clonal entre
cepas EPEC provenientes desde estas tres fuentes. Para ello, se emple6
Electroforesis en campo pulsado (PFGE), el cual corresponde a una técnica de
tipificacion molecular epidemiologica, considerado como una técnica “gold
standard” (Swaminathan et al., 2001). Mediante el PFGE, identificamos un alto
grado de diversidad genética entre los aislados, observando 29 cluster de un total
de 31 cepas EPEC. De estas 31 cepas, se evidenciaron 2 cluster con un alto
porcentaje de similitud, los cuales estaban conformados por EPEC provenientes
de humanos. Este hallazgo podria sugerir que las cepas que presentaron relacion
clonal, podrian eventualmente ser parte de un brote asociado al consumo de un
alimento o agua contaminada. En la literatura, se ha reportado la contaminacién
de alimentos y aguas con DEC. Por ejemplo, en un colegio de Corea del Sur se
reporté un brote de infeccion por EPEC asociado al consumo de agua y alimentos
contaminados (Lim et al., 2020). Mientras que, Taric et al., 2021 identifico la
presencia de EPEC, ETEC y EHEC en aguas destinadas para en consumo en
Pakistan. Esta evidencia sugiere que patotipos de DEC potencialmente
virulentos, se distribuyen en alimentos y agua, siendo considerado un problema
de salud publica, motivo por el cual es de vital importancia seguir investigando el

rol de estas fuentes en la transmisidén de patotipos DEC a la poblacién humana.

Por otra parte, no se evidencié relacion clonal entre cepas provenientes desde
humanos y animales, lo cual se podria explicar debido a la procedencia
geografica de las muestras de mascotas, las cuales provenian de Santiago,
mientras que las de humanos provenian de Valparaiso. Este factor
probablemente influyé en los resultados, por lo que seria mas significativo
estudiar la relacién clonal y patogenicidad desde cepas DEC que provengan
desde dueios y sus mascotas. Nuestros resultados difieren con lo descrito por

Moura et al., 2009 quien describié una estrecha relacion clonal entre cepas EPEC
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provenientes de humanos y animales, sugiriendo que los animales podrian jugar

un rol como reservorios y fuentes de infeccion de EPEC para humanos.

Finalmente, si bien no logramos identificar una estrecha relacion entre cepas
DEC provenientes de mascotas y humanos, si logramos identificar la presencia
de estos patotipos en mascotas sanas y que ademas presentan resistencia a
antimicrobianos de uso convencional y de uso exclusivamente humano, lo cual
nos indica que debemos seguir en busqueda del rol que cumplen estas mascotas
como en la transmision de estos patdgenos al humano y viceversa, ya que en un
problema que concierne a la salud publica, involucrando a la salud humana,

animal y el medio ambiente.
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9. Conclusidn

En el presente estudio, se identific6 EPEC y ETEC en mascotas sanas Yy
humanos diarreicos, siendo el patotipo EPEC predominante en perros, gatos y
humanos. Se determind la capacidad de formar biopeliculas de estos aislados,
ademas de que presentaron resistencia antimicrobiana e incluso identificandose
una elevada tasa de multiresistencia antibioticos de uso humano y veterinario. En
base a estos resultados, si bien se evidencié una elevada diversidad genética
entre los aislados EPEC, podemos concluir que mascotas como perros y gatos,
pueden actuar como posibles reservorios de EPEC potencialmente patdgenos,
por lo cual aceptamos la hipétesis de este estudio. Por otra parte, estos
resultados tendrian una mayor significancia si ademas se incluyera mascotas que

cursen con diarrea y sus respectivos duefios.

En Chile, este es el primer estudio que reporta la presencia de DEC en perros y
gatos, identificando EPEC como el patotipo mas frecuente, al igual que en
humanos. Ademas, se reportd la resistencia antimicrobiana de cepas DEC,
identificando un elevado porcentaje de resistencia a ampicilina tanto en animales

como humanos.

Por otra parte, existen escasos estudios que evallen el rol de perros y gatos
como posibles fuentes de infeccion por DEC en humanos. Y aunque en nuestro
estudio no se identificd una relacién entre cepas provenientes de humanos y
mascotas, si es necesario entender la presencia de EPEC potencialmente
patdégenos en mascotas sanas y enfermas y su rol como fuente de transmision
para sus duefios, por lo que, el papel de perros y gatos como portadores de EPEC
debe considerarse como un recurso de investigacion en brotes causados por este

patotipo.
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