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INTRODUCCION

NN\

ste documento es el resultado del proyecto de investigacion titula-

do ‘Estudio de la diversidad de Escherichia coliy colifagos somaticos
aislados de muestras de agua del Lago Guamuez (Narino-Colombia),
financiado por la Gobernacién de Narifio, la Universidad de Narino y
el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon (Minciencias), en el
Programa Nacional de Ciencia, Tecnologia e innovacién en Ambiente,
Biodiversidad y Habitat, Convocatoria 8182018 I+D+i Narifio, codigo
65200.

Este texto representa un recurso importante de informacion para di-
ferentes publicos objeto, especializados y no, que requieran de conoci-
miento cientifico sobre la calidad de agua en Colombia, la biologia de
los bioindicadores (Escherichia coli y colifagos somaticos), como tam-
bién de las metodologias de laboratorio para detectar la presencia de
ellos, y técnicas moleculares detalladas para determinar la variabilidad,
tanto microbioldgica como molecular. Para esta ultima parte hemos to-
mado como modelo, el Lago Guamuez, ubicado en el corregimiento del
Encano, departamento de Narino.

La presencia de E. coli en el agua es una fuerte indicaciéon de una
reciente contaminacién de aguas residuales o contaminacién de resi-
duos de animales. Es importante tener en cuenta que E. coliy los resi-
duos de animales/humanos pueden contaminar los cuerpos hidricos
de muchas maneras diferentes. Las fuentes de contaminacion fecal de
humanos y animales representan un grave riesgo para la salud, debido
a la alta probabilidad de la existencia de agentes patdgenos en los re-
siduos fecales. Un patégeno es un microorganismo que puede causar
enfermedad, dependiendo de los genes asociados a la virulencia que
este contenga. Por lo tanto, la presencia de E. coli es de preocupacion
y atencion a nivel de la salud publica, y mas aun, si se detecta en ella,
genes de virulencia asociados a islas de patogenicidad.
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Las normas internacionales indican que los colifagos somaticos son
un modelo muy util para predecir el comportamiento de los virus enté-
ricos; estos tienden a persistir en el medio ambiente y son moderada-
mente resistentes a los factores estresantes naturales y antropogénicos;
son muy buenosindicadores, porque persisten generalmente mas tiem-
po que las bacterias en el medio ambiente. Cuando hay colifagos, otros
virus pueden estar presentes en el ambiente, pero con concentraciones
mas bajas. Monitorear a través de este indicador viral puede entonces,
prevenir algunas enfermedades relacionadas con virus humanos.

La implementacion de controles de calidad de agua mas estrictos,
el conocimiento de los microorganismos presentes, la descripcién del
comportamiento de enfermedades y los estudios de analisis de riesgo,
permitiran disefar estrategias que contribuyan a una disminucién sig-
nificativa en la incidencia de diarreas y otras enfermedades de trans-
mision hidrica y, por lo tanto, una mejora en la calidad de vida de la
poblacion.

En el primer capitulo se recopila informacién de la problematica de
acceso al agua potable, abordando la contaminaciéon del recurso por
microorganismos patdgenos y sus consecuencias directas en el incre-
mento de enfermedades de origen entérico en la poblacién. Como re-
sultado de este proceso infectivo, derivan multiples hospitalizaciones
por cuadros diarreicos agudos que pueden hasta causar la muerte por
deshidratacién.

Las enfermedades de origen entérico estan vinculadas al uso de agua
y alimentos contaminados con organismos patdgenos, por lo que ac-
tualmente se han tornado un problema de salud publica.

En el segundo capitulo se describe la biologia y ecologia de E. coli,
como una de las bacterias entéricas mas conocidas como bioindicado-
res de contaminacidn fecal, sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimi-
cas, moleculares y su ecologia.

En el tercer capitulo se relacionan la biologia, patogenicidad y ecolo-
gia de los colifagos somaticos.

Finalmente, en el cuarto capitulo se presenta algunos datos, resulta-
dos del proyecto de investigacion y generalidades de importancia para
el ambiente estudiado, como también, un modelado matematico preli-
minar que explica las interacciones de los parametros fisicoquimicos

13
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en la dindmica poblacional de los bioindicadores que puntualizan este
estudio.

Estos datos permitiran dar al lector la primicia de la estimacion de
la calidad de agua del lago; asimismo, concientizarse sobre la impor-
tancia de conservar este ecosistema de valor incalculable parala huma-
nidad, por su riqueza ecoldgica, estabilidad de ecosistemas y fuente de
biodiversidad y sustento.

Esperamos que este texto sea de su agrado.

Los autores.
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CAPITULOI
EL CONTEXTO DEL RECURSO HIDRICO

NN\

1.1 Problemas de salud publica causados por la conta-
minacién de fuentes hidricas

S egun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2006), el agua pura
y de facil acceso es fundamental para la salud publica, ya sea que
se utilice para consumo, la produccion de alimentos, uso doméstico o
fines recreativos. Lamentablemente, datos del Fondo de las Naciones
Unidas parala Infancia (UNICEF, 2019), muestran que, “una de cada tres
personas en el mundo no tiene acceso al agua potable” (parr. 1). Este he-
cho se observa con mayor preocupaciéon en los paises en via de desa-
rrollo; se estima que, en el mundo, al menos dos mil millones de per-
sonas se abastecen de una fuente de agua potable que pudo haber sido
contaminada por heces u organismos patégenos o, por residuos toxi-
cos (OMS, 2019a). El consumo de agua contaminada por dichos tipos de
desechos esta relacionado con la transmisién de graves enfermedades
en los seres humanos; entre estas enfermedades se encuentran las de
origen entérico, como: diarrea, célera, disenteria, hepatitis A y la fiebre
tifoidea (OMS, 2019a). El agua no tratada o que no ha sido debidamente
saneada, asi como el consumo de alimentos no higienizados, generan
graves riesgos para la salud, ya que estos pueden contener altos niveles
de desechos de origen fecal, que pueden acarrear organismos patoge-
nos como bacterias (p. €j. Escherichia coli, Salmonella spp), virus (Enterovi-
rus, Adenovirus) y parasitos (Cryptosporidium, Helmintos) (Madigan et al.,
2015). La Figura 1.1 muestra el ciclo general de enfermedades trasmitidas
por agua contaminada, teniendo como modelo la bacteria entérica E. coli.

“Se calcula que la contaminacion del agua potable provoca en el mun-
do mas de 502.000 muertes por diarrea al ano” (OMS, 2019a, parr. 5) ,
corresponde auna de las causas mas importantes de mortalidad en pai-
ses en via de desarrollo. Se estima que, en estos paises, cada ano mueren
cerca de 3.3 millones de nifios menores de cinco afios por esta causa
(Lopez-Baron et al., 2016). Cabe resaltar que, las enfermedades gastroin-

15



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

testinales trasmitidas por agua o por alimentos, no estan asociadas
solamente a poblaciones marginadas de Africa, Asia y Latinoamérica,
sino que, también pueden presentarse en paises industrializados (Go6-
mez-Duarte, 2014; OMS, 2017; Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) y OMS (s.f,, 2019). En estos paises, a pesar de tener unas mejores
condiciones sanitarias, la gastroenteritis aguda sigue siendo una de las
principales causas de morbilidad infantil y de demanda de atencién
sanitaria (Gomez-Duarte, 2014; OMS, 2017; OPS y OMS, s.f. 2019).

Una de las consecuencias mas graves para la salud de los seres hu-
manos son las enfermedades gastrointestinales trasmitidas por agua
o por alimentos, las cuales pueden agravarse y generar la denominada
Enfermedad Diarreica Aguda o EDA. Durante esta patologia ocurre un
proceso inflamatorio gastrointestinal que puede ser de origen infeccio-
SOy que se encuentra asociado a un aumento en la frecuencia de depo-
siciones fecales y vomito, derivando a la deshidratacién que, si no es
debidamente tratada, puede ser mortal (Gémez-Duarte, 2014).

E. coli presente en la microbiota

Transmisién de natural del intestino del ser humano
enfermedades diarréicas Ingreso de E. coli al sistema digestivo
entre personas - de humanos y generacion de

enfermedades diaméicas

Alimentos contaminados
con E. coli

Contaminacion ambiental mediante la
excrecion fecal y desechos domésticos o ¥ =
industriales

Presencia de enterobacterias en
comida y agua

Presencia de E. coliy enterobacterias en el
medio ambiente

~_

Lago Guamuez )

Figura 1.1. Ciclo de enfermedades trasmitidas por agua contaminada, teniendo como modelo
la bacteria entérica E. coli, presente en el Lago Guamuez
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En la Figura 1.1 se observa el ciclo por el cual las enterobacterias y E.
coli presentes en el intestino delgado de animales homeotermos como
el ser humano, llegan hasta el medio ambiente por la defecacion a cam-
po abierto y los desechos domésticos o industriales. A partir de ahiy,
gracias a la ingesta de cultivos contaminados debido al uso del agua
del Lago Guamués en el riego y en la ingesta de trucha (Oncorhynchus
mykiss), llegan hasta el intestino del ser humano y producen enferme-
dades diarreicas.

De acuerdo con el Ministerio de Salud y Proteccion Social (2020), en
Colombia la EDA es una de las enfermedades mas comunes en ninos
menores de cinco afios y, es la segunda causa de morbilidad y mortali-
dad a nivel mundial. En paises en via de desarrollo, los nifios menores
de tres anos sufren, en promedio, tres episodios de diarrea al afio (Man-
rique-Abril et al., 2006). En América latina, segiun datos de la OPS y la
OMS (s.f. 2019), “los paises con mayores porcentajes de mortalidad por
diarrea en ninos menores de cinco anos son: Haiti (23 %), Guatemala
(10 %), Bolivia (7 %) y Venezuela (5 %)” (parr. 7). Estos paises presentan
bajas tasas de saneamiento basico (UNICEF, 2016); este hecho, sumado
a la alta incidencia de enfermedades entéricas, las cuales contribuyen
con el retraso en el crecimiento y desarrollo cognitivo en nifos, pueden
generar un problema social en dichas poblaciones.

En Colombia, a pesar de que las tasas de mortalidad por EDA han dis-
minuido considerablemente en un 77,82 %, entre 2005 y 2017, pasando
de 13.4 a 3.0 muertes por cada cien mil menores de cinco anos (Minis-
terio de Salud y Proteccion Social, 2020), no ha ocurrido lo mismo con
la morbilidad, de manera que la EDA es, actualmente, la segunda causa
mas comun de morbilidad en menores de 5 anos, solo por debajo de las
enfermedades respiratorias. Este hecho se evidencia especialmente en
los municipios menos desarrollados del pais (Gémez-Duarte, 2014). La
causa principal es que, lamentablemente, en algunas regiones, las con-
diciones de salubridad del agua son menores y, en otras regiones mas
apartadas, se presenta un saneamiento insuficiente o inexistente de las
fuentes hidricas y de alcantarillado, por lo cual se incrementa la inci-
dencia de estas enfermedades gastrointestinales (Gémez-Duarte, 2014).

Las enfermedades trasmitidas por el agua pueden prevenirse; esto
contribuiria a la disminucion de las tasas de muerte por insalubridad
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del agua, sobre todo en poblaciones de riesgo, como nifios y ancianos
(OMS, 2019b). Un factor importante para la disminucion de la contami-
nacion de las fuentes de agua y de los ecosistemas acudticos naturales
es mejorar la disposicién de desechos soélidos y liquidos, cerca de los
cuerpos de agua; también, se puede mejorar la gestién de las aguas re-
siduales urbanas, industriales, agricolas y de origen doméstico; si estos
factores no mejoran, la calidad del agua se ve comprometida, debido a
que estos residuos pueden aumentar la presencia de altas concentra-
ciones de materia organica e inorgdnica. Esta eutrofizacion del recurso
hidrico induce a la descomposicion del agua, mortalidad de especies
animales y sobrecrecimiento de microorganismos, entre estos, patoge-
nos entéricos que, como consecuencia, ocasionan serios problemas a
nivel ambiental y de salud en las poblaciones (Gémez-Duarte, 2014).

Ademas de la contaminacion de los cuerpos hidricos, existe otro fac-
tor que puede incidir en el incremento de las enfermedades de origen
entéricoy, corresponde a la dificultad del acceso de la poblaciéon al agua
potable (Rojas et al., 2021). Esta dificultad puede verse agravada por la
disminucion de fuentes hidricas para el consumo, ya que se estima en
este momento que, de los 1.351 millones de km3 de agua que tiene la
tierra, solo un 0.003 % es agua dulce; es decir, es apta para el consumo
humano. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO, 2013) considero que, solo de 9.000 a 14.000 km3
de agua se encuentran disponibles para consumo cada afio y, esta dis-
ponibilidad tiende a disminuir con el tiempo.

Por otra parte, el cambio climatico es otro factor que incide en la
disponibilidad de fuentes acudticas; segin Uribe (2015), este altera los
ciclos del agua y las lluvias del planeta y, conllevara mudanzas en la
calidad y cantidad de agua en todas las regiones; este hecho, sumado al
deterioro de los ecosistemas como paramos y glaciares que son claves
en la renovacion hidrica, el crecimiento de centros urbanos a causa del
aumento de la poblacién mundial que, segun la FAO (2013), es de apro-
ximadamente 1,2 % al afio, tiende a aumentar y, por ende, a agravar el
problema de disponibilidad de agua. En funcién de esto, se estima que
en el ano 2030 la poblacion aumentara a 9.000 millones y que, en 2025,

la mitad de la poblaciéon mundial vivird en zonas con escasez de agua
(UNICEF, 2021).
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Debido a la previsién de la disminuciéon de disponibilidad del recur-
so hidrico, varios paises ya estan implementando como estrategia, la
reutilizacion de las aguas residuales para riego y produccion de energia
(FAQ,2013). No obstante, esta practica supone un riesgo para la salud, ya
que, si no se realiza correctamente, podria incidir en el incremento de
las enfermedades entéricas transmitidas por el agua. La principal razén
es que esta agua de reuiso podria estar contaminada con organismos pa-
tégenos y, al no realizar un correcto saneamiento, estos microorganis-
mos podrian entrar en contacto con productos agricolas de consumo
humano y contaminarlos de forma directa (FAO, 2013).

Como consecuencia de la problematica de disminucion global de
fuentes de agua potable,la OMS (2019b) y varias entidades internaciona-
les han venido encabezando esfuerzos a nivel mundial, para asesorar a
los Estados acerca del buen uso y saneamiento del agua para consumo,
del uso seguro de las aguas residuales y de la salubridad de las fuentes
hidricas. Es importante resaltar que, con el fin de prevenir y disminuir
la transmision de enfermedades entéricas por el agua y alimento, cuyo
impacto tiene efecto socioecondémico en las poblaciones de riesgo y en
paises de ingresos bajos (UNICEF, 2021), las entidades nacionales de sa-
nidad ambiental de cada pais han venido implementando evaluacio-
nes rutinarias de la calidad microbiolégica y fisicoquimica en fuentes
de agua para consumo. Estos protocolos permitiran establecer el estado
general de este recurso, para garantizar asi la proteccion de la salud pu-
blica de sus habitantes (OMS, 2019a).

En Colombia, las normativas que rigen la reglamentacién de la cali-
dad del agua estan amparadas en el Decreto nimero 1575 de 2007 expe-
dido por el Ministerio de Ambiente, junto con las Guias para la calidad
del agua potable emitidas por la OMS, por la directiva europea 98/83/
CEl y otras normas internacionales, las cuales recomiendan los requi-
sitos minimos de calidad que debe tener el agua para que ésta sea apta
para el consumo humano (OMS, 2019a). La normativa establece que, el
agua es apta para el consumo humano si se encuentra exenta de agentes
infecciosos, productos toxicos y contaminantes radiolégicos, los cua-
les son factores que ponen en riesgo la salud de las poblaciones (OMS,
2019a). De acuerdo con las recomendaciones de la OMS, es importante
realizar un control riguroso de la calidad del agua, el mismo que se debe
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implementar desde la fuente hidrica, con monitoreos frecuentes y ade-
cuados que permitan ajustar protocolos para la deteccion oportuna de
la contaminacién y afectaciones a la calidad en estas fuentes, asi como
durante el almacenamiento y el proceso de distribucién (OMS, 2019a).

Para Colombia, son importantes la seguridad hidrica y la sosteni-
bilidad ambiental (Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio, 2021).
Es por ello por lo que el gobierno colombiano tiene entre sus objetivos
principales, garantizar a la poblacion el acceso a este recurso, por lo cual
este propone mejorar la gestion de los entes del gobierno que garanti-
cen el uso adecuado e integral del recurso hidrico, asi como su conser-
vacion, preservacion, uso y aprovechamiento (Ministerio de Vivienda,
Ciudad y Territorio, 2021).

Si bien en las ultimas décadas Colombia ha registrado importantes
avances en el acceso a agua potable y saneamiento basico, son muchas
las poblaciones existentes que atin no cuentan con un sistema de abas-
tecimiento. Segun el Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio (2021),
entre 1985 y 2018, la cobertura de agua potable pasé del 58 % al 90 %,
mientras que la cobertura de saneamiento basico se incremento del 47
% al 93 % en el mismo periodo. Sin embargo, a pesar de estos avances,
en agosto de 2018, mas de 5,6 millones de colombianos no contaban
con acceso a agua potable y mas de seis millones no tenian una solu-
cion de saneamiento basico. Es por esto por lo que son imprescindibles
los estudios de la calidad del agua de consumo de la poblacién colom-
biana, que permitan tomar medidas, involucrando a la poblacién y a
las entidades del gobierno encargadas como el Ministerio de Ambien-
te y las corporaciones regionales ambientales de cada departamento,
que permitan mejorar el acceso y la calidad del recurso a la poblacion
colombiana. Esto, inevitablemente tendra como consecuencia, una
disminucion en los indices de enfermedades trasmitidas por agua que
afectan gravemente a la poblacién colombiana.

Actualmente, los programas de vigilancia y control de la calidad mi-
crobioldgica del agua en diferentes paises, entre ellos Colombia, em-
plean microorganismos indicadores para conocer la calidad del agua
de consumo. Estos indicadores generalmente utilizan las bacterias co-
liformes, las cuales son contaminantes comunes del tracto gastrointes-
tinal —(entéricos) del hombre y animales. Entre los microorganismos

20



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

que conforman el grupo de coliformes totales se encuentra: E. coli, Kleb-
siellla, Enterobacter, Serratia y Citrobacter (Rios Tobodn et al., 2017). La de-
teccion y presencia de estos permite inferir la presencia de bacterias
patégenas. El uso de esto bioindicadores es recomendado debido a que
son relativamente econdémicos, facilitan la manipulacién y permiten
obtener resultados rdpidamente; no obstante, aunque estas bacterias
ofrecen buenas alternativas como bioindicadores, algunos estudios
han demostrado que no son tan efectivos para determinar la presen-
cia de otros agentes patégenos, como virus, protozoos y helmintos en
el agua (Peldez-Carvajal et al., 2016); por esto, se puede aumentar la fia-
bilidad de los resultados, cuando se incluye a los colifagos somaticos,
como bioindicadores de contaminacidn, lo cual se explicara con mas
detalle, mdas adelante en este libro, en los capitulos Il y III.

Con todo lo descrito hasta aqui, es importante resaltar que, el control
y el estudio de la calidad del agua de consumo en el mundo y, especial-
mente en Colombia, deberia ser de obligatoriedad, ya que la falta de se-
guridad de esta puede exponer a la poblacién a diversas enfermedades
de transmision hidrica, como son las enfermedades de origen entérico,
las cuales, al propagarse por el agua o alimentos contaminados, son de
facil dispersion, tienen una alta capacidad de propagacion y pueden
infectar simultaneamente a un gran numero de personas y, potencial-
mente, a una gran proporcién de la comunidad (OMS, 2019b).

1.2 Organismos enteropatégenos: problema de salud
publica

Los organismos enteropatégenos (organismos que causan una en-
fermedad intestinal), ademds de habitar en el ambiente, habitan en el
intestino de los humanos y animales homeotermos (animales que pue-
den regular su temperatura, independiente de la temperatura corpo-
ral). Durante los procesos infecciosos, altas concentraciones de los or-
ganismos enteropatdgenos ingresan al organismo, generalmente, por
via oral, por medio del consumo de agua y alimentos contaminados
o, por el contacto directo con heces de personas infectadas, de mane-
ra que se produce sintomatologia relacionada con el tracto intestinal,
como: diarrea, fiebre y vémito, sintomas, que si no son debidamente

atendidos, pueden ocasionar desbalance electrolitico e incluso causar
la muerte (Baker y Chung, 2018; McMurry et al., 2021).
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Una de las enfermedades mas comunes causadas por estos agentes
enteropatogenos corresponde a la Enfermedad Diarreica Aguda EDA
(Gémez-Duarte, 2014), la cual se clasifica en aguda, cuando la evolucion
dela diarrea es menor a los catorce dias; y en persistente, cuando la du-
racion es mayor a este periodo de tiempo (Instituto Nacional de Salud,
INS, 2021a). La incidencia, frecuencia y las caracteristicas epidemiol6gi-
cas de los patdogenos entéricos que causan la EDA varian, dependiendo
del pais, la regién o la comunidad (Manrique-Abril et al., 2006). No obs-
tante, se sabe que los enteropatégenos que causan mayor mortalidad
y morbilidad incluyen organismos como bacterias, hongos, virus y, en
menor medida, parasitos (Albarado et al., 2005; Baker y Chung, 2018).

Entre los organismos enteropatégenos de interés, por la alta inci-
dencia relacionada con estas patologias, se encuentran las bacterias,
agentes causales de graves patologias intestinales como la salmone-
losis causada por la bacteria Salmonella spp, la shigelosis causada por
Shigella dysenteriae, la gastroenteritis causada por Escherichia coli ente-
ropatégena (En el capitulo Il se describe de forma detallada los aspectos
microbioldgicos de este agente patogénico), el célera por Vibrio cholerae
y, alteraciones gastrointestinales causadas por Helicobacter pyloriy Cam-
pylobacter jejuni, entre otras (OMS, 2018; Madigan, et al., 2015). El grupo
de bacterias enteropatdgenas es de gran importancia, ya que se estima
que es causante entre 10 y 20 % de las diarreas infecciosas y, en me-
nor medida, es a causa de virus y parasitos (Madigan, et al., 2015). Los
patégenos bacterianos responsables con mayor frecuencia de cuadros
diarreicos son: Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp. Los pa-
totipos de, E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteropatégena (ECEP) y
E. coli enterohemorragica (ECEH) (Albarado et al., 2005).

El tratamiento para las infecciones causadas por bacterias, en algu-
nas ocasiones requiere del uso de antibidticos después del restableci-
miento del equilibrio hidroelectrolitico causado por la diarrea. Cuando
estas infecciones afectan un numero grande de individuos, se debe rea-
lizar vigilancia epidemioldgica rigurosa en la zona, ante la posibilidad
de un brote epidémico por bacterias altamente peligrosas como es el
caso de Vibrio cholerae o de agentes altamente virulentos como Shige-
lla spp., Salmonella Typhiy E. coli diarreogénica, entre otras. Un ejemplo
reciente de brotes en la poblacion fue reportado en Europa, en donde
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se presento un grave brote epidemiolégico a causa de cepas de E. coli
enteropatogenas, especificamente la cepa ECEA-ECST (cepas que con-
tenfan la combinacion de genes de virulencia del patotipo ECST: E. coli
productor de shiga toxina y ECEA: E. coli enteroagregativo); esta cepa
fue trasmitida a través de guisantes y causo en varios pacientes, diarrea
disentérica grave con sindrome urémico hemolitico y alta mortalidad
(Gémez-Duarte, 2014).

Un problema para el tratamiento de estas afecciones de origen bacte-
riano se debe a que la gastroenteritis causada por bacterias patégenas,
a menudo se confunde con infecciones entéricas causada por agentes
infecciosos virales, fungicos o parasitos, como en el caso de la shigelosis,
la cual puede presentar manifestaciones clinicas similares a los causa-
dos por otros patdogenos entéricos como virus (Albarado et al., 2005).
Esta dificultad para diferenciar entre una infeccion bacteriana y una
viral deriva en un uso inadecuado, excesivo o indiscriminado de los an-
tibidticos, cuando estos no son necesarios, que no solo afectaria la mi-
crobiota del paciente, sino que incrementaria el problema de la resis-
tencia a antimicrobianos, problema de gran relevancia actualmente en
bacterias patogénicas entéricas (Vandenberg et al., 2018). Actualmente
se ha aumentado la incidencia de infecciones por Salmonella spp, tanto
en paises subdesarrollados como en desarrollados, junto con Campilo-
bacter spp. La salmonelosis es la enfermedad bacteriana con mayores
reportes de transmision por alimentos, resultado de las malas practicas
de manipulacién y procesamiento de estos (Pelaez-Carvajal et al., 2016).
Ademas de la importancia de estas bacterias en la salud publica, su alta
persistencia en los sistemas de tratamiento de aguas para consumo es
de mucho cuidado (Tabla 1) (OMS, 20193).

Por otro lado, algunos virus entéricos también son de gran impor-
tancia en la salud publica, dado que son responsables de numerosas
enfermedades como la gastroenteritis, la hepatitis, la meningitis, la en-
cefalitis, etc., y son trasmitidos principalmente por via oral-fecal (Pe-
laez-Carvajal et al,, 2016). Entre las familias de virus mas representati-
vas por su impacto en la salud humana estan: los enterovirus (polio,
virus Coxsackie), los calicivirus (norovirus y sapovirus), los adenovirus
entéricos, los rotavirus y los virus de la hepatitis A y E (OMS, 2019a; Pe-
laez- Carvajal et al., 2016). El agua es el principal vehiculo de trasmisién
de estos virus; han sido identificadas mas de 100 especies diferentes de
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virus patéogenos en muestras de agua, que pueden afectar la salud de
las comunidades y de diferentes especies animales (Fong y Lipp, 2005).

Entre las caracteristicas mas importantes de estos virus se resalta
que, aunque no poseen envoltura, poseen capsides que les permiten re-
sistir a condiciones ambientales adversas y sobrevivir a los tratamien-
tos con cloro en aguas tratadas para consumo (OMS, 2019b) (Tabla 1.1).
Ademas de eso, los virus tienen la capacidad de resistir los bajos niveles
de acidez estomacal y, pueden infectar rapidamente las células epite-
liales vulnerables, generando en algunos casos, sintomas de infeccién
en el hospedero como fiebre, escalofrio y diarrea (OMS, 2019a). Particu-
larmente, estos virus se excretan en grandes cantidades en las heces de
(10°-10 particulas virales/g), por lo que resulta un problema relevante
para el tratamiento de aguas residuales (Fong y Lipp, 2005; Pelaez-Car-
vajal et al., 2016). Los virus, después de salir de su hospedero, llegan al
medio ambiente a través del alcantarillado y, como consecuencia, con-
taminan fuentes de aguas subterraneas y de consumo, aumentando el
riesgo de afectar la salud de la poblacion (Fong y Lipp, 2005), principal-
mente, por la resistencia a desinfectantes cominmente usados en la
desinfeccion para el agua de consumo, como el cloro (OMS, 2019b); esta
resistencia al cloro también se puede encontrar en otros microorganis-
mos (ver Tabla 1.1).

Otros organismos patégenos que pueden ser transmitidos por el
consumo de agua contaminada corresponden a los grupos de proto-
zoos o helmintos parasitos, los cuales pueden producir otras patolo-
gias graves. En la Tabla 1.1 se puede observar las especies o género de
parasitos enteropatogenos. Algunas de las mas representativas son: la
giardiasis causada por Giardia lamblia; criptosporidiosis, causada por
Cryptosporidium spp.; amebiasis, causada por Entamoeba hystolytica y, la
esquistosomiasis, por Schistosoma mansoni, algunos de estos con alta
persistencia en el suministro de agua (OMS, 2018; Madigan, et al., 2015).
Estos organismos también producen diarrea, aunque en menor pro-
porcién que los anteriormente descritos y, algunos de los portadores
pueden ser asintomaticos (Madigan et al., 2015).

Con respecto a los hongos enteropatogenos, son organismos que se
presentan en baja frecuencia, en especial en pacientes inmunocompro-
metidos. El mas representativo corresponde la levadura patégena Can-
dida albicans (Katthab et al., 2016).
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Tabla 1.1
Ejemplo de algunos agentes enteropatiogenos trasmitidos por el agua

Agente patoge- | Tipo de espe- | Importan- | Persistencia | Resistencia
no cie/género/ ciaparala |enelsumi- |alcloro
grupo salud nistro de
agua
Bacterias
Burkholderia B. pseudomallei | Alta Puede multi- | Baja
plicarse
Campylobacter C. coli Alta Moderada Baja
C. jejuni
Escherichia coli E. coli Alta Moderada Baja
diarrogénica diarrogénicag
Escherichia coli E. coli 0157 Alta Moderada Baja
enterohemorrdgica
Francisella F tularensis Alta Larga Moderada
Legionella L. pneumophila | Alta Puede multi- | Baja
plicarse
Micobacteria Mpycobacterium | Baja Puede multi- | Alta
(no tuberculosa) avium complex plicarse
Salmonella typhi Salmonella typhi | Alta Moderada Baja
Otras Salmonellas | S. enterica Alta Puede multi- | Baja
S. bongori plicarse
Shigella S. dysenteriae Alta Corta Baja
Vibrio V.cholerae Oly | Alta Cortaalargah | Baja
0139
Virus
Adenoviridae Adenovirus Moderada | Larga Moderada
Astroviridae Astrovirus Moderada | Larga Moderada
Caliciviridae Norovirus Alta Larga Moderada
Sapovirus
Hepeviridae Virus de la hepa- | Alta Larga Moderada
titisE
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Agente patogeno | Tipo de espe- Importan- | Persistencia Resistencia
cie/género/ ciaparala |enelsuminis- | alcloro
grupo salud tro de agua

Picornaviridae Enterovirus, pa- | Alta Larga Moderada
rechovirus, virus
de la hepatitis A

Reoviridae Rotavirus Alta Larga Moderada

Protozoos

Acanthamoeba A. culbertsoni Alta Puede multi- | Alta

plicarse

Cryptosporidium C. hominis/par- | Alta Larga Alta
vum

Cyclospora C. cayetanensis Alta Larga Alta

Entamoeba E. histolytica Alta Moderada Alta

Giardia G. intestinalis Alta Moderada Alta

Naegleria N. fowleri Alta Puede multi- | Baja

plicarse

Helmintos

Dracunculus D. medinensis Alta Moderada Moderada

Fuente: Guidelines for drinking-water quality, 2018.

Tabla 1.2

Caracteristicas de los organismos patégenos transmitidos por agua contaminada

Tienen la capacidad de contaminar fuentes hidricas y pueden causar
efectos graves y también crdnicos sobre la salud de sus hospederos.
Pueden sobrevivir, reproducirse y proliferar en el ambiente acuético.

Se encuentran en un numero discreto en el medio ambiente; es decir,
fuera de sus hospederos.

Tienen la facultad de agregarse o adherirse a los sélidos suspendidos en
el agua y, su concentracion varia durante el tiempo.

El establecimiento del patégeno a su hospedero depende de la dosis
(concentracién del organismo ingerido), del proceso invasivo y de la vi-
rulencia del organismo patdgeno.

Algunos agentes patégenos del agua pueden multiplicarse facilmente en
los alimentos u otras bebidas, con lo que se aumenta la probabilidad de
infeccion.

Fuente: OMS (2006; 2007; 2017; 2019a)
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Los organismos patégenos mencionados, cuya via de trasmision es
a menudo el agua, generalmente presentan algunas caracteristicas si-
milares como su facil dispersion y dificil control. En la Tabla 1.2 se re-
laciona algunas de las caracteristicas que se destaca en los organismos
patégenos trasmitidos por el agua contaminada.

A continuacion, se describe en detalle, algunos de los principales
agentes entéricos con mayor incidencia en la poblacién y sus principa-
les caracteristicas; no se incluye a E. coli o colifagos somaticos, debido a
que seran tenidos en cuenta detalladamente mas adelante, en los capi-
tulos II y III de este libro.

1.3 Principales agentes entéricos con mayor inciden-
cia en la poblaciéon

* Salmonella spp.

Salmonella spp. hace parte de la familia Enterobacteriaceae. Posee
estructura de bacilos; es Gram negativo maévil, no fermenta la lactosa
y produce sulfuro de hidrégeno o gas por fermentacién de los carbohi-
dratos (OMS, 2019b). El género Salmonella esta compuesto por dos es-
pecies patégenas en humanos: S. entérica y S. bongori. Las dos especies
causan la salmonelosis con manifestaciones clinicas como la gastroen-
teritis, que produce diarrea, nauseas y vomitos. En ocasiones, cuando la
infeccion no se trata a tiempo, puede presentarse la septicemia; es decir,
las bacterias pasan al torrente sanguineo, la sintomatologia presentada
comunmente es fiebre alta, fiebre tifoidea y diarrea. La transmision de
Salmonella se da por via fecal - oral (Fernandez et al., 2002), por la inges-
ta de alimentos contaminados con heces de animales como aves, reptiles,
gatos, vacasy cerdos o, por contacto persona a persona. La infeccion por es-
pecies tifoideas esta relacionada directamente con el consumo de agua 'y
alimentos contaminados y no, por contacto interpersonal (OMS, 2018a).

- Shigella

Al igual que Salmonella spp., el género Shigella pertenece a la fami-
lia Enterobacteriaceae. Poseen forma de bacilos, son Gram negativas,
no moéviles, no esporuladas y anaerobios facultativos. Shigella spp es
el agente causal de la shigelosis humana (Baker y Chung, 2018; Elika,
2021). Existen cuatro especies principales de bacterias dentro del gé-
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nero, que pueden provocar enfermedades intestinales graves, incluida
la disenteria bacilar: Shigella sonnei, S. dysenteriae, S. flexneri, y S. boydii.
Cada ano se reporta mas de dos millones de infecciones por Shigella y,
se le han atribuido hasta 600.000 muertes; la poblacion mas afectada
por esta enfermedad son ninos menores de 10 afios (Baker y Chung,
2018; Red Nacional de Proteccién de Alimentos, RENAPRA, s.f.). Duran-
te la infeccion, aparecen sintomas como célicos, fiebre y diarrea acuo-
sa y, en algunas ocasiones, pueden ocasionar ulceras en conjunto con
diarrea hemorragica. Shigella spp es un agente entérico que se trasmite
por la via fecal-oral; también puede adquirirse a través del agua y ali-
mentos contaminados y, por contacto con personas infectadas (Baker y
Chung, 2018). Hasta la fecha, han sido documentados varios brotes de
shigelosis trasmitidos por agua contaminada, convirtiéndola en una de
las enfermedades entéricas mas frecuentes y altamente infectivas entre
este tipo de patologias (Giersing et al., 2019).

« Rotavirus

Ademas de las bacterias mencionadas, existen diferentes tipos de
enterovirus que pueden causar patologias gastrointestinales, como los
rotavirus. Los virus del género Rotavirus tienen el genoma conformado
por ARN bicatenario y pertenecen a la familia Reoviridae junto con el
género Ortorreovirus. El género esta conformado por diez grupos sero-
l6gicos (A-]); algunos de estos infectan especificamente al ser humano
(A-C), mientras que los demas infectan a animales como cerdos y aves
(Crawford et al., 2017). Los rotavirus humanos son responsables de mas
de tres cuartas partes del total de las diarreas infecciosas que se pre-
sentan en el mundo y, afectan principalmente a los niflos menores de
5 afios (Crawford et al., 2017). En 2011, la OMS estimo que hubo cerca de
800 000 ninos fallecidos por gastroenteritis severa, causada por rotavi-
rus (Garcia-Farifnas et al., 2019).

Se estima que, entre el 50 y el 60 % de los ninos hospitalizados por
gastroenteritis aguda tienen a los rotavirus, como agente causal. Estos
virus son trasmitidos por via fecal-oral, de persona a persona, por ae-
rosoles y, en menor medida, por ingesta de agua y alimentos contami-
nados (OMS, 2007). El mecanismo de infeccién viral ocurre cuando los
virus atacan los enterocitos de las vellosidades del intestino delgado,
interrumpiendo asi, el trasporte de glucosa y sodio. Como resultado, se
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presentan sintomas como diarrea acuosa aguda, fiebre, dolor abdomi-
nal y vémito, que pueden conducir a un desbalance de electrolitos, pro-
duciendo deshidratacion, acidosis metabdlica y, finalmente, pueden
causar la muerte. La presencia de estos virus es frecuente en aguas re-
siduales domiciliarias, rios y lagos contaminados con heces humanas
(Crawford et al., 2017; Rios-Tobon et al., 2017).

- Cryptosporidium

Los protozoosy helmintos se encuentran entre las causas mas comu-
nes de infecciones entéricas, aunque, en menor medida que, bacterias
y virus. Entre los parasitos de mayor importancia por el aumento del
numero de casos actualmente, estd el género Cryptosporidium, protozoo
causante de la criptosporidiosis. Este género se compone de 13 especies
que pueden ser trasmitidas por contacto persona a persona, por la via
fecal-oral o, por contacto directo con animales de granja o domésticos
infectados (Chalmers et al., 2019). Los coccidios del género Cryptospo-
ridium son parasitos intracelulares obligados que, al entrar al sistema
digestivo del hospedero en forma de ooquistes, lo infectan y provocan
sintomas como la diarrea aguda, que puede estar acompanada de nau-
seas, vomito y fiebre. La gravedad de esta enfermedad depende de la
edad y el estado inmunitario del hospedero, ademas de la virulencia de
la cepa, llegando en algunos casos a ocasionar la muerte, en especial en
personas con problemas de inmunodeficiencia, por lo que se considera
un problema de salud publica en todo el mundo (OMS, 2019a). El agua
es un importante factor de trasmisién de este patégeno. Este parasito
es altamente resistente a desinfectantes comunes como el cloro (Tabla
1.1); sin embargo, los tratamientos a base de ozono o laluz UV suelen ser
mas efectivos (Chalmers et al., 2019).

1.4 Epidemiologia de enfermedades entéricas en
Colombia

Aunque en Colombia son pocos los estudios epidemioldgicos que se
tiene sobre enfermedades entéricas, se ha identificado que, el consumo
de agua contaminada es una de las fuentes mas importantes de trans-
mision de agentes patdgenos entéricos, aunque también es frecuente
la transmisién por malas practicas en la manipulacion de alimentos o
el contacto directo con heces de un animal infectado (Gomez-Duarte,
2014; Gutiérrez, et al., 2005). En el mapa de la figura 1.2, se observa la
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cobertura del servicio de agua potable.
Figura 1.2 Cobertura del servicio de acueducto. Andlisis consolidado sobre cobertura y cali-
dad del agua en las zonas rurales y urbanas del pais

Nota: Se resalta en azul oscuro, las zonas en donde hay mayor cobertura del acueducto.
Fuente: Gualteros (2019)

En el mapa de Colombia se resalta las zonas en donde hay cobertura
del acueducto y,un grafico de barras en donde se observa una compara-
cion entre el porcentaje de cobertura en la zona urbana vs. la zona rural.
La figura 1.2 muestra el mapa de Colombia, resaltando las zonas en azul
oscuro, en donde hay un porcentaje mayor de cobertura de acueducto;
esta cobertura se puede relacionar con la disposicion de agua de consu-
mo en estas zonas (Gualteros 2019). Como se puede observar, la mayor
cobertura se encuentra en el centro y en las ciudades principales del
pais; las zonas apartadas presentan un porcentaje de cobertura menor.

Segun el Informe Nacional de Calidad del Agua para Consumo Hu-
mano del Ministerio de Salud y Proteccién Social (2018), la calidad del
agua para el consumo en las areas rurales en el pais es, en general, muy
deficiente, en comparacién con la calidad del agua en las zonas urba-
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nas. Segun proyecciones basadas en el Censo Nacional de Poblacién y
Vivienda del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE, 2018), Colombia cuenta con una poblacién de 48.2 millones de
habitantes, de los cuales, aproximadamente once millones (23 %) habitan
en el campo; de estos, alrededor de 3.8 millones de personas aun reciben
agua no apta para el consumo, pues esta presenta algtiin nivel de riesgo de
contaminacion (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2020).

Hay una diferencia entre los porcentajes de cobertura de acueducto
zona urbana y rural; en las dreas urbanas el porcentaje es mayor, con
un porcentaje del 97,8 %; en las zonas rurales es mas bajo, con una co-
bertura del 73,2 %. Esta diferencia entre zona urbana y rural también se
ve claramente en los porcentajes de cobertura de agua y saneamiento
de estas poblaciones, como se puede observar en la figura 1.3. Esta co-
bertura de agua y saneamiento se mantiene en mayor porcentaje en la
zona urbana, comparada con la rural. A pesar de que estos porcentajes
de acceso a estos servicios son relativamente altos frente a otros paises
de América latina como Ecuador, Peru y Bolivia (UNICEF, 2016), Colom-
bia tiene grandes retos para disminuir la brecha en cuanto a la calidad
y acceso de estos servicios, en especial en las zonas rurales y apartadas
del centro del pais.
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Urbano ®Agua ®Saneamiento basico Rural

Figura 1.3 Cobertura de agua y saneamiento en zonas urbanas y rurales

Fuente: Archivo Nacional de Datos (ANDA) y DANE (2019)

En la figura 1.3 se compara el nivel de agua y el saneamiento bésico
entre las zonas urbanas y las zonas rurales. Si bien la cobertura de sa-
neamiento en la zona urbana es alta, no alcanza la totalidad de la dis-
ponibilidad del agua; sin embargo, en las zonas rurales se observa que
la cobertura de saneamiento y los niveles de agua no superan el 80 %.
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Figura 1.4 Andlisis consolidado sobre cobertura y calidad del agua en las zonas rurales
Fuente: Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio (2020)

En la figura 1.4 se observa un resumen del analisis sobre la cobertura
y calidad del agua en zonas urbanas y rurales. En cuanto a cobertura
poblacional, las zonas urbanas representan un porcentaje mayor al 90
%; no obstante, en zonas rurales no alcanza el 80 %, tanto para alcanta-
rillado como para acueducto. Por otro lado, en zonas de interés como
escuelas y centros de salud, la cobertura es ain menor, con porcenta-
jes de 65y 63 %, respectivamente. Por ultimo, se analiza el riesgo en la
calidad de agua, en donde la zona urbana presenta mayor porcentaje
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en “sin riesgo”, a diferencia de la zona rural, la cual presenta un mayor
porcentaje en “informacién no disponible”.

En el pais, la evaluacién de la calidad del agua para consumo esta
regulada por el programa de vigilancia periddica establecido en la Re-
solucion 2115 de 2007, donde se define la frecuencia y el nimero de
muestras analizadas segun el porcentaje de la poblacién abastecida con
el recurso hidrico. Esta normativa también define el Indice de Riesgo
de la Calidad del Agua (IRCA), como orientacion para la evaluacion del
grado de riesgo de la presencia de enfermedades relacionadas con el in-
cumplimiento de las caracteristicas quimicas (pH, cloro residual), fisi-
cas (parametros de color, turbidez), microbiolégicas (E. coliy coliformes
totales) y de potabilidad (Peldez-Carvajal et al., 2016).

Como fue presentado en la figura 1.4, en Colombia la zona rural pre-
senta un indice de riesgo mayor de la calidad del agua, superior al del
area urbana; se debe mejorar estos indices, para evitar que se genere
problemas de saneamiento y salubridad para la poblacién de estas zo-
nas que, generalmente, estan apartadas de los centros urbanos (Minis-
terio de Salud y Proteccién Social, 2020). Colombia tiene grandes retos
para disminuir la brecha en cuanto a la calidad y continuidad de estos
servicios, lo cual contempla también el acceso en sitios de interés sani-
tario como escuelas y centros de salud, como se puede observar en la
figura 1.3.

Los bajos indices (Figuras 1.5 y 1.6) de estos servicios en las zonas ru-
rales respecto a las urbanas son el resultado de una baja inversién del
Estado en zonas apartadas, sumado al dificil acceso en regiones muy
apartadas, lo que aumenta el costo para la implementacién de servicios
basicos de agua y alcantarillado y, genera que estas regiones se encuen-
tren descuidadas por parte del Estado. Segin Pérez-Salas y Pineda-Ja-
ramillo (2019), las principales fuentes de agua para consumo en estas
zonas son cuerpos de agua como quebradas, rios, lagunas, nacimien-
tos o manantiales. Se estima que el 40 % de los hogares rurales utiliza
algunas de estas fuentes; el 24 % consume agua de aljibes y, un 5 % se
abastece de aguas lluvias.

Bajo este planteamiento, el problema de acceso de agua potable de
la poblacion colombiana, sobre todo la rural, junto a una inadecuada
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manipulacion de alimentos, son los factores mas relevantes sobre la in-
cidencia de enfermedades de origen entérico en la poblacion nacional
(INS, 2021b). En el afio 2014, el Sistema Nacional de Salud Publica (SIVI-
GILA) del INS, reporté un total de casi 10.000 casos de enfermedades
trasmitidas por alimentos (ETA) o agua contaminada (INS, 2018). Desde
el ano 2000, el mayor numero de brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos y agua se ha presentado en las regiones Andina y Atlan-
tica, especificamente en los departamentos de Cesar, Narino y Boyaca,
con mayor afectacion en la poblacién infantil (INS, 2019).

L
N .-'-II\-1|A,|.|.|
L L Car| ~
Valer
[Fanama City
VEN|
g
e 0 ¢ °°
]
& °® \ |
o CQuilg
ECUADOR
Guayaquil
-:-:—:—:IKilometqr“sm“_ A M A Z
0 5510 220 330 440 550 € @&

Figura 1.5 Informacion de las comunidades, sistemas y calidad de agua que consume la
poblacion rural vs. la urbana. Cobertura informacién SIASAR diciembre de 2020 (19 %),
Comunidades sin informacion (81 %)

Fuente: Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio (2020). Comunidades por califica-
cion de calidad de agua. Verde mayor calidad, rojo, calidad deficiente. Girculos verdes
(133): calificacién A, circulos amarillos (2241): calificacién B; circulos naranja (3394):
calificacion G; circulos rojos (5045): calificacion D.
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Figura 1.6 Indice de Riesgo de Calidad del Agua (IRCA) - zona rural
Fuente: Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio (2020)

En el mapa de Colombia se observa la informacion de las comuni-
dades, sistemas y calidad de agua que consume la poblacién rural vs.
la urbana. Cobertura de informacién SIASAR diciembre de 2022 (19 %),

comunidades sin informacidn (81 %).

En este orden deideas, esimportante destacar que, las enfermedades
de origen entérico en Colombia registran los primeros lugares de mor-
bilidad en ninos menores de 5 afios; este fendmeno es mas frecuente en
las zonas mas apartadas del pais. Sin embargo, como ya se describid, los
registros de las tasas de mortalidad por EDA han decrecido entre 2005
y 2009, en un 50,3 %, pasando de 13.4 a 6.6 muertes por cada 1000.000
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habitante menores de 5 afios (ASIS, 2021). Adicionalmente, EDA ocupa
el segundo lugar en motivo de consulta médica en nifios menores de 5
anos (Gomez-Duarte, 2014; Manrique-Abril et al.,, 2006). Es importante
recalcar que, la mortalidad infantil no es uniforme en todo el territorio
nacional. En dreas marginadas, entre ellas las que cuentan con poblacion
indigena y/o de bajos recursos, la mortalidad infantil llega a ser hasta de
38.7 por cada 1000 nacidos vivos, siendo el doble del promedio nacional
(Gémez-Duarte, 2014; Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2020).

Se estima que, en el pais, los casos de EDA asociados a infecciones
entéricas estan incorporados, en primer lugar, a agentes virales (50 %);
en segundo lugar, a agentes bacterianos (30 %) y, en tercer lugar, por
otras causas como parasitos o toxinas (20 %) (Gomez-Duarte, 2014). Es-
tudios epidemiolégicos de los agentes causales de EDA en el mundo
han determinado que su incidencia depende no solo de la zona, sino de
la época del afio. En paises con estaciones, la EDA causada por virus es
prevalente en épocas de invierno, mientras que la causada por bacterias
o parasitos es comun en épocas de verano. En paises tropicales no es-
tacionarios como Colombia, se cree que la EDA es endémica con picos
epidémicos, en donde factores climaticos como temperatura, humedad
y precipitacion contribuyen con el aumento o disminucién de su inci-
dencia (Gutiérrez et al., 2005).

Cabe resaltar que, actualmente, son pocos los estudios que indican
especificamente las regiones del pais mas afectadas por EDA, ademas
de los factores climaticos, sociodemograficos, econémicos, que inciden
en el aumento de las enfermedades de origen entérico. Tampoco se ha
establecido con claridad cual es la frecuencia de las infecciones, qué
tipo de microorganismos enteropatogénicos las producen y cudles ce-
pas son las mas frecuentes en el pais (Gémez-Duarte, 2014). Sin embar-
go, a pesar de los pocos informes epidemioldégicos de EDA en Colom-
bia, se ha reportado casos de enfermedades trasmitidas por alimentos
y aguas contaminadas en varias regiones, causadas en su mayoria por
agentes patdogenos como los rotavirus, con una frecuencia de afectacion
en la poblacién infantil de 36 a 48 %, seguidos de las bacterias E. coli.,
Salmonella spp., Shigella spp., con 17 a 31,4 % y, finalmente, por parasitos
como Giardia lamblia y Entamoeba hystolytica con una frecuencia de 14,6
a 194 % (Gémez-Duarte, 2014; INS, 2019).
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Son pocos los estudios epidemiolégicos en Colombia, como el de-
sarrollado en Tunja por Manrique-Abril et al. (2006), que han tenido
el propdsito de determinar los principales agentes causales de EDA en
pacientes menores de cinco anos de esta ciudad; los autores pudieron
evidenciar una prevalencia del Rotavirus del 48 %, seguida de E. coli
en un 13,9 %, Giardia lamblia con 12,4 %, Campylobacter spp. 2,3 %, Shige-
lla 0,8 % y E. histolitica 7 %. Solo en un 15,5 % no se logro identificar el
agente causal (Manrique-Abril et al., 2006); alli se demuestra claramen-
te que se conserva la incidencia de estos patdgenos, ya descritos como
frecuentes por el INS (2019).

En lo referente a los virus, se ha llevado a cabo pocos estudios en el
pais sobre su prevalencia en aguas para el consumo. En algunos de ellos,
como el realizado en el municipio de Facatativa en Cundinamarca, se
evidencio la presencia de astro-virus en una de las muestras de aguas
no tratadas, provenientes del rio que abastece al acueducto (Pelaez-Car-
vajal et al.,2016). También se identifico la presencia de norovirus en dos
muestras de agua tratada y 13 muestras positivas para la presencia de
rotavirus provenientes de aguas tratadas y no tratadas. Estos resultados
evidencian la importancia del agua como vehiculo de trasmision de es-
tos virus y su resistencia al tratamiento quimico con cloro (Tabla 1.1)
(Pelaez-Carvajal et al., 2016).

Peldez y sus colaboradores (2016) analizaron 288 muestras de agua
de 102 municipios del pais; en el 50 % de ellas detectaron virus: un 26 %
correspondio al virus de la hepatitis A; un 20 % a enterovirus-rotavirus
y, 18 % a adenovirus. Segun lo descrito por los autores, estos porcen-
tajes comprueban que la presencia de estos virus representa un ries-
go para la salud publica, debido a que pueden sobrevivir y mantener
su capacidad infectiva en el agua por periodos prolongados de tiempo
(120 dias en agua dulce y 130 dias en agua de mar), ademas de su dificil
inactivacion durante el tratamiento de aguas residuales y de consumo
(Venegas, 2018). Como se esperaba, los estudios concluyen que, el agua
es un vehiculo de trasmisién importante para los virus entéricos en Co-
lombia (Manrique-Abril et al., 2006; Peldez-Carvajal et al., 2016).

Es fundamental considerar que, el recurso agua es una fuente de sa-
lud, bienestar y progreso para las comunidades y, si no se dispone de
las politicas publicas para su uso y conservacion, se estara llegando a
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estados de enfermedad, insalubridad y retroceso econémico en las po-
blaciones que, terminaran afectando en alto grado a diversas poblacio-
nes, como consta en el Plan director de agua y saneamiento basico del
Viceministerio de Aguay Saneamiento Basico y Ministerio de Vivienda,
Ciudad y Territorio (2018):

El agua, en sus dimensiones econdmica, ambiental y social cons-
tituye un eje fundamental del desarrollo de las sociedades moder-
nas. Sin una gestion sostenible, eficiente e integrada del agua, se
pone en riesgo los avances que una economia haya podido expe-
rimentar en materia de superacion de la pobreza y la creacion de
empleo, se hace imposible garantizar la salud publica, asi como la
produccién de comida suficiente para satisfacer las necesidades
basicasylageneracién de energia requerida por los diferentes sec-
tores econdémicos. Es en este plano que se hace vital revisar la frag-
mentacion sectorial que afrontan las decisiones que conciernen a
los servicios ecosistémicos asociados al recurso hidrico, mds aun
cuando hoy éste se encuentra bajo una presion sin precedentes
en la mayoria de los paises, sin ser Colombia la excepcidn. (p. 37)

1.5 Epidemiologia de enfermedades entéricas en
Nariifio - Colombia

El departamento de Narifio esta ubicado en el sur occidente de Co-
lombia; limita al sur con el Ecuador; al norte con el departamento del
Caucay, al oriente con el departamento de Putumayo. El 52 % de su te-
rritorio pertenece a la llanura del Pacifico; el 40 % a la zona andinay, el
8 % pertenece al pie de monte de la Amazonia. Segun el DANE (2018), el
departamento cuenta con 1.809.116 habitantes; su poblacion es predo-
minantemente rural, con un indice promedio de 49,8 %; el porcentaje
de poblacién con acceso a agua potable es de 81,8 %; la proporcién de
hogares con acceso a acueducto es de 76,4 % y, cabe enfatizar en que, la
zona urbana es de 98,5 % y en la rural, de tan solo 58,5 %.

De forma complementaria, datos del DANE (2018) sostienen que, el
acceso a alcantarillado para Colombia es, en promedio, de 74,7 % y en
Narifio es aun mas bajo, con unicamente 43,7 %. Segun el Plan Decenal
Dhana 2020-2029 de la Gobernacion de Narifio (2020), las regiones de
la costa pacifica narinense tienen bajas condiciones de salubridad, de-
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bido a que solamente los municipios de Olaya Herrera, Santa Barbara
y Tumaco tienen acueducto con planta de tratamiento y, ninguno de
ellos cuenta con sistemas de desinfeccion del agua, lo que indica un
riesgo para la salud de la poblacion. Los municipios de El Charco, La
Tola, Magtii Payan, Mosquera, Francisco Pizarro y Roberto Payan care-
cen de cobertura de sistema de alcantarillado y acueducto, tanto en la
zona urbana como en la rural, pese a que la regién Andina cuenta con
una alta cobertura de acceso agua potable y alcantarillado en la zona
urbana (Gobernacién de Narino, 2020):

En DANE-Gran Encuesta Integrada de Hogares-Encuesta Nacio-
nal de Calidad de Vida, el porcentaje de poblacion con acceso a
agua potable en el afio 2018 en Colombia es de 91,9% y en Narifio
es de 81,8 %.

La proporcion de hogares con acceso a acueducto para Colom-
bia es de 86,9 y para Narifio de 76,4. El acceso a alcantarillado para
Colombia es de 74,7 y en Narifio una cifra mucho mas baja de 43,7.
El dato de recoleccion de basuras en Colombia es de 81,7 y en Na-
rino de 579. (p. 154)

Con lo expuesto se muestra que, en el departamento de Narino, la
zona rural y la costa pacifica tienen un déficit en materia de acceso a
alcantarillado y agua potable. Por otro lado, en cuanto al IRCA 2018,
Narifio tuvo un valor de 43,98, revelando un nivel de riesgo muy alto
comparado con el de Colombia, el cual fue de 19,30; por ende, esto es
preocupante, considerando la baja calidad del agua que consume la po-
blacion narinense (Figura 1.7).

Segun datos del SIVIGILA del INS (2018), la cantidad de brotes de en-
fermedades trasmitidas por agua o alimentos contaminados en Narifio
ha aumentado. En el afio 2014 hubo ocho brotes; en el ano 2016 36y,
en 2018 fueron reportados 49 brotes. Los municipios que han presen-
tado el mayor numero de brotes son Ipiales con 18 y Pasto con 16 (Go-
bernacion de Narifio, 2020). Es claro que, la baja potabilidad del agua
y el inadecuado saneamiento basico e higiene, generan problemas de
enfermedades gastrointestinales y parasitarias. Por ello, una de las en-
fermedades con mayor incidencia en el departamento es la EDA que, al
asociarse con la desnutricién infantil, genera un alto riesgo de mortali-
dad en nifos. El indicador de desnutricion global del departamento es
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de 10 %, mientras que el indicador nacional es de 7 %, (Gobernacion de
Narifo, 2020). En cuanto a la mortalidad infantil en ninos menores de
cinco anos, se reporta para el ano 2018 en el departamento de Narifio,
una tasa de 14,6 %, similar al valor nacional con 13,78 %. En cuanto a la
tasa de mortalidad por EDA ha disminuido con el tiempo en el departa-
mento de Narifio; en 2013 fue de 1,83 % y en 2018 bajo a 1,20 %, porcen-
taje menor que el presentado a nivel nacional, que fue de 4,0 %.
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Figura 1.7 Comparacion del indice de riesgo de la calidad del agua IRCA entre Colombia y el
Departamento de Naririo entre los arios 2005 y 2018

Fuente: adaptado de Gobernacién de Narino (2020) a partir de datos obtenidos de
SIVICAP e INS

En la figura 1.7 se observa la comparacion entre el IRCA en Colombia
y el departamento de Narifio entre los afios 2005 y 2018.

Segun los boletines epidemiolégicos sobre indicadores bédsicos de
la salud de Narifio (Instituto Departamental de Salud de Narifio, IDSN,
2020), los eventos de notificacion obligatoria entre los anos 2017 y 2020
reportan una constante en las tasas de EDA para menores de 5 anos.
En el afio 2017 la tasa fue de 21,5 %, aumentando para el 2019 a 21,8 % y,
disminuyendo drasticamente en el ano 2020 a 7,1 %. Esta importante
disminucion en el dltimo afno puede estar relacionada con las medidas
de cuarentena implementadas en toda la poblacion por la emergencia
sanitaria debido a la COVID-19. Cabe anotar, de forma general que, al
igual que los datos epidemioldgicos publicados en Colombia, los datos
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son pocos y, en el departamento de Narino, casi nulos los estudios que
reporten la incidencia y el tipo de microorganismos enteropatégenos
que puedan causar EDA.

1.6 Uso de bioindicadores para detectar el grado de
contaminacién fecal del agua

Es importante destacar que, debido a los cambios en el comporta-
miento humano, tales como: explosion demografica, uso general del
suelo, expansion de la pobreza, ocupacién de regiones no habitadas an-
teriormente, migraciones no controladas y el movimiento creciente de
animalesy de productos de origen animal, entre otros, se ha propiciado
el aumento de la frecuencia de enfermedades de origen hidrico (Hein-
rich et al., 2017).

El aumento en la frecuencia de aparicion de brotes epidemioldgicos
de estas enfermedades en las dos ultimas décadas ha generado gran
preocupacion, especialmente en enfermedades de importancia como
el dengue, célera, gastroenteritis, etc. (Arcos et al., 2005). Igual ocurre
con algunos parasitos que se creia controlados, como es el caso de los
parasitos del género Plasmodium, causantes de la malaria y,las bacterias
Mycobacterium tuberculosis, causantes de la tuberculosis, Yersinia pestis
de la peste o Vibrio cholerae del célera, entre otras (Hurtado et al., 2005).

El aumento de brotes epidemioldgicos sumado al fenémeno cada
vez mayor de resistencia a los agentes antimicrobianos, el cual conti-
nua reduciendo la eficacia de los medicamentos para combatir estas
enfermedades, incrementa los niveles de mortalidad y de costos sanita-
rios (Ruiz, 2021). Como hemos visto en este capitulo, las enfermedades
de origen hidrico no estan limitadas a ninguna region en el mundo ni
se circunscriben a paises en desarrollo o los ya desarrollados, sino que
afectan ala poblacion mundial y, representan una amenaza general que
requiere de una respuesta coordinada de los servicios de salud de todos
los paises. Asimismo, el control de estas enfermedades constituye una
carga financiera que obliga a gastos enormes para el control de brotes
epidemiolégicos que incluyen atenciéon médica y manejos de salud pu-
blica por parte del gobierno (Ruiz, 2021).

Esimportante determinar, ya sea de forma directa o indirecta, el tipo
de microorganismos presentes en el agua y su concentracion, ya que
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esto proporciona herramientas indispensables para conocer la calidad
de ésta y, para la toma de medidas con relacion al control de vertidos,
tratamiento de aguas y conservacion de los ecosistemas, para dismi-
nuir asi el riesgo de contaminacién de las comunidades y del ambiente
(Arcos et al., 2005). Sin embargo, determinar la presencia de todos los
microorganismos patdgenos presentes en un proceso especifico de con-
taminacion ambiental, no es tarea facil. Dicha determinacion implica
costos elevados, inversién de tiempo y uso de laboratorios especializa-
dos (Melero y Pefia, 2018). Frente a estas dificultades y a la necesidad de
obtener un resultado rapido y confiable de la presencia de patégenos en el
agua, se ha planteado la necesidad de trabajar con determinados grupos de
organismos, como bioindicadores (Arcos et al.,2005; Melero y Pefia, 2018).

Los bioindicadores son organismos vivos utilizados para evaluar la
salud de un ecosistema natural en el medio ambiente (Parmar et al.,
2016); estos bioindicadores tienen que ser de facil manejo, sencillos, rapidos
y econdémicos, caracteristicas que los hacen eficaces para los procedimien-
tos de determinacién de calidad ambiental. Una vez se ha demostrado su
presencia en un ecosistema (muestra), se puede inferir que los microorga-
nismos de interés se encuentran presentes en este (Albertini, 2009).

Con base en lo anterior, es importante destacar que la aplicacion de
los bioindicadores es amplia; una de las mas importantes es, su uso
como bioindicadores de contaminacién fecal en diferentes ecosiste-
mas. Segun lo descrito por Albertini (2009), para que un microorganis-
mo funcione como bioindicador de contaminacién fecal (De la Lanzay
Hernandez, 2011), debe reunir las siguientes caracteristicas:

Tabla 1.3
Caracteristicas de un microorganismo bioindicador de contaminacion fecal

Debe ser un constituyente normal de la microbiota intestinal de indivi-
duos sanos.

Hacer parte exclusivamente de las heces de animales homeotérmicos.
Estar presente en el mismo momento en el que los microorganismos
contaminantes de origen intestinal lo estan.

Presentarse en altas concentraciones, lo que facilitard su aislamiento e
identificacién.

Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales ho-
meotérmicos.
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Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las
bacterias contaminantes de origen fecal, al igual que su resistencia a los
factores ambientales.

Deben ser organismos con baja dificultad de aislar y cuantificar.

En este sentido, una forma ampliamente utilizada a nivel mundial
para la deteccion del grado de contaminacion fecal en ecosistemas
acuaticos implica el uso y deteccién del grupo de las bacterias colifor-
mes y Escherichia coli como bioindicadores (Wu et al., 2018; Yamaguchi
y Goto, 2019).

Dentro del grupo de las bacterias coliformes encontramos los géne-
ros Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella, Citrobacter y Escherichia,
los cuales viven como sapréfitos independientes o como bacterias in-
testinales (Yamaguchi y Goto, 2019), todos pertenecientes a la familia
enterobacteriaceae que, como se describié previamente, corresponden a
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos no esporulados y, cons-
tituyen aproximadamente el 10 % de los microorganismos presentes en
el medio intestinal de los seres humanos y otros animales (Pereira et
al.,2008). Su capacidad de reproduccidn fuera del intestino es favoreci-
da por la existencia de condiciones adecuadas de materia organica, pH,
humedad, asi como su versatilidad de proliferacion (Pereira et al.,2008).
Con todo, es importante resaltar que E. coli es una bacteria que, por sus
caracteristicas, ha sido utilizada como modelo a nivel experimental, y
sobre la cual se ha realizado innumerables estudios; por lo tanto, es pro-
metedora y ampliamente usada como bioindicador de contaminacion
fecal en agua (Price y Wildeboer, 2017) e, incluso, la OMS (2018b) reco-
mienda ampliamente su uso con estos fines.

Los colifagos somaticos son un grupo heterogéneo de bacteriéfagos
capaces de infectar E. coli y otras bacterias coliformes a través de la pa-
red celular, después de adherirse a receptores en la membrana externa
(Muniesa et al., 2003) y son el grupo de bioindicadores més abundante
en casi todas las muestras ambientales (Jebri et al., 2017). Los protocolos
de manejo y determinacién son relativamente sencillos y, para ello se
utiliza cepas de E. coli adicionadas a los medios de cultivo para observar
su crecimiento; por ende, son herramientas viables para la determina-
cion de contaminacion fecal (Jebri et al., 2017).
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Los detalles especificos sobre el uso de E. coli y colifagos somaticos
como bioindicadores de contaminaciéon fecal y sus caracteristicas se
describird mas adelante en los siguientes capitulos que hacen parte de
este libro, ya que fueron los métodos principales aplicados para deter-
minar los niveles de contaminacion fecal en el Lago Guamuez.

1.7 Conclusiones del capitulo

Siendo el recurso hidrico un bien preciado de la sociedad, su con-
taminacion genera preocupacion global. Analizar su calidad y rea-
lizar una vigilancia epidemioldgica puede repercutir en garantizar
la calidad de vida de las poblaciones, tanto a nivel de saneamiento
basico, como de salud, desarrollo econémico y bienestar social.

El Lago Guamuez es un ecosistema acuatico de gran valor natu-
ral, reconocido internacionalmente como riqueza ecolégica de la
humanidad por el Ministerio del Medio Ambiente de la Republi-
ca de Colombia mediante el Decreto 698 de 18 de abril de 2000.
Sin embargo, en los ultimos anos este ecosistema ha sido dete-
riorado por la intervencion y actividades antropogénicas como
la pesca, la acuicultura y el turismo, entre otras.

El déficit de acceso a agua potable y saneamiento bdsico es un
factor de estancamiento en materia de crecimiento econémico,
relacionado fundamentalmente con los costos resultantes de
las inversiones necesarias por consumir agua de cuerpos hidri-
cos contaminados, entre las cuales se destaca los costos de trata-
mientos médicos por enfermedades de origen hidrico y el tiem-
po productivo que los miembros de la sociedad invierten en la
consecucion del agua o de soluciones de saneamiento.
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CAPITULO I

BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE Escherichia coli
COMO BIOINDICADOR DE LA CONTAMINACION
FECAL DEL AGUA

NN\

as enfermedades transmitidas por el agua contaminada son un pro-

blema grave a nivel mundial y representan una gran preocupacion
en paises en vias de desarrollo (Jang et al., 2017); esto se hace mas eviden-
te cuando las comunidades cercanas a las fuentes de agua no poseen el
servicio de saneamiento basico para el tratamiento del recurso hidrico
destinado para el consumo (Dayanti et al., 2018). Por esto, es necesario
garantizar la proteccion de la salud publica mediante monitoreos ru-
tinarios de la calidad microbiolégica del agua usando bioindicadores,
de modo que se informe su estado y se implemente un control eficaz
de la seguridad del agua suministrada para la poblacion (World Health
Organization, WHO, 2003; Pruss-Ustun et al., 2014).

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen caracte-
risticas similares a los patdégenos en cuanto a su crecimiento, concen-
traciéon y comportamiento frente a factores ambientales y barreras ar-
tificiales, pero son mas rapidos, economicos y faciles de identificar a
nivel de laboratorio (Tabla 2.1).

Tabla 2.1
Caracteristicas que debe cumplir un microorganismo indicador de contaminacion fecal

Ser un constituyente normal de la microbiota intestinal de individuos sanos.
Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos.
Estar presente cuando los microorganismos patdgenos intestinales lo estan.
Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacién.
Ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales homeotérmicos.
Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las bac-
terias patégenas (su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o
superior al de los patégenos de origen fecal).

Ser facil de aislar y cuantificar.

No ser patégeno.
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2.1 Escherichia coli como bioindicador de
contaminacion fecal

Las bacterias coliformes constituyen, aproximadamente, el 10 % de
los microorganismos intestinales que forman parte de la microbiota
natural de los seres humanos y animales homeotermos, por lo que son
utilizadas como indicadores bioldgicos de contaminacién fecal y del
estado microbioldgico de los alimentos y el agua (Supardan, 2018; Khan
y Gupta, 2020).

Este grupo se caracteriza por presentar bacterias no moéviles o moévi-
les que se encuentran en la zona baja del intestino de los animales de
sangre caliente; tienen actividad enzimatica -galactosidasa y poseen la
capacidad de desarrollarse y reproducirse en presencia de sales biliares
propias del estomago y los intestinos. Ademas, son oxidasa negativa y
muestran produccién de acido y gas (CO,) a partir de lactosa, cuando
estas son incubadas a una temperatura de 35 a 37 °C por 24 a 48 ho-
ras. Este grupo de bacterias se compone de algunos microorganismos
propios de las heces, como Escherichia coli y géneros no fecales como
Citrobacter (Kolawole y Adeyemi, 2020; Andrade y Bomfim, 2019; Mou-
hamad etal.,2017). La base parala identificacion de este grupo se realiza
mediante la evaluacion de la capacidad de las bacterias para producir
hidrdlisis de la lactosa por accién de la B-D-galactosidasa, liberandose
el monosacdrido B-D-galactosa que genera un cambio en la coloracién
propia de los medios de cultivo cromogénicos (Larrea-Murrell et al.,
2013; Jirova et al., 2016).

E. coli puede crecer en un rango de temperatura entre 10 y 40 °C, a un
pH éptimo entre 7 y 7,5. No es productora de esporas y tiene forma de
varilla (baston); presenta un tamano aproximado de 0,5 um de didme-
tro y entre 1 a 3 um de longitud, y habita cominmente en el intestino
grueso de humanos y animales homeotermos (Ranjbar et al., 2016; Da-
yanti et al., 2018; Nurliyana et al., 2018). E. coli es la inica especie entre
las enterobacterias que posee las enzimas B-D-glucoronidasa (GUD)y 3
-D-galactosidasa (GAL) como parte de su metabolismo; ademads, tiene la
capacidad de producir indol a partir del triptéfano, de acuerdo con las
pruebas bioquimicas que facilitan su identificacion (Andrade y Bom-
fim, 2019).
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E. coli puede presentar una amplia variabilidad genética (Visvalin-
gam et al., 2017); algunas de las cepas no representan un riesgo para la
salud humana, pues no son patégenas, ya que conviven en el intestino
en una relacién de mutuo beneficio. Sin embargo, otros serotipos salva-
jes endémicos del ambiente y transmitidos a través de contaminacion
fecal, pueden ser patdgenos y provocar infecciones con implicaciones
cronicas en lugares diferentes al tracto intestinal en seres humanos
como en las vias urinarias (Kolawole y Adeyemi, 2020). Existen diver-
sas fuentes por medio de las cuales E. coli llega a los ecosistemas; una
de ellas y, tal vez, la méas importante, es el descarte de aguas residuales
contaminadas de heces. La presencia de materia fecal fresca facilita su
sobrevivencia en condiciones aerdbicas por, al menos, tres dias, resul-
tando en la transmision fecal-oral como la ruta principal de disemina-
cion de las cepas patégenas (Mouhamad et al., 2017).

Estudios demuestran que la presencia de E. coli es evidencia de con-
taminacion, con alta probabilidad de encontrar también otros microor-
ganismos patégenos (Katarzytea et al., 2018; Truchado et al., 2016). Las
bacterias indicadoras de contaminacion fecal (BIF) se pueden compor-
tar de forma similar a los organismos patégenos presentes en un am-
biente acuatico, en cuanto a concentracion en las aguas y reaccion fren-
te a factores ambientales, pero son mas faciles, rapidas y econémicss de
identificar (Oliveira et al., 2018).

Diferentes estudios enfocados a este grupo de bacterias han propor-
cionado nueva informaciéon con respecto a metodologias aplicables
para la evaluacion y cuantificacion de la contaminacion, no solo en
ambientes acudticos sino también en el suelo, pues existe implicacion
directa de la agricultura con contaminacion fecal de fuentes acuaticas
(Kolawole y Ademi, 2020). Asi mismo, se ha informado que E. coli es
un excelente bioindicador de contaminacion fecal en aguas residuales
organicas, sedimentos de lagos, lagunas, rios, areas urbanas, aguas cos-
teras o de recreacion, orillas de rios, aguas subtropicales, suelos, entre
otros. Adicionalmente, es considerada como una bacteria predictiva de
riesgos de infeccion de enfermedades diarreicas en asentamientos hu-
manos (Hussain, 2019). De forma complementaria, también se ha so-
portado a nivel cientifico que, las cepas patdgenas de E. coli se asocian
con brotes o focos infecciosos transmitidos por aguas contaminadas,
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que incluyen a la cepa productora de la toxina Shiga (STEC) responsa-
ble de causar una de las enfermedades diarreicas mas importante a ni-
vel mundial, dada su distribucién y capacidad de infeccién (Elmonir et
al., 2020).

La presencia, abundancia y variabilidad de BIF en el medio ambiente
depende de diversos factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, que
incluyen la fisiologia, diversidad genética y condiciones ambientales
de un determinado ecosistema (Liu et al., 2016). Con base en estas inves-
tigaciones, se ha logrado establecer que existen diferentes parametros
como la radiacion solar (especificamente en el espectro UV) que pueden
afectar directa o indirectamente el DNA, las proteinas y lipidos de las
BIF (Tavares et al., 2018), de modo que la poblacion bacteriana se pue-
de ver afectada. Asimismo, un estudio realizado por Katarzytea et al,,
(2018), confirmo la hipdtesis sobre la variabilidad espacial y temporal
de la concentraciéon de E. coli en el medio acuatico (variacién de la bac-
teria respecto al lugar geogrédfico y tiempos de muestreo), con relacién
a las variaciones ambientales, de modo que se presenta un aumento
de la concentracion de microorganismos después de periodos de pre-
cipitacion, bajo pH, altas concentraciones de oxigeno y aumento de la
turbidez (Katarzytea et al., 2018).

Complementariamente, es conocido y documentado que, los lugares
mas frecuentes para la eliminaciéon de aguas residuales son los cuerpos
marinos o las zonas costeras (Tavares et al., 2018). Estos ambientes pre-
sentan las condiciones atmosféricas favorables para el desarrollo y su-
pervivencia de las bacterias de origen fecal, contribuyendo al aumento
de la prevalencia de E. coli en los ecosistemas y, por ende, aumento del
riesgo de infeccion para la poblacion humana (Tavares et al., 2018).

2.2 Habitats

E. coli es el bioindicador mas usado para verificar la calidad micro-
bioldgica del agua (Liu et al., 2017). Esta bacteria es la principal repre-
sentante del grupo de las coliformes fecales que se encuentra en 90 %
de las heces de los animales (hdbitat primario - intestino), razon por la
cual pueden llegar facilmente al ambiente externo por medio de aguas
residuales, aguas de efluentes, escorrentia, defecacién a campo abierto,
y asi contaminar las aguas naturales, rios y aguas costeras (habitat se-
cundario) (Larrea-Murrell et al., 2013; Aliva-Torres, 2017).
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El crecimiento de la bacteria es continuo en un habitat favorable,
pues cuenta con una fuente de nutrientes y condiciones favorables; sin
embargo, en un habitat adverso, su tasa de crecimiento es menor, con
una supervivencia de aproximadamente un dia en el agua, 1.5 dias en
sedimentos y hasta tres dias en el suelo (Bushon et al., 2017). Esto impli-
ca que E. colino sobrevive por mucho tiempo en ambientes inertes; pese
a esto, la continua transferencia de estos microorganismos a través de
fuentes de contaminacién humana mantiene una poblacién estable
fuera de un hospedero animal (Larrea-Murrell et al., 2013).

Con relacion a la sobrevivencia de E. coli en el habitat adverso, es im-
portante resaltar que se debe a diferentes factores que incluyen com-
ponentes bidticos (pastoreo y ganaderia) y abidticos. Algunos de los
factores abidticos mas importantes que influyen en la sobrevivencia in-
cluyen, el potencial de transferencia al medio ambiente, la exposicion
de la bacteria a la luz solar (rayos UV), temperatura, precipitaciones, hu-
medad relativa, el pH, la materia organica disponible en el ecosistema
y la presencia de otros microorganismos competidores, todos depen-
dientes finalmente de lo disponible en el cuerpo de agua donde se esta-
blezca dicha poblacién bacteriana (Trastoy et al., 2018; Bong et al., 2020).
La figura 2.1 a continuacidn, se presenta los factores fisicoquimicos que
afectan el desarrollo de E. coli.

Y YR i

Salinidad

Dilucién L/.

Temperatura

Radiacion solar

Disponibilidad
de nutrientes

Interacciones
con sélidos

Figura 2.1 Factores fisicoquimicos que afectan el desarrollo de E. coli
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En la figura 2.1 se observa los diferentes factores fisicoquimicos que
pueden afectar el desarrollo y crecimiento de enterobacterias y bacte-
rias patégenas como E. coli en el medio externo o medio ambiente. Por
otro lado, E. coli puede estar presente en el medio, en un estado laten-
te, bajo diferentes condiciones de estrés. Estas condiciones incluyen la
influencia directa de los rayos UV, cambios drasticos de temperatura
y falta de nutrientes y energia; no obstante, aun en este estado, estas
bacterias pueden representar riesgo para la salud humana, ya que no
pierden su patogenicidad y pueden reactivarse cuando las condicio-
nes atmosféricas y ambientales son favorables (Katarzytea et al., 2018;
Senkbeil et al., 2019).

« Radiacion solar

Diferentes estudios han evaluado la importancia de la radiacion so-
lar en la supervivencia de las BIF como E. coli en el medio ambiente y,
especificamente, en el medio acuatico (Aboushi et al.,, 2021). Un ejem-
plo corresponde al estudio realizado por Jozic et al,, en 2014, en donde
se utilizé dos cepas de E. coli (aisladas de heces de humanos y otra de
heces caninas) para establecer el efecto de la radiacién solar sobre la
abundancia de esta bacteria. En este estudio se encontr6 que la conti-
nua exposicion a los rayos UV redujo de 15 a 70 veces la concentracion
bacteriana en el cuerpo de agua de estudio y que, a mayor profundidad,
la radiacion solar perdia eficacia, por lo que se incrementa la sobrevi-
vencia de E. coli. Por lo tanto, se puede concluir que los rayos UV o la ra-
diacién solar tienen actividad desinfectante o antimicrobiana natural
en los ecosistemas, de modo que pueden inhibir procesos de reproduc-
cion bacteriana y asi, su sobrevivencia y desarrollo. Otros estudios han
utilizado este factor para controlar el establecimiento de las poblacio-
nes microbianas y reducir la probabilidad de infeccion y el riesgo en la
poblacion humana (Ferreira et al.,, 2019; Aboushi et al., 2021).

« Salinidad

La salinidad puede incrementar el potencial osmotico en el medio
acuatico, por lo que, de manera general, las bacterias se ven afectadas
drasticamente por el aumento de este potencial. Sin embargo, la sali-
nidad, ademas de afectar el potencial osmotico del agua, puede inte-
ractuar con otros parametros que se relacionan con la sobrevivencia
bacteriana en el ambiente externo (Katarzytea et al., 2018).
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Multiples estudios han relacionado la salinidad con la disponibili-
dad de nutrientes afirmando que, a mayor salinidad, existiria una me-
nor concentracion de estos. Adicionalmente, un ambiente con alta con-
centracion de sales y con una radiacién solar considerable, contribuye
a la disminucion potencial de la sobrevivencia de las BIF (Sinton et al.,
1999). Para estos casos, se puede afirmar que la sobrevivencia de E. coli
puede ser mayor en ambientes lagunares, en comparacion con los am-
bientes costeros o marinos (Benvenutto-Vargas, 2017). Como resultado,
las bacterias tienen la capacidad de adaptarse a la presion osmotica, ele-
vando su resistencia celular contra la salinidad del agua de mar, lo que
provoca un choque osmoético, de modo que las bacterias pueden acumu-
lar moléculas osmoprotectoras que, finalmente, causan la alta tasa de
descomposicion celular o la muerte bacteriana (Tavares et al., 2018).

« Dilucion

La dilucién es uno de los factores que puede afectar directamente el
crecimiento y la supervivencia de E. coli y las BIF en el medio ambiente,
ya que se relaciona con los demas factores abiéticos como la radiacion
solar, la turbidez, la salinidad y la (Xing et al., 2020). Estudios han de-
mostrado que la dilucion puede reducir la concentracion de bacterias
en aguas residuales o contaminadas fecalmente; ademas, incide en el
aumento de la salinidad en el agua, principalmente en aguas costeras o
marinas, reduciendo su supervivencia. Sin embargo, el incremento del
porcentaje de sélidos disueltos en el agua (baja dilucién) deriva en un
aumento de la turbidez, por lo que los rayos UV o la radiacion solar no

es suficientemente eficiente para eliminar las poblaciones bacterianas
(Tavares et al., 2018).

« Temperatura

Otro factor importante y que puede influir sustancialmente en el
desarrollo de las BIF y E. coli, es la temperatura. No obstante, algunos
autores afirman que la temperatura es dependiente de la radiacién so-
lar y que las bacterias se pueden desarrollar en amplios rangos de ésta
(Pesciaroli et al., 2019).

En el estudio realizado por Jozi¢ et al., en 2014, se demostré que no
existe una relacion significativa entre la temperatura y la supervivencia
o reproduccion de E. coli en ambientes acuaticos. Este resultado con-
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cuerda con otros estudios realizados por Books et al., en 2015 y, Tavares
et al. (2018), en donde también se afirma sobre el efecto no significati-
vo de la temperatura sobre la presencia de E. coli o Enterococcus sp., de
modo que, para varios autores, esta no corresponde a una variable sig-
nificativa en el momento de evaluar la dindmica poblacional de las BIF
en ambientes externos.

De igual manera, Hernroth et al. en 2010, determinaron que existia
un mayor rendimiento poblacional de E. coli a temperaturas mas bajas
(8 °C), en comparacion con las mismas cepas cultivadas a temperatura
optima (18 °C) (Lothigius et al., 2010). Lo anterior concuerda con lo pre-
viamente descrito por Books et al. (2015) y, Tavares et al. (2018). En estos
articulos se indica que las BIF pueden sobrevivir tanto a altas como a
bajas temperaturas, mediante diversas adaptaciones que les permiten
desarrollarse en el ambiente externo, expuesto constantemente a las
variaciones climaticas.

En otras investigaciones se observé que, la exposicion de E. coli a ma-
yores temperaturas mejora la produccion de indol, lo que permite in-
crementar su porcentaje de sobrevivencia (Liu et al., 2017). Adicionales
reportes demuestran, por el contrario, que existen algunas variantes de
E. coli que pueden sobrevivir a bajas temperaturas, pero su capacidad de
virulencia disminuye (Di Sante et al., 2018).

En otros estudios realizados por Hsu et al., en 2019, fue demostrado
que E. coli se correlacionaba negativamente con la temperatura y con
la conductancia especifica, pero se correlacionaba positivamente con
el oxigeno disuelto, lo cual sugiere que las concentraciones de las BIF
dependen de una baja temperatura, una baja conductancia especifica,
pero un alto porcentaje de oxigeno disuelto.

+ Disponibilidad de nutrientes

La supervivencia de E. coli en un medio, depende directamente de la
disponibilidad de nutrientes y la depredacion. Es asi como la disponibi-
lidad 6ptima de nutrientes conlleva que las BIF sobrevivan por una ma-
yor cantidad de tiempo en el habitat secundario (Wanjugi et al., 2016).
Algunos estudios se han centrado en este factor, como el realizado por
Hernroth et al,, en 2010, quienes analizaron la supervivencia de E. coli
incubada a 10 °C en agua con alto contenido de nutrientes; alli demos-
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traron que, a pesar de la baja temperatura, el crecimiento bacteriano no
sevio (Lothigius etal.,2010). En otros estudios se ha demostrado que las
BIF expuestas a condiciones de estrés nutricional pueden modificar su
morfofisiologia para asi aumentar la eficiencia energética y optar por
otras fuentes nutrientes a partir de otras bacterias en estado de muerte
celular (Tavares et al., 2018).

 Interacciones con solidos

La resuspension de materia organica e inorganica es un problema
emergente en la descomposicion bacteriana, dado que puede dificul-
tar la eliminacién de E. coli de los ecosistemas; esta se encuentra rela-
cionada con la adsorcion, desorcidn, viabilidad e infectividad de E. coli
(Schang et al., 2018).

De acuerdo con lo investigado por Alkan (1999), respecto a las inte-
racciones de E. coli con sélidos, la concentracion de particulas, veloci-
dad y concentracion de las aguas residuales, son determinantes en la
eliminacion de E. coli de la columna de agua (hasta 36 %). Sin embargo,
la eliminacion bacteriana es parcial; esto, vinculado a que las particulas
de aguas residuales compiten con las bacterias por los sitios de adsor-
cion, por lo que se dificulta la completa eliminacion. Los autores de este
estudio concluyeron que, la eliminaciéon de E. coli en fuentes mariti-
mas es significativa cuando las tasas de cizallamiento (fuerza que actia
sobre el area de agua y da como resultado un gradiente de velocidad
en todo el espesor de la muestra) varian entre 20 y 25 sl y existe alta
turbidez (Alkan, 1999; Tavares et al., 2018). Es preciso mencionar que la
relacion entre los s6lidos suspendidos y las bacterias esta mediada por
la precipitacion, la cual después de un evento de tormenta o fuertes llu-
vias, puede diluir bacterias en las columnas de agua.

En algunos casos se produce escorrentia desde campos dedicados a
la agricultura o ganaderia, que pueden aportar un mayor volumen de
contaminantes, tanto de fertilizantes como heces transportadoras de
microorganismos patégenos (Hsu et al., 2019).

Adicionalmente, Bong et al. (2020) demostraron que la abundancia
y supervivencia de E. coli era mayor en ambientes estuarios o costeros,
a diferencia del agua de rio, debido a que la continua eliminacion de
desechos domésticos e industriales sin tratamiento cerca a la playa es
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considerablemente mayor. Estos factores,ademas de la profundidad de
los cuerpos de agua y la distancia de estos con relacién a las plantas de
tratamiento o las fuentes de contaminacién directas, también contri-
buye con el aumento de las poblaciones de E. coli (Dayanti et al., 2018).

Ngong et al. (2019) demostraron que la frecuencia de contaminacién
bacterioldgica es mas alta en aguas estancadas (como lagos) que, en
aguas moviles como rios ya que, las aguas estancadas incrementan la
deposicion de particulas en suspension en un solo lugar, lo cual favore-
ce el crecimiento de E. coli en el medio ambiente.

« Precipitacion

Con relacion a la precipitacion, Ercumen et al. (2018) determinaron
que E. coli tuvo una mayor concentracién y abundancia en fuentes de
agua durante la temporada de lluvia, en comparacién con la estacion
seca, donde la frecuencia de esta bacteria fue menor. Sin embargo, la
distribucion y la frecuencia de las bacterias con respecto a la variacion
estacional es imprecisa, debido a que algunos estudios se contradicen
en sus resultados y han demostrado que la temporada de lluvias no
representa un papel fundamental en la supervivencia de las bacterias
(McKee et al.,2020). Lo anterior se confirma con el estudio realizado por
Ahmed en 2016, en donde se reporta que la frecuencia de la poblacion E.
coli se mantuvo estable en todas las estaciones, en comparacion con dos
bacterias que presentaron aumento de sus poblaciones en la estacion
seca (Fakhr et al., 2016).

* Desechos de materiales

Es importante resaltar que las actividades hospitalarias representan
un papel fundamental en el bienestar de la poblacién y en la investi-
gacion sanitaria, pero, durante dichas actividades se pueden generar
subproductos no deseados que, si no son tratados siguiendo un proto-
colo debidamente establecido, pueden pasar a ser efluentes que inclu-
yen macro y micro contaminantes de amplio rango de concentracion
provenientes de laboratorios, procesos de investigacion, quiréfanos y
unidades de preparaciéon médica (Akin, 2016; Oliveira et al., 2017). En
este sentido, las aguas residuales hospitalarias que se descargan en los
sistemas de alcantarillado de las ciudades y, en algunos casos, directa-
mente en ecosistemas acuaticos, pueden contener grandes cantidades

60



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

de microorganismos patégenos, metales pesados, productos quimicos
toxicos (detergentes) y elementos radiactivos que representan un riesgo
parala salud de la poblacion (Costin, 2018). Algunos de los contaminan-
tes mencionados pueden ser clasificados en funcién de sus concentra-
ciones como microcontaminantes (10.6 — 10.3 mg/L) o macrocontami-
nantes (>10.3 mg/L) (Oliveira et al., 2017).

Durante los ultimos anos se ha hecho estudios sobre procesos de in-
feccion humana por parte de microorganismos patégenos, a través de
fuentes de agua contaminada de origen hospitalario, en procura de es-
trategias para mitigar dicha propagacién de las bacterias en las fuentes
y asi, controlar los brotes de enfermedades consecuentes; no obstante,
los estudios enfocados en la gestién y el tratamiento de aguas residua-
les hospitalarias (laboratorios hospitalarios de bioquimica y microbio-
logia, entre otros) es limitada (Akin, 2016).

Al Terehi et al. (2019) encontraron E. coli en muestras clinicas de ori-
na, hisopos vaginales y heridas. Los diferentes aislados de E. coli pre-
sentaron genotipos similares, por lo que se dedujo que la bacteria en
cuestion puede contaminar los ambientes hospitalarios y transferirse
entre los pacientes de diferentes formas, teniendo en cuenta que dichos
pacientes se encuentran en habitaciones conjuntas (bafios, comedores,
camas, entre otros), de modo que se incrementa el riesgo a la salud de
los pacientes por la presencia de esta.

Otra forma de contaminacion de los afluentes acuaticos tiene que
ver con los residuos de antibiéticos con los que se trata a los pacientes
que se encuentran con cuadros de enfermedades diarreicas causadas
por coliformes, quienes reciben dosis de antibidticos para controlar la
sintomatologia. No obstante, dichos antibiéticos, al igual que las cepas
de E. coli, pueden llegar a los afluentes hospitalarios mencionados vy,
como consecuencia, contaminarlos, con la suerte que se dé, ademas del
incremento de la sobrevivencia de los organismos patégenos en estos
ambientes, un aumento de su resistencia, lo que acrecienta el problema
de salud publica (Iakovides et al., 2019).
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2.3 Patotipos de Escherichia coli

Estudios previos resaltan la importancia de E. coli como bioindica-
dor de contaminacién fecal, la cual directamente esta relacionada con
problemas de salud publica y la generacién de enfermedades. Princi-
palmente cuando su linaje es de alta patogenicidad (Miller et al., 2016;
Fiallos et al., 2018), pueden ser responsables de afecciones tanto en el
sistema urinario como en el nervioso y en el digestivo (Andrade y Bom-
fim, 2019; Bong et al., 2020).

E. coli esta clasificada en patotipos, segun los factores de virulencia
que cada uno exhiba. Por lo tanto, se ha descrito un total de ocho sero-
tipos patoégenos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogena
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEQ), E. coli uropatogénica (UPEQ),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de
adherencia difusa (DAEQC), E. coli adherente invasiva (AIEC). HST (To-
xina termoestable), HLT (Toxina termoldbil), CNF (Factor necrotizante
citotéxico), BFP (Pilus formador de bundle), HUS (sindrome urémico
hemolitico), AAF (Fimbria de adherencia agregativa), CFA (Antigeno de
factor de colonizacién), EAST;, EAEC siga toxina 1, ShET], Entorotoxina
1 de Shigella, DAF (Factor de aceleraciéon de decaimiento), MUC; (Muci-
na transmembranal epitelial).

Estas cepas patdgenas pueden ser clasificadas de acuerdo con sus
patrones de virulencia, mecanismos de patogenicidad, criterios clini-
cos, criterios epidemioldgicos y moleculares. Por lo tanto, se ha descrito
un total de ocho serotipos patdgenos, E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroa-
gregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEQ), E. coli productora
de toxina Shiga (STEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Weiler et
al.,, 2017; Fiallos et al., 2018; Andrade y Bomfim, 2019) (Figura 2.2).

Ademas de la clasificacion anterior, las cepas patdgenas pueden ser
diferenciadas de las comensales de E. coli, gracias a las caracteristicas
fenotipicas y a las variables genotipicas propias de éstas, las cuales han
sido serotipificadas con base en tres antigenos: los somaticos (O), cap-
sulares (K) y flagelares (H), que pueden combinarse y permiten identifi-
car, al menos, 700 tipos diferentes de E. coli (Maloo et al., 2017).
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Algunos de los serotipos clasificados como patégenos, tienen la ca-
pacidad de producir enterotoxinas como a grandes rasgos, la ETEC pue-
de producir enterotoxinas termolabiles (LT) o termoestables (ST). Esta
bacteria puede colonizar el intestino de animales homeotermos por
medio de fimbrias especificas, y se ha asociado principalmente con la
diarrea acuosa en nifnos menores de cinco afios y en adultos (Cundon
et al., 2018).

La STEC corresponde al grupo de patégenos mds importantes trans-
mitidos por el agua y alimentos, que puede causar cuadros de gastroen-
teritis hasta colitis hemorrdgica. Mediante la accién de la toxina Shiga
puede causar la lisis prematura de los glébulos rojos y, como conse-
cuencia, puede damnificar el sistema de filtracién del organismo y los
rinones, causando el sindrome urémico hemolitico (HUS) (Darkazanli
et al., 2019). La EPEC se ha relacionado con la diarrea infantil, pues su
presencia induce una alteracién histopatoldgica en los intestinos, co-
nocida como lesion de adherencia y eliminacién. La EAEC también se
caracteriza por producir casos de diarrea en la poblacion infantil; sin
embargo, en este caso, causa cuadros de diarrea aguda persistente en el
tiempo (Ledwaba et al., 2020). La EIEC, ademas de diarrea acuosa, causa
disenteria en los seres humanos y esta relacionada con Shigella spp, ya
que sus caracteristicas genéticas, bioquimicas y factores de virulencia,
pueden causar el mismo cuadro de infeccion (Weiler et al., 2017). Por
otra parte, la EHEC es un tipo derivado de STEC que tiene la capacidad
de causar enfermedades entéricas graves como HUS y colitis hemorra-
gica, lo que la hace mas virulenta que las descritas anteriormente; el se-
rotipo mas representativo es el de E. coli 0157:H7, precursor de la toxina
Shiga, responsable de multiples brotes de infeccion tanto en paises de-
sarrollados como en paises en via de desarrollo (Darkazanli et al., 2019;
Lennox et al., 2020).
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Figura 2.2 Patotipos de Escherichia coli
Fuente: adaptacion propia con base en Wilson et al. (2019)

Se observa los diferentes patotipos patdgenos de E. coli que pueden
producir lesiones y cuadros de enfermedades en diferentes 6rganos del
cuerpo humano. A) E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropato-
gena (EPEQ), E. coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli uropatégenica
(UPEQ). B) E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagragativa (EAEC),
E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli adherente invasiva (AIEC).
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Las cepas de E. coli son genéticamente diversas, de tal manera que
se ha descrito ocho grupos filogenéticos (A, By, B, G, D, E, F y clado y),
utilizando la tipificacién de secuencias multilocus (MLST) y datos de
las nuevas secuencias encontradas del genoma de la bacteria (Millan et
al,, 2020). Sin embargo, Clermont et al. (2000) y, Clermont et al. (2013),
describieron y validaron una nueva metodologia de identificacion para
los diferentes grupos filogenéticos de E. coli, basandose en el genotipo
obtenido mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) multi-
ple, por medio de la deteccién de genes caracteristicos de cada uno de
estos grupos (Millan et al., 2020).

De acuerdo con esto, la clasificacion de estos grupos filogenéticos se
basa en la presencia o ausencia de los genes que codifican para dife-
rentes proteinas bacterianas. Es el caso del gen chuA que codifica para
la proteina chuA de membrana externa, que tiene la capacidad de inte-
ractuar con el grupo hemo de la hemoglobina en el hospedero, ocasio-
nando toxicidad; se encuentra presente en la EHEC, ademas de los ge-
nes iyaAy del fragmentoTspE4.C2; este ultimo es considerado como un
fragmento de DNA desconocido (Cundon et al.,2018; Millan et al., 2020).
Es necesario mencionar que, la mayoria de los serotipos patogenos de
E. coli se ubican en el grupo filogenético A y Bl (intestinales), correspon-
dientes a humanos y animales respectivamente. Ademas de eso, son
cepas que se puede encontrar en el medio ambiente y han presentado
resistencia a antibioticos. Los serotipos de UPEC pueden ser clasifica-
dos en los grupos filogenéticos B2 o D (extra-intestinales). Las cepas del
grupo B2 tienen la capacidad de descarboxilar lisina y ornitina, y se han
relacionado con cuadros de cistitis y episodios de meningitis neonatal
en humanos (Cundon et al.,, 2018; Bong et al., 2020). A continuacién, se
describen los patotipos mas representativos de E. coli:

2.3.1E. coli enterohemorragica (EHEC)

Uno de los serotipos patogenos de E. coli mas ampliamente citados
en referencias bibliograficas es la Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) del cual se resalta su representante mds virulento y generador
de mayor preocupacién a nivel mundial: 1a E. coli 0157:H7 (Kolawole y
Adeyemi, 2020). Esta cepa de E. coli es un patégeno entérico causante de
enfermedad gastrointestinal humana, ademas de una variedad de sin-
dromes clinicos que incluyen: diarrea con sangre, colitis hemorrégica
(HC) y sindrome urémico hemolitico (HUS).
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2.3.2 E. coli enteroagregativa (EAEC)

E. coli enteroagregativa (EAEC) es uno de los patotipos de E. coli que
producen patréon de adherencia agregante (AA) en células epiteliales.
Este patron se caracteriza por una disposicién bacteriana que se ase-
meja a los ladrillos apilados (Dias et al., 2020). Por otro lado, este sero-
tipo patégeno contiene una serie de genes de virulencia (AggR y aatA),
cuya traduccién puede incrementar los cuadros de infeccion para los
humanos (Bamidele et al.,2019). La patogenicidad de EAEC se caracteri-
za por la colonizacion del epitelio intestinal y la produccién y secrecion
de enterotoxinas y citotoxinas productoras de diarrea secretora (Fiallos
etal., 2018).

Se puede diferenciar tres estadios de infeccion por parte de esta cepa
patogena:

1. Adherencia a la mucosa intestinal mediante una fibra de adhe-
rencia agregativa

2. Estimulacion dela produccion de mucosa, formando una bio-pe-
licula en la superficie de la pared intestinal

3. Toxicidad de la mucosa, caracterizada por la liberacién de las ci-
totoxinas de la bacteria (Fiallos et al., 2018). Como resultado de
este proceso de infeccidn, esta cepa puede causar diarrea aguda o
persistente, tanto en ninos como en adultos, residentes en paises
en vias de desarrollo. En paises industrializados se identifica con
frecuencia en cuadros diarreicos y en pacientes infectados por
VIH (Bamidele et al.,2019). De la diarrea acuosa se puede destacar
fiebre y secrecion mucosa, ambas relacionadas con la virulencia
de la bacteria (Farfan-Garcia et al., 2016). Un estudio realizado por
Riittler et al., (2006) detectd la presencia de EAEC en un brote de
diarrea en ninos menores de dos afios en la ciudad de Mendoza,
Argentina. Se identifico los patotipos EAEC y ETEC como los mas
frecuentes, recuperados a partir de muestras de pacientes pedia-
tricos con cuadros de diarrea aguda y, con mayor frecuencia en la
poblacion adulta en la misma ciudad.

Por otra parte, la cepa enteroagregativa 0104:H4 fue la responsable
del brote de infeccion presentado en Alemania en 2011, en individuos
con cuadros de gastroenteritis y cuadros graves de sindrome urémico
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hemolitico. Los analisis moleculares de las cepas causantes de este bro-
teidentificaron una combinacién inusual de genes de virulencia prove-
nientes de dos patotipos: EAEC y STEC (Losch et al., 2015).

2.3.3 E. coli enteropatégena (EPEC)

La cepa de E. coli enteropatdogena se caracteriza por causar diarrea
después de la infeccion, tras ingerir agua contaminada con materia fe-
cal (Sanches et al.,2017). La cantidad de bacterias necesarias para causar
un cuadro diarreico en adultos esta entre 108 y 1010, siendo ésta, la dosis
minima de infeccién para nifios pequenios (Fiallos et al., 2018).

Los serotipos de EPEC fueron los primeros en ser descritos; la OMS
en 1987 acordo que los serogrupos 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0142 y 0158 serian de vigilancia prioritaria debido a su alto
potencial de infeccion (Fiallos et al., 2018). El patotipo de EPEC genera
una alta tasa de mortalidad en paises de desarrollo y, el cuadro de dia-
rrea es consecuencia de la pérdida de microvellosidades intestinales,
una vez se ha dado la adherencia bacteriana a los enterocitos y se ha
producido las diferentes lesiones de la fijacién y el borrado (A/E). La
lesién A/E es causada por la intimina, una proteina de la membrana ex-
terna codificada por el gen aea, que se encuentra en la isla de patogeni-
cidad denominada locus de borramiento de enterocitos (LEE). Ademas, es-
tas cepas pueden ser clasificadas como tipicas o atipicas, dependiendo de
la presencia o ausencia de los factores de adhesion (Sanches et al., 2017).

La enfermedad causada por las cepas patégenas EPEC puede ser mo-
derada o grave; su periodo de incubacion es de 3 a 24 horas y el cuadro
diarreico puede ser persistente y estar acomparnado de fiebre y vémito
(Ledwaba et al., 2020). Durante la infecciéon se producen cambios en la
actividad fisioldgica normal del enterocito, debido al aumento de secre-
cion de electrolitos de las células hacia el espacio extracelular, lo cual pro-
duce un aumento en la permeabilidad de uniones intra e intercelulares
y, puede conducir a un cambio estructural en la célula responsable de la
sintomatologia presentada (Farfan-Garcia et al., 2016).

2.3.4 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli enterotoxigénica es una de las principales causantes de diarrea
infantil en paises de bajos y medianos ingresos y se puede observar con
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mayor frecuencia en viajeros de zonas endémicas (Chakraborty y Kee-
ney, 2018). Esta cepa es un patégeno diarreico Gramnegativo de dis-
tribucion global; habita en el intestino delgado y puede infectar hasta
200 millones de personas en el mundo cada afio (Crofts et al., 2018).
Las infecciones por este patogeno llegan a provocar aproximadamen-
te 100.000 muertes anuales (Crofts et al., 2018). ETEC se define por su
capacidad de producir enterotoxinas termolabiles y termoestables
(incluidos los tipos STh'y STp). Por otro lado, los factores de coloniza-
cion (CF) incluyen proteinas fimbriales de la membrana externa, que
se encarga de la adherencia a la mucosa gastrica del intestino delgado
(Crofts et al., 2018).

Se ha descrito mas de 25 CF para la ETEC, que puede infectar huma-
nos; entre ellos, los correspondientes a la cepa patégena ETEC H10407,
la cual alberga enterotoxinas termolabiles y termoestables, junto con la
adhesina antigeno del factor de colonizacién I (CFA-I). La CFA-I se en-
cuentra controlada por el regulador transcripcional CfaD que activa la
expresion del operéon CfaABCE en el plasmido de virulencia p948. Pos-
teriormente, la proteina responsable de la entrada de la membranay la
chaperona periplasmatica une la proteina extracelular con la adhesina,
lo cual resulta en el aumento en la produccion de adhesina CFA-I por la
cepa HI0407, de manera que se asegura el crecimiento de la cepa ETEC
en el intestino delgado (Chakraborty y Keeney, 2018).

2.3.5 E. coli Shigatoxigénica (STEC)

Las cepas de STEC son una causa importante de enfermedades
transmitidas por los alimentos a nivel mundial (Pires et al., 2019). Re-
cientemente, la OMS estimé que las STEC transmitidas por alimentos,
causaron aproximadamente un millén de infecciones en la poblaciéon
mundial, ocasionando alrededor de cien muertes confirmadas (Elmo-
nir et al., 2020). La infeccién por este patotipo patégeno se ha asociado
con una amplia gama de enfermedades, desde molestias intestinales
leves, hasta sindrome urémico hemolitico (HUS) o, enfermedad renal
en etapa terminal (ESRD) e incluso, la muerte (Pires et al., 2019).

Es preciso mencionar que, la infeccién en humanos puede ocurrir
a través de la ingesta de alimentos, aguas contaminadas, contacto di-
recto con animales, contacto persona a persona y a través de fomites.
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El estudio de todas estas fuentes de transmision es relevante para esta-
blecer medidas de control apropiadas encaminadas a reducir su pro-
pagacion en la poblacion (Pires et al.,, 2019). Respecto a los reservorios
animales, se considera a los bovinos, como uno de los principales para
las cepas patdgenas de STEC; la carne de res y los productos carnicos
han sido asociados frecuentemente con brotes de infeccion por parte
de estas cepas, incluida la cepa STEC 0157:H7, 1a cual se ha relacionado
tradicionalmente con enfermedades humanas; sin embargo, mas de
400 cepas de STEC tienen el potencial de causar cuadros diarreicos y
de enfermedad grave en seres humanos (Toro-Ibaceta et al., 2018).

Toro-Ibaceta et al. (2018) sostienen que, E. coli Shiga Toxina (St) ente-
rohemorragica esta asociada con diferentes genes de virulencia de im-
portancia clinica, como las toxinas Shiga (Stx1 y Stx2), enterohemolisina
(hlyA) e intimina. Los genes de la toxina Shiga son citotoxinas codifica-
das provenientes de fagos de ADN de doble cadena, del tipo lambdoi-
des, lisogénicos que inactivan el ARN ribosémico, inhiben la sintesis de
proteinas y causan la muerte de la célula hospedera. Las toxinas Shiga
desempenian un papel importante en la patogénesis del sindrome uré-
mico hemolitico y la colitis hemorragica debido a los efectos citotoxi-
cos en las células de los rifiones, intestinos, sistema nervioso central y
otros 0rganos.

El gen de enterohemolisina, ubicado en el gran plasmido de virulen-
cia de EHEC O157: H7, es una toxina formadora de poros que lisa los eri-
trocitos de ovejas y humanos y se asocia cominmente con enfermedad
diarreica y HUS (Croxen et al., 2013). El proceso también involucra a la
Intimina, cuya actividad fue descrita previamente en este documento
(Launders et al., 2016).

2.3.6 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

La infeccion causada por este patotipo de E. coli se caracteriza por
presentar diarrea acuosa, con sangre, moco y dolor abdominal, pero,
en algunos casos solo se presenta el cuadro de diarrea, lo cual hace di-
ficil su caracterizacion e identificacion por técnicas de histopatologia
(Farfan-Garcia et al., 2016). Estas cepas estan asociadas comunmente
con brotes de infeccién en una comunidad especifica, la cual se debe
a la ingestion de alimentos o aguas contaminadas, siendo asi un pa-
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tégeno importante para nifios por encima de los seis meses de edad
(Farfan-Garcia et al., 2016).

2.3.7 E. coli uropatogénica (UPEC)

Esta bacteria, no considerada como un patotipo hace algunos anos,
estd vinculada a padecimientos extraintestinales, principalmente a ni-
vel del tracto urinario. Se piensa que E. coli uropatégena no es un grupo
homogéneo; particularmente se asocia como un patotipo hibrido debi-
do a su variabilidad genética (Wilson et al., 2019).

Segun sus diversos grados de virulencia (Figura 2.2), algunas pueden
causar una bacteriuria asintomatica, como se llama al caso en que el
microorganismo entra en la vejiga y no causa ninguna sintomatologia,
y la persona puede vivir meses, incluso anos, sin saber que es portadora
(Shenouda et al., 2020). También, hay algunas muy virulentas, peligro-
sas, que pueden llegar hasta los rifiones e, incluso, alcanzar al torrente
sanguineo (Sarowska et al., 2019).

El periodo de incubacion es variable. Desde que entra por la uretra
hasta que llega a la vejiga, pueden pasar entre 12 y 18 dias y, en llegar
a los rifilones (ocurre raramente), entre tres y seis dias, un periodo re-
lativamente breve que depende, entre otros factores, del tipo. Estudios
recientes han asociado al gen pap GII como un factor de virulencia im-
portante, cuya funcién es procurar la adhesion de las UPEC al tejido
renal. Se ha documentado la asociacion del gen pap GII con estadios de
pielonefritis; ademas, se ha postulado su ventaja competitiva durante
estadios de bacteriemia. Gierta evidencia senala que su presencia no es
determinante en estadios de pielonefritis, por lo tanto, su funcién aun
no es concluyente en el proceso de infeccién en el tracto urinario.

Gonzales-Rodriguez et al. (2020), concluyeron que, E. coli portado-
ras del gen pap GII pueden inducir un mayor dano tisular que, posible-
mente, favorece una mayor concentracion de hierro en la orina, lo cual
estimula su incremento. Ademas, la tendencia positiva en los pacientes
infectados con E. coli pap GII de tener una mayor capacidad antioxidan-
te puede deberse a la deficiencia de neutrofilos reclutados en la PAM en
la produccién de ROS. Finalmente, la presencia generalizada del gen
nanA es importante debido a su alta relevancia en estadios de sepsis.
Esto sugiere la necesidad de estudios mas especificos encaminados a
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establecer la expresion de los genes asociados como factores de virulen-
cia a la patogénesis de este tipo de bacteria.

2.3.8 E. coli de adherencia difusa (DAEC)

E. coli de adherencia difusa (DAEC) es el sexto grupo de E. coli diarro-
génicas reconocidas; su asociacion con diarrea es controversial. No se
conoce la variabilidad en los patrones de adherencia de cepas clinicas
(Riveros et al., 2011); este grupo es de adherencia difusa, segun el patron
de coadherencia con las células HEp-2. El grupo DAEC se puede aislar
tanto en personas sanas como en personas con diarrea; sus principales
sintomas son diarrea acuosa, sin sangre y sin leucocitos

Las adhesinas Afa, Dr y F1845 estan codificadas por los operones afa
/dra/ daa, respectivamente. Todos estos operones contienen, al menos,
cinco genes diferentes, con una distribucion y funcién conservadas, A,
B, G, Dy E, que codifican un regulador transcripcional, una chaperona,
un Usher, una invasina y una subunidad estructural de adhesina, res-
pectivamente. Los genes afa / dra/ daa A, B, Cy D son altamente conser-
vados entre la mayoria de los miembros de esta familia, mientras que
el gen E es menos conservado, a excepcion de afaE-3 y draE, que tienen
una homologia del 99 % y una identidad del 98 % (Carbajal-Rios, 2018).

2.3.9 E. coli de adherencia invasiva (AIEC)

Este grupo es muy controversial; algunos investigadores lo conside-
ran como un grupo hibrido. Escherichia coli (AIEC) ha sido implicado en
la etiologia de la enfermedad de Crohn y se define por su capacidad de
adherencia e invasion de células epiteliales intestinales y, de sobrevivir
y replicarse en macrofagos (Wilson et al., 2019).

La identificacién se basa en el aislamiento de E. coli de la mucosa
intestinal y posterior identificacion del patotipo mediante ensayos fe-
notipicos de infeccion de cultivos celulares. Hasta el momento no se
dispone de marcadores moleculares eficientes para su diagndstico,
implicando dificultad de los estudios epidemioldgicos y clinicos; com-
plementariamente, aun no son dilucidados los mecanismos molecu-
lares de su patogenicidad y expresion genética, principalmente por la
variabilidad que exhibe, como también por la facilidad de su recom-
binacion. Si bien aun no se ha establecido genes especificos para este
grupo, algunos estudios sugieren que, pequefias variaciones en el ge-
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noma como SNP (Polimorfismos de nucledtidos simples), pueden estar
contribuyendo con su diversidad.

2.4 Mecanismos de modificaciéon genética y recambio:
Papel en la evolucion de los patégenos (Transferencia
horizontal de genes, islas de patogenicidad y evolu-
cion de patégenos)

Los ambientes naturales como agua, suelo y plantas, pueden ser con-
siderados como reactores genéticos bacterianos, ya que facilitan la di-
namica bacteriana de crecimiento poblacional. En estos, el intercambio
genético activo ocurre de manera rutinaria entre las diferentes bacte-
rias presentes, de manera similar a lo que ocurre en el intestino de sus
hospederos (Baquero et al., 2008).

En algunos estudios se ha identificado que, los genes que codifican
parala resistencia alos antibidticos estan relacionados frecuentemente
con elementos genéticos moviles, como los integrones, considerados
los mas importantes, ya que se asocian comunmente con otros elemen-
tos méviles como plasmidos o transposones (Kotlarska et al., 2014; Jang
et al.,, 2017). Estos elementos permiten el intercambio de material ge-
nético entre bacterias pertenecientes a diferentes linajes filogenéticos.
La propagacién de genes de resistencia mediada por integrones se ha
investigado ampliamente en entornos clinicos, pero, actualmente se
ha enfocado mas al estudio de esta relacion con el medio (Kotlarska et
al., 2014; Jang et al., 2017). Es asi como se ha reportado que, cepas de E.
colipueden ser resistentes a diferentes farmacos presentes en el medio
ambiente, por lo que se presume que la resistencia ha sido adquirida
por exposicién a estos, lo que deriva en un mayor riesgo para la salud
publica de la poblacién adyacente (Jang et al., 2017).

La adquisiciéon de nuevos genes que confieren resistencia a E. coli
estd mediada por mecanismos de transferencia horizontal de estos, en
donde como resultado se presentan mutaciones genéticas que contri-
buyen sustancialmente a la diversidad fenotipica y genotipica de E. coli
(Cooper y Lenski, 2000). Ademas de esto, es posible que muchos de los
genes nuevos aparezcan en el genoma de E. coli de forma natural; exis-
ten muchos genes especificos que pueden aumentar el tamano del ge-
noma de E. coli; se ha reportado genomas de hasta a 18000 genes, lo cual
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sugiere un gran impacto de la transferencia horizontal de genes en la
plasticidad genotipica de este bioindicador fecal; sin embargo, algunas
de estas cepas, una vez adaptadas al hospedero, pierden la capacidad de
supervivencia en otros ambientes. Por otro lado, la poblacién activa de
baterias fecales adaptadas a zonas costeras y a otros ambientes puede
adquirir la resistencia a antibiéticos desde otra bacteria fecal o un pa-
togeno mediante este mismo tipo de transferencia horizontal de genes
(Jang et al., 2017; Maloo et al., 2017).

Entre los cambios mutacionales que pueden ayudar al aumento de
la plasticidad genotipica y fenotipica de E. coli, se ubica la habilidad de
evolucion para desarrollarse en el tracto intestinal de animales homeo-
termos, donde las fuentes de carbono son abundantes, la humedad es
relativamente alta, y el pH y la temperatura son moderados. No obstan-
te, muchas cepas de E. coli son resistentes en un pH bajo en el estdémago
animal, ya que, para llegar a su destino en la zona baja del intestino,
deben atravesar el ambiente a los acidos gastricos presentes en el esté-
mago, con lo que se puede favorecer o limitar el crecimiento de las po-
blaciones de la bacteria, derivando en abundancia de grupos filogenéti-
cos seleccionados de E. coli que seran dependientes de las condiciones
intestinales del hospedero (Jang et al., 2017).

Con todo, la supervivencia y el desarrollo del E. coli en el medioam-
biente supone un problema a la salud publica cuando, ademas de ser
cepas virulentas, contienen genes de resistencia a los antibidticos. De
esta forma, proteinas como la intimina, codificada por el gen eaeA, es
el factor de virulencia mas importante para cepas de E. coli patégenas,
dado que es responsable de la adhesion por fimbrias a las células intes-
tinales y pueden asi, causar enfermedades en los seres humanos (Jang
etal, 2017). Cabe recordar que el gen eaeA esta ubicado en unaisla de pa-
togenicidad, conocida como locus de borramiento de enterocito (LEE) que,
ademas, se puede transferir horizontalmente (Hazen et al., 2013). La isla
de patogenicidad LEE se distribuy¢é entre los diferentes grupos filoge-
néticos de E. coli; no obstante, no se ha incluido las cepas ambientales
que han dado como positivas para la presencia de esta isla. Adicional-
mente, los genes de resistencia a antibioticos pueden ser transferidos
de forma horizontal entre cepas ambientales, lo que puede contribuir
al aumento de la problematica de resistencia bacteriana para la salud
publica (Jang et al., 2017).
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Por otro lado, en un estudio realizado por Walk et al., (2009), se de-
mostré que los clados ambientales de E. coli no contenian nuevos genes
y que, entre los 27 genes del pangenoma de esta bacteria, tres estuvieron
presentes en la mayoria de los aislados (uidA, gadAB y fimH). Adicional
a ello, se detecté el intercambio genético de genes centrales, solo entre
cepas del mismo tipo; es decir, solo dentro del clado ambiental o dentro
del clado de E. coli entérica y no entre E. coli ambiental y entérica (Walk
et al.,, 2009). Lo anterior puede significar que existen posibles barreras
ecolodgicas para la transferencia de genes entre cepas de E. coli ambien-
tales y entéricas; sin embargo, es necesario realizar mas estudios con
respecto al genoma de E. coli ambiental para corroborar esta hipoétesis
(Jang et al., 2017).

Por ultimo, las bacterias pueden adquirir,ademads de resistencia a los
antibiodticos, resistencia metalica en respuesta a los metales pesados,
mediante mecanismos de resistencia especificos. Estos mecanismos
incluyen la precipitacién de metales pesados como fosfatos, carbonatos
y sulfuros, la volatilizaciéon de metales con la adicion del grupo metilo
o etilo, exclusién fisica mediante componentes electronegativos en sus
membranas, sistemas de expulsion y eliminacion de metales depen-
dientes de energia y, secuestro intracelular con proteinas de bajo peso
molecular que contienen cisteina. Estas estrategias pueden transferirse
de forma horizontal entre la comunidad bacteriana, de igual manera que
la resistencia a antibidticos, siempre y cuando las bacterias se encuentren
en un ambiente contaminado por metales pesados (Bhardwaj et al., 2018).

2.5 Factores de virulencia de E. coli (Toxinas, sistema
de secrecion, resistencia a los antibiéticos)

Los factores de virulencia son moléculas asociadas a bacterias que se
requiere para que una bacteria cause una enfermedad mientras infecta
a hospederos eucariotas como los humanos. Es asi como las diferentes
cepas de E. coli pueden presentar diferentes factores de virulencia; estos
suelen estar directamente relacionados con la produccion de infeccio-
nes graves. Algunos de estos factores incluyen adhesinas, proteinas de
membrana, sistemas de secrecion, biopeliculas, capsulas, toxinas, islas
de patogenicidad, entre otras, que pueden transferirse horizontalmen-
te mediante elementos genéticos (Figura 2.3) (Quainoo et al., 2017; She-
nouda et al., 2020).
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Figura 2.3 Factores de virulencia de uno de los patotipos de Escherichia coli mds importantes
a nivel epidemiolégico- E. coli (UPEC)

En la figura 2.3 se aprecia los diferentes factores de virulencia que
pueden estar en contacto con los patotipos patégenos de E. coli, en este
caso uno de los mds importantes a nivel epidemioldgico, E. coli uropa-
togena (UPEQ).

2.5.1 Adhesinas

El contacto entre la célula bacteriana y la célula hospedera es consi-
derado como el proceso inicial de infeccion, ya que se establece un con-
tacto directo entre las células. El proceso ocurre mediante diferentes
estructuras, principalmente adhesinas, proteinas con capacidad de re-
conocimiento especifico de la célula huésped, que pueden ser clasifica-
das como fimbriales o afimbriales (Afa). Dependiendo de su ubicacion,
la expresion de estas adhesinas aumenta significativamente la virulencia
de las cepas de E. coli; pueden estar codificadas en su mayoria a nivel cro-
mosomal y, en menor proporcidn, en elementos genéticos madviles como
plasmidos (Costa et al., 2016; Gebisa et al., 2019; Sarowska et al., 2019).

Entre estas adhesinas se destacan las expresadas en E. coli uropato-
gena como las adhesinas S-fimbriales (sfa), F1C (‘pseudotype I') fimbrias
(foc), codificacion de pili de tipo P, papC e Iha (iha). Las adhesinas S-fim-
briales pueden ser causantes de enfermedades como meningitis y sep-
sis, ya que estas se pueden unir a componentes de la matriz extracelular
y a sialoglicoproteinas en las células endoteliales capilares del cerebro
debido, dado que estas células presentan el receptor IbeA, que facilita
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la interaccion entre estas y E. coli patégenas. En cuanto a las adhesinas
fimbriales de tipo 1y 2, las de tipo 1 contienen residuos de manosa y
las de tipo 2, manosa resistentes; las de tipo 1 pueden estar asociadas
a la formacién de biopeliculas. Entre los genes involucrados encontra-
mos en la codificacién, las adhesinas fimbriales de tipo 1; se encuentran
fimB, fimE, fimF, fimG y fimH; las fimbrias tipo 2 estan codificadas por
once genes del grupo pap que, en algunas fimbrias pueden presentar
variantes que se relacionan con una infeccién especifica (Miranda et al.,
2017; Sarowska et al., 2019).

Existe otro tipo de adhesinas que expresan principalmente adhesi-
nas afimbriales y pueden generar enfermedades como pielonefritis y
cistitis, ocasionadas principalmente por E. coli uropatégena. Uno de los
receptores de esta familia de proteinas se encuentra en la superficie de
células de tejidos como el epitelio del tracto urinario o eritrocitos; es el
factor de aceleracion de deterioro (DAF) (Sarowska et al., 2019).

2.5.2 Capsulas y biopeliculas

Algunas cepas de E. coli presentan capsulas que facilitan el proceso
de infeccion, debido a que las protegen contra procesos de fagocitosis
y accion bactericida del sistema inmune. Estas estructuras bacterianas
también facilitan su colonizacion en las células del hospedero (Caceres
et al,, 2019). Estas cepas de E. coli expresan el antigeno K1, que se ha im-
plicado en el desarrollo de sepsis neonatal, que esta codificado por los
genes neuCy kpsMTIly generan la capsula Kl.

Por otro lado, la formacién de biopeliculas genera ventajas adap-
tativas a las cepas de E. coli capaces de desarrollarlas, principalmente
porque protege a los microorganismos de sustancias dafiinas como
desinfectantes o antibiéticos, facilita la transferencia de informacién
genética e incrementa la disponibilidad y aprovechamiento de nu-
trientes y agua respectivamente, mejorando asi su capacidad de super-
vivencia. También se ha reportado que las cepas que estan asociadas
a biopeliculas pueden generar cambios en la expresion de factores de
virulencia y proteinas reguladoras. Entre las proteinas implicadas en
el proceso de formacion de biopeliculas en superficies organicas, se en-
cuentran las de tipo curli (Caceres et al., 2019; Gebisa et al.,2019; Sarows-
ka etal., 2019).
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2.5.3 Toxinas

Las toxinas desemperfian un papel importante en la colonizacién de
E. coli en las células del hospedero. Para E. coli, las toxinas facilitan la
diseminacion bacteriana y la insensibilidad de los neutréfilos. Ademas
de la obtencion de nutrientes pueden aumentar la actividad citotdxica
(Tabla 2.2) (Pasic et al; 2014; Sarowska et al., 2019).

Entre las toxinas mds destacadas se ubica la enterotoxina 1, secretada
por E. coli enteroagregativa. Esta toxina estd codificada por el gen astA 'y
altera el transporte de iones e induce el aumento de GMP ciclico y otros
factores que, consecuentemente, llevaran a un cuadro diarreico. En E.
coli enterotoxigénica, la principal fuente de virulencia son las entero-
toxinas termoestables (ST) y termoestables (LT), también asociadas a la
activacion de GMP y AMP ciclico. LT es una toxina similar a la toxina
del célera; posee un peso molecular de 84 kDa; esta constituida por la
subunidad activa (A) y cinco subunidades B idénticas. La toxina ST es de
bajo peso molecular y esta constituida por 18 a 19 residuos de aminoa-
cidos, de la cual se conocen dos variantes: STp y STh. Estas dos toxinas
tienen la capacidad de fosforilar el canal regulador transmembranal de
la fibrosis quistica, ocasionando la salida de sales y agua de los eritrocitos
al lumen, causando asi una diarrea severa (Farfan-Garcia et al., 2016).

Una de las toxinas de mayor importancia clinica corresponde a la to-
xina Shiga (Stx), la cual presenta dos subgrupos: Stxl y Stx2. Mas adelan-
te en el documento se describird con mas detalle su estructura, cuando
se describa sobre la E. coli STEC. Esta familia de toxinas se encuentra
asociada a casos de sindrome urémico hemolitico y puede causar dano
letal a las células endoteliales de muchos tejidos, especialmente de ri-
nén, cerebro y pancreas, llevando posteriormente a una isquemia distal
en los afectados (Farfan-Garcia et al., 2016 y Cavagnaro, 2019). Otra toxi-
na relevante es la sat autotransportadora, serino-proteasa predominan-
te en E. coli uropatdgena, que afecta al rifndn y vejiga, induciendo una
vacuolizacién dentro de las células epiteliales de estos érganos (Costa
etal, 2016; Millan et al., 2020).

La -hemolisina formadora de poros (HlyA) es, igualmente, otra de
las toxinas importantes de E. coli. La HlyA es una clase unica de toxi-
nas formadora de poros que actta en diferentes células como, glébulos
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rojos, fibroblastos, granulocitos, linfocitos y macréfagos, ocasionando
la lisis de estas y asi, la liberacion de nutrientes y elementos como el
hierro, que contribuyen al crecimiento de las cepas de E. coli (Gebisa et
al., 2019). Por ultimo, otra toxina relevante es el factor citotdxico necro-
tizante 1 (CNF1), producido por ciertas cepas de E. coli. Esta genera una
activacion constitutiva de las proteinas de la familia Rho, interruptores
moleculares que adoptan diferentes estados conformacionales en res-
puesta a la union de GDP o GTP, de manera que inducen cambios en
reordenamientos del citoesqueleto de actina de la célula hospedera, lo
que permite el ingreso de la bacteria al interior, desencadenando proce-

sos apoptoticos en células del uroepitelio (Costa et al., 2016).

Tabla 2.2

Adhesinas y toxinas presentes en los diferentes patotipos de Escherichia coli intestinal

y extraintestinal

Patotipo

Adhesinas

Toxinas

Esch

erichia coli patogénica intestinal

E. coli enterotoxigénica
(ETEQC)

Fimbria CF, fim-
bria K88

fimbria K99, fim-
bria 987P, fimbria
F17

Toxina termoestable (ST)
Toxina termolabil (LT)

E. coli enteropatogénica Fimbria Bfp,

(EPEC) intimina

E. coli enteroinvasiva Similar Shigella | Similar a Shigella sp.

(EIEC) sp.

E. coli enterohemorragica | Intimina Toxina (Stx) similar a Shigella, ente-

(EHEC) rohemolisina (E-Hly)

E. coli enteroagregativa Fimbria GVVPQ | (EAST) Toxina enteroagregativa

(EAEC) estable al calor, enterotoxina

E. coli necrotdxica (NTEC) | Fimbria P Factor necrotizante citotdxico (CNF)

Escherichia coli patogénica extraintestinal

E. coliuropatogénica Fimbria P, Hemolysinas (Hly)

(UPEC) Fimbria S, Factor necrotizante citotoxico (CNF)
adhesinas delas | Proteina especifica uropatogénica
familias Alfa y Dr | (Usp)
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E. coli asociada a sepsisy | Fimbria S, capsu- | Invasina (Ibe)
meningitis laKl

Fuente: Pasic et al. (2014)

2.5.4 Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad (PAI) son elementos genéticos moviles
que portan genes de virulencia y, en ocasiones, pueden portar uno o va-
rios operones. Pueden presentar diferentes tamanos moleculares, entre
10y 200 kb y, son altamente susceptibles a incorporar ADN exdgeno. Al-
gunas de las PAI pueden ser inestables y presentar altas tasas de pérdi-
das genéticas. En diferentes cepas de E. coli patdgenas se ha identificado
diferentes PAI, como los PAI T a IV, los cuales codifican para diferentes
factores de virulencia relacionados con adhesinas (Fimbrias P, S), toxi-
nas como la -hemolisina y sideréforos (Gebisa et al., 2019).

Es asi como se ha determinado PAI tipo 196, 1J96, ICFT073 y IICFT073
en cepas patogenas de E. coli extraintestinales, causantes de diferentes
cuadros clinicos como la meningitis bacteriana neonatal. En E. coli uro-
patégena se ha encontrado islas tipo PAI-I y PAI-II que codifican para
hemolisinas y fimbrias tipo PrF, proteinas que facilitan la adherencia
y colonizacion, generando consecuentemente, infecciones del tracto
urinario (Tabla 2.3). Por otra parte, en cepas de E. coli enteropatégena y
enterohemorragica se ha detectado islas del tipo PAILEE implicadas en
la habilidad que presentan las cepas para adherirse intimamente a las
células epiteliales, generando lesiones de adherencia, borrado y pérdi-
da de microvellosidades (Farfan-Garcia et al., 2016; Sarowska et al 2019).

Tabla 2.3

Factores de virulencia, prevalencia y potencial de transmision de Escherichia coli
extraintestinal aislada de diferentes fuentes: reportes recientes

Islas de patogenicidad Productos
o genes
Islas de patogenicidad
IICFT073 Fimbria P, proteinas reguladoras de hierro
I536 a-Hemolisina, fimbria similar a F17, fimbria similar a CS12
11536 Adhesina Hek, fimbria relacionada a P, a-Hemolisina, he-
maglutinina de adhesion
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111536 Fimbria S, salmoquelina, receptor hemo HmuR, Toxina
Sat, protease hemoglobina Tsh, antigeno 43

IV536 Sistema siderdforo Yersiniabactina

I1J96 a-Hemolysina, fimbria Prs, fator necrotizante citotdxico

Genes asociados a

virulencia

malX Maltosa y componente Ila especifico de glucosa de una

fosfoenol piruvato dependiente de fosfato

usp Bacteriocina putativa
Fuente: Sarowska et al. (2019)

2.5.5 Sideroforos

Los sideroforos microbianos son moléculas secretadas por microor-
ganismos en condiciones de deficiencia de hierro que les permiten se-
cuestrar el hierro de su entorno (Aguado-Santacruz et al., 2012). Existen
diferentes tipos de siderdéforos que contribuyen con la etapa infecciosa
de E. coli, ya que facilitan la obtencion de este elemento, esencial para el
metabolismo bacteriano. Este elemento generalmente es escaso en los
sitios de infeccion, por lo que se emplea los sideroforos, entre los que
existen, los catecolatos, fenolatos, acidos hidroxamicos, -hidroxicar-
boxilatos y un tipo mixto de diferentes sideréforos. Se destaca entre los
sideroforos, la enterobactina y su receptor FebA, salmochelina e IroN,
aerobactina y [utA, y yersiniabactina y FyuA (Sarowska et al., 2019).

2.5.6 Sistemas de secrecion

Los sistemas de secrecion son empleados por las bacterias para al-
terar las vias de sefializacion de las células del hospedero mediante la
inyeccion de proteinas de virulencia. Existen diferentes sistemas de se-
crecion entre los que encontramos, los de tipo I a V. Los sistemas de
secrecion tipo III (T3SS) son empleados por cepas de E. coli enteropaté-
gena (EPEC) y enterohemorragica (EHEC). Este sistema esta codificado
por los genes espA, B y D, que expresan proteinas estructurales del in-
yectosoma. Tir y otros genes codifican para los efectores segmentados
tipo 3 y el gen eae (gen experimental de encefalomielitis autoinmune),
que expresa la adhesina de intimina (Gebisa et al., 2019).

Los sistemas de secrecion I, IIl y IV pueden transportar proteinas en
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uno o dos pasos; los de tipo Ill y IV transportan la proteina en un solo
paso, desde el citoplasma bacteriano al citosol de la célula hospedera, a
diferencia de los de tipo Il y V, que lo hacen en dos pasos. En este sentido,
la proteina se transporta desde el citoplasma bacteriano a un sistema Sec
o Taty, después, al citosol de la célula del hospedero (Gebisa et al., 2019).

2.5.7 Resistencia a antibioticos

La contaminaciéon ambiental por el uso excesivo de antibiéticos en
humanos, animales y, especificamente, en la agricultura, puede incre-
mentar la transferencia de genes de resistencia por via horizontal (u
otras vias), a bacterias comensales y patdgenas humanas y asi, generar
la liberacién de cepas resistentes a antibioticos en el medio ambiente
(Rutgersson et al., 2014). Estudios han demostrado que la actividad hu-
mana esta directamente relacionada con el aumento de la prevalencia
de genes que confieren resistencia a los agentes antimicrobianos en el
medio ambiente.

La introduccion de agentes antimicrobianos o bacterias resistentes
al medio ambiente se da a través del vertimiento de aguas residuales
industriales y domésticas, desechos farmacéuticos, desechos hospita-
larios y, en general, entornos contaminados, lo que provoca la contami-
nacion de aguas superficiales, aguas subterrdaneas, ambientes marinos
y costeros, generando una exposicion de los reservorios de las bacterias
patogenas, que puede conllevar la resistencia (Maloo et al., 2017; Hus-
sain, 2019; Rayasam et al., 2019; Elmonir et al., 2020). En este sentido,
la resistencia a los antibidticos en bacterias que hacen parte de la vida
silvestre termina siendo fundamental para la salud publica, debido
al potencial aumento de las enfermedades zoondticas, la emergencia
y, distribucion de patdgenos resistentes en los diferentes ecosistemas
(Sarker et al., 2019).

Sobre el particular, E. coli ha cobrado importancia debido a que es
una de las bacterias que ha adquirido resistencia a mas de un tipo de
antibidtico a la vez, fendmeno conocido como multirresistencia; por
ende, ha tenido mayor impacto a nivel hospitalario. Esta bacteria pre-
senta altos niveles de resistencia a antibidticos del tipo betalactamico,
porlo que supone grandes complicaciones en los tratamientos con anti-
bidticos cuando son requeridos. Adicionalmente, la aparicién de cepas
de E. coli asociadas con enzimas betalactamasas de espectro extendi-

81



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacioén fecal en el Lago Guamuez

do (BLEE), capaces de inactivar las oximinocefalosporinas (ceftriaxona,
cefotaxima y ceftazidima) y el aztreonam, han generado un panorama
alarmante, ya que el desarrollo y diseminacién de estas BLEE ha dismi-
nuido la eficacia del tratamiento de algunas infecciones con estos anti-
bidticos, como es el caso de las infecciones urinarias, especialmente en
pacientes hospitalizados con sondas, por tiempo prolongado, tratados
con multiples antibidticos, en particular, con cefalosporinas de terce-
ra generacion y fluoroquinolonas (Sachdeva et al,, 2017). El desarrollo
de la resistencia se debe principalmente a la adquisicién de diferentes
mecanismos moleculares, procesos mediados por mutaciones a nivel
cromosémico o transferencia horizontal de genes entre bacterias de es-
tas o, de diferentes especies. Por tanto, con relacién a esto, se ha descrito
que E. coli presenta una amplia variedad de estos mecanismos, a través
de los cuales logra sobrevivir en presencia de una amplia gama de anti-
biéticos (Sachdeva et al., 2017).

La presencia de cepas patogenas de E. coli (bacteria comensal de ani-
males de sangre caliente) en animales salvajes, representa un riesgo
para la salud humana y de otros animales; no obstante, es significativo
mencionar que la resistencia a los agentes antimicrobianos por parte
de E. coli no esta directamente relacionada con la exposicion directa a
tratamientos con antibidticos, sino que se debe ala contaminacion pro-
cedente de diferentes afluentes acuaticos, procedentes de hospitales,
aguas residuales e industriales (Sarker et al., 2019).

De modo general, las enterobacterias distribuidas a nivel mun-
dial presentan alta resistencia a ampicilina (beta-lactamico), trimeto-
prim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico, por
lo que se debe determinar la prevalencia de los diferentes genes relacio-
nados con esta resistencia (Sachdeva et al., 2017). Es esencial destacar
que, en la mayoria de los casos, para cada antibidtico se presenta un
mecanismo de resistencia especifico, por lo que es importante recalcar
de forma especifica como ocurren los mecanismos para cada familia de
antibidtico. Entre los mecanismos moleculares de resistencia presentes
en E. coli estan los siguientes:

2.5.7.1 Mecanismos contra antibioticos betalactamicos

Uno de los mecanismos que ha sido reportado contra antibiéticos
betalactamicos incluye la actividad de enzimas hidroliticas, denomina-
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das betalactamasas. Estas enzimas actuan en el enlace amida del ntcleo
betalactadmico, inhibiendo el efecto del antibiético. Las betalactamasas
pertenecen a una amplia familia de enzimas hidroliticas, clasificadas
dentro de grupos 1, 2 y 3, en donde se ha caracterizado cerca de 890.
Las familias mas comunes son: blaTEM, blaSHV, blaOXA-1y blaCARB.
Respecto a cepas de E. coli se ha reportado la familia BLEE, de gran re-
levancia, denominadas blaCTX-M, las cuales son resistentes a cefalos-
porinas de tercera generacién; igualmente, han sido descritas familias
como blaGES, resistentes a ceftazidima; blaTEM y blaSHV resistentes a
penicilinas y, por ultimo, blaOXA-1, resistente a cloxacilina (Mosquito,
et al, 2011; Sachdeva et al., 2017; Rada et al., 2019).

Recientemente, se ha centrado la atencién en las BLEE de E. coli, ya
que son enzimas capaces de hidrolizar las penicilinas, cefalosporinas
(menos las cefamicinas) y las monobactamasas. Ademas, se encuen-
tran distribuidas a nivel mundial, debido a que los genes blag| g es-
tan presenten en elementos maéviles como los plasmidos conjugativos,
asociados directamente a integrones, responsables de facilitar su inter-
cambio horizontal. Por lo tanto, es importante analizar la ubicacion de
los genes de resistencia en elementos maviles, con el fin de establecer
una mejor prevision acerca de la expansion potencial de los mismos,
no solo de forma clonal, sino también entre distintas especies y géne-
ros (Garcia-Hernandez et al., 2011; Sachdeva et al., 2017; Rada et al., 2019).

2.5.7.2 Mecanismos contra quinolonas

Las quinolonas son antibiéticos que actuan inhibiendo la accién de
las topoisomerasas tipo II, como la DNA girasa y topoisomerasa IV de
los microorganismos que son expuestos. La DNA girasa es una enzima
compuesta por cuatro subunidades, dos de tipo A y dos de tipo B, codi-
ficadas por los genes GyrA y GyrB, respectivamente, y tienen la funcién
de catalizar el superenrollamiento negativo del DNA. En cuanto a la
topoisomerasa IV, es una enzima que presenta cuatro subunidades
codificadas por parC y parE, homologas a GyrA y GyrB, correspondien-
temente. Entre los mecanismos moleculares de resistencia se aprecia
las alteraciones en los blancos de quinolonas, las bombas de expul-
sion activa y la transferencia de genes de resistencia plasmidicos (Gar-
cia-Hernandez et al,, 2011; Sachdeva, et al., 2017).
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Por otra parte, reportes en cepas de E. coli, indican que la resistencia
a fluoroquinolonas esta ligada a mutaciones puntuales a nivel del gen
GyrAy parC. No obstante, otro tipo de mecanismos de resistencia a qui-
nolonas esta relacionado con la transferencia de genes mediante plas-
midos, como es el caso de los genes Onr que codifican para la familia de
las proteinas Qnr (OnrA, OnrB, OnrS, OnrCy OnrD) que se unen ala DNA
girasa (GyrA'y GyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE), disminuyen-
do la accion de las quinolonas (Garcia-Hernandez et al., 2011; Sachdeva
etal., 2017).

2.5.7.3 Mecanismos contra tetraciclinas

La actividad antibidtica de las tetraciclinas en enfoca en su union
al componente 16S de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, de
modo que inhibe la sintesis de proteinas al evitar la unién del aminoa-
cil-tRNA en la posicién A del ribosoma. El mecanismo de resistencia
bacteriano mas comun frente a este antibidtico ocurre mediante siste-
mas de eflujo, en bacterias Gram negativas. Estos sistemas son codifi-
cados por los genes tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetl y tetY, todos ellos pre-
viamente descritos en E. coli; sin embargo, existen otros mecanismos
codificados por diferentes genes, que le confieren resistencia a la bac-
teria, que incluyen proteccién ribosomal de estas y accién enzimdatica
directa sobre las tetraciclinas (Ramos, 2016). Se ha reportado que los ge-
nes de resistencia presentes mas frecuentes en las diferentes cepas de E.
coli, corresponden a los genes tetA y tetB (Ramos, 2016).

Holzel et al. (2010), identificaron que los aislados de E. coli obtenidos
de diferentes sitios de muestreo son mas sensibles cuando las concen-
traciones de oxitetraciclina (OTC) superan los 140 ml L'l Determina-
ron, ademas, que la tasa de supervivencia de E. coli disminuye con res-
pecto al aumento de la concentracién de OTC. Por otro lado, cuando las
concentraciones de tetraciclina estan sobre los 100 mg L1, los aislados
de E. coli no presentan resistencia, lo que demuestra que los aislados
bacterianos continuan siendo sensibles a las altas concentraciones de
este antibidtico. Es preciso mencionar que, aunque los antimicrobianos
provengan de la misma familia (CTC u OTC), las tasas de supervivencia
de E. coli varian significativamente con respecto a la concentracién del an-
tibiético (a mayor concentracion - menor supervivencia) (Tai-Yi et al., 2018).
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2.5.7.4 Mecanismos contra trimetropim - sulfametoxazol

Desde su descubrimiento, las sulfonamidas han sido extensamente
empleadas en los ambitos humano y animal, por lo que las bacterias
han adquirido rapidamente alta resistencia antibidtica a este tipo de
medicamentos. Por ello, para mejorar la eficacia de los tratamientos
contra bacterias, se ha recurrido a utilizarlas de manera combinada con
diaminopirimidinas. No obstante, la resistencia por parte de las bacte-
rias se ha adquirido mediante elementos méviles por la adquisicién de
genes mutantes. Los genes implicados en la resistencia a las sulfona-
midas son sull, sul2 y sul3 relacionados con integrones y, en el caso del
trimetropim, se ha descrito multiples genes dfr relacionados con la re-
sistencia antibidtica. Estudios previos realizados por De la Tabla et al.
(2017) en Australia, indicaron que los genes mas comunes asociados
con la resistencia de cepas de E coli a estos tipos de antibidticos son,
sull, sul2 y sul3, y dfrAl, dfrA5, dfrA7, dfrAl2 y dfrAl7, los cuales estan
relacionados principalmente con integrones tipo 1y 2.

2.5.7.5 Mecanismos contra cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibidtico que actuia inhibiendo la elonga-
cion de la cadena de péptidos durante el proceso de sintesis proteica,
de modo que se unen de manera reversible al centro de la peptidiltran-
ferasa del ribosoma bacteriano y asi, afecta la supervivencia de estas.
El mecanismo mas frecuente para evadir dicho antibidtico se genera a
través de la inactivacién enzimatica por acetilacién del cloranfenicol,
mediante los diferentes tipos de cloranfenicol acetiltransferasas (CAT)
Adicionalmente, la resistencia al cloranfenicol puede estar mediada
por sistemas de exportadores especificos para cloranfenicol y florfeni-
col (su derivado), relacionados con genes como cmlA y floR (Schwarz et
al.,2004); en el caso de E. coli, se ha descrito el gen floR asociado princi-
palmente a plasmidos (Mosquito et al., 2011).

Por otra parte, Sarker et al., (2019) determinaron que, de 32 aislamien-
tos de E. coli de origen fecal, 90,63 % eran resistentes a ampicilina y sul-
fametoxazol, y 87,5 % resistentes a la tetraciclina y al acido nalidixico.
Identificaron, ademas, que la resistencia a la eritromicina y al cloran-
fenicol fue de 56,25 y 53,13 % respectivamente, y que E. coli presentaba
sensibilidad a la colistina, seguida de ceftriaxona y gentamicina (Sar-
ker et al., 2019). Sin embargo, Tai-Yi et al. (2018), mencionan que, con
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excepcion de la ampicilina y la salinomicina, la tasa de supervivencia
de E. coli disminuye conforme aumenta la concentracién de antibioticos
en el medio ambiente o en el medio donde esta bacteria se desarrolla y
reproduce.

En los estudios realizados por Holzel et al. (2010), se aislo E. coli de
heces de cerdos y de aguas municipales residuales y, se hall6 que, apro-
ximadamente 19 % de las cepas de E. coli de ambas fuentes son resisten-
tes a ampicilina, lo cual puede indicar que la resistencia proviene de la
exposicion de estas a aguas residuales municipales o domésticas. Sin
embargo, Yang et al., (2009) aislaron E. coli de muestras de agua muni-
cipal y determinaron que 94,1 % de los aislamientos, presentaron resis-
tencia a ampicilina, con tasas de supervivencia a ampicilina superiores
a 40 %, por lo que se presume que las areas de muestreo se encuentran
contaminadas con antibidticos por fuentes humanas o animales (Tai-
Yi et al., 2018; Yang et al., 2009). Ademas, mediante la investigacion en
literatura, se concluyé que los aislados de E. coli, a partir de muestras
de materia fecal de cerdo, tienen un grado significativamente mas alto
de resistencia a los antibioticos (Tai-Yi et al., 2018). Por otro lado, Tenai-
llon et al. (2010), demostraron que los grupos filogenéticos especificos
de E. coli exhiben diferentes niveles de resistencia a antibidticos, inde-
pendientemente de la adquisicion de resistencia, lo que proporciona la
idea de que, el fondo genético de E. coli, también se ve implicado en el
patrén de resistencia a los antibidticos.

Recientemente, se ha demostrado que la propagacion de la resisten-
cia alos antibiéticos se debe principalmente a la presién selectiva dada
sobre los microorganismos expuestos en los diferentes entornos am-
bientales. Por lo tanto, estos hallazgos no provocan mayor sorpresa, ya
que la penicilina es el agente antibacteriano mas utilizado entre la co-
munidad europea y en la mayoria de los paises, para tratar la infeccion
causada por multiples microrganismos patégenos, incluido E. coli.

Esbien conocido que, la penicilina, antimicrobiano de amplio espec-
tro, fue de los antibidticos mas consumidos en Polonia (alrededor de
cinco dosis diarias por habitante), en conjunto con inhibidores de -lac-
tamasa en 2010 (Kotlarska et al., 2014). No obstante, actualmente se usa
con mayor frecuencia las fluroquinolonas, en lugar de los antibiéticos
convencionales; asi, la presion selectiva, junto con los mecanismos de
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resistencia a antibidticos, probablemente haya acelerado la taza de re-
sistencia a penicilina y flouroquinolonas entre los diferentes microor-
ganismos patégenos (Gupta et al., 2005). En Europa, la resistencia a las
fluoroquinolonas superd el 20 % en E. coli uropatoégeno, reporte preocu-
pante que ha sido igualmente informado en varios paises del mundo
(Gupta et al.,2005). Como ya se menciond, los principales mecanismos
de resistencia a los antibidticos estan codificados por cromosomas; sin
embargo, en otros casos la aparicion de la resistencia puede estar me-
diada por plasmidos, lo que resulta en una amenaza mas preocupante
para la salud publica, debido a que la transmisién de estos genes ocurre
mas facilmente cuando se encuentran haciendo parte de estas estruc-
turas genéticas (Kotlarska et al., 2014).

Finalmente, es importante mencionar que, parte de la resistencia a
los antibidticos adquirida por E. coli y otras bacterias, se debe al uso in-
discriminado de antibidticos y falta de regulacién en pruebas diagnos-
ticas, ya que en muchos casos estos son entregados a pacientes asinto-
maticos o sin infecciones bacterianas, como medicamentos de barrera.
Adicionalmente, existe evidencia de que los genes que confieren resis-
tencia a los microorganismos patégenos de interés clinico se han pro-
pagado por medio de malas técnicas de agricultura y ganaderia, donde
los antibioticos han sido utilizados como un ingrediente fundamental
en la alimentacion de los animales que no presentan ningun estado de
enfermedad; ademads, como componentes de los insecticidas para la lu-
cha contra las plagas, sin ningun efecto sobre estas (Maloo et al., 2017).

En conclusidn, el uso excesivo e incorrecto de los antibidticos con di-
ferentes fines para los cuales no deben ser aplicados, provoca una ma-
yor presion de seleccion en las poblaciones de los diferentes microor-
ganismos patdgenos. Este es el factor mas importante en el desarrollo
de resistencia en microorganismos patdgenos, por lo que se requiere
implementar sistemas mas rigurosos de regulacién, por medio de leyes
politicas que contribuyan a disminuir estos riesgos, basicamente por la
amenaza que representan para la sociedad (Maloo et al., 2017).
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2.5.8 Mecanismos de accién / infeccion de las cepas
patégenas de E. coli sobre las células de su hospedero

Los diferentes serotipos de E. coli, a su vez, presentan mecanismos de
accion / infeccidn caracteristicos y propios. A continuacidn, se describe
los mecanismos para cada serotipo de interés:

2.5.8.1E. coli enteropatdégena (EPEC)

Los mecanismos de infeccién de este serotipo patégeno se dividen
en dos procesos; en el primer mecanismo ocurren tres eventos de for-
ma simultanea:

Adherencia inicial al enterocito: E. coli entra en contacto con la célula
mediante un flagelo y pili tipo [V (Girén et al., 2002). El pili es codificado
por un total de 14 genes, regulados al mismo tiempo por el operon per19
y por una proteina DsbA, encargada de formar enlaces disulfuro para
estabilizar la adherencia al enterocito. Es preciso mencionar que estos
genes se localizan en el plasmido de virulencia EAF21 (Farfan-Garcia et
al.,, 2016) (Figura 2.4).

Translocacion de sefiales intracelulares: este proceso esta mediado
por el sistema de secrecién tipo III (T3SS), en el cual diversas protei-
nas efectoras ingresan al enterocito (Daniell et al.,2001). Este sistema es
también codificado en la isla de patogenicidad LEE, que se encuentra
dividida en cinco operones policistronicos (LEEI - LEE5). Se conoce que
los tres primeros operones codifican los genes de las proteinas Esc; el
operon LEE4 codifica para las proteinas secretoras Esp (A, By D) y algu-
nas efectoras y, finalmente, el operon LEE5 codifica para los genes eae
parala adhesina bacteriana intimina (Gauthier et al.,2003).

Estas proteinas efectoras pueden producir dafio celular mediante
la formacion de conductos, filamentos y/o poros, para la translocacién
de proteinas en la membrana del enterocito, de modo que se producen
cambios en el potencial de membrana de la mitocondria y, también,
una formacion transitoria de filopodios, causando la reorganizacién y
pérdida de la nucleolina, bloqueando asi, el procesamiento del ARNT.
Por ultimo, pueden causar la alteracion de los microtibulos en algunas
células epiteliales (Farfan-Garcia et al., 2016).
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Figura 2.4 Mecanismo de infeccion y adherencia de Escherichia coli enteropatégena (EPEC)
al enterocito

La figura 2.4 permite observar la union entre la intimina de la bacte-
ria y el receptor Tir del enterocito, lo que posteriormente desencadena
una serie de reacciones que llevan a la polimerizacién de la actina y
ocasiona el dano a nivel celular; muestra, ademas, los diferentes efecto-
res que hacen parte del proceso. LEE corresponde a las proteinas codi-
ficadas a partir de la isla de patogenicidad que codifica para T3SSy que
facilitan el proceso infectivo.

Adherencia intima bacteriana: de forma simultdnea a los dos proce-
sos mencionados, la bacteria interactua con el receptor de membrana
Tir del enterocito, por medio de la intimina bacteriana, proteina res-
ponsable de la adherencia de esta a la célula y causante de la lesién in-
testinal (Ide et al., 2001). Una vez establecida la unién entre la bacteria
y el enterocito, se procede a la transmisién de senales después de la in-
teraccion, lo que activa el segundo mecanismo de polimerizacién de la
actina y la formacion de pedestales (Farfan-Garcia et al., 2016). Durante
este proceso, se forman las cadenas de actina que alteran la morfologia
del citoesqueleto de las células hospederas, ocasionando el dano a las

89



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacioén fecal en el Lago Guamuez

microvellosidades y, como resultado, estas pierden su funcionalidad
(Kenny, 1999). Posteriormente, se da una serie de reacciones enzima-
ticas en cascada, que inicia con la fosforilacién del receptor Tir en el
aminoacido tirosina 474, lo que le permite unirse a las proteinas adap-
tadoras de la célula hospedera (Nck) (Kenny, 1999). Nck activa N-WASP
(Wiskott Aldrich Syndrome protein Neural) que, a su vez, activa el complejo
Arp2/3, mediador de la polimerizacién de actina (Farfan-Garcia et al.,
2016). Con el avance en el proceso de polimerizacion, se debe dar una
respuesta inhibitoria como defensa por parte de la célula. Este proceso
es regulado en E. coli por EspH y por el complejo proteico Tir-intimina
de manera independiente. Por ultimo, el péptido efector de 99 a 100
aminoacidos conocido como EspZ de E. coli, se encarga de bloquear la
translocacién de proteinas, promoviendo un proceso de regulacion de
la infeccién (Farfan-Garcia et al., 2016).

2.5.8.2 E. coli Shigatoxigénica (STEC)

Al igual que para la EPEC, el sistema es mediado por la intimina y el
T3SS, pero incluye ademas la adherencia de STEC a la célula hospedera
(enterocitos), de forma que, la unién de la intimina con el receptor Tiry
la nucleolina, contribuyen a la fijacién inicial de STEC a la célula, pro-
duciendo las lesiones A/E caracteristicas de este patotipo patégeno y
relacionados con la codificacién de los genes que componen la isla de
patogenicidad LEE (Farfan-Garcia et al., 2016).

Por otra parte, las cepas STEC, de origen humano, animal o de ali-
mentos, pueden producir una o mas citotoxinas, que forman parte de
la familia de las toxinas shiga (Stxs) (Villalobos et al., 2008), que incluye
a los subgrupos Stxl y Stx2, los cuales son estructural e inmunolégica-
mente diferentes; cada cepa puede presentar, al menos, una de las Stxs.
La toxina Stx2 es una proteina que se ha asociado a los casos de HUS de
la familia ABs; estd compuesta por una subunidad A y cinco subuni-
dades B idénticas, dispuestas en forma pentamérica (Figura 2.4A) (Far-
fan-Garcia et al., 2016). El ingreso de la toxina a y su distribucion hacia
los diferentes 6rganos esta mediada por tres mecanismos principales,
los cuales se describe a continuacion:

*  Macropinocitosis (MPC): este mecanismo permite la entrada
de Stx cuando el receptor de las membranas globotriaosilceramida
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3 (Gb3) no es expresado por las células hospederas. Esto ocurre de
forma independiente a la intimina y a T3SS, ya que es estimulada
por la reorganizacién de la actina por la proteina P, secretada por E.
coli, 1o que le confiere la facultad de formacién de micro-coloniasy
la adhesion a las células epiteliales del colon T8451 (Figura 2.5A) (Pu-
ttamreddy et al., 2010).

+  Transcitosis: mediante vesiculas, las toxinas pasan de un tejido
hacia otro, se hainformado que la MPC puede facilitar la propagacion
sistematica de toxinas hacia células endoteliales. Es preciso mencio-
nar que este mecanismo aun se encuentra en estudio, ya que no esta
totalmente dilucidado (Farfan-Garcia et al., 2016) (Figura 2.5A).

+  Endocitosis: una vez se une la subunidad B de la toxina al recep-
tor Gb3 mediante la invaginacion de la membrana, la toxina es intro-
ducida al citoplasma. Adicionalmente, el fragmento Al de la subuni-
dad A ejerce su actividad enzimatica sobre el ARNr 28S e inhibe la
sintesis proteica, lo que conduce a la muerte celular (Farfan-Garcia
et al.,, 2016) (Figura 2.5B).

Por otra parte, el plasmido p0157de STEC codifica genes para catala-
sa-peroxidasa (katP), adhesina ToxB57, metaloproteasa dependiente de
zinc (StcE) y enterohemolisina (Ehx), cuyas funciones estan principal-
mente enfocadas a la union celular, degradacién de mucinas y glico-
proteinas, regulacion de mecanismos de inflamacién y citotoxicidad,
mecanismos de gran importancia en el reconocimiento inicial de inte-
raccion entre la bacteria y el hospedero (Farfan-Garcia et al., 2016).

91



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

Célula hospedera

Célula endotelial

Sub-unidad A

Figura 2.5 (A-B) Proceso de infeccién de Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC) e ingreso de
la Stx al interior de la célula. A) Corresponde a la MPC y la Transcitosis. B) Endocitosis

2.5.8.3 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

+ Adherencia:1a adherencia en la ETEC involucra procesos asocia-
dos a movilidad y autoagregacion bacteriana, encargados de fa-
cilitar la adhesion de las bacterias a los receptores de las células
epiteliales del intestino delgado, lo cual permite su colonizacion
(Mazariego-Espinosa et al., 2010). Durante el proceso de adheren-
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cia del patotipo ETEC a las células epiteliales, la bacteria expresa
la exoproteina EtpA, que permite la adhesion a las células hospe-
deras que se encuentran situadas en el extremo del flagelo. Otro
factor importante que participa en la adhesién de estas bacterias
es el Longus type IV pilus, el cual actua interviniendo la autoagre-
gacion de la bacteria (Figura 2.5) (Farfan-Garcia et al., 2016).

+ Toxinas: la principal fuente de virulencia del patotipo ETEC es
la secrecion de enterotoxinas termoestables (ST) y termolabiles
(LT). Es preciso mencionar que existen dos tipos de LT: LT-1 y
LT-IL. Las LT-I se asocian directamente con las cepas humanas;
ademas, cada una de las toxinas se divide en subunidades Ay B
(Clements et al., 2012). Por otro lado, la subunidad LT-Al presente
en el citosol se une mediante la ribosilacion del ADP a los nucleé-
tidos de guanina, lo que inhibe la actividad de GTPasa y activa la
adenilatociclasa (Spangler, 1992) (Figura 2.6).

Eata
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Adicién LA .
de CFs |
S > Sy -
— T, 3 28 | ulﬁ 6 ¥,
EtpA Loci de Invasion A yB e

Proteina Quinasa Il

GMP-
Ciclico

Célula Epitelial

Figura 2.6 Proceso de infeccién de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Nota: LT enterotoxinas termolabiles, RE-RETICULO endoplésmico, ST enterotoxinas
termoestables.

Las anteriores reacciones producen un aumento en la produccién de
AMP ciclico, estimulando la secrecién de cloruro a través del canal re-
gulador transmembranal de la fibrosis quistica, provocando diarrea se-
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cretora (Farfan-Garcia et al., 2016). Por otra parte, en las ST, la adhesion
estd determinada por la guanilato-ciclasa-C (GC-C), la cual produce un
aumento del GMP ciclico dependiente de la proteina quinasa II, causan-
do el mismo efecto descrito para LT. Adicional a esto, las ST tienen la ca-
pacidad de controlar la proliferacién celular (Sato y Shimonishi, 2004).

2.5.8.4 E. coli enteroagregativa (EAEC)

*  Adherencia: durante la adhesion de este patotipo de E. coli se ex-
hibe la formacién de microcolonias y un patrén de adherencia-agre-
gativa (AA) a las células epiteliales Hep-2 y Hel.a, proceso descrito
como ‘apilacién de ladrillos’, por Hicks et al. (1998). Las cepas de
EAEC presentan plasmidos pAA que codifican varios factores de vi-
rulencia, entre los cuales se encuentra un regulador AggR (activador
transcripcional) (Farfan-Garcia et al., 2016). Algunos genes regulados
por AggR son factores necesarios para la expresion del patron AA,
implicando de esta forma, fimbrias AAF con variantes I, I1, [Il y IV co-
dificadas por los genes aggA, aafA, agg3A y agg4A (Nataro et al., 1992).

Sin embargo, se ha relacionado la formacién de microcolonias con
otros genes regulados por AggR, entre los que se halla una proteina
Irp-2, involucrada en la expresion de yersiniabactin (enterotoxina de
Shigella) y dos proteinas Fis y Yafk, junto con un sistema de secre-
cion tipo VI (Farfan-Garcia et al., 2016). Por otra parte, en la adhesién
se involucran proteinas de membrana externas como Hra-1, que tie-
ne actividad aglutinina y adhesina, Hra-2 con actividad de adhesina
y Tia con actividad invasora y adhesina (Mancini et al,, 2011). En la
colonizacién bacteriana también participa un complejo denomina-
do Aat, importante para el transporte de una despersina (Figura 2.7)
(Farfan-Garcia et al., 2016).

+  Toxinas: las cepas de EAEC presentan enterotoxinas como la
enterotoxina 1 (EAST1), la cual esta codificada por el gen astA que se
encarga de alterar el transporte de los iones e induce el aumento del
GMP ciclico y una variedad de mecanismos citotéxicos y no cito-
toxicos (Dautin, 2010). Dentro de estos estd la proteasa involucrada
directamente con la colonizacién intestinal (Pic) y la toxina codifi-
cada en plasmidos (Pet) (Farfan-Garcia et al.,, 2016). Inicialmente, Pic
(no citotdxica) es una proteasa que incrementa el numero de células
calciformes y la produccion de moco, el cual atrapa a las bacterias
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aglutinandolas en el epitelio intestinal (Farfan-Garcia et al., 2016);
ademas, es responsable de la actividad mucinolitica que abre paso a
las bacterias a través de la capa de moco (Navarro-Garcia et al., 2010).
En segundo lugar, Pet (citotoxica) se une a la espectrina en la mem-
brana del complejo de Golgi, bloqueando su funciéon y causando el
redondeamiento de la célula (Farfan-Garcia et al., 2016).

Célula Ephtelial
Aparato de Golgi Hep-2 y Hela

Figura 2.7 Proceso de infeccion de Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

En la Figura 2.7 se describe el proceso de infeccion de Escherichia
coli enteroagragativa (EAEC) sobre células epiteliales.

2.5.8.5 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas de EIEC evaden la respuesta inmune del organismo infec-
tado, ya que pueden entrar facilmente a las células epiteliales del colon
por medio de adhesinas, moviéndose lentamente para lograr invadir y
colonizar otras células (Cossart y Sansonetti, 2008). Esta cepa patoge-
na de E. coli posee, al igual que Shigella spp, un plasmido de virulencia
pINV que codifica para el T3SS, 25 proteinas (OscpB, VirA, OspG) y anti-
genos de invasién de plasmidos (Ipa-A, Ipa-B, Ipa-C, Ipa-D), entre otros
(Farfan-Garcia et al., 2016). Inicialmente, EIEC invade las células My,
mediante fagocitosis, la bacteria atraviesa la barrera epitelial e invade
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los macréfagos. Una vez dentro, la proteina Ipa-B se encarga de lisar
la vacuola en el citoplasma e induce a la apoptosis para, finalmente,
ser liberada y alcanzar el polo basolateral (Farfan-Garcia et al., 2016).
Posteriormente, la bacteria puede ingresar a las células intestinales
mediante el reconocimiento por los receptores CD44 y a5p1 integrina,
con ayuda de Ipa-By el complejo Ipa-B-CD bacteriano. Se multiplica en
el citoplasma y luego se libera del fagosoma mediante Ipg-D y se des-
plaza lateralmente entre una y otra célula; para ello, Vir-G promueve la
aproximacion de N-WASP y por medio de la polimerizacion de actina,
se forma el complejo Vri-G-N-WASP-actina (Egile et al., 1999). Por otro
lado, Vir-A favorece la generacion de protuberancias que permiten el
traspaso a las células proximales y, durante este proceso, la liberacién
de IL-1 por parte de macréfagos y de IL-8 en los enterocitos infectados,
promueven la migracion de polimorfonucleares que facilitan la entra-
da de la bacteria al epitelio (Farfan-Garcia et al., 2016) (Figura 2.8).

Células inmﬂnnhﬂ

Figura 2.8 Proceso de infeccion de Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

Nota: PMN se refiere a proteinas polimorfonucleares.
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2.6 Escherichia coli como un problema de salud global

Los cuerpos de agua contaminados sirven como habitats de bacte-
rias patégenas como las coliformes, principales responsables del brote
de enfermedades diarreicas y gastrointestinales si se consume produc-
tos contaminados con las mismas (Kolawole y Adeyemi, 2020). Por otro
lado, la falta de informacion sobre las diferentes fuentes de contami-
nacion dificulta la identificacién de las fuentes de deterioro de un eco-
sistema acuatico especifico, ademas de la evaluacién de los verdaderos
riesgos para la salud humana, por lo que se requiere aumento de con-
troles y estudios para su vigilancia epidemioldgica (Liu et al., 2017).

Es relevante resaltar que, el agua es un recurso finito, necesario para
mantener vida en el planeta, e indispensable para la supervivencia de
todos los seres vivos; por tanto, puede proporcionar una via para el
transporte de diversos agentes patdgenos cuando se encuentra con-
taminada, tornandose en uno de los principales problemas en salud
publica (Uprety et al., 2020), especialmente en los paises en vias de de-
sarrollo, donde mas de 2,2 millones de personas mueren al ano por el
consumo de agua contaminada o por deficiencias en el tratamiento de
este recurso. Sin embargo, este problema se ha incrementado conside-
rablemente en los paises desarrollados en los tltimos afos, entre otras
cosas, por la resistencia adquirida por los microorganismos a los anti-
microbianos.

De acuerdo con Uprety et al. (2020), factores como el manejo inade-
cuado de los desechos humanos, superficies impermeables, sistemas
combinados de aguas residuales y pluviales y una infraestructura
obsoleta o defectuosa de vertimiento de desechos, en donde se pue-
de producir fugas en el alcantarillado, defectos en la construccién de
fosas sépticas y uso de letrinas en campos abiertos, contribuyen con
el aumento de la mala calidad del agua en cuencas urbanas y pueden
causar aproximadamente un 80 % de las enfermedades relacionadas
con bacterias patogenas en paises en vias de desarrollo (Robert-Pullés,
2014; Bowen, 2016; Malla et al., 2018; Bakht et al., 2019; Tessema et al.,
2019; Kolawole y Adeyemi, 2020). Debido a lo anterior, el alto riesgo de
infeccion y posterior desarrollo de enfermedades diarreicas se produ-
ce, principalmente, al beber agua subterranea contaminada con entero-
patégenos provenientes de heces de humanos y animales, ademas del
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consumo de verduras irrigadas y/o lavadas con aguas contaminadas
(Malla et al., 2018).

Es preciso mencionar que, el uso del agua subterranea como fuente
de agua potable, debe estar libre de parametros que puedan afectar la
salud humana, definida por los estandares de calidad de agua potable
donde, segun los reglamentos de los ministerios de salud de cada pais,
la cantidad de bacterias coliformes termotolerantes y E. coli debe ser de
0 UFC/ml en las vertientes acuéaticas (Dayanti et al., 2018).

El agua potable, definida por la OMS (2017) y Jang et al. (2017) como
el agua adecuada para el consumo humano y uso doméstico, es el agua
libre de microorganismos patdogenos causales de enfermedades, que
pueden afectar a la salud publica. Sin embargo, es preciso mencionar
que las aguas superficiales estan expuestas a varios factores que pue-
den influir negativamente en la calidad del agua y afectarla asi, en di-
ferentes niveles de intensidad, de suerte que, este recurso puede actuar
como vehiculo de transmisién de los contaminantes que, por diferen-
tes razones han sido arrojados a la atmdsfera, la corteza terrestre, y/o
directamente al vertimiento de agua residual, cuando ya contiene a
los microorganismos patégenos de origen gastrointestinal (Jang et al.,
2017). La principal fuente de contaminacion del agua por microorga-
nismos tiene origen en la contaminacién con materia fecal, dada por
infiltraciones en el suelo y facilitada por la presencia de sedimentos en
el fondo de las tuberias, de modo que se favorece la proliferacion de mi-
croorganismos (Malla et al., 2018). Con base en esto, los investigadores
han determinado diversos aspectos ambientales que contribuyen con
el desarrollo de los coliformes termotolerantes, tales como las fuentes
potenciales de brotes de enfermedades, ademas de los factores nece-
sarios para la supervivencia de estas bacterias en el ambiente (Bowen,
2016). Entre estos se ubica la importancia de la temporada de lluvias, el
papel de los sedimentos que actuan como sustratos para el transporte
y desarrollo, por ser fuentes de nutrientes para estos microorganismos
que, finalmente, van a tener implicaciones importantes relacionadas
con la salud publica (Bowen, 2016).

La presencia de coliformes termotolerantes como E. coli en cuerpos de
agua puede significar la presencia de una reciente contaminacion a través
de fuentes de agua residual o desechos de animales homeotermos (Fia-
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llos et al., 2018; Ngong et al., 2019). De esta forma, su presencia en el agua
subterrdnea y superficial esta relacionada con una entrada constante
de contaminantes al sistema hidrico; en pocas palabras, funcionan
como bioindicadores de la contaminacion fecal (Souid et al., 2017). En
el estudio de Dayanti et al. (2018), fueron utilizadas bacterias coliformes
termotolerantes para evaluar la calidad microbiolégica del agua, en-
contrando que la presencia de estas, especificamente de E. coli, produ-
jo la contaminacion de agua recientemente. Por otro lado, como se ha
venido mencionando, una de las graves preocupaciones con respecto a
la constante presencia de estos microorganismos patégenos en los am-
bientes acuaticos es su exposicion a los antibioticos, que conlleva el po-
sible desarrollo de resistencia o tolerancia hacia estos agentes, motivo
por el cual, diferentes estudios se han centrado en identificar bacterias
que presentan resistencia a ampicilina y/o, en casos mas severos, a me-
tales pesados, relacionada con una continua descarga de estos al medio
ambiente, por lo que otro uso importante de estas bacterias es que tam-
bién pueden servir como bioindicadores de contaminacion por metales
pesados, factor muy importante para llevar a cabo procesos de biorreme-
diacién para la descontaminacion de estos (Bhardwaj et al., 2018).

Los bioindicadores permiten caracterizar la salud de un ecosistema,
dependiendo de su estado. Estos organismos son muy sensibles a la
contaminacion ambiental y, por lo tanto, al cambio en la estructura eco-
sistémica, ya que responden a la contaminaciéon ambiental por medio
de diferentes cambios adaptativos, de modo que su funcion, su pobla-
cion, comportamiento, morfologia o fisiologia puede variar en respues-
ta a estos. Asi, estas caracteristicas pueden ser aprovechadas para el
monitoreo ambiental de diferentes zonas geograficas (Bakht et al., 2019;
Hussain et al., 2019). Asimismo, E. coli y enterococos entéricos han sido
utilizados ampliamente y durante mucho tiempo como bioindicadores
para controlar, estudiar y establecer la contaminacion fecal en el medio
ambiente (Yazdanbakhsh et al., 2019). Diversas investigaciones sugieren
que, la recarga continua de aguas residuales ha sido la principal causa
de contaminacion microbiolégica; adicional a ello, los datos de andlisis
hidroquimicos e isotépicos podrian ser usados como indicadores de la
presencia o ausencia de contaminacién fecal en cualquiera de las areas
de interés en los estudios (Yazdanbakhsh et al., 2019).
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Complementariamente, otro estudio realizado por Avila et al. (2018)
demostro que, en el agua dulce, los microorganismos indicadores que
se relacionaban mejor con el detrimento de la salud en la poblacién hu-
mana expuesta correspondian a cepas de E. coli, por lo que se catalogo
la presencia de esta bacteria en aguas recreativas, como un indicador
directo de la presencia de microorganismos patégenos. Conjuntamen-
te, estudios epidemiolégicos realizados en 1980, demostraron que los
altos niveles de E. coli en aguas recreativas, debido a las descargas de
fuentes de contaminacion, se relacionaban directamente con la inci-
dencia de enfermedades gastrointestinales (Jang et al., 2017).

Asi, se conoce que las cepas patégenas de E. coli estan implicadas
en muchos brotes de enfermedades transmitidos por el agua; especi-
ficamente, se ha informado que las cepas de STEC y EPEC han sido las
principales responsables de diferentes brotes de infeccién que han he-
cho presencia en todo el mundo (Wang et al.,, 2021). Aunque han sido
caracterizadas claramente las fuentes de contaminacién por parte de
E. coli patégena, los estudios clinicos sobre las cepas patégenas de E. coli
(patogénesis, diagndstico y tratamiento) con respecto a su prevalencia
en el medio ambiente, son aun imprecisos, por lo que se requiere ahon-
dar aun mas en esta tematica (Wang et al., 2021).

Finalmente, en el trabajo de Maloo et al. (2017), se aislo E. coli consis-
tentemente de la totalidad de los diferentes sitios de muestreo, corres-
pondientes a aguas recreativas en un parque de Mumbai, y se determi-
ndé que existia diferencia en la abundancia total de esta entre los sitios
estudiados, de modo que se demostré que las bacterias indicadoras de
contaminacion fecal son frecuentes en aguas marinas afectadas por la
descarga de aguas residuales sin un tratamiento previo; dichos paté-
genos intestinales pueden causar una amplia gama de infecciones que
van desde asintomaticas hasta severas infecciones gastrointestinales,
respiratorias, oculares, nasales, auditivas y/o cutdneas en personas que
han estado en contacto directo con el agua, bien sea con fines recrea-
tivos o con agua de uso doméstico contaminada, dependiendo de sus
caracteristicas propias de inmunidad. Se demostrd, ademas, que estas
cepas patdégenas mostraban resistencia a multiples medicamentos, por
lo que se incrementé la capacidad de infeccion de la bacteria, afectando
principalmente el tratamiento de la infeccién (costo y la duracién). Por
tanto, es importante evaluar y caracterizar la contaminacién fecal en
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todas las fuentes de agua con las que puede haber contacto humano
o animal; estas incluyen aguas recreativas, aguas de uso doméstico y
aguas de agricultura, para evitar de esta manera, la infecciéon por par-
te de microorganismos patégenos que suponen un problema de gran
magnitud para la salud publica de la poblacion (Maloo et al., 2017).

2.7 Conclusiones del capitulo

La presencia de E. coliindica contaminacion fecal en agua, ya que
este microorganismo es habitante normal del tracto digestivo de
animales de sangre caliente y, rara vez, se encuentra en agua o
suelo que no haya sufrido algtin tipo de contaminacion fecal; por
ello se considera como indicador universal.

E. coli,por seruno delos principales microorganismosvinculados
a enfermedades diarreicas infecciosas, es de atencién en salud
publica, razon por la cual varios estudios se enfocan en dilucidar
los procesos biolégicos y moleculares que median su infeccion,
incluyendo la deteccion de genes que estan asociados a genes
de virulencia e islas de patogenicidad. Muchos mecanismos de
transferencia genética y complejidad de los procesos molecu-
lares asociados a su patogenicidad atin no han sido esclarecidos
totalmente; E. coli es versatil y puede desarrollar mecanismos di-
versos de sobrevivencia segun el medio donde se encuentren.

La patogenicidad de E. coli va a depender de la adquisicion de
mecanismos de virulencia especificos, que les confieren capaci-
dad para producir toxinas, expresar moléculas para la adhesion
celular, capacidad de invasion de tejidos, resistencia al sistema
inmune, etc.

De los ocho patotipos de E. coli hasta ahora descritos, se destaca
el serotipo enterohemorragico (EHEC/STEC), que provoca sinto-
mas que van desde diarreas suaves a colitis hemorragicas. En casi
el 10 % de los pacientes (sobre todo, grupos de riesgos como nifios
y ancianos), la infeccion puede convertirse en una enfermedad
de alto riesgo, conocida como el sindrome hemolitico urémico
(SHU), relacionado con la expresion de citotoxinas, conocidas
como verotoxinas (VT) o shigatoxinas (Stx).
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A pesar de las escasas normativas existentes en Colombia, se re-
quiere el establecimiento de directrices microbioldgicas y planes

de control, con el objetivo de reducir la contaminacién fecal en
los cuerpos hidricos.
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CAPITULO Il

BIOLOGIA DE BACTERIOFAGOS / COLIFAGOS
SOMATICOS

NN\

os bacteriéfagos, también conocidos como fagos, son virus que in-

fectan y se replican solo en células bacterianas. Son ubicuos en el
medioambiente y se les reconoce como el agente biolégico mas abun-
dante en la tierra (Suttle, 2005; Clokie et al., 2011; Weitz y Wilhelm, 2013;
Simmonds y Aiewsakun, 2018; Esteves y Scharf, 2022). Presentan am-
plia diversidad en tamano, morfologia, procesos de replicacién, placas
de lisis y organizacion gendmica (Simmonds y Aiewsakun, 2018). Sin
embargo, todos consisten en un genoma de acido nucleico encerrado
en una capside formada de proteinas, que interactia con la superficie
de proteinas receptoras de la célula hospedera. Si bien es cierto que la
caracterizacion depende de la célula hospedera a la que infecten, por
ejemplo, si infectan Escherichia coli, son denominados colifagos; si in-
fectan Shigella (shigeléfagos), Vibrio (Vibridfagos) o Salmonella (Samo-
nelofagos), etc. Al presente, los analisis de microscopia electrénica de
transmision (MET) (Ackermann, 2005;2007; 2009), junto con las herra-
mientas de biologia molecular (Kelleher et al., 2018; Feyereisen et al.,
2019) y los analisis de protedmica (Kelleher et al., 2018; Feyereisen et al.,
2019), son los que aproximan a catalogar a los fagos y sus familias, tipos
y morfotipos, segiin la forma de la capside, longitud dela colay el tama-
no de sus diferentes estructuras y caracteristicas discriminatorias (Ac-
kermann, 2005;2007; 2009; Kelleher et al., 2018; Feyereisen et al., 2019).

Los virus procariotas incluyen 14 familias aceptadas oficialmente y,
al menos, otras cinco familias potenciales en espera de clasificacion.
Aproximadamente, 5.500 virus procariotas habian sido examinados en
el microscopio electrénico hasta2009, no obstante, las herramientas de
Biologia molecular y Proteémica utilizadas recientemente (Feyereisen
et al., 2019), son igualmente importantes en la actualidad. La clasifica-
cion tiene un valor predictivo y es invaluable para controlar técnicas y
resultados experimentales. Al describir los virus, la eleccion de los mé-
todos depende de la estructura y la posiciéon taxondmica de estos. El

116



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

estudio de virus isométricos, filamentosos y pleomérficos requiere
investigaciones mas detalladas que las de las especies con cauda
(Ackermann, 2009).

Desde 1959 hasta 2012, habian sido descritos morfolégicamente,
cerca de 6.300 virus procariotas, incluidos 6.196 virus bacterianos y 88
arqueas. La gran mayoria (96,3 %) tienen cola y solo 230 (3,7 %) son po-
liédricos, filamentosos o pleomorficos. La familia Siphoviridae, cuyos
miembros se caracterizan por tener colas largas y no contractiles, es la
familia mas numerosa (mas de 3.600 descripciones -57,3 %-). Los virus
de procariotas se encuentran en miembros de doce filos bacterianos
y arqueales. Los virus de arqueas pertenecen a 15 familias e infectan
miembros de 16 géneros, casi exclusivamente hipertermofilos o halé-
filos extremos. Los virus de arqueales con cola se encuentran solo en
Euryarchaeota, mientras que la mayoria de los virus arqueales filamen-
tosos y pleomérficos se encuentran en Crenarchaeota. Los virus bacte-
rianos pertenecen a diez familias e infectan miembros de 179 géneros
bacterianos, en su mayoria miembros de Firmicutes y -proteobacteria
(Ackermann y Prangishvili, 2012).

A pesar de esta apariencia caudal, los fagos, al igual que los demas
virus, no son moviles y dependen del movimiento browniano para al-
canzar sus objetivos (Kasman y Porter, 2021). Como todos los virus, los
bacteriofagos son muy especificos de especie con respecto a sus hospe-
deros y, por lo general, inicamente infectan una sola especie bacteria-
na o incluso, cepas especificas dentro de una especie (Jofre y Muniesa,
2020). Una vez que un bacteriéfago se adhiere a un hospedero suscep-
tible, sigue una de dos estrategias de replicacion: litica o lisogénica. Du-
rante un ciclo de replicacion litica, un fago se une a una bacteria sus-
ceptible, introduce su genoma en el citoplasma de la célula y utiliza los
ribosomas del hospedero para fabricar sus proteinas. Los componentes
moleculares de la célula hospedera se convierten rapidamente en ge-
nomas virales y proteinas de la capside, que se ensamblan en multiples
copias del fago original (Abedon, 2009).

A medida que la célula hospedera muere, se lisa de forma activa o
pasiva, liberando el nuevo bacteriéfago, para infectar a otra célula. En
el ciclo de replicacion lisogénica, el fago también se une a una bacteria
susceptible e introduce su genoma en el citoplasma. Sin embargo, el

117



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacioén fecal en el Lago Guamuez

genoma del fago se integra en el cromosoma de la célula bacteriana o
se mantiene como un elemento episomal donde, en ambos casos, se
replica y se transmite a las células bacterianas hijas, sin matarlas. Los
genomas de fagos integrados son denominados profagos y, las bacte-
rias que los contienen, liségenos. Los profagos cuando enfrentan con-
diciones adversas o de estrés pueden volver a convertirse en un ciclo de
replicacién litica y matar a su célula hospedera (Ptashne, 2006; Kasman
y Porter, 2021).

Por otro lado, los bacteridfagos, aunque no pueden infectar ni repli-
carse en células humanas, son una parte importante del microbioma
humano y un mediador fundamental del intercambio genético entre
bacterias patégenas y no patogenas (Boyd, 2012; Kasman y Porter, 2021).
La transferencia de genes de una cepa bacteriana a otra por un bacterio-
fago se llama transduccién, y puede ocurrir de manera generalizada o
especifica (Simmonds y Aiewsakun, 2018). A continuacién, se describe
de manera general, como se lleva a cabo esos procesos de transduccion:

En la transduccion generalizada, se empaquetan fragmentos aleato-
rios de ADN gendmico bacteriano dentro de las capsides de fagos, en
lugar del ADN gendmico del propio fago, a medida que la célula hospe-
dera se lisa a partir de la replicacion litica (Kasman y Porter, 2021). Si el
fago que lleva este ADN bacteriano lo inyecta en una célula hospedera
sensible, puede integrarse en el cromosoma de esa bacteria, alterando
su genoma y el de sus células hijas.

En la transduccion especializada, se cree que los fagos lisogénicos,
que han sido amplificados en una poblacion de bacterias, escinden
parte del ADN bacteriano con su genoma, cuando inician un ciclo de
replicacién litica. Debido a que los lisogenos comparten el mismo sitio
de integracion, todos los fagos de la progenie transducen el mismo gen
bacteriano a sus nuevos hospederos (Kasman y Porter, 2021).

Ademas del intercambio genético, los bacteriéfagos pueden alterar
las poblaciones microbianas, porque se aprovechan de especies especi-
ficas de bacterias y dejan a otras ilesas (Kasman y Porter, 2021). Durante
mas de 100 anos, la investigacion ha intentado utilizar esta propiedad
como un medio para tratar infecciones bacterianas patégenas en per-
sonasy animales.
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Si bien los fagos silvestres, probablemente, tienen efectos transito-
rios en las poblaciones bacterianas silvestres (De Sordi et al., 2019; Kas-
man y Porter, 2021), existen muchos obstaculos para el uso clinico delos
bacteriofagos liticos, como terapia antimicrobiana (terapia de fagos) en
humanos. Por un lado, las cepas bacterianas silvestres son muy diversas
y muchas son resistentes a uno o a varios fagos (Kasman y Porter, 2021).

Actualmente y, gracias a los avances en biologia celular y molecular,
se conoce muchos mecanismos de defensa; un ejemplo de ellos es el
sistema CRISPR-Cas9, mecanismo de defensa bacteriano contra la in-
feccion por bacteridéfagos (Kasman y Porter, 2021; Christin y Beckert,
2016), conocido y disefiado como una herramienta para la manipula-
cion genética en el laboratorio.

Es importante recalcar que, los fagos son mucho mas inmunogéni-
cos que los fairmacos antimicrobianos y, que el sistema endotelial reti-
cular los elimina rapidamente de la sangre. Su gran tamano, con rela-
cion a los farmacos antimicrobianos, probablemente, limitara su uso
a aplicaciones tépicas si se halla cocteles de fagos eficaces (Kasman y
Porter, 2021). Algunos investigadores han sugerido que, el uso de enzi-
mas de fagos que pueden penetrar las paredes celulares bacterianas,
puede ser una estrategia mas sencilla (Maciejewska et al., 2018). Has-
ta 2021, no ha habido ensayos aleatorizados, controlados y doble ciego
que demuestren la eficacia de cualquiera de las estrategias en humanos
(Kasman y Porter, 2021).

3.1 Generalidades

El concepto original de un fago fue construido por Stent (1963), quien
documento varias observaciones realizadas con anterioridad por varios
cientificos, entre las que se destaca la formacién de placas de lisis en los
medios de cultivo bacterianos, caracteristica observada por Frederick
Twort en 1915 (Sharma, et al., 2016); adicionalmente, tomd como base,
los estudios realizados por Félix d’'Herelle en 1917, quien concluyé que
un virus era un agente que no podia filtrarse a través de dispositivos en
donde las bacterias se filtraban normalmente. Se crefa ademas que, este
era un agente aparentemente producido por bacterias, que su exposi-
cion a estas le permitia algun tipo de autopropagacion y que, los cultivos
bacterianos eran ‘comidos’ por ellos, generando como consecuencia, la
ausencia de turbidez (muerte bacteriana) (Stent, 1963). Adicionalmente,
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Stent (1963) fue el primero en usar la palabra fago’, para referirse a estos
agentes, la cual es derivada de las letras griegas @ayewv, que significan
devorador.

Una estimacién del numero de virus en la tierra alcanza una cifra
astronémica de alrededor de 103! que, es mucho mas que la cantidad
de estrellas en el universo (Weitz y Wilhelm, 2013). Un virus depende
totalmente de su hospedero para replicarse, lo que convierte al hospe-
dero en una parte fundamental en el entorno del virus. Esta faceta de
la existencia viral significa que, el estudio de la interaccion entre estos
organismos y su entorno es relevante para entender como funciona la
relacion del virus con su hospedero (Kerr et al.,, 2008). La mayoria de
los virus representa un papel importante en los ciclos biogeoquimicos
globales, ya que tienen que infectar microorganismos como bacterias,
arqueobacterias y microeucariotas (Suttle, 2007).

Los fagos son considerados como las entidades mas diversas y abun-
dantes en la tierra; son omnipresentes, ya que existen en todos los tipos
de ecosistemas, desde ambientes extremadamente calurosos como las
aguas termales o el desierto del Sahara, hasta ambientes extremada-
mente frios, como las aguas que se encuentran en el interior de los cas-
cos polares (Hanlon, 2007; Le Romancer et al., 2007). Los bacteriéfagos
desempenian un papel importante en la regulacion y el mantenimien-
to de la dinamica del equilibrio bacteriano en los ecosistemas natura-
les, dada su alta especificidad, capacidad de replicarse rapidamente y,
supervivencia a largo plazo (Joao et al.,, 2021). En este sentido, los mi-
crocosmos de bacterias y fagos han sido utilizados por muchos inves-
tigadores, con la finalidad de estudiar la ecologia de las interacciones
hospedero-parasito (Schrag y Mittler, 1996; Bohannan y Lenski, 1999;
2000).

Se estima que, el numero total de particulas de fagos en el mundo va-
ria entre 1039 y 1052, correspondiente con las proporciones de fago a bac-
teria de 10: 1. Si bien todos los géneros bacterianos son virtualmente sus-
ceptibles a los fagos, estos son inofensivos para los demds organismos,
incluidos los humanos (Knoll y Mylonakis, 2014). El agua de mar es uno
de los entornos naturales mas diversos y densos para fagos y otros virus,
pues, de acuerdo con Breitbart (2012), el agua de mar superficial tiene una
concentracién de aproximadamente 10 millones de virus por mililitro.
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3.2 Estructuray biologia de los bacteriéfagos

Lalongitud de los fagos varia ampliamente entre los 24 y 200 nm; los
fagos T4 son los de mayor tamario conocidos, con una longitud apro-
ximada de 200 nm y entre 80 y 100 nm de ancho (Mayer, 2016). Aun-
que la tipica particula de fago (o virion) es morfolégicamente diversa,
comprende una capside de proteina que encierra el genoma del acido
nucleico (ADN o ARN), ademas de elementos adicionales que median
la interaccién bacteria/fago (Harada, et al., 2018). Algunos de estos ele-
mentos incluyen una cola contractil en espiral o vaina y una placa base
con fibras de la cola que sobresalen (Figura 3.1). En la parte posterior
del virus se encuentran las proteinas, que permiten el reconocimiento
y la union a los receptores especificos de la superficie de la membrana
bacteriana (Orlova, 2012).

Los fagos pueden ser clasificados estructuralmente, como fagos con
cola (simetria binaria), fagos icosaédricos sin cola (simetria cubica),
fagos filamentosos (simetria helicoidal) y fagos pleomorficos (Orlova,
2012). Algunos fagos contienen lipidos en la capside, los cuales pueden
estar ubicados al exterior o al interior de esta (Joao, et al., 2021). El ge-
noma del fago puede estar segmentado o no segmentado, con tama-
fos que varian desde unos pocos __
miles de pares de bases hasta 4.8 il .
x 10° pares de bases (fago G) (Ac- -
kermann, 2005). La mayoria de :
sus genomas estan compuestos
por ADN de doble hebra (dsDNA),

ADN de una sola hebra (ssDNA),
ARN monocatenario (ssRNA), o
ARN bicatenario (dsRNA) que e
puede encontrarse en pequenos e e
grupos de fagos (Weisberg et al.,
1999; Ackermann, 2012). Placa

Valng ——»

—— Fibras de anclaje

Figura 3.1 Estructura general de un
bacteriofago

Nota: En la figura se encuentra la estructura general de un bacteriéfago, se senala la
capside, el genoma, la vaina o cola contractil y, la base con las fibras de la cola o cau-
da, fibras de anclaje y placa basal.
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En general, los fagos tienen la capacidad de infectar a especies de
bacterias especificas o un subgrupo de la misma especie, los cuales ex-
presan receptores especificos de superficie de la membrana bacteriana
(Orlova, 2012). Algunos de los ejemplos de receptores incluyen: flagelos,
pili, lipopolisacaridos (LPS) u otros componentes de la membrana ex-
terna en bacterias gram negativas; y, componentes de los peptidoglica-
nos, acidos teicoicos y proteinas de la pared celular en bacterias gram-
positivas (Sharma et al.,, 2016). Debido a esta alta especificidad natural,
la infeccion no puede ocurrir si una célula bacteriana no expone un re-
ceptor de superficie especifico para el fago invasor (Harada, et al., 2018).

3.3 Relacion entre bacteriéfagos y E coli

Estudios previos han reportado el impacto de los bacteriéfagos en la
patogénesis bacteriana, ya que estos tienen la capacidad de transpor-
tar, ademas de factores de virulencia, genes de resistencia a antimicro-
bianos y factores de adaptacion del hospedador (Brussow et al., 2004).
Como importantes vehiculos de transferencia horizontal de genes, los
fagos contribuyen significativamente a las diferencias entre bacterias
de una misma especie bacteriana (Desiere et al., 2001). En la familia
Enterobacteriacea, ellos pueden infectar aislados especificos o grupos de
especies relacionadas (King et al., 2012). Otro aspecto importante es que
colaboran con el control del equilibrio de estas especies o poblaciones
competitivamente dominantes (Weinbauer, 2004).

Los colifagos son bacteriéfagos que atacan cepas de E. coli. De acuer-
do con Jofre et al. (2016), su nombre es muy vago, ya que puede referirse
a que estos afectan cualquier cepa de E. coli; sin embargo, se sabe que
la susceptibilidad de las cepas hospederas varia, dependiendo de los
diferentes tipos de bacteriéfagos. Han sido utilizados como indicado-
res de contaminacién de agua por coliformes fecales y virus entéricos
(International Organization for Standarization, 2000). No obstante, se
han aislado colifagos a partir de entornos clinicos de efluentes hospita-
larios (Pengy Yuan, 2018), diferentes muestras de origen humano como
el tracto gastrointestinal, la cavidad oral, la saliva, el esputo o la orina
(Hyman y Abedon, 2012; Pacifico, et al., 2019). Por otra parte, existen dos
grupos de bacteridfagos que tienen la capacidad de infectar a E. coli: los
colifagos somaticos (infeccién por el contacto con la pared celular bac-
teriana) y los colifagos F-especificos (requieren del pili sexual para la
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infeccidn); estos se encuentran en altas concentraciones en aguas re-
siduales crudas y otros tipos de muestras contaminadas con restos de
heces (Jofre, 2007).

Es importante resaltar que, aunque a lo largo de los afios, el nime-
ro de genomas de fagos secuenciados ha aumentado constantemente
(Kropinski, 2018), solo un niumero relativamente pequerio esta bien ca-
racterizado y clasificado taxondmicamente (Adriaenssens et al., 2018).

Actualmente, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus clasi-
fica a los fagos caudovirales de E. coli en 37 géneros y 157 especies; sin
embargo, no son clasificados como cepas de fagos, a menos que haya
un porcentaje de igualdad = 95 % en la secuencia de genoma al compa-
rar con otros fagos (Adriaenssens y Brister, 2017). Estudios realizados
por Korf et al. (2019) en los que se utilizé muestras de origen clinico, de-
mostraron que, aunque los colifagos han sido estudiados por décadas,
su diversidad es mucho mayor de lo que se cree, dado que, al realizar los
analisis de secuencias de los fagos obtenidos, se encontré que no hubo
similaridad con los previamente descritos, hecho que permite confir-
mar su alta variabilidad genética y la facilidad de recombinacion gené-
tica que existe en los procesos de transferencia horizontal y vertical de
genes (Korf et al., 2019).

Otro aspecto fundamental es, entender cémo ocurre la interaccién
entre los fagos y E. coli. En este sentido, la interaccion de los fagos con
su receptor aislado puede conducir a la liberacion de ADN del fago;
pero, en otros casos, se requiere un segundo receptor para que se dé di-
cha liberacién (Hantke, 2020).

Experimentalmente, en la mayoria de los estudios no se ha medido
la liberacion de ADN; unicamente se ha determinado la inactivacion
del fago por el receptor. Segun lo descrito por Hantke (2020), hasta la
fecha, se ha dado énfasis en los receptores de proteinas de fagos, cuyas
funciones a menudo se aclaran mediante la caracterizacién de mutan-
tes resistentes a estos, de manera que la resistencia se da por el cambio
por mutaciones genéticas en uno o mas aminoacidos de la secuencia
proteica. No obstante, la situacién es mas complicada con los receptores
que son polisacaridos, como los receptores de lipopolisacaridos (LPS) y
el acido coldnico, ya que, una mutacién en la biosintesis de un determi-
nado azucar puede llevar a la presencia de un oligosacédrido truncado o
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incluso, a la pérdida de un polisacarido (Klein et al., 2011), una glucosil-
transferasa faltante o una modificacion de azucares por fosforilacion,
generandose la resistencia a los fagos en E. coli (Frirdich et al., 2003).

Henning y Jann (1979) lograron aislar los fagos Tull, Tulb y Tula
usando las proteinas de la membrana externa de E. coli, OmpA, OmpC
y OmpF (proteinas de membrana externa), respectivamente, las cuales
son porinas no-especificas de la membrana externa que transportan
sustancias de bajo peso molecular (menores a 600 Da), las cuales son
usadas por estos fagos en el proceso infectivo. Existen otros fagos que
han utilizado como receptores a estas proteinas; algunos ejemplos son:
K3 (OmpA LPS), Mel, PH51, PH105, PA2 (OmpC), SS1 (OmpC/LamB), T4
(OmpC LPS), K20 (OmpF LPS), TP1 (OmpF/LamB) y Ox2hI2hl.1 (OmpP
‘rare”) (Kaufmann et al., 1994; Hantke, 2020). Los estudios de los recep-
tores de los fagos son realizados con cepas de mutantes de E. coli K-12,
ya que estas se constituyen como las herramientas principales en el es-
tudio genédmico para los bidlogos moleculares (Hantke, 2020).

Ademas de proteinas, existen otros compuestos como los LPS, que
pueden funcionar como receptores de estos fagos. Algunos ejemplos
de fagos que se adhieren a los LPS son: $X174, P1, Mu G (+) y T4 (Was-
hizaki, et al., 2016). Asimismo, lipidos como FadL, son receptores para
los fagos T2, StxPhil y StxPhill (Watarai, et al., 1998) y el acido colanico
para el fago NST1 (Firozi, et al., 2010). Otros receptores caracterizados
han sido los de tipo TonB, FepA TonB (‘rare”) receptores de los fagos
H8 e IME253 (Li et al., 2019), FhuA TonB receptores de T1, $80; FhuA re-
ceptor de T5, flagelo receptor de (Chi) (Samuel, et al., 1999); “Inc-P pilus”
receptor de PRDI1 (Eisenbrandt, 2000), entre otros. Se debe resaltar que,
aunque todos estos receptores cumplen funciones especificas para la
sobrevivencia de E. coli, no todas sus funciones han sido dilucidadasy,
en ocasiones, se requiere de la presencia de mas de un receptor, protei-
co 0 no, para que se dé el reconocimiento por parte de los fagos y poste-
riormente la infeccion (Hantke, 2020).

3.4 Uso de colifagos como bioindicadores de contami-
nacién fecal en muestras de agua

Desde hace mas de 40 anos se ha propuesto que, los bacteriéfagos
de bacterias entéricas (origen intestinal) pueden actuar como indicado-
res viricos y de contaminacién fecal de la calidad microbiolégica de las
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aguas (Martin-Diaz y Pascual-Benito, 2021). Los bacteriéfagos son virus
que infectan bacteriasy, por lo tanto, son inocuos (no virulentos) para la
especie humana. Asi, se le confiere un interés adicional a su uso como
indicadores microbianos, por su seguridad para los analistas.

Los colifagos han sido confirmados y consolidados por las agencias
nacionales e internacionales de salud, como los indicadores viricos
mas adecuados para el control microbioldgico de las aguas y de los pro-
cesos de potabilizacion, tratamiento y reutilizacion de aguas, lodos y
biosolidos (Jofre et al., 2016; Martin-Diaz et al., 2016; 2020; Jofre et al.,
2021; Martin-Diaz y Pascual-Benito, 2021). Ademds, existe un consenso
cientifico en cuanto a que, tanto los indicadores bacterianos como las
bacterias coliformes y Escherichia coli no son parametros adecuados
para evaluar la calidad virolégica del agua potable. En su lugar, es mas
apropiado utilizar colifagos (Health and Ecological Criteria Division,
Office of Science and Technology, and Environmental Protection Agen-
cy, EPA, 2015); OMS (2017).

En consecuencia, los colifagos, como indicadores viricos han sido
incluidos progresivamente en guias de la OMS (2017 y WHO, 2017), en
normativas como la nueva directiva de la UE sobre agua potable, el re-
glamento de la UE (2020) sobre requisitos minimos para la reutiliza-
cion del agua y el agua regenerada para el riego agricola o, también, en
la valoracion de procesos de higienizacion de lodos de depuradora de
aguas en las normativas nacionales francesas (République Francaise,
2021; Martin-Diaz y Pascual-Benito, 2021).

Ademas, los bacteriéfagos tienen caracteristicas morfoldgicas simi-
lares a las de muchos virus patégenos entéricos, lo que sugiere que pue-
den imitar mejor su comportamiento en el medio ambiente y frente a
los diferentes tratamientos del agua. En consecuencia, los analisis de
los colifagos se han considerado sustitutos adecuados de la monitori-
zacion rutinaria y de control de los patégenos viricos, siendo, ademas,
unos excelentes indicadores de contaminacion fecal en muchos tipos
diferentes de agua: agua potable, aguas residuales, agua regenerada y
aguas recreativas, entre otras (Burbano-Rosero et al., 2011; Martin-Diaz
y Pascual-Benito, 2021).

En este contexto, su uso como bioindicadores de contaminacién fe-
cal en medios acuaticos, tiene multiples ventajas; los métodos usados
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para su deteccion son relativamente faciles, rapidos, rentables y muy
confiables, dada su persistencia en el ambiente acuatico y su resistencia
a los tratamientos usados para inhibicién de virus, que los hace buenos
indicadores, con una amplia variedad de aplicaciones (Mendez et al,,
2002). Adicionalmente, no se replican en un entorno natural, a menos
que su hospedero esté presente y metabodlicamente activo (Jofre, 2009;
Toribio-Avedillo et al., 2021). No obstante, investigaciones sobre la so-
brevivencia de los colifagos en los ecosistemas acuaticos, han mostra-
do que, mientras que los fagos son mas resistentes al estrés ambiental
que E. coli, estos siguen siendo sensibles a la temperatura, tratamientos
quimicos y salinidad (Allwood et al., 2003; Burbano-Rosero et al., 2011,
Reyes y Jiang, 2010).

A nivel metodoldgico, uno de los beneficios adicionales de su mane-
jo, es que las muestras de agua pueden ser conservadas a 4 °C durante,
al menos 48 h, sin que se observe un cambio significativo en su nimero
(Mendez et al., 2002) y, que las muestras de volumen pequeno, pueden
mantener sus densidades de fagos durante meses, cuando son almace-
nadas a-20°Cu-80°C, después de la adicion de glicerol a concentracion
final de 10 % (Mooijman, et al., 2005). Finalmente, factores como el ‘es-
trés’, lesién’ y reactivacion’ que, con frecuencia conducen a una mala in-
terpretacion de los datos ambientales sobre bacterias indicadoras hasta
donde se sabe, no son aplicadas para los bacteriéfagos (Jofre et al., 2016).

Es importante considerar que, ademas de la contaminacién fecal en
muestras de agua por presencia de bacterias, los colifagos también pue-
den indicar contaminacion viral, ya que los bacteriéfagos que infectan
a las bacterias en el intestino, se diseminan en el medio ambiente de
manera similar a los patégenos virales entéricos y tienen destinos y
patrones de supervivencia similares (McMinn et al., 2017). Por otra par-
te, las autoridades reguladoras, en diferentes partes del mundo, estan
comenzando a considerar a los colifagos como indicadores esenciales
dela calidad del agua; algunos ejemplos de pautas regulatorias que invo-
lucran a los bacteriéfagos incluyen los relacionados con la recuperacién
de agua (Casetext Inc., 2022) las aguas subterraneas (United States Envi-
romental Protection Agency, 2006) y los biosoélidos utilizados en agricul-
tura, segun los criterios para el uso de biosélidos generados en plantas
de tratamiento de aguas residuales municipales (Decreto 1287 de 2014).
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3.4.1 Colifagos somaticos

Los colifagos somaticos son un grupo heterogéneo de bacteriéfagos
que infectan a E. coli a través de la pared celular. Muchos de los mas
conocidos corresponden a las familias Myoviridae, Siphoviridae, Podovi-
ridae y Microviridae (Figura 3.2) (Muniesa, 1999); son detectados en las
cepas hospederas y son recomendados como métodos estandar, ya que
han sido ubicados en aguas residuales municipales (Jofre, 2016).

En la figura 3.2 se puede

observar los esquemas genera-
les de algunas familias de bac-
teriofagos que se encuentran

en muestras de agua.

onit Las figuras 3.3 a 3.5 mues-
tran las imagenes obtenidas
por microscopia electrénica
Podoviridae Levyviidae moiisee  de transmision (MET) de las
Figura 3.2 Esquemas generales de algunas de las diferentes familias de colifa-
familias de bacteriofagos que se encuentran en gos somaticos encontradas

muestras de agua en las muestras de agua.

Figura 3.3 Microscopia electronica de transmision (MET) de colifagos somdticos infectando
Escherichia coli. Tincion negativa con fosfotugstanato de potasio

Nota: Observacién realizada en el microscopio electrénico JEOL EM1011 aumento
150.000X 60V de la Seccién de Microscopia Electrénica del Instituto Adolfo Lutz,
Brasil. A. Adhesién de los colifagos somaticos a la pared de la célula bacteriana. B.
Reconocimiento e infeccién. C. Proliferacion del fagos y lisis bacteriana.
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a
Figura 3.4 Microscopia electronica de transmision (MET) de colifagos somdticos de la Fami-
lia Siphoviridae (A-D) tipo TI. Tincién negativa con fosfotugstanato de potasio

Nota: Observacion realizada en el microscopio electrénico JEOL EM1011 aumento
150.000X 60V. Analisis realizado en la Seccién de Microscopia Electrénica del Institu-
to Adolfo Lutz, Brasil. B, G, E y F muestran caudas o colas largas desenrolladas. A y D
caudas en forma de anillo. Los colifagos fueron aislados de agua de mar.

Figura 3.5 Microscopia electrénica de transmision (MET) de colifagos somdticos de las Fami-
lias Podoviridae y Myoviridae. Tincion negativa con fosfotugstanato de potasio

Nota: Observacién realizada en el microscopio electrénico JEOL EM1011 aumento
150.000X 60V. Analisis realizado en la Secciéon de Microscopia Electronica del Instituto
Adolfo Lutz, Brasil. A y B. Colifagos somaticos de la Familia Myoviridae (tipo YerA41) ais-
lados de muestras de agua de mar (Baixada Santista-Brasil). B y C. Colifagos somaticos
de la familia Microviridae (tipo X$174), aislados de muestras de plancton (Sao Sebas-
tido-Brasil), en D la flecha indica la infecciéon masiva de los fagos en células de E. coli
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3.4.2 Bacteriéfagos F-especificos

Los bacteriofagos F-especificos son conocidos como colifagos se-
xuales o bacteriofagos ‘male-specific’, ya que infectan a las bacterias por
medio de su pili sexual. Los bacteriéfagos F-especificos contienen ARN
y se componen de una capside simple, con simetria cibica y un didme-
tro de entre 21 y 30 nm. Contienen una cadena de ARN sencilla como
genoma. Este grupo pertenece a la familia Leviviridae que contiene dos
géneros: Levivirus y Allolevirus, ademas de otros tres grupos menores no
clasificados (Fauquet et al., 2005). La figura 3.6 muestra la imagen toma-
da por microscopia electrénica (MET) de dos ejemplos de Bacteriofagos
F-especificos (Jofre et al., 2016).

Figura 3.6 Bacteridfagos F-especificos observados por microscopia electronica de transmi-
sion -Tincion negativa. A. Leviviridae, B. Inoviridae

El género Levivirus contiene los subgrupos [ y I, mientras que el Allo-
levirus contiene los subgrupos Il y IV. Una caracterizacién gendémica
posterior ha establecido que, los subgrupos coinciden con los serotipos
(Muniesa et al., 2012), al menos en efectos practicos. Otro de los bacte-
riéfagos F-especificos son los bacteriéfagos de ADN en forma de bastén
de la familia Inoviridae.

Es fundamental resaltar que ambos grupos de colifagos se encuen-
tran en cantidades significativas en aguas residuales municipales, asi
como en lodos y estiércol de animales en todo el mundo. También
vale la pena sefialar que, ni los colifagos somaticos ni los F-especificos
muestran variacién estacional en fuentes de contaminacién o aguas
superficiales (Zhang y Farahbakhsh, 2007; Haramoto et al., 2015).
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3.5 Ciclo viral

Una vez el proceso de infeccién viral en la célula hospedera ha sido
llevado a cabo por completo, se da la produccién de viriones descen-
dientes. Cuando el fago virulento infecta una célula, los resultados son
siempre los mismos: los genes de los fagos captan la maquinaria celu-
lar de su hospedero y la transforman en una fabrica para la produccién
de nuevos fagos (Hendrix, 2002). Es asi como el ADN de los fagos es
replicado, nuevas particulas virales (viriones) son ensambladas vy, las
células son lisadas, liberando entre 100 y 200 fagos como progenie al
medio (Casjens y Hendrix, 2015).

Los procesos de penetracion en la célula bacteriana varian depen-
diendo de la familia de fagos. En general, el fago de la familia Myoviridae
inserta su material genético en la célula bacteriana mediante el uso de
su cauda o cola (Jofre y Muniesa, 2020) (Figura 3.7). Después del recono-
cimiento del receptor, de forma reversible, la particula de fago une su
base con la superficie bacteriana, utilizando la flexién de sus fibras de la
cola; el fago se toma su tiempo para fortalecer la union con el receptor y
hacerla irreversible (Rakhuba, 2010). Posteriormente, ocurre la contrac-
cion dela cola del fago con ayuda de ATP y se da el proceso de inyeccion
de su material genético (Ledn y Bastias, 2015).

INFECCION COLIFAGOS F-ESPECIFICOS INFECCION COLIFAGOS SOMATICOS
P
Colif. irtd, e - 1
Colifago tnoviridse — 290 Myoviridse " ) ’, h | .’J; i
| ' A
Pili sexual —= | {)I eyt :r?:ehummmmmuudn
el fago
Protelnas receploras en
iaparsd coniardata —1 T T 1T T TTTT
célula hospedadora [
l Infecckin a trives de in
reeptorss de la pared celular de la
I (i bacteria
Adhesion a la pared celular 4

de Escherichia coli CN13 —+ e
/— — s "j\ Inyeccidn de dcide nucleico del fago

Pili sexual —

Escherichia coli
Famp  —= ¢

Figura 3.7 Comparacion de la infeccién de los colifagos somdticos y los F especificos

Nota: Los colifagos F-especificos infectan a la célula hospedera a través del factor F,
mientras que los colifagos somaticos lo hacen mediante la interaccién de la pared
celular de la célula bacteriana
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En el caso del fago de la familia Podoviridae, el cual carece de cauda,
antes de insertar su material genético en la célula hospedera, realiza
una degradacién enzimatica en una porcion de su membrana celular,
utilizando sus pequeiias fibras de la cola en forma de diente (Rakhu-
ba, 2010; Brown et al., 2013). Con la insercion del material genético del
fago ocurren dos posibles ciclos de vida: ciclo litico o ciclo lisogénico,
los cuales seran descritos a continuacion.

~ cicLo LiTICO CICLO LISOGENICO

: N Integracion de! ADN de
¥ fago al ADM bacteriana

El fago ataca & la célula F o
hospedera e inyecla su
ADN

Profago

N ___/' »
Circularizacidn del ADN del fago Divisidn celular a través del
para ciclo Imies S lisogénico proceso lisogénico

Lisis de la célula hospedera y
liberacitn de los viiones

Ocasionalmante, # piofago se
escinde del cromosoma bacteriang
¥ #nirn an o cicla litico

Figura 3.8 Ciclo litico / lisogénico de un bacteridfago

Esquema comparativo de los principales ciclos de infeccién que
tienen los bacteriofagos, ciclo litico y ciclo lisogénico

3.5.1. Ciclo litico

Los fagos que se encuentran en su fase litica son denominados fagos
virulentos. Durante el ciclo litico, la lisis o muerte de la bacteria hospe-
dera ocurre cuando el fago se multiplica ampliamente dentro de esta.
El aumento en el niumero de fagos ocasiona la ruptura de la membrana
bacterianaylaliberacion delas nuevas particulas de fago (Figura 3.8). En
detalle, una vez se da la interaccién que involucra los complejos protei-
cos delos fagos y se inyecta el material genético (ADN o ARN) (Karlsson
et al.,, 2003), si las condiciones ambientales son las adecuadas, durante
los primeros 10 minutos son expresados los genes tempranos del fago.
Estos genes codifican para proteinas responsables de la replicacién del
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ADN, reparo y recombinacion; las proteinas que tienen funciones re-
guladoras y otras proteinas también son expresadas tempranamente,
para facilitar la sobrevivencia del fago, ya que estas pueden contrarres-
tar las enzimas de restriccion de la célula hospedera (Hendrix, 2002).

No obstante, si el virus es de ADN, las moléculas se transcriben en
moléculas de ARNm (ARN mensajero) directamente, que luego se uti-
lizan para manejar los ribosomas de la célula hospedera (Jofre y Mu-
niesa, 2020); pero, si el virus es de ARN (retrovirus), se requiere de una
transcriptasa inversa para transcribir el ARN a ADN, la cual se halla aso-
ciada al material genético del fago. Una vez transcrito el ARN a ADN,
se hace posible continuar con el proceso, como lo realizan los virus de
ADN (Figura 3.8) (Madigan y Martinko, 2006).

Entre 10 y 12 minutos después de la infeccidn, se inicia la expresién
de los genes tardios, necesarios para sintetizar la estructura del virion.
La expresion contintda a amplia escala hasta llegar a la lisis celular, que
ocurre en aproximadamente 50 min. (Casjens y Hendrix, 2015).

Figura 3.9 Unidades Formadoras de Placas (UFP) de colifagos somdticos aislados de mues-
tras de agua de mar de la Baixada Santista-Brasil. A. Enumeracién de colifagos em agar TSA
(tripticasa de soya) modificado usando la técnica de APHA, 1998. B. Titulacién de los fagos
para extraccion de DNA. C. Procedimiento de propagacion de los colifagos para observacion
por MET.

Cada particula recién formada continua infectando nuevas células
hospederas y, posteriormente, prolifera, iniciando un nuevo ciclo de
replicacion (Figura 3.8) (Madigan y Martinko, 2006). En algunos casos,
en vez de empaquetarse el genoma del fago en la capside viral, se em-
paqueta el cromosoma de la bacteria, produciéndose una transferencia
horizontal de genes dentro de las poblaciones bacterianas, cuando los
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virus replicados con esta caracteristica participan en nuevos procesos
infecciosos (Madigan y Martinko, 2006; Jofre y Muniesa, 2020).

3.5.2 Ciclo lisogénico

Existen dos eventos importantes que diferencian al ciclo litico del
ciclo lisogénico. En primer lugar, virtualmente, la expresion de todos
los genes es silenciada en el ciclo lisogénico debido a la accion de una
proteina represora; en ese sentido, el unico gen del fago expresado en
el proceso es el correspondiente a esta proteina (Hendrix, 2002). La re-
presion ocurre cuando la proteina se une al costado de dos promotores
asociados en el genoma bacteriano, haciendo que su expresion sea de-
pendiente, directa o indirectamente, del fago, de manera que se man-
tiene la asociacion entre los dos genomas y se da sobrevivencia de la
célula hospedera (Aubrey et al., 1992).

En comparacién con el ciclo litico, la fase lisogénica es exhibida so-
lamente por fagos temperados (Campbell y Reecy, 2005). Como resul-
tado, el material genético del fago es integrado con el material genético
de la célula bacteriana, lo que se conoce como profago, siendo éste, el
segundo evento relevante en ciclo lisogénico, y lo transmite a sus cé-
lulas hijas. Es asi como se asegura la replicacién continua del material
genético viral sin consecuencias fatales para el organismo hospedero
(Inal, 2003). Sin embargo, con la insercién del material genético viral
en la célula hospedera, es muy comun que haya cambios en el fenotipo
bacteriano, como un aumento en la patogenicidad de estas (Keen, 2012).
Otra importante consecuencia es que, la célula bacteriana adquiere in-
munidad a la infeccion por fagos del mismo tipo al que se expuso du-
rante este ciclo (Casjens y Hendrix, 2015).

Ocasionalmente, la proteina represora no se une al ADN de la célula
bacteriana. En estos casos, se induce nuevamente el ciclo litico, este es
un evento no muy comun, en el que el material genético del fago es es-
cindido del cromosoma de la bacteria y se procede con los demas even-
tos del ciclo litico, en donde se crea una nueva progenie de virus que
finalmente son liberados al medio cuando eslisada la célula bacteriana
(Hendrix et al., 1999).

La tendencia del fago para producir ciclo litico/lisogénico depen-
de de tres genes: cI, cIl y clIl. El gen cI es responsable de codificar la
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proteina represora, frecuentemente llamada ‘represor CI’ o ‘proteina CI’
(Reichardt, 1975). La decision del tipo de ciclo depende especificamente
de qué tan rapido se puede asociar esta proteina a los operadores de la
célula bacteriana, ya que una vez es activado el ciclo litico, el proceso
es irreversible (Casjens y Hendrix, 2015). La produccion del represor CI
esta determinada por cuanta proteina CII se encuentra disponible, te-
niendo en cuenta que la proteina CIII tiene una funcién auxiliar en el
proceso (Brodel et al., 2017).

3.6 Ecologia de los fagos

La ecologia se define como el estudio de las interacciones entre los
organismosy sus ambientes, los cuales son directamente afectados por
aspectos bidticos y abidticos. De acuerdo con lo descrito por Abedon
(2009), la ecologia de los fagos puede describirse en términos de seis
énfasis principales: (1) la supervivencia individual de los fagos; (2) el
potencial del fago para reproducirse; (3) el impacto patolégico del fago
sobre la bacteria; (4) el impacto del fago en la diversidad bacteriana; (5)
el impacto de los fagos en organismos no hospedadores, incluidos los
eucariotas; y, (6) el impacto del fago en el mundo abidtico, aunque este
ultimo tipicamente es formulado en términos biogeoquimicos, referente
al numero de fagos y su diversidad en hébitats naturales (Abedon, 2009).

Existen varias subdisciplinas empleadas por los ecdlogos para el
estudio de los fagos; entre estas, se incluye: ecologia fago organismal,
relacionada con el estudio de la reproduccion de los fagos y su super-
vivencia y depende de la competencia fago-fago dependientes de las
condiciones ambientales (Turner y Duffy, 2008); ecologia de la comu-
nidad de fagos, estudiada desde la perspectiva de la interaccién entre
poblaciones de fagos y poblaciones de bacterias hospedadoras, incluso
en términos de coevolucién fago-hospedador o inter-especies (Merril,
2008); ecologia del sistema de fagos, la cual considera el impacto de los
fagos en el ciclo de los nutrientes dentro de los ecosistemas, asi como
el flujo de energia a través de estos (Suttle, 2007); la ecologia evoluti-
va es el estudio de cémo los organismos responden y han respondido
evolutivamente a los entornos selectivos en los que viven (Villarreal y
DeFilippis, 2000).

En cuanto la ecologia evolutiva de los fagos, estos, como organismos
relativamente simples, se diferencian por caracteres que pueden estar
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asociados con la adsorcidon (una porcion pre-reproductiva del ciclo de
vida del fago), infeccion (comprende la porciéon reproductiva del ciclo
de vida del fago, asi como algunos de la pre-reproductiva) o, el nimero
total de progenie producida (que es la fecundidad) (Lambrechts et al.,
2006). El impacto de los fagos en su entorno (su ecologia) se debe casi
exclusivamente, a los intentos de los fagos de adsorber bacterias (inclu-
yendo su movimiento como fagos libres), la infeccién de estas células
y su produccion (y liberacién) de la progenie del fago (Abedon, 2009).

Los ambientes, a su vez, pueden afectar las funciones moleculares de
los fagos, lo que resulta en lo que puede describirse como la plasticidad
fenotipica de un organismo (variacién en fenotipo en funcién de las va-
riables ambientales) y, la plasticidad, que se puede evaluar en términos
de cambios en los caracteres de la historia de vida de los fagos (Abedon,
2009). Un ejemplo de la influencia ambiental es que, en un ambiente
bajo en nutrientes, los fagos pueden presentar menor tamano (Hadas et
al.,1997) o, pueden ser incapaces de replicarse (Hyman y Abedon, 2009);
de igual manera, a través de la seleccion natural, los entornos afectan
las adaptaciones moleculares de los fagos (Kerr et al., 2008).

Los fagos suelen encontrarse y transmitirse en entornos terrestres
y acuosos, aunque pueden recuperarse en cualquier entorno donde es-
tén presentes sus hospederos bacterianos (Weinbauer, 2004; Abedon,
2009). Si bien, han pasado mas de 40 anos desde que los bacteriéfagos
fueron propuestos por primera vez como indicadores, la ecologia de
los colifagos en el medio natural sigue siendo pobremente entendida,
probablemente por la gran diversidad genética que estos microorganis-
mos contienen y por la versatilidad de recombinacién.

3.7 Aspectos asociados a la virulencia

Los fagos desempenan un papel critico en el control de las poblacio-
nes bacterianas a través de la muerte mediada por fagos, asi como a tra-
vés de la formacion de lisdgenos bacterianos. De esta forma, la supervi-
vencia del fago depende de la supervivencia del hospedero bacteriano
en el que reside (Abedon, 2009).

Por lo tanto, es ventajoso que los fagos codifiquen genes que contri-
buyan al fitness bacteriano y amplien el nicho ambiental. En muchos
casos, estos factores de fitness también hacen que las bacterias sean mas
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capaces de sobrevivir en infecciones humanas y, en consecuencia, son
considerados factores de patogenia o virulencia. Se ha demostrado que,
los genes que codifican estos factores de fitness a través de una amplia
gama de mecanismos son conocidos como ‘morons’ y representan un
papel importante en las enfermedades bacterianas. El estudio de Taylor
et al. (2019) describe los beneficios proporcionados por los fagos en va-
rios aspectos de la vida bacteriana, incluida la resistencia a los fagos y
antibiodticos, la motilidad, la adhesion y el quérum sensing.

En una célula bacteriana, la expresion de proteinas, incluidos los fac-
tores de virulencia, estan estrictamente regulados. Las bacterias pueden
lograr esto por la expresion de proteinas reguladoras de la transcrip-
cion y reguladores postranscripcionales (Van Assche et al., 2015). Curio-
samente, también los bacteriofagos han desarrollado una amplia gama
dereguladoresy,de esta manera, parecen poder modificar la regulacion
de la virulencia bacteriana (Altuvia et al., 2018). El fenotipo bacteriano
puede ser controlado tanto por profagos completos, asi como por pro-
teinas reguladoras codificadas por profago y ARN reguladores (Argov et
al., 2017; Schroven et al., 2021).

La Tabla 3.1 condensa el efecto de los profagos sobre la sobrevivencia
bacteriana, mencionando los genes implicados y la bacteria donde el
fendmeno fue observado.

Tabla 3.1

Resumen del efecto de los profagos sobre la virulencia bacteriana. Se enumera las
bacterias, el profago, el gen del fago correspondiente y el efecto observado sobre la
virulencia bacteriana

Bacteria Profago Gen codifica- | Efecto sobre Referencias
do por el fago | lavirulencia
bacteria

Secrecion de toxinas

Vibrio cholera | CTX¢ Ctx Produccién de | Fujiietal.
toxina colérica | (1988); Waldor
y Mekalanos
(1996); Karaolis
etal. (1999)
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Bacteria Profago Gen codifica- | Efecto sobre Referencias
do por el fago | lavirulencia
bacteria
Clostridium CEp, DEp CL,D Produccion de | Sakaguchi et
botulinum toxina botuli- | al. (2005); For-
nica tier (2017)
Escherichia coli | 933W, H-19B stxl, stx2 Produccidon de | Fortier and Se-
Shiga toxina kulovic (2013)
Staphylococcus | 80a Tst Sindromede | Lindsay etal.
aureus shock téxico (1998)
Produccion de
toxin-1
Corynebacte- B-phage cdtA, cdtB Produccién de | Freeman (1951);
rium toxina diftérica | Gill, Uchida y
diphtheria Singer (1972)
Clostridium Profago tedA, tcdB Produccién de | Fortier (2018)
difficile antiguo toxinas TcdA'y
TcdB
PhiSemix9P1 Cdt Produccién de | Riedel et al.
toxinas CDTay | (2017)
CDTb
Envoltura bacteriana
Pseudomonas | D3 lap Reduccién de | Taylor et al.
aeruginosa lalongitud de |(2019)
la cadena O
por inhibicién
de la alfa po-
limerasa de la
célula hospe-
dera
Salmonella en- | €15 22 Reduccién de | Kropinski et al.
terica serovar lalongitud de |(2018)
Typhimurium la cadena O
por inhibicién
dela alfa po-
limerasa de la
célula hospe-
dera
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bacteriana con
plaquetas.

Bacteria Profago Gen codifica- | Efecto sobre Referencias
do por el fago | lavirulencia
bacteria
Salmonella en- | P22 Gtr Adicién de Davies et al.
terica serovar unidades de (2013)
Typhimurium glucosaala
cadena O
Escherichia coli | Sp5 Desconocido | Flagelina para | Mitsunaka,
la downregu- | Sudoy Sekine
lation (2017)
Escherichia coli | phi4 EC958_1546 Aumento dela | Kakkanatetal.
expresion de (2017)
flagelina
Pseudomonas | JBD26 Desconocido | Mecanismo de | Bondy-De-
aeruginosa inhibicién pili | nomy et al.
Tipo IV (2016)
Bordetella PHBO09 Fago entero Reduccién de | Chenetal.
bronchiseptica la motilidad (2020)
debido ala
interrupcién
del pilB
Infectividad bacteriana
Pseudomonas | Pf4 Fago entero Adhesiénde | Webb y Kje-
aeruginosa las células lleberg (2004);
bacterianasa | Secor et al.
la mucina. (2017)
Neisseriame- | MDA Fago entero Adhesiénde | Billeetal.
ningitidis las células (2017)
bacterianas
alas células
epiteliales
Pseudomonas | Pf Fago entero Reduccién de | Secor etal.
aeruginosa la inflamacién | (2020)
y la fagocitosis.
Staphylococcus | ¢SM1 PblA, PblB Mediacién de | Mitchell et al.
mitis la interaccién | (2007)
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Bacteria

Profago

Gen codifica-
do por el fago

Efecto sobre
la virulencia
bacteria

Referencias

Enterococcus
Jaecalis

ppl, pp4, pp6

EF0348,
EF2001, EF2811,
EF2813

Mediaciéon de
la adherencia
a plaquetas

Matos et al.
(2013)

Salmonella en-
terica serovar
Typhimurium

Fels-2

STM2699

Interaccion

de las células
bacterianas
con el receptor
de espectrina
eucariota

Shah etal.
(2014)

Vibrio cholera

CTXd

Tep

Expresion
de pili corre-
gulados por
toxinas

Karaolis et al.
(1999)

Staphylococcus
aureus

¢SPP

sasX

Expresion de
una proteina
de superficie
que promueve
la adherencia
bacteriana
alas células
epiteliales

Mulcahy y
McLoughlin
(2016)

Salmonella
enterica

Gifsy-1

gogB

Aumento de
la respuesta
inflamatoria,
aumento del
danio tisular y
aumento de la
colonizacién
bacteriana

Pilar et al.
(2012)

Salmonella
enterica

Gifsy-1

sarA

Disminucién
dela produc-
cion de espe-
cies reactivas
de oxigeno por
parte de los
macréfagos.

Jaslow et al.
(2018)
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ma quorum
sensing

Bacteria Profago Gen codifica- | Efecto sobre Referencias
do por el fago | lavirulencia
bacteria
Clostridium ¢CD38-2 cwpV Aumento dela | Reynoldsetal.
difficile agregacién de | (2011)
células bacte-
rianas
Staphylococcus | CC398 Desconocido Aumento dela | Laumay et al.
aureus expresion de (2019)
proteinas de
unién a fibro-
nectina
Regulacién de la virulencia bacteriana
Staphylococcus | $13 Fago entero Pérdida de Coleman et al.
aureus produccion (1991)
de toxina f
debido ala
interrupcién
de hlb
Listeria mono- | ¢$10403S Fago entero Interrupcion Rabinovich et
cytogenes del gen comK | al. (2012)
Pseudomonas | PaP3 70.1 Inhibicién es- | Zhao et al.
aeruginosa trés regulador | (2016)
RpoS
Staphylococcus | ¢11, $80a cl Induccion Ferndndez et
aureus del regulén al. (2018)
SigB, que
impacta en el
desarrollo de
la infeccién
bacteriana
Clostridium PhiDHM1 agrB, agrC, agrD | Interferencia | Hargreaves et
difficile con el siste- al. (2014)
ma quorum
sensing
Vibrio cholera | VP882 vgmA Interferencia Silpe y Bassler
con el siste- (2019)
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Bacteria Profago Gen codifica- | Efecto sobre Referencias
do por el fago | lavirulencia
bacteria
Clostridium ¢CD119 repR Disminuciéon | Govind et al.
difficile de la expresion | (2009)
de la toxina f8
Clostridium $CD27 Desconocido | Disminucién | Meader etal.
difficile de la expresion | (2013)
dela toxina B
Clostridium ¢CD38-2 Desconocido | Incremento en | Sekulovic et al.
difficile la expresion de | (2011)
la toxina
Clostridium ¢CD2, ¢CD6, | Desconocido | Aumentodela | Gohetal.
difficile ¢CD8 expresion de la | (2005)
toxina
Escherichia coli Cro Sistema de se- [ Hernan-
crecion tipo tres | dez-Doria y
de transcripcién | Sperandio
de activacion 2018)
Escherichia coli | SpIE1 esr4l Aumento de Sudo et al.
la motilidad (2014); Waters
celular y resis- | etal. (2017)
tencia frente
ala colicina,
atenuacion de
la captacién de
hierro
Escherichia coli | Sp5 agxR Aumento dela | Tree et al.
absorciénde | (2014)
hierro
Salmonella en- | BTP1 STnc6030 Proporciona Owen et al.
terica serovar exclusion de (2020)
Typhimurium superinfecciéon

Fuente: creacién propia con base en Schroven et al., (2021)

Es esencial notar que, los fagos pueden contribuir a la diversidad
bioldgica, a la variabilidad genética y a la diseminacion de genes de
virulencia a través de la insercion de genes reguladores, codificadores
de lisinas, codificadores de adhesinas, proteinas como la actina y otras,
que permiten alcanzar diferentes nichos y hospederos. Por lo tanto, es
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tentador plantear la hipotesis de que esos fagos portan reguladores al-
gunos caracterizados y otros aun no, que influyen en la expresion de
factores que aumentan la capacidad de adherirse a las proteinas de la
matriz extracelular y causar procesos infectivos (Laumay et al., 2019).

Los profagos afectan la virulencia bacteriana en diferentes niveles.
Los profagos influyen en la virulencia del hospedero bacteriano en cua-
tro niveles: secrecion de toxinas, modificacién de la envoltura bacte-
riana, infectividad bacteriana y regulacion celular bacteriana. Muchos
fagos temperados portan genes que codifican exotoxinasy, por lo tanto,
pueden transformar aislados bacterianos avirulentos en cepas patoge-
nas (extremo superior izquierdo). En segundo lugar, los profagos pue-
den modificar la envoltura de la célula al cambiar la estructura del LPS
de los flagelos y los pili tipo IV (T4P) (arriba a la derecha). Ademas, la in-
fectividad bacteriana en el cuerpo humano puede verse alterada por fa-
gos templados, ya sea mejorando la colonizacién de tejidos o mediante
la mediacion de la respuesta inmunitaria eucariota (extremo inferior
izquierdo). En cuarto lugar, se ha demostrado que los profagos actuan
como reguladores generales de las células bacterianas y, de esta manera,
afectan la virulencia bacteriana, debido alos efectos de insercion, la proteina
codificada por fagos y los reguladores de ARN (extremo inferior derecho).
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Figura 3.10 Afectacién de los profagos en diferentes niveles

Posibles consecuencias de la infeccion por profagos en diferentes niveles.
Fuente: creacion propia con base en Schroven et al. (2021)
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3.8 Perspectivas de los bacteriéfagos

En la ultima década, en la literatura internacional se encuentran re-
portes en los que se demuestra las diversas utilidades practicas de los
bacteriofagos (Dominguez, 2020).

De manera general, se puede observar aplicaciones a los fagos en di-
ferentes areas. Algunos ejemplos incluyen su uso como sistema mode-
lo en varios campos de Biologia Molecular (Ofir y Sorek, 2018), modifi-
caciéon genética de plantas y animales (Donnelly et al., 2015), desarrollo
de vacunas (Xu et al., 2018), tecnologias de determinacion de afinidad
bioldgica de diferentes moléculas (Wang et al., 2018), biosensores bac-
terianos (Wang et al., 2016), control de patégenos en plantas (Haq et al.,
2012), seguridad alimentaria y bio-conservacién (Singh et al., 2013), di-
seno de farmacos, sintesis de nuevas proteinas, suministro de protei-
nas (Donnelly et al.,2015), deteccién de bacterias patégenas, y ‘screening’
de bibliotecas de proteinas, péptidos o anticuerpos (Gao et al., 2015). Re-
cientemente, una de las aplicaciones que ha atraido mayor interés es la
terapia con fagos, en la que se aplica el uso clinico de fagos naturales o
modificados, como antimicrobianos para el tratamiento de infecciones
en seres humanos (Viertel et al., 2014; Harada et al., 2018). A continua-
cion, se describira en detalle algunas de estas aplicaciones:

3.8.1 Biosensores

Los biosensores son dispositivos que utilizan reacciones bioquimi-
cas especificas mediadas por enzimas aisladas, sistemas inmunolé-
gicos, tejidos, organelos o células completas para detectar compues-
tos quimicos, generalmente, por senales eléctricas, térmicas u dpticas
(Turner y Newman, 1998; Jiménez y Ledn, 2009; Kirsch et al., 2013). Los
fagos, debido a sus particulares caracteristicas bioldgicas, pueden ser
explotados para identificacién de bacterias, deteccion de patégenos y
biocontrol (Hwang, 2014). En muchos casos, se realizan modificaciones
genéticas a los fagos antes de aplicarlos; entre sus aplicaciones como
biosensores se aprecia: anclaje quimico, ‘phage display’ (visualizacion de
fagos), la cual utiliza la especificidad de los componentes de la super-
ficie de la capside para determinar diversidad de pequenas moléculas
(ej., proteinas, carbohidratos, lipidos); expresion de proteinas, péptidos,
anticuerpos, antigenos en la superficie de los fagos para detecciéon de
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patégenos, obtencion de imagenes y transporte de genes (Singh et al.,
2013; Hwang, 2014; Chuang et al., 2015).

3.8.2 Aplicaciones de los fagos en agricultura y seguridad
de los alimentos

La adicion de antibidticos subterapéuticos a la alimentacion de los
animales destinados a la produccién de alimentos para promover el
crecimiento y prevenir enfermedades, se ha convertido en una practica
agricola comun en muchos paises.

La aparicion de patogenos resistentes a los antibidticos es una preo-
cupacion inminente asociada con el uso de antibiéticos promotores del
crecimiento (APC) en todo el mundo. Ademas, algunos estudios como
el de Tamang et al. (2017) han demostrado que los APC pueden no solo
afectar la resistencia a los antibiéticos, sino que también, pueden estimu-
lar la diseminacién de factores de virulencia a través de los bacteriofagos.

Aunque actualmente solo hay unos pocos estudios disponibles en la
literatura sobre este tema, los APC afectarian la transmisién de factores
de virulencia mediante la transferencia horizontal de genes a través de
fagos en algunas especies de bacterias patdgenas significativas para la
produccién ganadera (Tamang et al., 2017).

En diferentes cultivos, como tomate, citricos y cebolla, se ha repor-
tado el uso de fagos, con la finalidad de evadir infecciones; y, se ha de-
sarrollado productos a base de fagos omniliticos, por cuanto atacan a
cualquier bacteria (Jones et al., 2014). Productos como el AgriPhage™
estan siendo utilizados a gran escala para proteger los cultivos de una
serie de enfermedades bacterianas, ya que existe un serio problema de
resistencia a antimicrobianos en el drea agrondmica, y esta es una buena
alternativa para resolverlo (Sharma, 2016).

Asimismo, han sido desarrollados productos similares para el tra-
tamiento de alimentos (ej., LISTEX, Listshield™ Intralytix) que incluso,
fueron avalados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos (FDA) y, actualmente, son comercializados amplia-
mente (Meaden y Koskella, 2013; Wéjcicki et al., 2019).

En el drea de la acuicultura, también han sido aplicados en la lucha
contra microorganismos resistentes, como sucede en la agronémica; la
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finalidad principal es eliminar bacterias patégenas transmisibles a hu-
manos, por el consumo de peces y tratamiento de patologias causadas
por bacterias en estos organismos (Martinez-Diaz e Hipdlito-Morales,
2013; Silva, 2014; Hosseini et al., 2021).

3.8.3 Fagos y resistencia a antibiéticos

Entre los factores que contribuyen a la diseminacion de la resisten-
cia a los antibioticos, esta: el uso y el mal uso de los antibidticos en la
medicina, la agricultura y la acuicultura. La aparicion y persistencia de
bacterias resistentes a los antibioticos afecta el medio ambiente a tra-
vés de las plantas de tratamiento de aguas residuales, las escorrentias
de granjas y mataderos, los efluentes de hospitales, las aplicaciones de
estiércol y la acuicultura. Muniesa et al. (2013?), propusieron un modelo
para explicar la movilizacion de genes de resistencia a antibiéticos por
fagos en el medio ambiente. Estos investigadores propusieron que los
fagos que albergan genes de resistencia a los antibiéticos presentes en
diferentes biomas ambientales se movilizan hacia bacterias comensa-
les de biomas animales y humanos. De las bacterias comensales, los
genes de resistencia a los antibidticos se transfieren a patégenos de la
familia Enterobacteriaceae, como Salmonella y E. coli O157:H7.

Bajo la presion selectiva ejercida por los antibioticos, los genes de re-
sistencia alos mismos se incorporan a los elementos genéticos méviles
(EGM) y, continuaran su movilizacion a través de los biomas animales
y humanos mediante la transferencia horizontal de genes. También, se
desarrollaran a través de mutaciones puntuales (Muniesa et al., 2013b;
Colavecchio et al., 2017). Ademas de este modelo, los patégenos trans-
mitidos por los alimentos resistentes a los antibidticos pueden trans-
ferirse del ganado a los humanos a través de la carne mal cocinada y la
contaminacion cruzada (Centers for Disease Control and Prevention,
2002; Schneider et al., 2011; Colavecchio et al., 2017). El agua de riego y
la aplicacion de estiércol contaminan los cultivos, lo que también con-
duce a enfermedades transmitidas por los alimentos resistentes a los
antibidticos. Finalmente, los genes de resistencia a los antibiéticos re-
gresan al medio ambiente a través de las aguas residuales urbanas y
los efluentes de aguas residuales y, el ciclo comienza nuevamente (Figura
3.11). Si no se controla, este ciclo tiene el potencial de comprometer en gran
medida la eficacia de la terapia con antibiéticos (Colavecchio et al., 2017).
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Figura 3.11 Ciclo de diseminacion de genes de resistencia a antibicticos, desde el medio am-
biente hasta el consumo humano. (A) Efluentes hospitalarios; (B) Alcantarillado urbano; (C)
Efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales; (D) Cuerpos de agua como lagos y
océanos; (E) Acuicultura; (F) Animales destinados a la produccion de alimentos; (G) Matade-
ro; (H) Aplicacion de estiércol.

Fuente: creacion propia adaptada de Muniesa et al. (2013a)

A pesar de estos estudios y, dada la ubicuidad, abundancia y resi-
liencia de los fagos y el papel del medio ambiente como reservorio, se
debe considerar la contribucién de la transduccién a la propagacién de
la resistencia a los antibidticos, razon por la cual debe explorarse més a
fondo, en estudios futuros (Colavecchio et al., 2017).

Ademas, evidencia razonable respalda la idea de que la transduccion
mediada por fagos es un factor que favorece la diseminacién de la resis-
tencia a los antibiéticos. El control de la propagacion de la resistencia
a los antibidticos es una preocupacion constante que debe abordarse
para garantizar que la defensa contra las enfermedades infecciosas siga
siendo eficaz (Colavecchio et al., 2017). Los estudios futuros también de-
berian abordar los métodos mediante los cuales se mitigaria la propa-
gacion de genes de resistencia a los antibiéticos basada en fagos. En este
sentido, varios estudios han demostrado que, los sistemas CRISPR-Cas
transferibles por fagos son capaces de matar patdgenos y volverlos a
sensibilizar a los antibioticos (Bikard et al., 2014; Citorik et al., 2014).

146



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

Un estudio reciente de Yosef et al. (2015) utilizé fagos para adminis-
trar un (Cas) asociado a CRISPR para revertir la resistencia a los anti-
bidticos y eliminar la transferencia de resistencia entre cepas. En lugar
de matar directamente a los patégenos bacterianos, como en la terapia
tradicional con fagos, las bacterias se volvieron a sensibilizar a los an-
tibidticos a los que son resistentes. Si bien este trabajo represento una
prueba de concepto, ya que solo los aislados bacterianos susceptibles
al fago modificado genéticamente serian resensibilizados, este estudio
demuestra el potencial para revertir la resistencia a los antibiéticos me-
diante el uso de enfoques novedosos (Colavecchio et al., 2017).

3.8.4 Aplicaciones en el area médica

El incremento actual en la incidencia de resistencia antibidtica en
las bacterias que afectan a los humanos ha favorecido el estudio de los
fagos como alternativa terapéutica (fagoterapia). Los estudios previos
habian demostrado la eficacia de estos elementos en las infecciones cu-
taneas e intestinales. No obstante, estan en marcha diferentes ensayos
clinicos para establecer la seguridad, reactogenicidad y eficacia tera-
péutica de multiples fagos (Reina y Reina, 2018).

Si bien la idea de los usos terapéuticos de los fagos surgié desde su
descubrimiento, con el descubrimiento de la penicilina, por un tiempo,
quedaron de lado en los paises occidentales (Summers, 2001). Aunque
en los paises orientales se ha trabajado con éxito en el area, hasta el mo-
mento no existe ningun tratamiento avalado por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) o la FDA, y el niumero de ensayos clinicos autori-
zados sigue siendo limitado hasta el momento (Viertel et al., 2014). En-
tre las aplicaciones que se proponen a futuro en esta area, se incluyen,
tratamiento de infecciones del sistema auditivo, respiratorio, urinario,
septicemias o bacteremias causadas por bacterias multirresistentes a
antibidticos, para los cuales los ensayos clinicos fueron efectivos (Pir-
nay et al., 2018). Sin embargo, existen ciertas limitaciones sobre la aplica-
cion de fagos, como la reduccion de su actividad debida al desarrollo de
anticuerpos, induccién de genes de toxinas y rapida descarga de endoto-
xinas bacterianas debido al efecto litico de los fagos (Mathur et al., 2003).

En estos ultimos anos se ha documentado algunos impedimentos
importantes para el uso de la fagoterapia (Figura 3.12). Una de las limi-
tantes es que, al igual que la resistencia a los antibidticos, las bacterias
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pueden crear resistencia a los fagos, pero, los fagos también pueden
crear mecanismos antivirales, ya que estos organismos se encuentran
bajo constante presién (Sharma, 2016). Esta interaccion entre fagos y
bacterias es un fendmeno interesante, teniendo en cuenta que las tasas
de mutacién son elevadas para algunas especies de bacterias (Pal et al.,
2007) y, pueden ser mayores a las tasas en fagos, por lo que se ha pro-
puesto utilizar tecnologias CRISPR para resolver este tipo de inconve-
nientes, entre otras técnicas metodoldgicas. (Gomez y Buckling, 2013).

Otra limitante es que, se puede crear inmunidad frente a los fagos
que es posible utilizar en las terapias por lo que, en ocasiones, no se
podria garantizar el éxito de los tratamientos. Hasta el momento no se
ha propuesto soluciones para este tipo de casos, pues se espera que los
tratamientos sean eficientes en corto tiempo, el suficiente, como para
no crear memoria inmunoldgica (Joao et al., 2021).
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Figura 3.12 Los bacteridfagos y la crisis de la resistencia a los antimicrobianos

Fuente: Hassan et al., (2021)

148



Escherichia coliy colifagos somaticos: bioindicadores de
contaminacion fecal en el Lago Guamuez

La figura 3.12 hace referencia a una descripcion general de varias
aplicaciones basadas en fagos y ejemplos que muestran el beneficio po-
tencial y el aspecto ‘amigo’ de los bacteridéfagos (lado izquierdo, fondo
verde) en la lucha contra las cepas bacterianas resistentes a los antimicro-
bianos, asi como algunos resultados potencialmente perjudiciales o aso-
ciados negativamente, que pueden contribuir al aspecto enemigo’ del uso
basado en fagos (lado derecho, fondo rojo) y, su papel en la adquisicién,
mantenimiento y diseminacién de genes de resistencia antibacteriana.

Al ser elementos activos, los fagos deben someterse a rigurosos con-
troles de calidad para asegurar la ausencia de efectos indeseables. La
lisis bacteriana que provocan es de una magnitud inferior a la provoca-
da por los antibioticos. Como problemas a resolver en el futuro estan la
posibilidad de utilizar mezclas de varios fagos, establecer la ruta idonea
de administracion y modificarlos genéticamente para que desactiven
los genes de resistencia bacterianos (Reina y Reina, 2018).

3.9 Conclusiones del capitulo

La transduccion por bacteriofagos (fagos) es uno de los muchos
mecanismos de transferencia horizontal de genes, que contribu-
ye significativamente a la diseminacion de genes relacionados
con la resistencia a los antibioticos.

Los bacteriéfagos pueden influir en la abundancia, diversidad y
evolucion de las comunidades bacterianas. Se ha informado que
varios bacteriéfagos agregan factores de virulencia a su hospede-
ro y aumentan la virulencia bacteriana. Sin embargo, los bacte-
riéfagos liticos también pueden ejercer una presion selectiva que
permite la proliferacién de cepas con virulencia reducida.

Sin embargo, aunque ha habido algunos informes, el papel de
los bacteriéfagos en la seleccion de cepas menos virulentas no
ha sido estudiado en detalle. La informacién hasta ahora dispo-
nible y presentada en estudios como el de Ledén y Bastias (2015)
sugiere que los posibles cambios en la virulencia de las bacterias
dependen del sistema especifico del bacteriéfago-hospedero. Por
lo tanto, este fendmeno debe explorarse exhaustivamente, espe-
cialmente si se va a utilizar bacteriéfagos en la terapia con fagos o
en el desarrollo de vacunas.
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La preocupacion mundial por las limitaciones del tratamiento de
pacientes con procesos infecciosos causados por bacterias mul-
tidrogo-resistentes ha obligado a mirar la historia de los bacte-
riéfagos, clasicamente, extrayéndolos de la bacteria causante de la
infeccion, para utilizarlos como arma terapéutica. Sin embargo, se
debe evaluar aun los alcances que este tipo de aplicaciones conlleva.
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CAPITULO IV
BIOINDICADORES DE CONTAMINACION FECAL
EN EL LAGO GUAMUEZ

NN\

a contaminacion de los cuerpos de agua esta relacionada directa-

mente con la presencia y proliferacion de organismos patdgenos
que afectan la salud, entre los que se incluyen, parasitos, virus, hongos y
bacterias, agentes responsables de enfermedades como: colera, fiebre ti-
foidea, hepatitis A, hepatitis E y diarrea aguda (Moreno, 2020). La razén
principal se debe a que este recurso hidrico se destina para entornos
domésticos e industriales, sin las respectivas medidas de tratamien-
to, de manera que la poblacién se ve directamente expuesta (Moreno,
2020). Al respecto, en Colombia, se ha establecido una normatividad
vigente para la proteccion y control de la calidad del agua para consu-
mo humano, instituida por la Republica de Colombia en el Decreto nu-
mero 1575 de 2007, con el cual se establece que deben existir controles
fisicoquimicos y microbioldgicos que garanticen la calidad del recurso
hidrico; no obstante, para garantizarla, los protocolos de analisis deben
ser aplicados continuamente y requieren gastos de infraestructura, per-
sonal e insumos que, resultan altamente costosos.

Esimportante mencionar que, con respecto al estudio de los cuerpos
de agua en Colombia, se ha realizado varias investigaciones enfocadas
en establecer la calidad. Sin embargo, en la mayoria de ellas se ha usado
unicamente metodologias rutinarias y sin periodicidad de inspeccion fisi-
coquimica y microbioldgica, usando para esta ultima, la presencia/ausen-
cia de coliformes totales y fecales con tubos multiples, protocolos que no
permiten dilucidar la calidad del agua a largo plazo y, tampoco, se conduci-
ria alaimplementacion de sistemas de vigilancia epidemioldgica.

Bajo este entendimiento, fue entonces necesario formular un pro-
yecto de investigacion que integrara la dinamica poblacional de E. coli,
bioindicador comunmente utilizado para determinar la contamina-
cion fecal en el ambiente y colifagos somaticos,indicadores de virus en-
téricos en el agua, analizandolos inicialmente bajo los enfoques micro-
biolégico y molecular; para luego acoplar los respectivos resultados de
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peso, a la formulacion de modelos matematicos que describieran con
mayor cercania a la realidad, la dinamica poblacional y de infeccion
de estos en el ambiente. La propuesta en mencion fue aprobada por el
Programa Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién en Ambiente,
Biodiversidad y Habitat, en la Convocatoria 818-2018 [+D+i Narino, Co-
digo 65200 y desarrollada en consorcio por tres grupos categorizados
en Colciencias: Biotecnologia Microbiana (COL0021327 - Categoria B),
Grupo de Investigacion en Biologia Matematica y Matematica Aplica-
da (COL0126928 - Categoria A), Grupo de Investigacion Salud Publica
(COLO003069 - Categoria Al).

A continuacion, se presenta algunos resultados obtenidos durante el
desarrollo del proyecto; se incluye metodologias estandarizadas de la
deteccién de colifagos somaticos y E. coli, como también las bases preli-
minares de la formulacién de los modelos matematicos. Los resultados
mas especificos y de mayor analisis se encontraran en corto plazo en
publicaciones cientificas direccionadas ala comunidad académica que
sienta un mayor interés por este tipo de tematicas.

4.1 Descripcion del area de estudio

El Lago Guamuez (LG), comunmente conocido como laguna de La
Cocha, es uno de los ecosistemas mas importantes en Colombia; co-
rresponde al segundo cuerpo de agua mas grande del paisy se encuen-
tra ubicado en el departamento de Narifio (Lopez y Palacios, 2015). Es
un lago tropical de alta montafna que hace parte del humedal de im-
portancia internacional RAMSAR; este sistema esta localizado entre
las coordenadas 0°50’-1°15" de latitud norte y 77 °05’-77 °20’de longitud
oeste. Situado a una altura promedio de 2700 m s.n.m., su area es de
aproximadamente 39000 ha (Ministerio del Medio Ambiente, 2000).
Esta area es de origen volcanico y pertenece a la cuenca del rio Gua-
muez; aqui sobresalen multiples quebradas, turberas, paramos azona-
les y bosques altoandinos. Adicionalmente, es un area de importancia
en cuanto a sus componentes étnicos y arqueoldgicos. Por otro lado, la
cuenca del Guamuez medio y bajo presenta una variacién térmica de
acuerdo con la altitud; su clima se clasifica como super humedo, con
temperaturas que oscilan entre 8 y 12 °C para un promedio de 11.6 °C
(Ministerio del Medio Ambiente, 2000).
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El régimen de lluvias es monomodal, entre 2000 y 3800 mm, siendo
el periodo de mayores lluvias, entre los meses de abril y agosto y, lluvias
minimas, en diciembre (Ministerio del Medio Ambiente, 2000). La di-
namica hidroldégica dela cuenca se ve influenciada por el régimen ama-
zonico que origina altas precipitaciones, que enriquecen las corrientes
delos rios y las quebradas de la zona.

Con respecto a los parametros fisicoquimicos, en el Plan de Mane-
jo Integral del Humedal Ramsar Laguna de la Cocha (Alvarez, 2015) se
estipula los indicadores que permiten estimar el grado de contamina-
cion organica de las aguas: Amonio, con valores que han oscilado his-
téricamente entre 0.22 y 0.89 mg/L, los cuales han sido asociados con
procesos de descomposicion de materia organica por accién de los mi-
croorganismos, debido a la presencia de hidrocarburos petrogénicos
(CORPONARINO, 2003), y la demanda bioquimica de oxigeno (DBO5),
cuyo promedio anual se mantiene en los 7 mg/L. Sin embargo, los va-
lores de DBO5 en algunas de las quebradas y efluentes del lago oscilan
entre 7y 22.16 mg/L, y, en los sitios en donde hay alta concentracién de
jaulas flotantes para cria de trucha, el nivel de DBO5 sobrepasa los 6
mg/L (Plan de Manejo Integral del Humedal Ramsar Laguna de la Co-
cha, Alvarez, 2015).

En todos los casos, para las muestras de agua de las quebradas y
efluentes del lago, los niveles sobrepasan el limite permisible para
aguas de abastecimiento humano (2,5 mg/L), pero estan en los rangos
normales reportados para aguas continentales de medio natural. Otro
parametro importante es la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) rela-
cionada con la determinacién del grado de contaminacion inorganica
de las aguas del lago (Plan de Manejo Integral del Humedal Ramsar La-
guna de la Cocha, Alvarez, 2015), para el cual, CORPONARINO (2003)
reportd valores de 24 mg/L, que indican bajos niveles de reacciones
quimicas de oxidacién de minerales y otros compuestos, ya que el li-
mite permisible de DQO para aguas crudas susceptibles de tratamiento
para consumo es de 55 mg/L. La relaciéon DBO-DQO en el reporte Plan
de Manejo Integral del Humedal Ramsar Laguna de la Cocha (Alvarez,
2015) mostré buenas condiciones de biodegradabilidad del sistema del
humedal, por ser la zona del Humedal Ramsar, un area natural.
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Con relaciéon a la deteccion de microorganismos patégenos direc-
cionada por el Ministerio del Medio Ambiente (2000) y realizada en la
subcuenca del lago Guamuez, se observé que las muestras de agua que
presentaron contaminacién en aquella época fueron las provenientes
del rio El Encano, quebrada El Motilon, quebrada San José y quebrada
Quillinzayaco, areas que corresponden a la zona de mayor concentra-
cion poblacional. En este documento se describe como sobre el recur-
so hidrico existen alteraciones por la contaminacion bacterioldgica y
fisicoquimica del agua, dada la proliferacién de bacterias coliformes
y la alteracion de los parametros fisicoquimicos por la incorporacion
de sustancias organicas e inorganicas, respectivamente. Asimismo, se
muestra la contaminacién del agua por sedimentos y materiales de
arrastre, ocasionada principalmente, por la erosion antropogénica.

Adicionalmente, estudios realizados por Moncayo y Lopez (2021) en
los que se determiné la dinamica espaciotemporal de la profundidad
medida en el Lago Guamuez utilizando disco de Secchi, establecieron
que, entre 2006-2008 y 2017-2020, hubo mayor variabilidad en los pun-
tos de andlisis de la investigacién, con valores de 3,3 y 2,8 m, respectiva-
mente, indicando mayor presencia de sedimentos, materia organica y
contaminacion.

Con relacién a la biodiversidad, de acuerdo con la Politica Nacional
para Humedales interiores de Colombia (Ministerio del Medio Am-
biente, 2002), los humedales del pais concentran una proporcién sig-
nificativa de esta, representada en una flora y fauna relativamente res-
tringida y especializada a estos ecosistemas. Estos también funcionan
como habitats clave para la fauna reofilica, como los peces de los rios y
como lugares de paso de la avifauna migratoria (Naranjo, 1997, citado
por Acevedo-Charry et al., 2013).

Como se describe en el Plan de Accién en Biodiversidad 2006-2030
Narifio (Arevalo y Ruiz,2007),1a conservacién del humedal RAMSAR de
La Cocha, es relevante porque representa ecosistemas acuaticos alto-andi-
nos; habitat de especies acuaticas, sitios de anidamiento y alimentacién
para garzas, pollas de agua, patos zambullidores, alcaravanes y de especies
consideradas con algun riesgo de extincion; sustenta especies vegetales y
animales cuando se encuentran en una etapa critica de su ciclo biologico
0, les ofrece refugio cuando prevalecen condiciones adversas.
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Segun el Ministerio del Medio Ambiente (2002), entre las formacio-
nes vegetales de estos ecosistemas y de gran importancia, se aprecia los
paramos azonales, en donde habitan plantas como las turberas, con
especies representativas como, musgos, helechos, frailejones, paja de
paramo, entre otros. Las plantas acuaticas de importancia en los sistemas
l6ticos y 1énticos presentes en el lago hacen parte de la familia Cyperaceae,
representada en cuanto a extension y cobertura en el cuerpo de agua
con la totora y, en menor grado, la totorilla. A su alrededor, se halla bos-
ques primarios, donde el estrato arboreo dominante lo constituye el
uraco y el encino y, en el arbustivo, predomina el amarillo y el helecho
espinudo. En el estrato herbaceo predomina el helecho cuy, horqueta
y el uvo y, como especie en via de extincion, el pino hayuelo. Otras es-
pecies que presentan una alta reduccion poblacional en algunas areas
son el naranjo y el amarillo; sobresalen algunas especies ornamentales
como las orquideas.

[gualmente, el Ministerio del Medio Ambiente (2002) sostiene que,
estos ecosistemas han sido afectados por innumerables factores de
intervencién antropogénica, entre los que se destaca: las técnicas de
manejo agricola inadecuadas, la explotacion desmesurada para el
crecimiento de especies introducidas de peces con fines econémicos
como la produccién y venta de la especie Oncorhynchus mykiss (trucha
arcoiris), el incremento de los vertimientos de aguas residuales en las
fuentes hidricas, desechos de hidrocarburos generados por los motores
de las lanchas, produccion de carbon, turismo (Lopez y Palacios, 2015),
la deforestacion progresiva del bosque natural primario, secundario y
deterioro del paramo azonal, ocasionado por la tala indiscriminada, los
aprovechamientos ilicitos, y técnicas inadecuadas de manejo que, han
generado un panorama alarmante con respecto a la calidad del agua e
impacto en la salud de la poblacién. Asimismo, la frontera agricola se
amplia anualmente en 625 ha, debido ala baja disponibilidad de tierras
para uso agricola. Adicional, las politicas de desarrollo sectorial son in-
consistentes y desarticuladas, aumentando la amenaza de destruccion
de los humedales en Colombia (Ministerio del Medio Ambiente, 2002).

4.2 Materiales y métodos

Para la ejecucion de este proyecto, fueron definidas algunas estra-
tegias metodoldgicas, todas encaminadas a responder la pregunta de
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investigaciéon: ;jCual es la diversidad de los indicadores microbiologi-
cos Escherichia coli y colifagos somaticos aislados de muestras de agua
del Lago Guamuez, ecosistema estratégico productivo de Narino? Para
esto, se hicieron muestreos mensuales durante seis meses, con la finali-
dad de monitorear los parametros fisicoquimicos y relacionarlos con el
recuento de los bioindicadores E. coliy colifagos somaticos en los pun-
tos de recoleccion de muestras de agua. Los andlisis a nivel microbio-
l6gico y de biologia molecular fueron hechos en el Laboratorio 604 de
Procesos Microbianos de la Universidad de Narifio y, algunos andlisis
fisicoquimicos complementarios diferentes a los andlisis in situ fueron
realizados en la empresa Empopasto. A continuacién, se efectia una
descripcion detallada de los métodos empleados:

4.2.1Seleccion de puntos y toma de muestras
en el Lago Guamuez

Para seleccionar los sitios de muestreo se realizé una triangulacién
del mapa del Lago Guamuez, de forma que se ubicaron nueve puntos
para la toma de las muestras de agua (Figura 4.1); la Tabla 4.1 permite
apreciar las coordenadas.
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Figura 4.1 Puntos seleccionados para la recoleccion de agua del Lago Guamuez
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Tabla 4.1

Coordenadas correspondientes a los puntos de muestreo establecidos en el proyecto
PI 1°07°46” 77°09°52”
P2 1°07°45” 77°08’37”
P3 1°06’41” 77°09’16”
P4 1°06°00” 77°08°07”
pP5 1°05°20” 77°09°07”
P6 1°04’43” 77°07°58”
pP7 1°04°’13” 77°09’38”
P8 1°03°42” 77°08’33”
P9 1°02°58” 77°09°32”

En cada punto, a 10 cm de profundidad, se tomaron, las muestras de
agua por triplicado en frascos &mbar estériles de 500 mL (para analisis
fisicoquimicos) y, en bolsas estériles Whirl-Pack de 1L (para los anali-
sis microbioldgicos). In situ, con el equipo multisonda ThermoScientific
Orion Start A329, se determinaron los parametros fisicoquimicos: tem-
peratura, pH, ORP (potencial de oxidacidon-reduccién), ISE, conductivi-
dad, solidos totales disueltos, salinidad, resistividad y oxigeno disuelto,
en cada uno de los puntos. Las muestras de agua fueron transportadas
en condiciones de refrigeracion hacia Empopasto para el analisis de
cloruros, fosfatos, nitratos, nitritos y nitrégeno amoniacal y, al Labo-
ratorio de Procesos Microbianos de la Universidad de Narifo, para la
ejecucion de los analisis microbioldgicos y moleculares, enfocados ini-
cialmente al aislamiento de E. coliy la deteccion de colifagos somaticos.

4.2.2 Aislamiento de E. coli

Para aislar E. coli, 100 mL de cada una de las muestras de agua (27)
fueron filtradas por duplicado, 54 membranas en total, cada una colo-
cada en sendas cajas petri conteniendo medio chromocult. Este medio
permite la identificacion simultanea de enterobacterias y FE. coli, a tra-
vés de dos sustratos cromogenos. El sustrato Salmon-GAL es escindido
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por la enzima B-D-galactosidasa caracteristica de coliformes y provoca
una coloracién roja de las colonias de coliformes. La identificacién de
la B-D-glucoronidasa caracteristica para E. coli tiene lugar mediante el
sustrato X-glucorénido, cuyo producto de escision produce una colo-
racion azul de las colonias positivas. Ya que E. coli escinde tanto Sal-
mon-GAL como X-glucorénido, las colonias se tinen de violeta-azul os-
curoy, debido a ello, son faciles de diferenciar de las restantes colonias
de coliformes que se presentan de color rojo. El contenido de triptéfano
mejora la reaccion de Indol para la confirmacién adicional de la pre-
sencia de E. coli y aumenta con ello la seguridad de identificacion en
combinacién con la reacciéon Salmon-GAL y la reaccion X-glucordnido.

Posteriormente, las cajas de chromocult con las membranas fueron
selladas herméticamente e incubadas en bafio Maria a 44.5 +/- 0.5 °C
por 24 h. Terminado el tiempo de incubacion, se realizé el recuento de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por 100 mL. Las colonias azu-
les fueron tomadas como recuento de E. coli en 100 ml y, las rojas mas
las azules, se asumieron como recuento de enterobacterias UFC/100 ml.
Entonces, para el aislamiento de E. coli se tomaron las colonias azules ca-
racteristicas del crecimiento de E. coli en este medio de cultivo, las cua-
les fueron codificadas y sembradas por agotamiento en agar Eosin Metil
Blue (EMB Merck), e incubadas a 30 °C +/- 0.5°C por 18 a 24 h (Figura 4.2).

Las colonias sembradas que presentaron color verde metalico, carac-
teristico del crecimiento de E. coli en el agar EMB (Figura 4.3), fueron
transferidas al medio Luria Bertani (LB Merck) e incubadas a 37 °C du-
rante 18 h. Para confirmar el género y especie, se realizé la caracteri-
zaciéon macro y microscépica y se efectuaron las respectivas pruebas
bioquimicas confirmatorias: Triple Sugar Iron Agar (TSI), Lisina Hierro
Agar (LIA), Citrato de Simmons (CS), Indol, Metil Red-Voges-Proskauer
(VP), Sulfide Indole Motility (SIM), oxidasa (-) (Farmer, 1995). Los aisla-
dos presuntivos de ser E. coli fueron llevados a conservacion en medio
LB a temperatura ambiente, para los posteriores analisis moleculares.
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Figura 4.2 Procesamiento de muestras de agua para el aislamiento de E. coli

Figura 4.3 Aislamiento e identificacién de E. coli. A). Crecimiento de colonias en agar Chro-
mocult. B). Crecimiento de E. coli en medio EMB, se observa la coloracién verde metdlica
caracteristica. C). Siembra de E. coli por agotamiento en medio LB. D). Pruebas bioquimicas
confirmatorias TSI (A/A) con gas, LIA (K/K), CS (-), Indol (+), VP (), SIM (+), oxidasa (-). E).
Observacion microscopica de E. coli.
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4.2.3 Aislamiento de colifagos somaticos

Para el caso de los colifagos somaticos, desde el dia anterior ala toma
de muestras se procedio a preparar a la bacteria hospedera E. coli ATCC
13706 en caldo triplicasa de soya (TSB Merck) y se incubé a 30 °C +/- 0.5
°C por 18 h (Figura 4.4).

Dia 1 Preparar

Inocular E. coli ATCC 13706 Tubos para centrifugar (27)

120 mL TSB ‘ 4 replicas por
37'Cx12h muestra
0,5 -520 nm 45mLx4=18mL
1x 10° cel f mL sobrenadante
Tubos para mezclar ( 108) Micropipetas y puntas
27 muestras x j + 4.5 mL sobrenadante
4 replicas =108 * 1,0mL E coli
( = 80 pL trifenil
+ Pipetas 10 | tetrazelium
mL !
55mLTSA

Figura 4.4 Preparacién de cultivo de E. coli ATCC 13706 en medio
TSBy preparacion de material para muestreo

Al siguiente dia, después de la toma de muestras, se procedio a rea-
lizar la metodologia que permite la deteccién de los colifagos Norma
N° 9211D (American Public Health Association, APHA, 1995). El protocolo
inici6 con la centrifugacion de 15 ml de las muestras de agua a 7800
rpm por 30 min. Se realizé una mezcla de 4.5 ml, 1 ml de E. coli y 80 pl
de cloruro de trifenil tetrazolium, compuesto indicador de la presencia
de metabolismo bacteriano que, ademas, facilita la observacién de las
placas de lisis bacteriana originadas por el crecimiento de los colifagos
en sus células hospederas (Figura 4.5).

Finalmente, a la mezcla se le adicioné 5.5 ml del Agar Tripticasa de
soya (TSA Merck) fundido; la mezcla se homogenizé con vértex y se
sirvid en cajas de Petri. Por cada replica bioldgica se sirvieron cuatro
placas. Una vez solidificada la muestra, se incubé a 37 °C hasta que se
observé las placas de lisis (entre 6 y 8 h).
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Terminado el tiempo, se realizé un recuento de las placas de lisis ob-
servadas en los medios de cultivo. De acuerdo con sus caracteristicas,
fueron seleccionadas teniendo en cuenta la morfologia de la placa y la
presencia de precipitado en el interior. Las placas de lisis fueron cor-
tadas directamente, tomadas y colocadas en medio TSB previamente
crecido con la cepa hospedera de E. coli ATCC 13706.

Posteriormente, se realizo la titulacion de los colifagos, con el fin de
conservarlos, de acuerdo con las normas APHA (1995). Para ello, fueron
preparadas diluciones seriadas, adicionando 500 L del sobrenadante
de los colifagos por cada 4.5 mL de solucion salina estéril 0,85 %, hasta
llegar al factor de dilucién de 10 8. Las diluciones pares fueron tomadas
y mezcladas con 5.5 mL de agar TSA fundido y 1 mL de la cepa patron
de E. coli ATCC 13706. Una vez preparada la mezcla, se sirvié en cajas de
Petriy seincubo a 37 °C, hasta la observacion de crecimiento bacteriano
y placas de lisis (entre 6 y 10 h).

Dia 2: Muestreo
En cada punto de muestrec o " -
(9) se tomaron 3 muestras de e .‘H - Cen:_:;gsat;:ada
agua, para un total de 27 @ 3000 rpm
muestras, - - 10 min
e —
& =\
+ 5 mlL sobrenadante muestra )
Agitar en vortex
¥ agrega};er_una Incubar a 37 *C
caja Petri
+ 1 mLde E coli ATCC 13706 S olacas da ials
-
+ BO pL de trifenil tetrazolium |
J |
5.5 mL Agar TSA
45°C Por cada muestra de agua se realizan 4 placas Petri

Figura 4.5 Segunda parte del protocolo de obtencion de colifagos somdticos
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4.2.4 Extraccion de ADN

4.2.4.1 Extraccion, cuantificacion y analisis de ADN cromosomal
de E. coli por electroforesis en geles de agarosa

La extraccion de ADN de los aislados de E. coli se realizé con el kit
comercial “Wizard® Genomic ADN Purification Kit”, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante (Figura 4.6). Se verificé la concentracion e integri-
dad del ADN cromosomal por espectrofotometria usando el Nanodrop
(Thermo Scientific Nanodrop One®©). Posteriormente, se ajusto la concen-
tracién del ADN de trabajo a 100 ng/uL con agua ultrapura (agua mili-q) y
se establecié un banco de ADN stock (original), el cual se almacenoé a 20 °C.

Extraccién de ADN con =y Ajustar
Kit comercial " Wizard® . — concentracion de
Genomic ADN ADN a 50 ng/pL

Furification Kiff

Electroforesis en gel de
agarosal %

v

m\ ,6\ =

Amplificacidn de

Secuenciacién Sanger Electroforesis en gel de la sub unidad 168
agarosal % RNA

Figura 4.6 Flujo de trabajo para la extraccién, cuantificacion y andlisis
de calidad del ADN extraido a partir de los aislados de E. coli. Se incluye
ademds la amplificacion de la subunidad 16S ARNy

A continuacion, se realizé el gel de electroforesis para evaluar la cali-
dad del ADN extraido de las muestras (Figura 4.6). Para ello se preparé
un gel de agarosa 1% en tampdn TAE 1X, se agrego al respectivo molde
de la camara, se coloco el peine para la construccién de los pozos y se
dejo polimerizar. Se preparé una mezcla que contenia 2 uL de la solu-
cién de ADN y 1 uL. del tampén de la muestra (azul de bromofenol 6 X)
que contenia gel red en concentracién final de 1 X'y, como marcador de
tamano molecular, se utilizé lambda Hind Ill (Promega). Las condiciones
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dela corrida electroforética fueron 80 V por 1.5 h (Burbano-Rosero et al.,
2017), y se realizé en la camara Multisub Electrophoresis System Cleaver
Scientificusando TAE 1X como tampdn de corrida. El gel fue visualizado
en el transiluminador Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris
E300 UV auna longitud de onda de 302 nm.

4.2.4.2 Extraccion, cuantificacion y analisis de ADN de los
colifagos somaticos por electroforesis en geles de agarosa

Para la extraccion de ADN se aplico el método de Lockett (1990) con
algunas modificaciones. Del medio de cultivo donde se encontraba la
cepa hospederay el colifago somatico, se tomé 1 ml y se llevé a un tubo
para microcentrifuga en donde se le adicionaron 5 pul de ARNasa y se
incubd en bafio Maria a 37 °C por 1 h (Figura 4.7).

Terminado el tiempo, se adicioné 20 pl de ZnCl, 2M (previamente
filtrado), se incubo a 37 °C por 15 min y se centrifugd a 8000 rpm por 10
min; se descarté la fase acuosa y se trabajo con el pellet, el cual fue res-
uspendido en 500 ul de tampdn TES (Tris/EDTA/SDS). Se homogenizo
en vortex e incubd a 65 °C por 15 min y se agregd 60 ul de Acetato de po-
tasio 3M, se incubd en hielo por 15 min y se centrifugé a 8000 rpm por
10 min. El sobrenadante se transfirié a otro tubo para microcentrifuga
y se descarto el pellet. A continuacion, se adicionaron 100 pl de isopro-
panol 99,9 % grado molecular (Merck), necesario para facilitar la preci-
pitacion del ADN, y se centrifugd nuevamente a 8000 rpm por 10 min
(Figura 4.7). Posterior a esto, se descarté el sobrenadante, el pellet se lavo
con 200 ul de etanol a 70 % grado molecular, se centrifugd a 10000 rpm
por 5 min y se dejo secar toda la noche a temperatura ambiente. Final-
mente, el ADN se resuspendié en tampdn TE (Tris/EDTA) y se realizo
la cuantificacién en el Nanodrop para determinar la concentraciéon y
calidad del ADN obtenido. Determinada la concentracién, se procedio
a realizar la electroforesis en gel de agarosa a 1 %, como se describié en
el item anterior.
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Figura 4.7 Flujo de trabajo de la extraccién de ADN de los colifagos somadticos

4.2.5 Identificacion molecular de las cepas de E. coli, por
amplificacién del gen 16S ARNr

Para la amplificacion de la subunidad 16S rARN se empleé los pri-
mers 27F (5 = AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3’) (Weisburg et al.,
1991) y 1041R (5" - CGG TGT DTA CAA GAC CC - 3') (Ntibel, et al., 1996).
Se trabajé a una concentracion final de 0.4 uM de primers, 0.05 mM de
mix de dNTPs, 0.025 u/uL de GoTagq DNA Polimerasa, 1 mM de MgCl.
Se adiciondé 10 L de tampodn Colorless (Promega) y 32,75 L de H20 ul-
trapura. Como control negativo se us6 agua ultrapura grado molecular
y, como control positivo, una muestra de ADN previamente amplifica-
da. La amplificacién de la subunidad 16S rARN se realizé por PCR en
el termociclador (Termociclador TI00™ Touch. BIORAD) con el siguiente
programa de termociclado: 95 °C por 2 min, 30 ciclos de 94 °C por 2 min,
55 °C por 1 min, 72 °C por 3 min, y una extension final de 10 min a 72 °C.
La amplificacién fue verificada por electroforesis en geles de agarosa a
1% usando tampoén TAE 1 X para la corrida; el montaje del gel se realizé
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como se describié previamente. Las condiciones de corrida fueron 70
V por 1.5 hy el gel fue registrado y analizado usando el filtro de referen-
cia E5001. Para que los amplicones fueran secuenciados en la empresa
Macrogen-Korea, se procedié con el tramite de salida de muestras ante
el Ministerio del Medio Ambiente - ANLA (Autoridad Nacional de Licen-
cias Ambientales) y, después de cumplir con todos los requisitos docu-
mentales exigidos por la entidad, se nos aprobd la salida con los permi-
sos pertinentes mediante expediente AIE0298-00-2021 No CITES 2591.

4.2.6 Andlisis de variabilidad genética por BOX - PCR
para E. coli y colifagos somaticos

Tanto para E. coli como para los colifagos somaticos en los analisis
de BOX-PCR se emple6 el primer BOX AlIR (5CTACGGCAAGGCGAC-
GCTG 3) en el proceso de amplificacion (Adiguzel, et al., 2009). La re-
acciéon (25uL) se realizé en una mezcla que contenia concentraciones
finales de: 0.2 uM del iniciador BOX Al (IDT - Integrated DNA Techno-
logies), 0.025 mM del mix de dNTPs, 0.025 u/uL de Tag DNA Polimera-
sa (GoTaq “ flexi DNA Polimerase (Promega)), 1 mM de MgCl2, y fueron
adicionados 5 pL de tampon Colorless (Promega). Para la reaccion se
utilizé 1 uL. del ADN de cada muestra, ajustado a concentracién de 100
ng/uL y, como control negativo, se usé agua ultrapura grado molecular.
En el andlisis de BOX-PCR para los colifagos somaticos, la reaccién se
realizé utilizando las mismas soluciones y concentraciones finales que
para E. coli, pero para un volumen final de 50 pL, para lo cual fueron
adicionados 2 pL. de ADN ajustados a 100 ng/pL (Figura 4.8).

La PCR se realizo utilizando el siguiente programa de termociclado:
95 °C por 7 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 53 °C por l min y 65 °C por 8
min, con una extension final de 15 min a 65 °C (Adiguzel et al.,2009). Las
muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agaro-
saal%-TAE 1X, como se describid en el item 4.2.4.1; las condiciones de
corrida fueron 60 V por 1.5 h y, terminada la corrida, los geles fueron
digitalizados en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Ac-
curis E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. Obtenidos los resulta-
dos, se efectud los analisis de los polimorfismos utilizando el software
libre Photocaptw.
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Mezcla de reaccion : _ —

BOX ATR 0,2mM
Mix dNTPs 0.025 mM

Taq Polimerasa 0.025 u fplL ]
MgCl: 1 mM
5 plL de tampdn Colorless |

1 pL muestra de ADN

Andlisis de polimorfismos (variabilidad genética), Sofware
Photocaptw

Figura 4.8 Flujo de trabajo del Andlisis de variabilidad genética por BOX — PCR para E. coli y
colifagos somaticos

Nota: En la figura se observa las condiciones (mezcla de la reaccién) y pasos a realizar
para la técnica BOX — PCR respecto a los bioindicadores y el andlisis realizado en el
software Photocaptw, mediante la determinacion del tamafio molecular de cada una
de las bandas generadas.

4.2.7 Amplificacion de genes asociados a patogenicidad

Para la vinculaciéon de genes asociados a las islas de patogenicidad,
se amplificaron los genes terD, 1fbo;o, fliCHy, Ip, st y It, asociados a los
diferentes serotipos de E. coli.

La PCR se realizo utilizando el siguiente programa de termociclado:
94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C, 30 s, 55 °C por Imin, con una exten-
sion de 72 °C por 1 min y una extensién final de 72 °C por 5 min para
los genes terD, rfboio, fliCHy, Ip. Para los genes It y st se trabajé con
las condiciones propuestas por Burbano-Rosero (2017): 95 °C por 5 min,
40 ciclos de 95 °C por 40 s, 58 °C por 1 min, una extension de 72 °C por
2 min y una extension final de 72 °C por 7 min. El control negativo para
la amplificacién de todos los genes fue agua ultrapura grado molecular
(Figura 4.9).
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Mezcla de reaccion _

g - T e
Mix dMTPs 0.025 mM
Taq Pelimerasa 0.025 u fpL e

MgCl; T mM
Iniciadorea de genes terD) b, |
MliCis lp, sty It )

5 pl de tampdn Colorless
1 pl muesira de ADN

MIX
BB R=B=B—R-R- BB

Determinacion presencia /ausencia de genes de
patogenicidad

Figura 4.9 Flujo de trabajo genes asociados a Islas de Patogenicidad para E. coli y colifagos
somadticos

Nota: En la figura se observa las condiciones (mezcla de la reaccién) y pasos a realizar
para la deteccion de genes de virulencia respecto a los bioindicadores y el analisis
realizado mediante una matriz de presencia — ausencia.

4.2.8 Modelamiento matematico

Para formular el modelo matematico que describe la dinamica de
interaccién E. coli-colifagos somaticos en ciclo litico, se tuvo en cuenta
las siguientes consideraciones:

La poblacién de bacterias infectadas no presenta crecimiento

Las bacterias requieren nutrientes y, por lo tanto, compiten por ellos en el
medio

El crecimiento de E. coli susceptible se modelé mediante una funcién
logistica con capacidad de carga (K) que sustente los individuos en el medio

Una sola bacteria puede absorber mas de un colifago somatico, debido a
que la célula bacteriana puede presentar multiples receptores en la pared
celular.
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4.2.9 Analisis estadistico

Se uso el coeficiente Rho de Spearman para analizar la correlacién
lineal entre las variables de recuentos de E. coli, enterobacterias y colifa-
gos somaticos con las variables fisicoquimicas, meteoroldgicas, hidro-
légicas, uso del suelo y microbioldgicas. Complementariamente, para
evaluar la variabilidad de estas ultimas variables y su aporte a la varia-
cion total de las mismas en la regiéon estudiada, se utilizoé un andlisis
factorial con componentes principales.

4.3 Resultados y Discusién

Segun lo descrito en el Plan de Manejo Integral del Humedal Ramsar
Laguna de la Cocha (Alvarez, 2015), existen algunos factores que pueden
contribuir con el deterioro de la calidad del agua del Lago Guamuez;
entre ellos se incluyen, procesos erosivos, sedimentacion del lago, defo-
restacion, pérdida de biodiversidad y presencia de asentamientos hu-
manos cercanos a las fuentes de agua. Segun estudios realizados por
Lopez y Palacios (2015), el Lago Guamuez, hasta hace algunos afios, fue
considerado como oligotréfico o ultra oligotrofico, caracterizacion que
lo refiere a un lago de baja contaminaciéon ambiental.

Figura 4.10 Jaulas para acuicultura de trucha instaladas en diferentes espacios en el Lago
Guamuez

Nota: En la Figura se logra observar una de las actividades que se desarrollan en el
Lago Guamuez como la acuicutura, mediante la implementacién de jaulas flotantes,
destinadas para la produccién de trucha. Estas fotografias fueron tomadas en los
puntos de colecta nimero 2,7y 8.
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No obstante, en los ultimos anos se ha intensificado la acuicultura,
actividad que se relaciona directamente con la calidad de los cuerpos
de agua (Price et al., 2015). En este sentido, durante la recoleccion de las
muestras de agua, se pudo observar en lugares cercanos a los puntos de
muestreo, la presencia de varias jaulas de cria de trucha arcoiris (Figu-
ra 4.10) y, los recuentos de los microorganismos bioindicadores fueron
mayores que los puntos que presentaban jaulas mas distantes.

Es importante resaltar que, el lago tiene 16 km de largo, un ancho de
6 km y una profundidad maxima de 75 m. La superficie es de 42 km?,
el volumen de agua de 1,55 x 10 m> y es afluente del rio Guamuez (Du-
que-Trujillo et al., 2016).

Ademas del rio Guamuez, el lago recibe otros 26 afluentes en una
cuenca de 225,9 km? que se encuentra entre 2780 y 3650 m s.n.m. (Du-
que-Trujillo et al., 2016). Segin informacion dada por parte de CORPO-
NARINO, existen 86 proyectos de jaulas flotantes para la cria de trucha
arcoiris, que pueden ser de diferentes tamanos. Esta observacién es im-
portante porque, aunque la superficie del lago es extensa, esa cantidad
dejaulas es un numero considerable para incidir en la intervencién an-
tropogénica, causando la contaminacion.

Estudios previos realizados por Lépez-Macias y Salas-Benavides
(2013) han descrito que, las actividades acuicolas en granjas de jaulas
flotantes tienen afectacién contra la biodiversidad en el Lago Guamuez.
Los investigadores evaluaron durante 90 dias, los parametros limnolo-
gicos del lago, con el propdsito de establecer el efecto de la produccion
de trucha arcoiris en jaulas flotantes, en la eutrofizacion de este cuerpo
de agua. Concluyeron que, existen valores elevados de nitrogeno cerca
delasjaulas flotantes de mayor produccion, debido a las excretas de las
truchas, los flujos procedentes de las salas de evisceracién que, en algu-
nas explotaciones, llegan directamente al lago y el alimento no consu-
mido por los peces, que se acumula en el fondo del cuerpo de agua, su-
friendo procesos de descomposicion aerobios y anaerobios que liberan
gradualmente en la columna de agua, fésforo y nitrégeno.

Esto resulta un motivo de preocupacién, ya que las acumulaciones,
sedimentos y aumento de algunos parametros como Ny P pueden rela-
cionarse con la proliferacién de microorganismos patégenos que afec-
tarian directa o indirectamente la calidad de agua de estos ecosistemas
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acuaticos (Gonzalez-Legarda et al., 2017). Por lo tanto, en el caso del Lago
Guamuez, la presencia de estas jaulas sin un plan integral para el desa-
rrollo de las actividades de uso del cuerpo hidrico tiende a generar mas
efectos negativos que positivos sobre la calidad del agua y las pobla-
ciones aledanas. Es importante resaltar que, la contribucion al aumento
de la contaminacién por la presencia de estos peces se debe, principal-
mente, al aumento de los sedimentos por el uso de concentrado para la
alimentacion y la produccion de heces, procesos que no cuentan con sis-
temas de tratamiento para su inactivacion (Imues-Figueroa et al., 2018).

Por otro lado, ademas de la piscicultura, otros factores pueden dete-
riorar la calidad delos cuerpos de agua; como son: la agricultura (Mali et
al.,2015) y el turismo, pues el flujo de personas casi a diario, en especial
los fines de semana, es muy alto (Redacciéon Turismo. Colombia.com,
2013); por ende, su uso como fuente de agua potable ha llevado a que es-
tos cuerpos de agua puedan actuar como sumideros de contaminantes
liberados de manera intensiva. Como resultado, y debido al aumento
del desarrollo urbano y agricola de la region, han surgido problemas re-
lacionados con la erosion, sedimentacién y eutrofizacion del lago (Mali
et al.,, 2015). Otro factor importante para considerar es que, en el Lago
Guamuez existen plantas acuaticas invasoras que han proliferado por
el aumento en las concentraciones de nitrogeno y fésforo, contribuyen-
do ala eutroficacién y afectacion de la biodiversidad (Quintero, 2006).

Es igualmente importante considerar algunos datos exclusivos del
lago para atender la afectacion a la que nos estamos refiriendo. Segun
el Instituto Alexander Von Humboldt, World Wildlife Fund Colombia
(WWF), Asociacion Para El Desarrollo Campesino (ADC) (2004), el 52,08
% de la poblacién total del area estudiada cuenta con el suministro de
agua por acueducto; el 19,86 % la toma de nacimientos; el 11,44 % lo hace
de un aljibe o pozo; el 6,72 % de quebradas y, un 3,74 % directamente
del rio Guamuez. Este recurso hidrico, cuando se usa de forma directa,
se consume sin ningun proceso de potabilizacion, razén por la cual se
constituye en un factor esencial de generacion de enfermedades en la
comunidad.

Por otra parte, existen algunos datos sobre como los habitantes del
corregimiento de El Encano evactian sus excretas, entre estos se en-
cuentran, a través de pozo séptico (45,70 %); a campo abierto (19,60 %);
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alcantarillado (10,80 %); quebradas (5 %) y, directamente en la laguna
(4,88 %). Estos datos muestran la disposicion inadecuada de excretas 'y
de residuos solidos que, ademds de perjudicar la calidad de vida y las
condiciones de produccion, afectan la integridad de esta fuente de agua
en particular. Dicho deterioro, unido a la carencia de agua potable, crean
ambientes insalubres que propician las enfermedades y disminuyen la
productividad de la poblaciéon (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

4.3.1 Andlisis fisicoquimicos

En la Tabla 4.2 se presenta los valores promedio de los parametros fi-
sicoquimicos correspondientes a las diferentes colectas; se observo que
no existe una variacion significativa en la temperatura, pH, conductivi-
dad, sélidos totales, salinidad, resistividad, oxigeno disuelto y cloruros.

Tabla 4.2

Media de los parametros fisicoquimicos determinados en las recolecciones de
muestras de agua

. M-01 M-02 M-03 M-04 M-05 M-06
Parametro Noviem- | Diciem- .
o Octubre bre bre Enero Marzo Abril

2021 5030 5020 2021 2021 2021
;Eg;”pe“t““ 16,7 16,87 16,8 16,4 16,5 163
pH 747 7,59 77 773 841 7,66
Poten- | Mv 149 264 322 349 7925 | -4542
cial ORP | -1537 26,41 322 34,8 7937 | -4576
Oxida-
ciony
Reduc-
cion
ISE (ppb) 0,55 0,36 0,29 0,26 0,035 0,19
Conductividad 42,59 4395 4384 | 4266 9,46 9,42
(Ms/cm)
Sélidos Totales 21,68 2 2197 2196 5,12 511
Salinidad (psu) 0,074 0,075 0,075 0,075 0,061 0,061
Resistividad 23,09 28 284 22,84 10597 1062
Oxigeno 673 71 717 733 733 733
Disuelto
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: M-01 M-02 M-03 1 Meo4 M-05 M-06
Parametro Noviem- | Diciem- .
e Octubre bre bre Enero Marzo Abril

2021 2020 2020 2021 2021 2021
Cloruros 3,36 3,16 3,99 457 451 46
(mg CI/L) bl » » ! 5! 9
Fosfatos
(mg PO4/L) 0,085 0,68 0,077 0,16 0,16 0,19
Nitratos
(mg NO3/L) 0,58 0,91 0,69 0,57 0,21 0,54
Nitritos
(mg NO2/L) 0,039 0,021 0,059 0,033 0,025 0,030
Nitrogeno
amoniacal 0,087 0,38 0,182 0,4 0,37 0,27
(mg NH4/L)
Pluviosidad 0 04 0 5,1 5,6 16,6

*M: Muestreo

4.3.2 Analisis Factorial con Componentes Principales

Mediante un andlisis factorial con componentes principales (ACP)
se establecid que, variables fisicoquimicas, meteorolégicas, hidrologi-
cas, uso del suelo y microbiolégicas presentan mayor variabilidad en la
region estudiada. Segun los resultados, que se pueden evidenciar en la
Tabla 4.3, las variables conductividad, solidos totales disueltos, salini-
dad, resistividad y pluviosidad se agrupan en una primera componente,
la cual aporta el mayor peso, con el 51,06 % de la varianza total de las va-
riables observadas, y los parametros pH, Mv, ORP e ISE tienen el mayor
peso en la segunda componente y aportan el 10,34 % a la varianza total

de los datos.
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Tabla 4.3

Analisis estadistico - Matriz de componentes

Matriz de componentes rotado

Variables

Componentes

Temperatura

0,78

pH

0,85

Mv

0,84

ORP

0,84

ISE (ppb)

0,82

Conductividad (Ms/cm)

0,901

Sélidos totales disueltos (ppm)

0,901

Salinidad (psu)

0,9

Resistividad (Kohm*cm)

09

Oxigeno disuelto (mg/L)

Cloruros (mg Cl-/L)

Fosfatos (mg PO4/L)

0,71

Nitratos (mg NO3/L)

0,83

Nitritos (mg NO2/L)

0,762

Nitrégeno amoniacal (mg NH4/L)

Pluviosidad (mm)

0,87

El mayor peso de la tercera componente lo tiene la temperatura. Fos-
fatos y nitritos soportan el mayor peso del cuarto componente. Y en
la quinta componente los nitratos. Oxigeno disuelto y cloruros presen-
tan un aporte minimo en las cinco componentes, que aportan un poco
mas de 85 % de la varianza total de los datos observados en las variables
medidas. La Figura 4.11 presenta el agrupamiento de dichas variables,
segun la correlacién entre las mismas y el aporte a las dos primeras

componentes del ACP.
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Figura 4.11 Variables con mayor aporte a la varianza total, en las dos primeras componentes,
de los parametros fisicoquimicos estudiados

Nota: En la figura se determiné que las variables con mayor aporte son la conductivi-
dad, solidos totales disueltos, salinidad, resistividad y pluviosidad, representando el
51,06 % de la varianza total de los datos.

4.3.3 Recuentos de E. coli y colifagos somaticos en los pun-
tos de muestreo del Lago Guamuez

En la tabla 4.4 y figuras 4.12 y 4.13 se observa el recuento de colo-
nias de FE. coli y enterobacterias; se resalta que el punto 2 del total de
los muestreos fue el que presenté mayor nimero de UFC/100 mL vy, el
menor numero se encuentra en el punto 9; de igual manera, se obser-
va que, para enterobacterias, el menor y mayor numero registrado en
UFC/100 mL fueron los puntos 9 y 2, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que existe un mayor recuento de
E. coli en los puntos de muestreo 2 y 4, de manera que fueron los sitios
con mayores indices de contaminacion microbiolégica. Con relacién al
punto 2, se observa que los recuentos de E. coli fueron mayores durante
la segunda colecta. La presencia de E. coli como bioindicador en altas
concentraciones en este lugar de muestreo y en esta fecha de toma de
muestras, indica la presencia de un evento relacionado con contamina-
cion fecal que contribuy6 a disminuir la calidad del agua en este espa-
cio del lago de forma considerable.
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Tabla 4.4
Recuento de enterobacterias, E. coli y colifagos somadticos por cada punto
en seis muestreos

RECUENTOS DE LOS BIOINDICADORES

Pun- E. coli Enterobacterias Colifagos somaticos
tos de (UFC/100mL) (UFC/100 mL) (UFP/100 mL)
mues-
treo
Ml |M2 |M3 | M4 M5 M6 Ml M2 (M3 |M4 (M5 |[M6 |[Ml | M2 | M3 (M4 (M5 |Mé6
P1 2 |52 |0 |4 |1 |27 |5 57,33 | 9,5 96 109 40,5 |00 33 |75 5417 | 718,3 | 715,0
P2 38 (495 |0 |52 |33 |62 |05 |17 7.8 582 |130,3 |192 [0,0 |67 |75 |2050]16,7 |484,2
P3 0O |45 |0 |3 |12 |1 2,17 | 13,83 | 162,83 |23 2517 10,33 |00 |17 |00 [383 |160,8 |266,7
P4 03|32 |12 |58 |1 14 |117 |633 |60,33 |31,33 [41,5 [30,17 |00 (83 |92 |92 2183 [ 0,0
P5 02 |2 17 128 |17 |13 |067 |917 |633 |3583|4283 (567 (17 (25 |17 00 |92 [3935
P6 0O |05 |0 |17 |67 |05 |167 |317 |6 117 14,33 |9 25 108 |17 00 217 |17
P7 02 |17 |12 |1 0710 08315 |367 |7 3,33 |12 42 10,0 |1558 |00 |08 |5325
P8 0O |03 |07 (22 |05 |02 |7 L5 |3533 |45 |383 |517 |00 |17 |5850 |2667 |75 |2070
P9 08 10,7 |02 |12 |03 |03 |267 |167 |2 0 9 2,33 10,0100 |2675 08 [983 |00

M*: Muestrei
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Al realizar el recuento de colifagos somaticos (Figura 4.14), la mayor
cantidad fue observada en los puntos de muestreo 1y 8, con diferencias
de recuentos dependientes de las fechas de las colectas. No obstante,
durante la tercera colecta, hubo un aumento considerable en los coli-
fagos en la mayoria de los puntos de muestreo, con excepcion de los
puntos 4,6y 9.

Dadas las diferentes condiciones ambientales, E. coli no presenta
una tasa de supervivencia alta en ambientes externos al intestino del-
gado de animales homeotermos; sin embargo, una alta presencia de
esta cepa bacteriana en ambientes acuaticos se debe, principalmente,
a la continua transferencia de estos microorganismos a través de fuen-
tes de contaminacion humana (Larrea-Murrell et al., 2013). Debido a lo
anterior, la alta presencia de E. coli y coliformes termotolerantes en los
muestreos realizados en la laguna de La Cocha, hacen referencia a una
continua deposicion de aguas residuales o contaminacion antropogé-
nica por parte de la comunidad (Barrera-Escorcia et al., 2013; Andrade y
Barros, 2019); esto se evidencia, esencialmente, en los primeros puntos
de muestreo, los cuales estuvieron ubicados cerca a zonas de turismo y
alta densidad poblacional, lo que se correlaciona con los estudios rea-
lizados por Dayanti et al. (2018), quienes describieron que existe una
correlacion indirecta entre el numero de bacterias (E. coli) y la profundi-
dad de un pozo séptico y la distancia de este con respecto a la fuente de
agua; es decir, a una menor profundidad y distancia, la abundancia de
bacterias y microorganismos patégenos se incrementa.

Por otro lado, Ngong et al. (2019) identificaron que, el mayor nimero
de bacterias se encuentra en aguas estancadas como lagos, en compa-
racion con aguas méviles (rios), debido a que, en las primeras no existe
el recambio entre agua nueva y agua contaminada, incrementando de
esta forma la deposicion de particulas en suspension y favoreciendo el
crecimiento de microorganismos patégenos en estos ambientes, lo que
concuerda con nuestros resultados, debido a que el Lago Guamuez es
un lago tropical con poca o ninguna movilidad, en el cual se realizan
actividades de acuicultura y una continua deposicién de materia orga-
nica por parte de la comunidad, lo que hacen de este, un ambiente con
alta densidad poblacional de bacterias patégenas. De igual manera, Fra-
goso-Castilla et al. (2021) indican que no existe una relacion entre variables
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fisicoquimicas y el porcentaje de presencia y remocion de coliformes
en un sistema de lagunas de oxidacion de la ciudad de Valledupary, el
nivel de contaminacion en este tipo de ecosistemas acuaticos que no
presentan recambio de agua es considerablemente alto.

Recuento de Escherichia coli UFC/100mL en los puntos de
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g mom
§ 7 mmen
E 6 wom—
= 3 mm -
E 4 — E—
] 3 meoms
§ . E—
nE_ 1 s m—
0 10 20 30 40 50 60 70 80
UFC/100 mL
8 Ecoli Muestreo 1 u Ecoli Myestreo 2 Ecoli Myestreo 3

Figura 4.12 Media del recuento de Escherichia coli (UFC/100mL) discriminada por muestreo
y por cada punto de recoleccion de muestras de agua.

Nota: En la figura se observa que el mayor recuento de E. coli se presento en el punto de
colecta 2 y 4; relacionado probablemente con el grado de contaminacién antrépica y la
cercania con la poblacién aledaria.

Recuento de enterobacterias por punto de muestreoy
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Figura 4.13 Media del recuento de enterobacterias (UFC/100mL) discriminada por muestreo
y por cada punto de recoleccion de muestras de agua.

Nota: En la figura se observa que el mayor y menor recuento de enterobacterias co-
rresponden a los puntos de colecta 1 y 9 respectivamente, y en el muestreo numero 5
se presenté un mayor numero de UFC/mL.
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Recuento de colifagos somaticos por punto de
muestreo y colecta
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Figura 4.14 Media del recuento de colifagos somdticos (UFP/100mL) discriminada por mues-
treo y por cada punto de recoleccion de muestras de agua

Nota: En la figura sobresalen los mayores recuentos de colifagos somaticos, que
corresponden a los puntos de colecta 1y 8, esto confirma las variaciones entre los
muestreos y los datos de colecta en que fueron realizados.

4.3.4 Analisis estadisticos de correlacion entre analisis
microbiolégicos y fisicoquimicos

Mediante el coeficiente de correlacion de Spearman fueron estable-
cidos los pardmetros fisicoquimicos que se correlacionan con las con-
centraciones de F. coli, enterobacterias y colifagos somaticos. Las Tablas
4.5,4.6 y 4.7 presentan los resultados con correlaciones estadisticamen-
te significativas (p < 0,005). Como se observa en ellas, los pardametros
Fosfatos, Nitrogeno amoniacal y Pluviosidad con la concentracion de E.
coli, con enterobacterias se correlacionan con los parametros Mv, ORP,
ISE y Oxigeno disuelto, mientras que con la concentracion de colifa-
gos son varios los parametros fisicoquimicos correlacionados: H, v, RP,
SV, Conductividad, Sélidos totales, Salinidad, Resistividad, Oxigeno di-
suelto, Cloruros y Pluviosidad.
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Correlaciones lineales significativas (p valor <0,05) de concentracién de E. coli con pa-
rdmetros fisicoquimicos

Fosfatos (mg Nltl:ogeno Pluviosidad
Rho de Spearman PO4/L) amoniacal (mg (mm)
NH4/L)
Coeficiente 0,3 0,34 0,314
E_coli
p valor 0,03 0,01 0,02
Tabla 4.6

Correlaciones lineales significativas (p valor <0,05) de concentracién de Enterobacte-
rias con pardmetros fisicoquimicos

ISE Oxigeno
Rho de Spearman Mv ORP (ppb) disuelto
PP | (mg/1)
Coeficiente -0,308 | 0,306 | 0,432 0,304
Enterobacterias
p valor 0,023 |0,024 |0,001 |0,026
Tabla 4.7

Correlaciones lineales significativas (p valor <0,05) de concentracioén de colifagos con
pardmetros fisicoquimicos

Soli- Re | OXF Plu
Rhode G dos st siss | 9 | clo- | vio-
S H | v | RP | SE |duci-| 0> |lni | % | di -
I vidad les dad dad suel- dad
to
Colifa- coef. 0426 | 054 0543 | 0624 | -0344 | 0,302 | 0,311 | 0297 | 04 0,382 | 0431
808 | Valor | 0001 | 0000 | 0000 | 0000 | 001l | 0027 | 0022 | 0029 | 0000 | 0004 | 0001

Igualmente, mediante el coeficiente de Spearman, se determind la
correlacién entre las concentraciones de E. coli, enterobacterias y coli-
fagos somaticos, encontrando correlaciones significativas entre las dos
primeras y las dos ultimas, cuyos resultados se puede evidenciar en la

Tabla 4.8
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Tabla 4.8
Correlaciones entre concentraciones de E. coli, enterobacterias y colifagos somadticos:

Variables Spearman valor
E. coli con enterobacterias 0,337 0,013
E. coli con colifagos somiticos 0,143 0,301
Enterobacterla}slcon colifagos 0,309* 0,023
somadticos
*pvalor <0.05

4.3.5 Caracterizaciéon microbiolégica de E. coli

Segun las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, se obtuvo un
total de 412 aislados, a los cuales les fueron determinadas las caracte-
risticas microscopicas y macroscopicas. Segin su morfologia micros-
cdpica, corresponden en su totalidad a bacilos gramnegativos; de igual
manera, se resalta una uniformidad en los atributos culturales de los
aislados bacterianos, exceptuando pequenas diferencias en el tamarfio,
margen y elevacion de las colonias (forma circular, margen entero, con
elevacion, superficie lisa, textura cremosa, propiedad o6ptica brillante,
tamano pequenas, configuracion redonda, color crema). La descrip-
cion morfoldgica de los aislados es importante, ya que es uno de los
primeros niveles de identificacion y clasificacién de los microorganis-
mos; sin embargo, se debe tener en cuenta que algunos de los atributos
morfoldgicos pueden variar, dependiendo del medio y las condiciones
de cultivo; por lo tanto, es esencial que este tipo de procesos se lleve a
cabo bajo condiciones controladas, asegurando la reproducibilidad de
los resultados (Figuras 4.15 y 4.16) (Gutiérrez-Jiménez et al., 2015; Porres
y Ruiz, 2018).

La mayoria de los aislados bacterianos exhibieron caracteristicas
bioquimicas similares, presentando una respuesta positiva para la pro-
duccion de indol, acidos lactico, formico y succinico, produccién de
gas, fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa y movilidad. Una res-
puesta negativa para la produccion de DI-acetil, citocromo oxidasa, 4ci-
do sulfhidrico, uso de citrato como tnica fuente de carbono y descar-
boxilacion de lisina. Aquellos aislados que tuvieron variaciones en estas
pruebas fueron descartados. Teniendo como referencia la caracterizacion
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microbioldgica y las caracteristicas propias de la especie E. coli, reportadas
en el manual Garrity (2005), se establece que, los 390 aislados, presun-
tivamente pertenecen a esta especie.

Figura 4.15 Caracteristicas macroscépicas de los aislados de E. coli. A. Aislado 26. B. Ais-
lado 28. C. Aislado 31. D. Aislado 32. La imagen indica caracteristicas uniformes entre los
diferentes aislados

Nota: En la figura se indican las caracteristicas macroscépicas (colonias con forma
circular, margen entero, con elevacion, superficie lisa, textura cremosa, propiedad

Optica brillante, tamafio pequenas, configuracién redonda, color crema) en los aisla-
dos deE. coli

Figura 4.16 Coloracién de gram de los aislados de E. coli.

Nota: En la figura se observan algunos de los aislados bacterianos provenientes de
muestras de agua del Lago Guamuez, los cuales presentan una morfologia bacilar y
agrupaciones caracteristicas como diplobacilos y empalizada. A. Aislado 1. B. Aislado
5.C. Aislado 11. D. Aislado 16. Aumento real observado 1000X.
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4.3.6. Extraccion de acido nucleico de los biondicadores E.
coli y colifagos somaticos

bp mgliug
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Figura 4.17 Verificacion de extraccion de ADN cromosomal

Nota: Gel de agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 70 V durante 1 hora y 30 minutos,
tratado con Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclo-
sure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el primer carril
se observa el marcador molecular 1Kb (Promega); en los carriles 2 a 20, se encuentran
los aislados 1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14,15,16,17,19, 20 y 21 de los aislados de E. coli de
muestras de agua del Lago Guamuez.

Una vez se realizo la extraccion de ADN cromosomal de E. coli, se ob-
tuvieron buenos resultados, respecto a calidad y cantidad de material
genético (mayor o igual a 100 ng/uL y todos en el rango de 1.8-2.0 en la
relacién absorbancia 260/280 nm). Por tanto, el ADN obtenido fue ade-
cuado para la realizacién de posteriores procedimientos moleculares
(Chavez-Jacobo et al., 2017; Sambrook, 2001).

Marcador

lambda D 8 9101112131415 161718192021222
tp ngfiisug - o 3 == =" =

1% 11
Figura 4.18 Verificacion de extraccion de ADN de los colifagos somdticos

Nota: Gel de agarosa 1 %, corrido en buffer TBE 1X a 70 V por 1h, tratado con Gel Red
(Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el primer carril se observa el
marcador de tamano molecular 1Kb (Promega); en los carriles 2 a 25, correspondien-
temente, acido nucleico de los colifagos 33-44 (por duplicado) aislados de muestras
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de agua del Lago Guamuez. En el gen de agarosa se puede observar la calidad y
concentraciéon aproximada del ADN de aislados de colifagos somaticos, respecto a las
bandas generadas por el marcador de tamarfio molecular.

En cuanto a los colifagos somaticos, como se observa en la figura
4.18, el ADN obtenido fue adecuado para la realizacion de los protoco-
los moleculares, se puede observar las bandas muy bien definidas, que
concuerdan con el rango de absorbancia relaciéon A260/280 entre 1.8
y 2.0 que refiere a un DNA de buena calidad, cuando fue medido en el
nanodrop.

4.3.7. Analisis molecular 16s E. coli

Como producto esperado después del proceso de termociclado, se
obtuvo un valor para la PCR de, aproximadamente, 1500 pb (Figura
4.19), caracteristico del gen 16s rRNA. Segun estudios realizados por Pe-
reira etal,, (2016) en bacterias aisladas del ambiente y por Herrera (2017),
se reporto que el gen 16s rRNA posee un tamarno molecular de 1500 pb.
Cabe resaltar que el gen 16s rRNA suministra informacion valiosa para
la caracterizacion molecular de especies bacterianas, ya que es un mar-
cador ampliamente utilizado en estudios de filogenia y taxonomia bac-
teriana (Anguisaca y Castafieda, 2016).
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Figura 4.19 Verificacién de la amplificacién de gen 16S RNA de E. coli

Nota: Gel de agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 60 V durante 1 hora y 30 minutos,
tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart
Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda 302 nm.
En el primer carril se observa el marcador molecular 1Kb (Promega); carriles de 2 a 11,
aislados de E. coli 7, 9,11,12,13,14,15,16,17 y 19, correspondientemente. En el gel de agaro-
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sa se visualiza la amplificacién del gen 16S RNA de aislados de E. coli con un tamarnio
aproximado de 1500 pb respecto a las bandas generadas por el marcador de tamario
molecular.

4.3.8. Verificacion de los perfiles de BOX-PCR en E. coliy
colifagos somaticos

En las Figuras 4.20 y 4.21 se evidencia los perfiles generados median-
te la técnica BOX-PCR, para E. coli y colifagos somaticos, respectiva-
mente. En cuanto a E. coli (Figura 4.20), en los carriles 2,4 y 9 se puede
observar tres perfiles de BOX diferentes, en donde se aprecia bandas
con tamanos que oscilaban entre 0.5 y 4 kb. El analisis de similaridad
mostré 17 estados clonales genéticamente idénticos con un porcentaje
de similaridad de 100 % (Figura 4.21). En el dendrograma se ve la forma-
cion de dos clusters; en el primero se ubican 99 aislados y, en el segundo,
el aislado 71, el cual difiere significativamente del resto de los aislados
(Figura 4.21).

Se ha documentado y confirmado en varios estudios que, la carac-
terizacion molecular mediante BOX-PCR y ERIC-PCR es eficiente para
algunos microorganismos. Mishra et al., (2015) concluyeron la idonei-
dad y reproducibilidad de BOX-PCR y ERIC-PCR para la discrimina-
cion genética de aislados de Fusarium oxysporum. Michelim et al., (2008)
también informaron que BOX-PCR y ERIC-PCR pudieron discriminar
aislados clinicos de Proteus mirabilis. Aparte de eso, Syrmis et al., (2004)
demostraron que BOX-PCR y ERIC-PCR son potentes herramientas de
vigilancia para caracterizar aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
recuperados de pacientes con fibrosis quistica.

Bilung et al. (2018), por su parte, sostienen que, los elementos BOX
(mosaico de elementos repetitivos compuestos por diferentes combi-
naciones de secuencias de tres subunidades, boxA, boxB 'y boxC que son
59,45 y 50 nucledtidos de largo, respectivamente), son de utilidad para
la tipificacion molecular de microorganismos, tanto de enterobacterias,
como de algunas bacterias como Leptospira patogena aislada de ratas 'y
ambientes, en Sarawak, Malasia. Este fue uno de los estudios pioneros
que usé BOX y ERIC-PCR para Leptospira; los investigadores concluye-
ron que, tanto BOX-PCR como ERIC-PCR dieron una eficiencia com-
parable en la determinacion de la relacion genética de 29 aislamientos
de Leptospira patdégena, aunque se obtuvo un indice discriminatorio
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mas alto con ERIC-PCR (0,826) que con BOX-PCR (0,809). En general,
estos aislamientos no pudieron discriminarse claramente en grupos
individuales en funcién de diferentes localidades y fuentes de muestra.
Aunque estos dos métodos son faciles de realizar en poco tiempo, los
hallazgos de este estudio revelaron el poder de resolucion limitado de
BOX-PCRy ERIC-PCR en la determinacion de la relacion genética entre
las leptospiras patogenas.

Sin embargo, para el caso de enterobacterias, estos marcadores mo-
leculares (BOX-PCR), como lo reportaron Gambero et al. (2017), Jena et
al. (2017) y Lopez-Ramirez et al. (2018), permiten analizar la relacién clo-
nal de los microorganismos, discriminar su diseminacién e identificar
poblaciones.

Los resultados encontrados en nuestra investigacion hicieron posi-
ble determinar que, los aislados provenientes de muestras de agua del
Lago Guamuez presentan una amplia heterogeneidad o variabilidad
genética. Igualmente, se evidencié que el estado clonal I presentaba
mayor numero de aislados -22-y, por lo tanto, se puede inferir que estos
clones pueden ser responsables de la contaminaciéon y diseminacion
de genes de virulencia; sin embargo, es necesario realizar estudios mas
analiticos, con el fin de estimar el verdadero impacto de la disemina-
cion clonal. Por otra parte, los valores de similaridad bajos en las demas
agrupaciones pueden ser atribuidos a eventos genéticos como muta-
ciones, inserciones o deleciones que ocurren de manera espontanea y
hacen parte de la evolucion propia de cada poblacién (Lépez-Ramirez,
et al., 2018).

Se infirié que, ninguna herramienta molecular unica es ideal para
tipificar diferentes especies de bacterias. Sin embargo, la combinacién
de diferentes herramientas moleculares los diferenciarda mejor y pro-
porcionara datos de relacion genética mas completos.

Es importante resaltar que, el alto grado de heterogeneidad en los
aislados de E. coli indican, presuntivamente, que existen diferentes
fuentes de contaminacion hidrica relacionadas principalmente por
actividades antropogénicas como el vertido de aguas residuales do-
meésticas, desechos de hidrocarburos generados por los motores de las
lanchas, produccién de carbon, deforestacion, turismo y escorrentia de
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fertilizantes (Torres, 2017; Gonzalez-Legarda, 2017; Imues-Figueroa et
al.,, 2018). Estos resultados indican un panorama alarmante, dado que
existe un riesgo alto de contraer infecciones de dificil tratamiento, de
acuerdo con la amplia variabilidad genética que se encuentra en este
habitat acuatico. Por lo tanto, se recomienda emplear estrategias de se-
guimiento y mitigacion de este tipo de bacterias, con la finalidad de evi-
tar problemas sanitarios mayores en la comunidad.

MARCADOR

2o eyemrep——— )T 12 13

Figura 4.20 Verificacién de la amplificacién de Secuencias Repetitivas Palindromicas
Extragénicas BOX - PCR

Nota: Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 60 V durante 1 hora y 30 minutos,
tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart
Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda 302 nm.
En el primer carril se observa el marcador de tamarno molecular 1IKb (Promega);
carriles de 2 a 11, aislados 299, 300, 301, 302, 304, 305, 306, 307, 308 y 310 de E. coli de
muestras de agua del Lago Guamuez y carriles 12 y 13 control positivo y negativo,
respectivamente. En el gel de agarosa se visualizan los diferentes perfiles generados
mediante la técnica BOX - PCR y se puede apreciar la alta variabilidad genética que
presentan los aislados de E. coli.

En el total de los colifagos somaticos aislados se observé la amplifi-
caciéon de los elementos BOX Al en su genoma. Los perfiles mas repre-
sentativos fueron K, By ] con 29.9; 27.6; y 13.8 %, respectivamente (Figu-
ra 4.22). Los perfiles A, E, F, G, L, M y N se presentaron en un solo fago
cada perfil. En total, se logré obtener 14 perfiles de BOX-PCR para 87
virus, que representan una heterogeneidad considerable; en cuanto al
tamano de los fragmentos, estos fluctian entre 4600 y 200 pb. La gran
mayoria de fragmentos comunes de los perfiles se comparten entre los
tamanos de 1000 a 1500 pb y 200 a 500 pb.
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De manera general, también se observa que los perfiles no tienen
una relacion con los puntos de muestreo; estos se reparten homogénea-
mente en el lago. Los resultados, en este sentido, difieren de lo eviden-
ciado por Quiroz (2014), quien realizé un analisis de BOX-PCR sobre
colifagos de lago Guamuez en tres puntos de muestreo, encontrando
relaciones entre las agrupaciones de los perfiles BOX y los puntos de
muestreo. El resultado actual en la variabilidad de los perfiles a nivel
espacial puede ser reflejo de la
intensificaciéon de la contami-
nacion sobre el lago a través de g
los afios y, también, el aumento
de las fuentes de contamina-
cion; estas dos causas, actuando

en conjunto, llevaron a la proli- _
feracion de los colifagos somati- _,— i
cos y, a amplificar su dispersion ' ——,
en el lago. —
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Figura 4.21 Dendrograma del perfil BOX-PCR de los aislados de E. coli de muestras de agua
del Lago Guamuez

Nota: dendrograma construido usando el software NTSYS Spc 2.1, tomando los crite-
rios Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). En el dendrograma
se puede observar la generacién de 12 subclusters con un estado clonal; la formacién

de estas agrupaciones indica la alta variabilidad genética que presentan los aislados de E coli.
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Figura 4.22 Verificacion de la amplificacion de Secuencias Repetitivas Palindrémicas Extra-
génicas BOX — PCR en colifagos somaticos

Nota: Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 60 V durante 1 hora y 30 minutos,
tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart
Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda 302 nm.
En el primer carril se observa el marcador de tamano molecular 1kb (Promega);
carriles 1y 2: Marcador de tamarfio molecular 1 kb. Pozos A — N: Perfiles BOX - PCR en
ADN de colifagos de muestras de agua del Lago Guamuez y carriles 12 y 13 control
positivo y negativo, respectivamente. En el gel de agarosa se visualizan los diferentes
perfiles generados mediante la técnica BOX — PCR y se puede apreciar la alta variabi-
lidad genética que presentan los colifagos sométicos relacionado posiblemente con
la variabilidad presente en E. coli.

4.3.9. Ampilificacion de genes de virulencia

Al realizar el analisis de genes de virulencia, se puede observar la
presencia de, por lo menos, un gen de virulencia en los diferentes ais-
lados, como los colifagos 1, 3, 4, 5 (ubicados en los pozos 2,4,5y 6 de la
figura 4.23, correspondientemente). En el caso del aislado 6 (pozo 7) se
observa claramente la presencia de solo un gen de virulencia.

La amplificacion de genes de virulencia tanto en E. coli como en los
colifagos somaticos de este estudio (Figura 4.24), es un resultado impor-
tante y de amplia trascendencia, ya que se establece que estos pueden
ser vectores para la transferencia horizontal de genes en microorganis-
mos patdgenos, los cuales pueden afectar el equilibrio de las poblacio-
nes (Kassem et al., 2020; Toribio-Avedillo et al., 2021). Esta transferencia
y la variabilidad genética de estos patogenos puede ocasionar serios
problemas de salud vinculados a la generacion de cepas patogénicas
que exhiban multiplicidad de genes de virulencia, incluyendo la resis-
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tencia a los antimicrobianos, los cuales tornan el manejo e inhibicion a
una mayor complejidad.

MARCADOR
1KB

L

Figura 4.23 Verificacion de la amplificacién de los genes de virulencia Ter-D, RfbO, FLI y LP
de E. coli

Nota: Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 60 V durante 1 hora y 30 minutos,
tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart
Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda 302 nm.
En el primer carril se observa el marcador de tamano molecular 1kb (Promega); carri-
lesde2 a7 aislados 1,2,3,4,5y 6 deE. coli de muestras de agua del Lago. En la figura
se puede observar la amplificacién de diferentes genes de virulencia en aislados de E.
coli, 1o que implica un aumento en el riesgo de contraer enfermedades causadas por
este patdgeno.
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Figura 4.24 Verificacion de la amplificacion de los genes de virulencia Ter-D, RfbO, FLIy LP
de E. coli

Nota: Electroforesis en gel de agarosa 1,5 %, 80 voltios por 75 minutos. corrido en
buffer TBE 1X, tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el
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equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de
onda 302 nm. Pozos 1: Marcador de tamario molecular 1kb. Pozos 2 - 9: Amplicones
de colifagos 1- 8. Pozo 10 y 11: Control positivo y negativo, respectivamente. En la
figura se puede observar la amplificacién de diferentes genes de virulencia en coli-
fagos somaticos, por lo que se infiere que estos genes pudieron adquirirse de la cepa
hospedadora (E. coli).

Los mecanismos de virulencia que caracterizan a E. coli estan genéti-
camente codificados por ADN cromosdémico, plasmidico y fagico e in-
cluyen toxinas termolabiles (LTI, LTIla y LTIIb) y termoestables (ST y
STII), verotoxinas tipos 1,2 y 2e (VT1, VT2 y VT2e, respectivamente), fac-
tores necrotizantes citotoxicos (CNF1 y CNF2), mecanismos de unién
(eaeA), mecanismos enteroagregativos (Eagg) y mecanismos enteroin-
vasivos (Einv). Con el advenimiento de la PCR, ha sido posible identifi-
car estos genes en aislados bacterianos, ofreciendo la posibilidad de un
diagndstico rapido de los mecanismos que operan en infecciones por E.
coli (Chapman et al., 2006).

Varios estudios han demostrado que la adquisiciéon de genes de vi-
rulencia proporciona una via evolutiva hacia la patogenicidad. Como
grupo genéticamente diverso, la mayoria de las cepas de E. coli son co-
mensales inofensivos de los mamiferos (Hartl y Dykhuizen, 1984; Cha-
pman et al., 2006), pero, otras, son capaces de causar enfermedades in-
testinales o extraintestinales (@rskov y @rskov, 1992). La manifestacion
de la sintomatologia clinica y la patologia parecen estar estrechamen-
te asociadas con la posesion de ciertas combinaciones de genes de vi-
rulencia en E. coli (Chapman et al., 2006). Por ejemplo, las cepas de E.
coli diarredgenas son clasificadas seguin sus propiedades de virulencia,
como enterotoxigénicas (ETEC), enteropatogenas (EPEC), enterohemo-
rragicas (EHEC), enteroinvasivas (EIEC) y enteroagregativas (EaggEC)
(Nataro y Kaper, 1998). En general, estos patotipos tienen en comun va-
rias combinaciones de genes de virulencia para la unién y elaboracién
de hemolisinas y enterotoxinas, pero existe una variacion considerable
de polimorfismos y secuencias en las identidades moleculares de los
genes, que codifican estos factores de virulencia (Nagy y Fekete, 1999;
Chapman et al., 2006).
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4.3.10. Modelado Matematico de la dinamica E. coli-coli-
fagos en fase litica en el lago Guamuez

La dinamica entre E. coli y los colifagos somaticos en el ciclo litico
evidenciaday analizada en el lago Guamuez, se sintetizo en el siguiente
diagrama de flujo, constituido por tres compartimentos equivalentes a
las variables seleccionadas en el modelo; adicionalmente, se pudo iden-
tificar los factores que inciden sobre dichos compartimentos, efectuan-
do en ellos una variacion en el tiempo.

w ) Exposed et e Infected e
bacteria (E) bacteria (1)

Coliphages (C)

Figura 4.25 Representacion esquemadtica de interaccion de tres compartimentos

En la figura 4.25 se puede observar la dinamica de interaccion ente
E. coli y colifagos somaticos, resaltando que las variables que inciden
en esta dinamica son: crecimiento bacteriano, proceso de infeccion del
virus, lisis bacteriana por accion fagica, replicacién del colifago dentro
de la bateria y decrecimiento de los colifagos.

Realizado el modelamiento, fueron generadas las graficas corres-
pondientes a las simulaciones, a fin de observar el posible comporta-
miento de las poblaciones (bacterianas y de colifagos somaticos) previo
y posterior al tiempo de latencia (retardo); para ello se emplearon los
valores de algunas tasas y parametros obtenidos de las referencias. Por
otro lado, se estimd, mediante modelos estadisticos, la tasa de creci-
miento de E. coli infectada, lo cual permitié cuantificar la variacion de
dicha poblacién. Las formulas mostradas a continuacion fueron diluci-
dadas al analizar el proceso bioldgico:
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dc—blt ac

Tabla 4.9

(2)

)

Tasas y pardametros empleados en la formulacion del modelo matemadtico

. Parametro Valer Unidades Fuente

;Tiempode lisiz (1) 1 horas lain, R., ¥nore, A, L, Barnacki, U &

{ : : Srivastava, R. {2006) i

| Tasa de muerte por (s) 0.0167 + 0.0006 | min™" | Jain, R., Knorr, AL, Bernacki, ). and |

e  Srivastava, R. {2006) 5

Tasa de degradacién deé o min~1 lain, R., Knorr, AL, Bernacki, I andg
i |

| Srivastava, R. (2006)

particulas de fagos libres (&)

numere de vires |

Tamafo de rafaga () 250 Volkova, V. V., Lu, Z., Besser, T, y Gréhn,
i por bacteria | Y. T. {2014}

Tasa de adsorcion () : 2=107 (fago™! «+mi™? lain, R, Srivastava, R {2009)

H . .h'l_] :

Se enfatiza en la importancia de resaltar que, el cambio en los para-
metros fisicos, quimicos y ambientales presentes en el Lago Guamuez
afecta en gran medida las tasas y parametros especificos formulados en
el modelo matematico, razén por la cual se modelé el sistema influen-

ciado por los factores mencionados.

En la figura 4.26, la primera grafica simula la dinamica, con un retar-
do deuna hora con la tasa de crecimiento bacteriano estimada.
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Figura 4.26 Dindmica de la infeccién de los colifagos somdticos sobre
E. coli antes y después de la lisis

Nota: En la figura se puede visualizar que existe una correlacion inversamente
proporcional entre el crecimiento poblacional bacteriano respecto a la poblacion de
colifagos somaticos libres y como los parametros fisicoquimicos influyen en la tasa
de crecimiento.

La segunda grafica (derecha) muestra la simulacion de la dinamica
con un retardo de una hora, cuya tasa de crecimiento bacteriano se vio
afectada por la modificacion de los parametros fisicoquimicos; por lo
tanto, en conjunto, se evidencia la correlacion existente entre la tasa de
crecimiento bacteriano y la temperatura, pH y pluviosidad, entre otros
parametros fisicoquimicos.

4.4. Conclusiones del capitulo

Las caracteristicas morfoldgicas (macro y microscépicas) como bioquimi-
cas de los aislados bacterianos obtenidos, correspondieron a las descritas
para E.coli en la literatura cientifica y en las normas de diagndstico. No obs-
tante, su variabilidad genética solamente fue observada cuando se usaron
marcadores moleculares polimérficos y la secuenciacién del gen conserva-
do 16 S rRNA. Esto ratifica la importancia de analizar una muestra usando
diversos tipos de marcadores.

Se determind, mediante la técnica BOX-PCR, que existen 17 estados clona-
les y 40 perfiles genéticos diferentes en los 100 aislados de E. coli. En el caso
de los colifagos somaticos, se encontraron 14 perfiles genéticos, con lo que
se establece que existe una amplia variabilidad genética entre las muestras;
adicionalmente, algunos aislados se encontraron en varios puntos, eviden-
ciando la amplia dispersion y la transferencia horizontal entre los diferen-
tes puntos muestreados del Lago.
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El agua del Lago Guamuez no es de buena calidad, los valores de recuentos
de colifagos somaticos sobrepasaron los limites establecidos por las regu-
laciones internacionales.

La presencia de genes de virulencia en una gran proporcién de los aislados
tanto de E. coli como de colifagos somaticos es una alerta epidemioldgica,
puesto que estos pueden estar vinculados con la infecciéon de poblaciones
humanas que disponen del recurso hidrico para variadas actividades de su
quehacer diario, ocasionando grandes afectaciones de salud publica.

El modelado matematico formulado con base en resultados in vitro e in
situ, permitié dilucidar los parametros que mayormente influencian la di-
namica poblacional de los colifagos somaticos como de E.coli en el Lago
Guamuez. La dinamica con un retardo de una hora demostré la correla-
cion existente entre la tasa de crecimiento bacteriano y la temperatura, pH
y pluviosidad, entre otros parametros fisicoquimicos analizados.

Los datos generados en este estudio pueden ser usados a futuro en la pues-
ta en marcha de un sistema de vigilancia epidemioldgica, esto acorde con
las necesidades del ecosistema estudiado y las caracteristicas de un siste-
ma eficiente que permita aunar esfuerzos entre los agentes gubernamen-
tales, la académica, la poblaciéon aledana al Lago, como también los entes
controladores de la salud publica en la region.
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Este libro es una publicacion digital preparada para la comuni-
dad universitaria y publico en general que se interese por
conocer acerca de los cuerpos hidricos, su uso y el monitoreo
de su calidad.

En el primer capitulo se recopila informacion de la
problematica de acceso al agua potable, abordando la conta-
minacion del recurso hidrico por microorganismos patogenos.
Se vincula la deteccion y aislamiento de bioindicadores biold-
gicos como E.coli y colifagos somaticos como una estimacion
de la contaminacion fecal.

En el segundo capitulo se describe la biologia y ecologia
de E. coli, como una de las bacterias entéricas mas conocidas
como bioindicador de contaminacion fecal, sus caracteristi-
cas morfoldgicas, bioquimicas, moleculares y la presencia de
genes asociados a su virulencia. En el tercer capitulo se rela-
cionan la biologia, patogenicidad y ecologia de los colifagos
somaticos.

Finalmente, en el cuarto capitulo se presentan algunos
datos resultantes del proyecto investigacion financiado por el
Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Minciencias),
en el marco de la convocatoria 818. Y complementariamente
se relacionan algunas generalidades de importancia para el
ambiente estudiado, como también, un modelado matemati-
co que explica las interacciones de los parametros fisicoqui-
micos en la dinamica poblacional de los bioindicadores que
puntualizan este estudio.

Estos datos permitiran dar al lector la primicia de la esti-
macion de la calidad de agua del Lago; asimismo, concientizar-
se sobre laimportancia de conservar este ecosistema de valor
incalculable para la humanidad, por su riqueza ecoldgica, esta-
bilidad de ecosistemas y fuente de biodiversidad y sustento.



