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RESUMEN

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es un patdgeno emergente que
representa un importante problema para la salud publica a nivel mundial, debido a su carécter
zoondtico y a que su infeccion puede producir graves enfermedades en las personas. El
cuadro mas severo causado por STEC es una complicacién extraintestinal sistémica
potencialmente mortal conocida como sindrome hemolitico urémico (SHU), la cual afecta
principalmente a nifios menores de cinco afos, siendo considerada la principal causa de
insuficiencia renal aguda en este grupo etario. Si bien en Chile se han reportado numerosos
brotes asociados a infecciones por STEC, a la fecha no contamos con estudios respecto al rol

que cumple el ambiente como posible fuente de transmision de este patotipo a las personas.

Debido a lo anterior, la presente Memoria de Titulo tuvo como objetivo determinar el
rol que representa el agua y suelo de parques recreacionales como vehiculos para la
transmision de cepas STEC con virulotipo asociado a enfermedad severa en las personas.
Para cumplir con lo anterior, se analizaron 140 muestras de agua y 42 de tierra obtenidas
desde siete parques pertenecientes a la Region Metropolitana, las cuales fueron recolectadas
durante los meses de enero y marzo del afio 2020. Asi, se realizaron dos rondas de cultivo,
en placas de agar MacConkey y Levine, para aislar colonias con fenotipo concordante con E.
coli. Mediante la técnica de PCR se busco determinar la presencia de los genes stx1 y/o stx2
con el fin de identificar cepas STEC en las placas, y detectar la presencia de genes de
virulencia accesorios asociados a enfermedad severa en las cepas STEC aisladas, tales como
el gen eae, exhA, saay IpfA. Sin embargo, con esta metodologia no fue posible el aislamiento

de cepas STEC en las muestras analizadas.

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que el agua y suelo de parques
recreacionales en la Region Metropolitana no constituyen vehiculos para la transmision de
cepas STEC con virulotipo asociado a enfermedad severa en las personas. No obstante,
destaca la importancia de implementar futuros estudios en torno a esta fuente de transmision,
debido a que a la fecha este estudio constituye un primer acercamiento en esta materia, y
STEC sélo recientemente se encuentra bajo vigilancia en matrices ambientales en nuestro

pais, por lo que no contamos con informacién suficiente para descartarlo.

Palabras claves: STEC; medio ambiente; agua; suelo; genes de virulencia



ABSTRACT

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is an emerging pathogen that
represents a major problem for public health worldwide, due to its zoonotic nature and
because its infection can cause severe diseases in people. The most severe condition produced
by STEC is a potentially life-threatening systemic extraintestinal complication known as
haemolytic uremic syndrome (SHU), which mainly affects children under five of age, being
considered the main cause of acute kidney failure in this age group. Although numerous
outbreaks associated with STEC infections have been reported in Chile, to date we do not
count with studies regarding the role of the environment as a possible transmission source of

this pathotype to people.

Due to the above, the present research aimed to determine the role played by water
and soil in recreational parks as vehicles for the transmission of STEC strains with virulotype
associated with severe disease in people. To comply with the above, 140 water and 42 soil
samples obtained from seven parks belonging to the Metropolitan Region were analyzed,
which were collected during the months of january and march of the year 2020. Two rounds
of culture were performed, on MacConkey and Levine agar plates, to isolate colonies with
phenotype concordant with E. coli. Using the PCR technique, we sought to determine the
presence of the stx1 and/or stx2 genes in order to identify STEC strains in the plates, and
detect the presence of accessory virulence genes associated with severe disease in the isolated
STEC strains, such as eae, exhA, saa and IpfA genes. However, with this methodology it was

not possible to isolate STEC strains in the analyzed samples.

In view of the results obtained, we can conclude that water and soil of recreational
parks in the Metropolitan Region do not represent vehicles for the transmission of STEC
strains with virulotype associated with severe disease in people. However, it is imperative to
highlight the importance of implementing future research around this transmission source,
since to date this study constitutes a first approach in this matter, and STEC has only recently
been under environmental surveillance in our country, therefore we do not have enough

information to rule it out.

Keywords: STEC, environment; water; soil; virulence genes



INTRODUCCION

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés) es un
patdégeno zoondtico emergente de gran importancia para la salud publica debido a que su
infeccion puede producir graves enfermedades en las personas, tales como colitis
hemorrégica y sindrome hemolitico urémico. El termino STEC se refiere a las cepas de E.
coli con la particularidad de producir citotoxinas denominadas toxinas Shiga (Stx), las cuales
son capaces de acceder a la circulacién sistémica y causar severos dafios en el organismo.
Asimismo, las cepas circulantes exhiben una gran variabilidad en términos de virulencia,
pudiendo portar factores de virulencia accesorios, tales como adhesinas y hemolisinas, que

contribuyen a la generacion de enfermedad severa en las personas.

Diversas especies de animales son consideradas reservorios intestinales y
diseminadores de este patotipo, siendo capaces de contaminar el ambiente a través de sus
deposiciones, destacando de forma significativa su elevada persistencia en estos medios. No
obstante, a la fecha no contamos con estudios en cuanto al rol que cumple el agua y suelo de
los parques urbanos para la transmision de STEC, constituyendo esta incognita una
importante preocupacion debido a que son espacios frecuentemente utilizados por la
poblacidn pediatrica, los cuales son considerados el grupo etario mas susceptible a las graves

enfermedades causadas por este patdgeno.

La prevencién y control de esta infeccion ha resultado dificultosa debido al amplio
espectro de fuentes contaminantes y la limitada efectividad de las intervenciones actualmente
utilizadas. Debido a la gravedad de las enfermedades asociadas a STEC, sumado a las
secuelas que producen a largo plazo, éstas significan un elevado costo econémico tanto para
las familias afectadas como para el sistema de salud publico, por lo que todos los esfuerzos

deben dirigirse a la prevencion de esta infeccion.

Considerando los antecedentes expuestos, en esta Memoria de Titulo se buscé
caracterizar cepas STEC aisladas desde aguas y suelos de diversos parques recreacionales
ubicados en la Region Metropolitana con el fin de determinar el rol que juega el ambiente
como vehiculo de dichas cepas, y de esta forma, desarrollar nuevas estrategias de prevencion

y control de este importante patdégeno en nuestro pais.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Generalidades de STEC

Las bacterias de la especie Escherichia coli corresponden a bacilos Gram negativos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, los cuales forman parte de la microbiota
normal intestinal de animales y personas (Rivas et al., 2016). No obstante, la adquisicion de
genes de virulencia a través de elementos genéticos maviles, tales como bacteriofagos, islas
de patogenicidad y plasmidos, le ha conferido la capacidad a ciertas cepas de producir graves
enfermedades a las personas y animales (Baliére et al., 2015), lo cual ha permitido la

emergencia de nuevas cepas epidémicas con atributos hipervirulentos (Rivas et al., 2016).

En funcion de sus factores de virulencia y mecanismos por los cuales causan
enfermedad, estas cepas se han agrupado en diversos patotipos, los cuales se dividen en dos
categorias: diarreogenicos y extraintestinales. Asi, entre los patotipos diarreogenicos se
encuentran E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa
(DAEC), y E. coli productora de toxina Shiga (STEC) (Farfan et al., 2016), siendo este ultimo

el unico patotipo zoonotico (Cabal et al., 2017).

STEC es un patotipo diarreogénico de E. coli cuyo sello distintivo radica en su
capacidad de producir toxinas de la familia Shiga toxinas (Stx), las cuales constituyen sus
principales factores de virulencia (Baliére et al., 2015), compartiendo una estructura y
actividad biologica similar a la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1 (Rivas
et al., 2016). Este patotipo representa una grave amenaza para la salud publica debido a que
su infeccion es capaz de producir graves enfermedades en las personas, tales como colitis
hemorréagica (CH), y una complicacion extraintestinal sistémica potencialmente mortal
conocida como sindrome hemolitico urémico (SHU), el cual afecta especialmente a nifios
menores de cinco afios (Bowen y Coward, 2018) y constituye el cuadro méas grave causado
por STEC (Saxena et al., 2015).

Las cepas de STEC son genéticamente heterogéneas y se han agrupado en distintos
serotipos en torno a sus antigenos de superficie (Macori et al., 2020). Si bien se reconoce que
una amplia variedad de aquellos son capaces de provocar SHU, las investigaciones sobre los

mecanismos patogénicos se han centrado principalmente en el serotipo O157:H7, debido que
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es el causante del mayor nimero de brotes reportados a nivel mundial y el mas
frecuentemente asociado a esta enfermedad (Reynolds et al., 2020). No obstante, una amplia
variedad de cepas STEC no-O157 también han sido implicadas en importantes brotes,
destacando entre ellas los serogrupos 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145, conocidos como
“Big six” (Jincai et al., 2014). En este sentido, segun reportes del Instituto de Salud Publica
de Chile (ISP), 026:H11 es el segundo serotipo mas frecuentemente aislado desde cepas de
origen clinico en el pais (ISP, 2017); mientras que en América del Norte se ha reportado que
las cepas no-0157 son responsables de més del 50% de los casos notificados por infecciones
causadas por STEC (Reynolds et al., 2020).

Factores de virulencia de STEC

La caracteristica distintiva de STEC reside en su capacidad de producir una o mas
Stx, toxinas que se encuentran codificadas en bacteriofagos templados, pudiendo presentar
la toxina Shiga 1 (Stx1) codificada por el gen stx1, la toxina Shiga 2 (Stx2) codificada por el
gen stx2, o ambas a la vez (Reynolds et al., 2020). Stx es una proteina que posee una
estructura ABs, conformada por una subunidad A enzimaticamente activa unida a un
pentamero de subunidades B (Silva et al., 2017). En su accion celular, la subunidad B es la
encargada de generar la union fisica de la toxina al receptor globotriaosilceramida (Gb3), el
cual se expresa principalmente en las células endoteliales vasculares del rifién, colon y
cerebro, siendo de esta forma tejidos especialmente susceptibles a su accion (Mele et al.,
2014). Posterior a esta union, la subunidad A - que posee accion catalitica sobre el ARN
ribosomal - se internaliza en la célula mediante endocitosis y produce el cese de la sintesis
proteica (Cervantes et al., 2019), lo cual desencadena una respuesta de estrés ribotoxico que

finalmente conduce a la muerte celular por apoptosis (Donnenberg, 2013).

Si bien ambas toxinas poseen la capacidad de causar enfermedad, estudios indican
que las cepas portadoras de Stx2 son mas virulentas y se asocian mas frecuentemente con el
desarrollo del SHU (Reynolds et al., 2020). Esto debido a que si bien ambas poseen una
estructura similar, Stx2 es 100 veces mas citotoxica para las células endoteliales de la
microvasculatura renal que Stx1, debido que la subunidad A de Stx2 posee una mayor fuerza
de unidn al ribosoma y mayor actividad catalitica que la subunidad A de Stx1 (Silva et al.,

2017). En este contexto, un estudio evidencid que el desarrollo de SHU en nifios se asocio



més a cepas STEC productoras de Stx2, mientras que la mayoria de las cepas aisladas de
nifios con infeccién asintomatica o cursando con diarrea autolimitada portaban cepas STEC
productoras de Stx1 (Mele et al., 2014).

La importancia de las Stx en el desarrollo de enfermedad severa en las personas es
incuestionable. No obstante, STEC también puede portar una serie de genes accesorios que
codifican para diversos factores de virulencia implicados en la patogenia de su infeccion,
tales como adhesinas y hemolisinas (Croxen et al., 2013). Asi, las adhesinas cumplen un rol
en la adherencia de STEC al epitelio intestinal, componente esencial del proceso patogénico.
Dentro de éstas se describe a la intimina, proteina de membrana externa codificada por el gen
eae que se encuentra localizado en una isla de patogenicidad denominada “locus de borrado
de enterocito” (LEE, por sus siglas en inglés). Su accidn es responsable de producir una lesion
denominada de “adhesion y borrado” (A/E), la cual se caracteriza por la destruccion de las
microvellosidades intestinales apicales y unién intima de la bacteria al enterocito a traves de

la formacion de estructuras en pedestal (Rivas et al., 2016).

Si bien se describe que LEE se encuentra presente en las cepas mas virulentas de
STEC, su ausencia no excluye el potencial de este patotipo para causar estas graves
enfermedades, dado que existe un importante nimero de cepas LEE-negativas que también
han sido implicadas en diversos brotes a nivel mundial (Rivas et al., 2016). Lo anterior revela
que esta isla de patogenicidad no es el Unico componente responsable en su adherencia, y
sugiere la presencia de otros factores de virulencia responsables de esta accion portados en
otras islas de patogenicidad o plasmidos (Baliére et al., 2016). Asi, en estas cepas el
mecanismo de adhesion se puede llevar a cabo a través de la adhesina autoaglutinante de
STEC (Saa), la cual se encuentra codificada por el gen saa localizado a nivel plasmidial
(Franz et al., 2015), produciendo un patron de adherencia semilocalizado en el epitelio
intestinal (Paton et al., 2001). Otro importante factor de adherencia que contribuye a las
primeras etapas de colonizacion son las fimbrias polares largas (Lpf) (Galli et al., 2010), las
cuales se encuentran codificadas por el gen IpfA, y puede encontrarse presente tanto en cepas
LEE-negativas como positivas (McWilliams y Torres, 2014). Tal como se menciond
anteriormente, STEC también pueden presentar hemolisinas entre sus factores de virulencia.

Asi, una frecuentemente asociada al desarrollo del SHU es la enterohemolisina (EhxA),



citolisina que se encuentra codificada por el gene ehxA ubicado en un plasmido (Baliére et
al., 2015). Aun cuando actta induciendo la lisis de los eritrocitos, no se ha determinado su
papel especifico en la anemia hemolitica observada en los pacientes con SHU (Rivas et al.,
2016).

A pesar de lo anterior, no todas las cepas STEC poseen los mismos determinantes de
virulencia, siendo algunas combinaciones de éstos, o virulotipos, asociados mas
frecuentemente a casos de enfermedad severa en las personas, describiéndose entre ellos el
virulotipo stx2/eae/ehxA (Rivas et al., 2016). Esta situacion resalta la importancia de no sélo
detectar Stx en las muestras analizadas, sino que con mayor relevancia caracterizar el perfil

de virulencia en las cepas aisladas.

Vias de transmision

La infeccion por STEC en las personas ocurre por via fecal-oral mediante numerosas
rutas de transmision, dentro de las cuales se describe el consumo de alimentos o aguas
contaminadas, contacto con animales reservorios, el ambiente, y propagacion entre personas
(Garvey et al., 2016). En cuanto al ambiente, se ha descrito que diversas especies de animales
pueden actuar como reservorios intestinales y diseminadores de este patotipo, siendo de esta
forma capaces de contaminarlo a traves de sus deposiciones (Baliére et al., 2015). No
obstante, cabe destacar que este tipo de transmision es una de las menos estudiadas, tanto a

nivel nacional como internacional.

Patogenia

Una vez que STEC ingresa al organismo, la bacteria es capaz de resistir la acidez del
estbmago, caracteristica que le confiere una baja dosis infectante (< 100 UFC/g) (Saxena et
al., 2015; Silva et al., 2017), y le permite alcanzar de forma integra al colon, lugar especifico
donde se produce su adhesion (Farrokh et al., 2012). La capacidad de colonizar el epitelio
intestinal se considera un paso clave en la patogénesis de la enfermedad. Asi, en esta primera
fase participan las Lpf, las cuales se unen a proteinas de la matriz extracelular de los
enterocitos, tales como la fibronectina, laminina y colageno tipo V (McWilliams y Torres,
2014). Tras esta interaccion inicial, las cepas LEE-positivas expresan genes que codifican
para un sistema de secrecion tipo Il (T3SS), estructura en forma de aguja utilizada para

transportar el receptor traslocado de intimina (Tir) al enterocito, el cual permite el anclaje de



la intimina a su membrana (Farfan et al., 2016). Esta interaccion culmina en sefiales que
promueven la formacion de la lesion A/E, caracterizada por la acumulacién de filamentos de
actina en el citoesqueleto, reorganizacion que forma estructuras semejantes a pedestales que
acogen intimamente a la bacteria al enterocito (Farfan y Torres, 2012). Este cambio
estructural provoca la destrucciéon de las microvellosidades apicales del epitelio intestinal,
lesion que produce la pérdida de su capacidad absortiva, contribuyendo de esta forma a la
diarrea inducida por la bacteria (Donnenberg, 2013). Por otro lado, se describe que la
adhesion en cepas LEE-negativas es distinta, donde Saa produce areas de eliminacion de las
microvellosidades pero sin producir la tipica lesién en pedestal caracteristica de las cepas
LEE-positivas (Gyles, 2007).

Posterior a esta adhesion, STEC secreta las Stx al lumen intestinal. Actualmente no
existe claridad sobre su mecanismo de transporte a través del epitelio intestinal en las
personas, ya que este segmento no expresa receptores Gb3 (Farfan et al., 2016). Sin embargo,
se describen diversas teorias sobre como lo anterior se lleva a cabo, tales como su ingreso
por macropinocitosis, via transporte paracelular durante la transmigracion de neutrofilos al
foco inflamatorio, o que el dafio provocado en la barrera intestinal permita su translocacion,
entre otros (Malyukova et al., 2009; Schiiller, 2011; Donnenberg, 2013; Mele et al., 2014;
Farfan et al., 2016). Una vez traspasado el epitelio intestinal, la toxina se adhiere a receptores
Gb3 expresados en las células endoteliales de la microvasculatura del colon, donde su accion

patogena deriva en el cuadro de CH (Mele et al., 2014).

Luego de lo anterior, la toxina ingresa al torrente sanguineo, transportandose de esta
forma hacia érganos que también expresan Gb3 (Schiiller, 2011). Entre estos destaca el rifidn,
tejido que posee una elevada expresion de dicho receptor en las células endoteliales
glomerulares de los nifios (Dell’Orco et al., 2005), donde producto del dafio inducido por Stx
se produce el SHU, entidad clinica perteneciente a la categoria de enfermedades conocidas
como microangiopatias tromboticas, caracterizada por producir anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiencia renal aguda (IRA) (Lee et al., 2016). Lo anterior se describe
debido a que el dafio citotdxico que ejerce la toxina sobre el endotelio glomerular produce
adhesién plaquetaria a la pared de la microvasculatura, formando microtrombos que ocluyen

el flujo sanguineo renal (Donnenberg, 2013), lo que consecuentemente disminuye la tasa de



filtracion glomerular (Gyles, 2007). Asimismo, esta agregacion estrecha el lumen capilar,
produciendo la fragmentacion de los eritrocitos circulantes que posteriormente son
fagocitados, proceso que se agrava por accion de ExhA, la cual induce hemolisis (Croxen et
al., 2013). Sumado a los efectos directos de Stx sobre el epitelio vascular renal, su accion
induce una respuesta inflamatoria que promueve la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
tales como IL-1, IL-6 y TNFa, describiéndose que este Gltimo aumenta la expresion de Gb3
en las células endoteliales (Rivas et al., 2016). Por otro lado, cabe destacar que el sistema
nervioso central (SNC) también se considera un 6rgano blanco para STEC, donde las lesiones
microvasculares causados por su accién en regiones cerebrales vitales, tales como el tronco
encefalico, son la principal causa de mortalidad aguda en pacientes infectados con STEC
(Trachtman et al., 2012).

Epidemiologia

En nuestro pais, el “Reglamento sobre notificacion de enfermedades transmisibles
de declaracion obligatoria”, promulgado mediante el DS N° 158/2004, establecio a STEC
como objeto de vigilancia obligatoria de laboratorio, lo que implica que todos los laboratorios
clinicos deben enviar los aislados al ISP para confirmacion microbiolégica (MINSAL, 2004).
Asi, entre los afios 2010 - 2016 se aislaron 2.196 cepas de origen clinico para confirmacion
microbiologica, de las cuales el 27,6% (n=606) fueron confirmadas como STEC. Cabe
destacar que el 71,5% (n=43) de estas cepas provinieron de la Region Metropolitana,
presentando ademas un comportamiento estacional con aumento en las estaciones estivales.
Sumado a lo anterior, los nifios entre 1 - 9 afios de edad fueron identificados como los
principales portadores, representando al 81,5% (n=494) del total de cepas confirmadas, lo
cual adquiere relevancia considerando que son el grupo etario mas susceptibles al cuadro del
SHU (Bowen y Coward, 2018).

Si bien el SHU es considerado una enfermedad endémica en nuestro pais, recién en
el afio 2020 mediante el DS N°7 se incorpor6 como una enfermedad de declaracién
obligatoria (MINSAL, 2020). En América Latina, el problema se concentra en los paises del
cono sur, reportdndose anualmente una tasa de incidencia de 3,4, 5y 10 - 17 casos por cada
100.000 nifios menores de cinco afios de edad en Chile, Uruguay y Argentina,
respectivamente (Cubillos et al., 2015; Rivas et al., 2016; Fakhouri et al., 2017). En este



contexto, la incidencia de SHU en Argentina es 5 - 10 veces mayor que en América del Norte.
Se describe que lo anterior se asocia a diversos factores, tales como que el 20% de los nifios
en este pais comienzan a consumir carne a los cinco meses de edad, y que este alimento se

consume particularmente poco cocido (Mele et al., 2014).

Impacto de STEC en la salud puablica

La infeccidon por STEC puede cursar de forma asintomatica o asociarse a un amplio
espectro de manifestaciones clinicas, las cuales varian desde cuadros diarreicos leves
autolimitados hasta patologias de extrema gravedad, tales como CH y SHU (Morris et al.,
2016), siendo este ultimo el cuadro méas grave causado por su infeccion (Reynolds et al.,
2020).

Se describe que el SHU afecta especialmente a nifios menores de cinco afios
(Bowen y Coward, 2018) debido a que la expresion de receptores Gb3 glomerulares
disminuyen con la edad (Obrig, 2010). En nuestro pais, se estima que el 15% de los nifios
infectados con STEC desarrolla SHU, con una tasa de letalidad cercana al 3% (Cavagnaro,
2019). Mas aun, a nivel mundial es la principal causa de IRA en este grupo etario, donde
aproximadamente el 18% de estos pacientes desarrolla posteriormente insuficiencia renal
cronica (IRC) (Bowen y Coward, 2018). Adicionalmente, el 25% de estos pacientes presenta
manifestaciones neurologicas (Mele et al., 2014), tales como convulsion, edema cerebral y
ceguera, complicaciones que se asocian a un aumento en la mortalidad (Sparta et al., 2015).
Asi, en Argentina existe una mortalidad de alrededor de un 2,4% en los cuadros de SHU,
siendo la mayor parte de estos debido a la injuria causada por la toxina en el SNC (Pistone et
al., 2006).

Actualmente no existen vacunas que prevengan esta enfermedad ni regimenes
terapéuticos efectivos para interrumpir su progresion (Lee et al., 2016), siendo controversial
el uso de antimicrobianos debido a que se encuentran asociados con un mayor riesgo de
desarrollo de SHU (Krause et al., 2018). Lo anterior radica en que la lisis bacteriana a causa
de la antibioticoterapia favorece la liberacién de la toxina preformada, aumentando en altos
niveles su cantidad en el intestino (Mele et al., 2014). Estos antecedentes resaltan la
necesidad de estudiar las vias de transmision de STEC a las personas, para asi disminuir el

impacto de la infeccidn con este patdgeno en la salud publica mundial.
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STEC en el medio ambiente

A comienzos del siglo XXI comenzaron a producirse cambios notables en la
epidemiologia de las infecciones humanas asociadas a STEC, notificandose cada vez méas
debido a exposiciones al ambiente (Fremaux et al., 2008). Ciertas caracteristicas de esta
bacteria le permiten poseer una elevada tasa de sobrevivencia en estos medios, tales como su
amplio rango de tolerancia a la temperatura (7 — 45°C), acidez (pH 3,8 — 9,5), actividad de
agua (0,95) y ambientes anaerobios (Roberts et al., 1996; Desmarchelier y Fegan, 2003).
Asimismo, bajo condiciones ambientales inhospitas STEC adopta un estado viable no
cultivable (VBNC) como estrategia de supervivencia, lo cual aumenta su capacidad de
perdurar en el ambiente durante largos periodos bajo situaciones ambientales vy
nutricionalmente estresantes (Chekabab et al., 2013).

Si bien los rumiantes, en particular los bovinos, son considerados los principales
reservorios de STEC (Gyles, 2007), siendo el consumo de carne insuficientemente cocida y
leche no pasteurizada los vehiculos de transmisién mas comunmente reportados en los brotes
a nivel mundial (Vendramin et al., 2014; Heiman et al., 2015), diversas especies de animales
que habitan espacios urbanos - tales como aves, roedores, conejos, perros y gatos - pueden
actuar como reservorios intestinales asintomaticos y diseminadores de este patotipo, siendo
de esta forma capaces de contaminar el ambiente a través de sus deposiciones, constituyendo
un riesgo para la poblacion que entra en contacto con estos medios (Bentancor et al., 2007;
Crivelli et al., 2012; Murakami et al., 2014; Persad y Lejeune, 2014; Crook y Senior, 2017).
Debido a que tanto los animales como personas son capaces de contaminar dichos espacios
con esta bacteria (Reynolds et al., 2020), lo anterior plantea una grave problematica en torno
a la identificacion de la fuente concreta de contaminacion, lo que sin duda dificulta la
implementacion de medidas preventivas efectivas para evitar la infeccién a través de estos

vehiculos (Bentancor et al., 2007).

En cuanto a la transmision de STEC producto del contacto con aguas contaminadas,
en el afio 1989 este patotipo fue reconocido como agente etiolégico causante de brotes
asociados a esta via de transmision (McGowan et al., 1989). Desde entonces, diversos
estudios han reportado su presencia en fuentes de aguas naturales, tales como lagos, rios y

arroyos (Cabral, 2010), siendo capaz de sobrevivir en ellos por hasta dos meses (Avery et al.,
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2008). Asi, entre los afios 2011 - 2013, Cooley et al. (2014) analizaron la presencia de cepas
STEC en 1.386 muestras de agua provenientes de lagos, rios y arroyos en la costa central de
California, EE.UU. Asi, la prevalencia para STEC 0157 y no-O157 fue de un 8% (n=111) y
11% (n=152), respectivamente; y de las 578 cepas aisladas, el 57% (n=330) portaba los genes
stx1 y/o stx2 y eae. Asimismo, entre los afios 2012 - 2013, Nadya et al. (2016) evaluaron la
prevalencia de STEC en cuencas hidrogréaficas de Canada, donde de las 330 muestras
obtenidas, la prevalencia fue de un 19% (n=63). Posteriormente se aislaron 47 cepas, donde
en el 83% de ellas se detecto el gen stx1 (n=39), 53% stx2 (n=25), 35% stx1/stx2 (n=16), y
39% eae (n=18).

En este contexto, y sumado a su baja dosis infectante, la presencia de STEC en aguas
ambientales plantea un elevado riesgo para la poblacion, ya que estas tienden a ser utilizadas
como fuentes recreativas (Cho et al., 2018), aumentando de esta forma la emergencia de
brotes asociados a ellos. Asi, en el afio 1991, en EE.UU se reportd un brote por STEC
0157:H7 en un parque en Oregdn, donde 21 nifios presentaron CH y tres SHU luego de nadar
en un lago de aquel parque, donde se concluyé que la fuente de contaminacion de éste fueron
heces de personas portadoras de este patotipo (Keene et al., 1994). Asimismo, entre los afos
2003 - 2012, en el mismo pais se notificaron un total de 390 brotes por STEC, donde siete de
ellos fueron atribuidos a fuentes de aguas ambientales (Heiman et al., 2015). Uno de los
brotes mas recientes de infeccion por STEC asociados al ambiente se reporto el afio 2016 en
el mismo pais, donde tres nifios desarrollaron CH y uno SHU después de haber nadado en un
arroyo ubicado en un parque, en el cual se estableci6 que la fuente de contaminacion de éste

fueron heces de ciervos (Probert et al., 2017).

Por otra parte, el suelo es considerado otra fuente ambiental relevante para su
transmision, debido a que STEC es capaz de permanecer viable en estos medios durante mas
de tres meses (Bolton et al., 1999). Asi, diversos estudios han determinado que su tiempo de
sobrevivencia depende de diversos factores bidticos y abioticos, correlacionandose un mayor
tiempo de viabilidad en suelos arcillosos, neutros (pH > 6,5), con elevada disponibilidad de
nutrientes (carbono organico, fosforo y nitrogeno) y menor diversidad microbiana
circundante, asi como también a las estaciones mas célidas del afio (Bolton et al., 2011; Jincai
et al., 2011; Zhang et al., 2013).
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En término de brotes de infeccion por STEC asociados al suelo, en el afio 2000 en
Escocia, 20 scouts desarrollaron CH debido a que el &rea utilizada para el campamento habia
sido previamente pastada por 300 ovejas, donde posteriores investigaciones determinaron
que 17 de ellas eran positivas a STEC O157:H7, recuperandose cepas viables en el suelo por
hasta 15 semanas después de la exposicion (Howie et al., 2003). Asimismo, en el afio 2003,
en Austria dos nifios desarrollaron CH y SHU, detectdndose posteriormente los genes stx1,
stx2 y eae en sus deposiciones. Se planted que la fuente de infeccién fue el contacto con
heces de vacas positivas a STEC, las cuales posterior a fuertes lluvias fueron lavadas desde
una produccién bovina cercana a un bosque que dias previos los nifios habian visitado (Grif
et al., 2005).

Si bien el ambiente se reconoce cada vez mas como una importante via de
transmision para este patotipo (Bolton et al., 2011), en nuestro pais recién en el afio 2020
mediante el DS N°7 se establecio la vigilancia de E. coli diarreogénicas en matrices
ambientales (MINSAL, 2020), por lo que a la fecha no contamos con estudios disponibles
sobre la presencia de STEC en medios urbanos, lo que sin duda representa un riesgo para la

salud publica nacional.

Debido a los antecedentes ya expuestos, esta Memoria de Titulo tuvo como objetivo
detectar cepas STEC desde aguas y suelos de parques recreacionales en la Region
Metropolitana, y caracterizar su virulotipo. De esta forma, se pretendi6 determinar el rol del
ambiente en la epidemiologia de la infeccion con este patdgeno, para asi poder establecer

medidas de prevencion adecuadas para disminuir su impacto en la salud pablica nacional.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de aguas y suelos de diferentes parques recreacionales en
la Region Metropolitana como vehiculos de cepas STEC con virulotipo asociado a

enfermedad severa en las personas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia de cepas STEC en aguas y suelos de diversos parques en la

Region Metropolitana.

2. Determinar la presencia de los genes de virulencia eae, ehxA, saa, y IpfA en las cepas
STEC aisladas desde muestras de aguas y suelos.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo sobre la presencia de STEC en aguas
y suelos de siete parques en la Region Metropolitana, determinando la portacion de los genes
de virulencia eae, ehxA, saa, y IpfA. Los parques incluyeron al Parque Bicentenario (ubicado
en la comuna de Vitacura), Plaza de la Aviacion (ubicado en la comuna de Providencia),
Parque Bustamante (ubicado en la comuna de Providencia), Mundo Granja (ubicado en la
comuna de La Pintana), Parque Quinta Normal (ubicado en la comuna de Quinta Normal),
Plaza de Armas (ubicado en la comuna de Santiago), y Parque Forestal (ubicado en lacomuna
de Santiago). El estudio fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia Clinica Veterinaria,
perteneciente al Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), financiado por el Proyecto
FONDECYT de Iniciacion N° 11170363.

Muestras

Se recolectaron 140 muestras de agua y 42 muestras de tierra obtenidas desde los
parques anteriormente mencionados en los meses de enero y marzo del afio 2020. Desde cada
parque, la recoleccién considerd tres muestras de tierra de 25 g cada una, y una muestra de
agua de 20 L. Las muestras de tierra fueron recolectadas con palas previamente desinfectadas
y colocadas en bolsas plasticas estériles, y las muestras de agua recolectadas en bidones
previamente desinfectados desde piletas o lagunas. Los bidones fueron posteriormente
procesados en el ISP, donde se les realiz6 una ultrafiltracion para obtener un concentrado por
muestra. Finalmente, cada concentrado fue posteriormente reconstituido en 10 muestras de
agua de 25 mL cada una. Una vez obtenidas las muestras, estas fueron transportadas a

temperatura ambiente hasta el laboratorio donde fueron procesadas.

Identificacion de STEC

Las muestras de tierra se procesaron de acuerdo al protocolo de Mukherjee et al.
(2006), y las de agua segun los protocolos de Baliére et al. (2015) y Hill et al. (2005). En
cuanto a las muestras de agua, éstas se sometieron al proceso de ultrafiltracion descrito por
Hill et al. (2005) como técnica para concentracion de las muestras, y se modifico el caldo de

pre-enriquecimiento descrito por Baliére et al. (2015) con el fin de utilizar un caldo selectivo.
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Asi, cada muestra fue depositada en una bolsa plastica estéril con filtro (Bagfilter®) a la cual
se le adicionaron 225 mL de caldo de pre-enriquecimiento EC con MUG (Oxoid®), para
luego homogenizarlas en un homogeneizador-triturador (Stomacher® 400 Ciculator) a 230
rpm durante 1 min. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 37°C durante 18-24 h.
Luego de esta incubacion, se sembraron 50 pL del pre-enriquecido en placas de agar
MacConkey (Ox0id®) mediante la técnica de agotamiento, las cuales se incubaron a 42°C por
18-24 h.

Para determinar la presencia de genes stx en dichos cultivos, se llevé a cabo la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, a partir de cada placa se obtuvo un
inoculo desde el area de crecimiento bacteriano confluente, el cual fue resuspendido en un
tubo de microcentrifuga estéril con 500 ul de agua libre de nucleasas. Los tubos se
homogenizaron en vortex, luego fueron incubados en un bafio termorregulado (Aquabath®
1800) a 100°C durante 15 min, y posteriormente centrifugados (OrtoAlresa® Dirigen 21) a
16.500 rpm durante 5 min. El sobrenadante obtenido fue transferido a otro tubo de
microcentrifuga estéril para ser utilizado como templado en la reaccion de PCR multiplex
utilizando un termociclador LifeECO®, de acuerdo al protocolo de Cebula et al. (1995),
utilizando como control positivo la cepa STEC/97 previamente caracterizada por Borie et al.
(1997). La Tabla 1 muestra las secuencias de los partidores utilizados para la deteccion de

dichos genes, el tamafo del amplicén esperado, y condiciones del PCR.

Una vez finalizado el PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% con
buffer tris acetato EDTA (TAE, PureExtreme®) a 90 V durante 45 min. Con el fin de
visualizar los amplicones, se adicionaron 6 uL de SafeView Plus™ 0,02%. Se cargaron los
pocillos con 5 pL del amplificado, utilizando también un marcador de tamafio molecular
(Maestrogen®) con fragmentos de ADN entre 100 a 3.000 pares de bases (pb). Finalmente,
las bandas obtenidas fueron visualizadas mediante un transiluminador LED (Maestrogen®) y

fotografiadas para su registro.
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Tabla 1. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion de los genes stx1 y stx2,
tamario del amplicon esperado, y condiciones del PCR.

F:CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG

XL RCACCAGACAATGTAACCGCTG 348 Consisti6 en 35 ciclos:
Denaturacion: 1,5 min a 94°C

Hibridacion: 1,5 min a 64°C
stx2 F:ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 584 Elongacion: 1,5 mina 72°C
R:GCGTCATCGTATACACAGGAGC

F: forward; R: reverse.

En cuanto a las muestras positivas al PCR, y para identificar a su vez las colonias portadoras
de los genes stx detectados, se seleccionaron hasta 30 colonias (EU-RL VTEC, 2012) aisladas
desde cada placa original con fenotipo compatible con E. coli (desarrollo de colonias rosadas
con fermentacion de lactosa indicada por un halo rosa brillante y precipitacion de bilis a su
alrededor) para ser sembradas nuevamente de forma individual en placas de agar eosina azul
de metileno (EMB) e incubadas a 42°C por 18-24 h. Las colonias aisladas fueron analizadas
mediante un PCR multiplex segun el procedimiento descrito anteriormente, con el fin de
identificar las colonias especificas de las muestras positivas a genes stx. Cuando esto no fue
posible, el aislamiento se repitio desde la zona de crecimiento confluente. Las colonias
identificadas como positivas a la presencia de los genes stx fueron sometidas a identificacion
bacteriana utilizando el sistema VITEK®2 (bioMérieux) y la tarjeta GN VITEK®2, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, para confirmar las cepas como E. coli. Asi, las

colonias identificadas como E. coli y portando los genes stx fueron catalogadas como STEC.

Caracterizacion del virulotipo

Las colonias confirmadas como STEC fueron sometidas a PCR convencional con el
fin de determinar la presencia de los genes de virulencia eae, ehxA, IpfA, y saa, siguiendo los
protocolos de Vidal et al. (2004), Paton y Paton (1998), Vidal et al. (2007), y Paton y Paton
(2002), respectivamente. Para ello se preparé una mezcla de reaccion con 12 uL de Master
Mix, 5 uL de cada partidor (10uM cada uno) y 5 uL del ADN templado previamente extraido.
Luego, para la observacion de los amplicones se realizd una electroforesis siguiendo el
mismo protocolo descrito anteriormente. Como control positivo para los genes eae y ehxA se

utilizé la cepa STEC/97, mientras que para los genes IpfA y saa se utilizaron otras cepas
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STEC previamente caracterizadas (Galarce et al., 2019). La Tabla 2 muestra las secuencias
de los partidores utilizados para la deteccion de dichos genes, el tamafio del amplicdn

esperado, y condiciones de PCR.

Tabla 2. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccidn de los genes eae, exhA, IpfA,

y saa, tamafio del amplicén esperado y condiciones del PCR.

Consisti6 en 35 ciclos:

cae | FF-TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT 482 Denaturacion: 1,5 min a 94°C
R:GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG Hibridacion: 1,5 min a 64°C

Elongacion: 1,5 min a 72°C

Consistio en 35 ciclos:
Denaturacién: 1 min a 95°C
534 Hibridacion: 2 min a 65°C (primeros

10 ciclos), y luego a 60°C
Elongacién: 1,5 mina 72°C

exhA | F:GCATCATCAAGCGTACGTTCC
R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

Consistié en 35 ciclos:
Denaturacién: 1,5 min a 94°C
Hibridacion: 1,5 min a 64°C
Elongacién: 1,5 mina 72°C

Ipfa | F:CCTTGCGTACTGTCCGTTGA 276
R:AGCGACCAGGGTATTGCTGT

Consisti6 en 35 ciclos:

F: CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 Denaturacion: 1 min a 95°C
R: ATGGACATGCCTGTGGCAAC Hibridacion: 2 min a 65°C (primeros
10 ciclos), y luego a 60°C

Elongacién: 1,5 mina 72°C

saa

F: forward; R: reverse.
Expresion y analisis de los resultados

Los datos obtenidos fueron ingresados a una tabla en Microsoft Excel®, donde se
registrd si las muestras resultaron positivas o negativas para los genes de virulencia stx1 y/o
stx2, presencia de cepas de STEC, especificando ademas si las cepas STEC aisladas portaban
genes de virulencia accesorios. Los resultados se expresaron en cuanto al porcentaje de cepas
STEC aisladas en cada parque y en la totalidad de ellos, y en cuanto a la distribucion de los

genes de virulencia en esas cepas.
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Normas de bioseguridad

Para la correcta realizacion del estudio se trabajo en un laboratorio con nivel 11 de
bioseguridad segun el Manual de Normas de Bioseguridad de CONICYT (Chiong et al,
2018), ya que STEC es considerado un patégeno de riesgo intermedio. De esta forma se
siguieron una serie de medidas de bioseguridad, tales como el uso obligatorio de delantal y
guantes dentro del laboratorio, calzado cerrado, pantalones largos, lavado de manos, y
correcta manipulacion de los instrumentos utilizados, entre otros. Ademas, todos los
desechos contaminados fueron autoclavados antes de ser eliminados. De igual forma, este
proyecto cuenta con un certificado de bioseguridad emitido por el Comité de Bioseguridad
de FAVET (Anexo 1).
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RESULTADOS

Durante los meses de enero y marzo del afio 2020 se recolectdé un total de 140
muestras de agua y 42 muestras de tierra obtenidas desde piletas o lagunas y suelos de siete
parques en la Region Metropolitana. Una vez sembradas las muestras en placas de agar
MacConkey, la totalidad presentd crecimiento bacteriano compatible con enterobacterias
fermentadoras de lactosa.

Considerando las condiciones similares de PCR para los genes stx1, stx2 y eae, se
realizé un PCR multiplex de las muestras que incluyé estos tres genes de virulencia en la
primera fase de screening. En cuanto a las muestras de suelo, la totalidad result6 negativa a
la presencia de los genes stx1, stx2 y eae. No obstante, si bien el 91,5% (n=128) de las
muestras de agua resultaron negativas a la pesquisa de los genes asociados a STEC, en el
5,7% de ellas se detectaron los genes stx1+eae (n=8), 0,7% solo stx2 (n=1), y 2,1% solo eae
(n=3) (Figura 1). Las muestras positivas a stxl+eae y solo stx2 pertenecian a muestras
obtenidas del Parque Forestal (n=9) (ubicado en la comuna de Santiago), y la totalidad de las
muestras positivas a solo eae pertenecian a muestras obtenidas del Parque Bicentenario (n=2)
(ubicado en la comuna de Vitacura) y Parque de la Aviacion (n=1) (ubicado en la comuna de

Providencia) (Figura 2).

Si bien lo anterior, al realizar la resiembra de las colonias aisladas en placas de agar
EMB, mediante la técnica de PCR no fue posible recuperar ninguna que portara dichos genes.
Asi, al no contar con muestras positivas a STEC, no fue posible continuar con la fase de

caracterizacion del virulotipo.
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Figura 1. Proporcion de muestras de agua positivas a genes de virulencia mediante la

técnica de PCR multiplex.

Figura 2. Comunas de la Region Metropolitana donde se obtuvieron muestras de agua

positivas a genes de virulencia pesquisados.
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DISCUSION

En la Region Metropolitana existen diversos parques recreacionales que son
utilizados por la comunidad durante todo el afio, sobre todo por menores de edad, y con un
aumento significativo en las estaciones estivales. Los parques analizados en este estudio
constituyen algunos de los mas visitados y accesibles por la poblacion local, asi como
también albergan una amplia variedad de fauna silvestre, y donde diariamente transitan
mascotas domeésticas, especies en las cuales se ha reportado portacion de este patotipo de E.
coli. Cabe destacar que si bien diversos estudios a nivel mundial han demostrado la presencia
de STEC en el ambiente, a la fecha no existen reportes en torno a su deteccion en estos
espacios urbanos, lo cual plantea la incognita en cuanto a si efectivamente los parques

constituyen areas relevantes para su transmision.

Si bien en ninguna de las muestras de suelo y sélo el 6,4% (n=9) de las muestras de
agua analizadas en el presente estudio resultaron positivas a la presencia de genes stx1 y/o
stx2, en las fases posteriores no fue posible aislar ninguna cepa STEC. Johannessen et al.
(2015) obtuvieron similares resultados luego de analizar 80 muestras de suelo obtenidas
desde cuatro granjas productoras de frutilla en Noruega y 16 muestras de agua obtenidas
desde rios y lagos utilizados para su riesgo, donde si bien el 1,25% (n=1) y 62,5% (n=10) de
aquellas resultaron positivas a genes stx1 y/o stx2 y eae, respectivamente, posteriormente no
lograron aislar cepas STEC. Similares resultados fueron obtenidos por Holvoet et al. (2015),
los cuales luego de analizar 96 muestras de suelo obtenidas desde invernaderos de dos granjas
productoras de lechuga en Bélgica (48 muestras de cada granja) obtuvieron un 4,2% (n=4)
de positividad a genes stx1 y/o stx2 en cada invernadero, pero posteriormente tampoco
lograron aislar cepas STEC. En cuanto a lo anterior, segin Macori et al. (2020) los métodos
moleculares pueden revelar la presencia de patdgenos en las muestras mediante la deteccion
de genes de virulencia especificos, pero a menudo su posterior aislamiento se dificulta,
fendmeno que puede relacionarse a una baja concentracion bacteriana en las muestras o
presencia de bacterias en estado viable no cultivable (VBNC), lo cual complejiza su posterior
recuperacion. Para disminuir la probabilidad de generar dichas condicionantes y aumentar la
sensibilidad de la técnica, en el presente estudio se realiz6 una etapa de pre-enriguecimiento

selectivo con el objetivo de favorecer el crecimiento de STEC en las muestras con posible
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baja carga bacteriana inicial (Del Cogliano, 2019), e incubacion de las muestras a 37°C para
permitir resucitar las bacterias en VBNC (Tamagnini y Paraje, 2015).

Otro factor que pudo dar cuenta de los resultados obtenidos en esta Memoria de Titulo
fue la presencia de sustancias inhibidoras de la PCR en las muestras. Si bien esta técnica
molecular posee una alta especificidad y sensibilidad, es propensa a alterarse producto de
estas sustancias, las cuales disminuyen su sensibilidad e incluso dan lugar a resultados falsos
negativos (Schrader et al., 2012). Asi, en las muestras ambientales es comun encontrar acido
hamico, metales (tales como hierro y aluminio) y polifenoles, reconociéndose que el acido
hamico inhibe la unién de la Taq polimerasa al ADN, los metales reducen la especificidad
de los partidores, y los polifenoles degradan dicha enzima (Abbaszadegan et al., 1993;
Abbaszadegan et al., 1999). No obstante lo anterior, esta posible limitante se vio
considerablemente reducida al utilizar el proceso de ultrafiltracion en las muestras de agua
(ljzerman et al., 1997), uso de caldo de pre-enriquecimiento que ademas permite diluir los
posibles inhibidores presentes en las muestras (Scipioni et al., 2008), asi como también a la
implementacion de controles negativo, positivo y de reactivos (Parshionikar et al., 2004),

indicando que la técnica utilizada fue correctamente implementada.

Cabe mencionar que el hallazgo de muestras positivas a genes stx pudo deberse a
diversas situaciones, tales como la presencia de Shigella dysenteriae tipo 1, Enterobacter
cloacale o Citrobacter freundii, enterobacterias que también pueden portar este gen de
virulencia (Herold et al., 2004) y que efectivamente han sido aisladas en cursos de agua, con
porcentajes de prevalencia de un 22,%, 5,5% y 1,8%, respectivamente (Samad et al., 2018;
Camacho et al., 2019). Asimismo, en este medio también es posible encontrar bacteriéfagos
portadores de genes stx (Muniesa, 1998), pudiendo de esta forma haber influido en los

resultados positivos al PCR pero negativos a su posterior cultivo (Macori et al., 2020).

A diferencia de los resultados obtenidos en esta Memoria de Titulo, estudios
internacionales si han logrado aislar cepas STEC desde muestras ambientales. De esta forma,
en el estudio realizado por Holvoet et al. (2015) anteriormente citado, los cuales de forma
paralela analizaron 165 muestras de agua obtenidas desde cinco pozos y estanques (33
muestras de cada uno) utilizados para el riego de cuatro granjas productoras de lechuga a

campo abierto en Bélgica, reportaron una tasa de deteccion de genes stx1 y/o stx2 en el 15,2%
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de las muestras obtenidas de cada granja, aislando una cepa STEC 026 en una granja y otra
del serogrupo O111 en otra granja. Huang et al. (2016) reportaron una similar tasa de
deteccion luego de analizar 383 muestras obtenidas desde fuentes de aguas naturales en
Taiwan, encontrando una prevalencia de 3,6% para STEC (n=14), siendo la mayor parte de
aquellas obtenidas durante las estaciones de primavera y verano (n=11). Por otra parte,
resultados sustancialmente mayores fueron obtenidos por Delbeke et al. (2015), quienes
luego de analizar 78 muestras de aguas provenientes de pozos y estanques utilizados para el
riego de seis granjas productoras de frutillas en Bélgica, obtuvieron una prevalencia para
STEC de 14,1% (n=11), donde posteriormente dos cepas fueron aisladas, ambas
pertenecientes al serogrupo 026 con virulotipo stx1+eae.

En cuanto a la matriz suelo, Holvoet et al. (2015) también analizaron 132 muestras
de suelo obtenidas desde las cuatro granjas productoras de lechuga a campo abierto,
encontrando una prevalencia para STEC de 3% (n=4), donde las cepas aisladas
correspondieron al serogrupo 0157 con virulotipo stx2+eae, 0103 con virulotipo
stx1+stx2+eae, y una muestra positivaa 0157 y 026, portadoras del virulotipo stx1+stx2+eae
y stxl+eae, respectivamente. Similares resultados fueron obtenidos en el mismo estudio
realizado por Delbeke et al. (2015), quienes también analizaron 24 muestras de suelo
obtenidas desde las inmediaciones de las granjas, los cuales encontraron una prevalencia para
STEC de 8,3% (n=2), donde de las dos cepas aisladas, una portaba el virulotipo stx1+eae y
otra stx1+stx2+eae, ambas pertenecientes al serogrupo O26, coincidiendo estos resultados
con los obtenidos desde muestras de heces de bovinos que se encontraban pastando en las
cercanias de los cultivos. Es asi como estos antecedentes recalcan la capacidad de estas
matrices de actuar como vehiculos de cepas de STEC con virulotipo asociado a enfermedad

severa en las personas.

Por otra parte, la inclusién del gen eae en la primera fase de screening permitié
obtener resultados interesantes, destacando su presencia en el 2,1% de las muestras de agua.
Este hallazgo pudo corresponder a la presencia de EPEC, ya que es uno de los principales
factores de virulencia de este patotipo de E. coli (Beutin et al., 2009). Tal evidencia fue
reportada por Martinez et al. (2013), quienes luego de analizar 150 muestras de agua

obtenidas desde el Rio San Pedro en México, reportaron la presencia de dicho patotipo en el
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6,6% (n=10) de las muestras analizadas. Esto recalca el rol de las matrices ambientales como
vehiculos de enteropatogenos de riesgo para la salud publica, reforzando la necesidad de
establecer medidas de prevencién adecuadas, tales como desinfeccion de aguas y educacion
a los visitantes de los parques sobre las medidas de higiene y seguridad que deben adoptar.

Considerando que STEC es un patotipo de E. coli con gran impacto en la salud
publica, resulta imperante destacar la importancia de realizar futuras investigaciones en
cuanto a su deteccion en los espacios publicos, los cuales consideren un mayor tamafio
muestral, mayor nimero de parques muestreados, utilizacién de protocolos especificos para
una toma de muestra representativa de suelos, asi como también abarcar otras regiones de
nuestro pais, y de esta forma dilucidar de forma mas certera si estas matrices representan un
riesgo epidemioldgico urbano para la transmision de STEC. Asimismo, y debido que hasta
la fecha no existe un procedimiento especifico para tratar las infecciones por STEC y
disminuir la progresion del SHU, limitandose ésta principalmente a terapias de soporte,
sumado a la vasta cantidad de especies de animales que pueden albergar STEC y contaminar
el medio ambiente, resalta la importancia de abarcar esta problematica desde su raiz,
implementando espacios educativos para la poblacion en torno a los riesgos que suponen
estas matrices para la transmision de este patogeno, y de esta forma, dirigir el enfoque a

acciones estratégicas en la prevencion de estas graves enfermedades.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio no se logré identificar la presencia de cepas STEC en muestras
de agua y suelo de diversos parques recreacionales en la Region Metropolitana, por lo que
no fue posible determinar la presencia de los restantes genes de virulencia accesorios
asociados a este patotipo. En torno a estos resultados, es posible concluir que las aguas y
suelos de estos parques en la Regién Metropolitana no constituirian vehiculos para la
transmision de cepas STEC con virulotipo asociado a enfermedad severa en las personas.

Este estudio constituye el primer precedente a nivel nacional en cuanto al rol que
cumplen estas matrices en los parques urbanos como vehiculos para cepas STEC, por lo que
proporciona un marco referencial con informacion cientifica actualizada para futuras

investigaciones en dicha materia.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Bioseguridad otorgado por el Comité de Bioseguridad de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
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El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto titulado, “Revealing the role of animal-
environment interface as a reservoir of Shiga toxin-producing Escherichia coli strains in
Metropolitan Region; Animal and Environmental Health as promoter of National Public
Health” que fue adjudicado en el Concurso FONDECYT de Iniciacién en la Investigacion
2017 con el N°11170363 y cuyo Investigador Responsable es el Dr. Nicolds Galarce.,
profesional de FAVET.
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en el Laboratorio, de la Organizacion Mundial de la Salud (versién 2005)” y en el
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