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RESUMEN

Un estudio publicado en el afio 2016 por parte de la escuela de Biologia sobre la
variacién espacial y temporal de la diversidad y abundancia del fitoplancton del Lago
de Yojoa en un afio hidrolégico 2014-2015 tuvo una parte alterna donde se evalué la
calidad microbioldgica de las muestras de agua obtenidas del mismo. Los anélisis de
agua confirmaron la presencia de coliformes fecales con crecimiento a 44°C. El
objetivo principal fue clasificar molecularmente los patotipos y grupos filogenéticos de
E. coli de cepas obtenidas a partir de muestras de fuentes de agua. Adicionalmente
se logro la clasificacién de las cepas en serotipos lo cual brindo mas informacién y
coincidencias epidemiolégicas con otros estudios de otras fuentes. El estudio
comprendio el afio 2016 donde se realizo toda la parte experimental y 2017 se
concluyo el anélisis de todos los datos obtenidos. Un total de 32 cepas fueron analiza-
das. El 47 % (n=15) fueron cepas obtenidas de un estudio de aguas en Francisco
Morazén (se unieron al estudio debido a su origen hidrico). El 53 %(n=17) correspon-
de a las cepas obtenidas del Lago de Yojoa. La filogenia de estas cepas es variada
ya que se lograron ubicar en 7 de 8 grupos filogenéticos de los cuales se puede discri-
minar mediante la técnica utilizada. Del total de cepas analizadas un 75 % (n=24)
amplificé para distintos factores de virulencia. El 50 % (n=16) lo representa las cepas
originarias del Lago de Yojoa y el 25 % (n=8) las cepas de Francisco Morazan. El 63
% (n=15) corresponde al patotipo EPEC, el cual se divide de la siguiente manera: 17
% (n=4) corresponde a EPEC atipicas y el 46 % (n=11) a EPEC tipicas. Existen seroti-
pos comunes en ambas fuentes hidricas ademas de cepas productoras de toxinas.
La existencia de un patotipo enteroagregativo de E. coli que por primera vez se regis-
tra en Honduras y tiene la capacidad de la creacion de biofilms en superficies acuati-
cas. La existencia de cepas que albergan factores de virulencia en ambientes acuati-
cos es un hecho que puede ser un potencial problema de salud publica en aquellas
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poblaciones vulnerables y expuestas a estas fuentes hidricas. Se debe indagar méas
acerca del hecho que estas cepas son 0 no potenciales patdgenos para el humano o
benéficos para el ambiente y nicho ecoldgico en el que se encuentran.
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ABSTRACT

A study published in 2016 by the school of Biology on the spatial and temporal varia-
tion of the diversity and abundance of the phytoplankton of Lake Yojoa in a hydrologi-
cal year 2014-2015 had an alternate part where the microbiological quality of the
water samples were obtained from it. Water analisis confirmed the presence of fecal
coliforms with growth at 44 ° C. The main objective was to classify molecularly the
pathotypes and phylogenetic groups of E. coli from strains obtained from samples of
water sources. Additionally, the classification of strains in serotypes was achieved,
which provided more information and epidemiological coincidences with other studies
from other sources. The study comprised the year 2016 where the whole experimental
part was carried out and 2017, the analysis of all the data obtained was concluded. A
total of 32 strains were analyzed. 47% (n = 15) were strains obtained from a water
study in Francisco Morazéan (they joined the study due to its water source). 53% (n =
17) corresponds to the strains obtained from Lake Yojoa. The phylogeny of these
strains is varied since they were able to locate in 7 of 8 phylogenetic groups of which
can be discriminated by the technique used. Of the total of strains analyzed, 75% (n =
24) amplified for different virulence factors. 50% (n = 16) represents the original
strains of Lake Yojoa and 25% (n = 8) the strains of Francisco Morazan. 63% (n = 15)
corresponds to the EPEC pathotype, which is divided as follows: 17% (n = 4) corres-
ponds to atypical EPEC and 46% (n = 11) to typical EPEC. There are common sero-
types in both water sources as well as toxin-producing strains. The existence of an
enteroagregative patotype of E. coli that for the first time is registered in Honduras and
has the capacity to create biofilms on aquatic surfaces. The existence of strains that
harbor virulence factors in aquatic environments is a fact that can be a potential public
health problem in vulnerable populations exposed to these water sources. More must
be inquired about the fact that these strains are or are not potential pathogens for the
human or beneficial for the environment and ecological niche in which they are found.
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INTRODUCCION

La calidad del agua se refiere a las caracteristicas quimicas, fisicas o biologicas del
agua. La calidad del agua es una medida de la condicion del agua en relacion con su
impacto en una 0 méas especies acuaticas como peces y ranas 0 en usos humanos,
ya sea para consumo o uso recreativo. Los estandares mas comunes que se utilizan
para evaluar la calidad del agua se relacionan con la salud de los ecosistemas, la
seguridad del contacto humano y el agua potable. La presencia de E. coli en el agua
es una fuerte indicacion de una reciente contaminacion de aguas residuales o conta-
minacion de residuos animales. Las fuentes de contaminacién fecales de humanos y
animales representan un grave riesgo para la salud debido a la lata probabilidad de la
existencia de agentes patdgenos. El ganado vacuno, cerdos y gallinas pueden
acarrear patégenos causantes de enfermedades transmisibles al humano. Existen 6
variantes patogénicas de E. coli (conocidos como patotipos) que pueden causar
diarrea y reciben su nombre por el tipo de lesiones histopatolégicas en los enteroci-
tos. Para fines practicos solamente se describen tres variantes patogénicas que se
encontraron en fuentes acuaticas en el pais.

REVISION LITERARIA

E. coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC es un patotipo definido como E. coli que no secreta las toxinas termolabiles y
termoestables de ETEC y manifiesta caracteristica de adherencia agregativa (AA) en
cultivos de células HEp-2, siendo éste el estandar de oro para su diagnéstico. EAEC
es poco entendida epidemioldégicamente y no existe evidencia de un reservorio
animal para esta bacteria, pero se han descrito brotes asociados a alimentos y agua
contaminada [N. Boisen, 2012)].

Las diferencias entre cepas patogenas de EAEC de las que no lo son, se descono-
cen en su totalidad, pero estudios recientes de patogénesis han sugerido tres
estados generales de infeccidn: 1) adherencia a la mucosa intestinal por virtud de una
fimbria de adherencia agregativa (AAF-aggregative adherence fimbriae, en inglés) y
otros factores de virulencia; 2) estimulacion de la produccion de moco, formando un
biofilm o biopelicula en la superficie de la mucosa intestinal; y 3) toxicidad a la
mucosa, manifestada por la liberacion de citoquinas, exfoliacion celular, secrecion
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intestinal e induccién de inflamacion en la mucosa [N. Boisen, 2012]. En la figura 7 se
ilustra el efecto citopatoldgico de EAEC.

El factor de virulencia mas estudiado de EAEC es AggR; éste es un reguldn que
controla la expresion de factores de adherencia, una proteina de capa superficial y un
largo grupo de genes codificados en el cromosoma de EAEC. AggR es el regulador
maestro de los genes de virulencia incluyendo AAF, los cuales son la principal adhesi-
na a la mucosa [Nadia Boisen, 2013].

Figura 1. Patogénesis EAEC
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Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EAEC se adhiere al epitelio del intestino grueso y delgado en un
biofilm grueso y elabora enterotoxinas secretoras y citotoxinas.

E. coli enteropatégena (EPEC)

Las cepas de EPEC son causantes de diarrea y su transmision es via fecal-oral a
causa de alimentos, agua o fomites actuando como vehiculo. En adultos sanos, la
diarrea inducida por EPEC puede ser iniciada con una dosis de 108 a 1010 microor-
ganismos, siendo esta dosis infecciosa menor en nifios [Matthew A. Croxen, 2013].
Los serotipos de EPEC fueron los primeros en describirse y en 1987 la Organizacion
Mundial de la Salud acord6 que los serogrupos 026, 055, 086, 0111, 0114, O119;
0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y 0158 serian los de busqueda prioritaria al ser los
causantes de enfermedad. [WHO, 1987]. En cuanto a la patogénesis de este patoti-
po; luego de un acoplamiento intimo, las cepas borran las microvellosidades del
hospedero, generando asi caracteristicas histopatoldgicas conocidas como efecto de
adhesion y esfacelamiento (attaching and effacing-A/E). EPEC se distingue de otros
patotipos como EAEC, EIEC y ETEC que no provocan este efecto de A/E [Gaytan,
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2016]. Los elementos genéticos responsables de la produccion de este efecto citopa-
tologico estan dentro de una gran isla de patogenicidad conocida como LEE (locus of
enterocyte effacement). Ademas, las cepas EPEC son clasificadas como tipicas o
atipicas por la presencia o ausencia del factor de adherencia de EPEC (EPEC adhe-
rence factor, EAF), plasmido que codifica BFP (bundle forming pili) [Isabel C.A.
Scaletsky, 1999].

Figura 2.Patogénesis EPEC
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Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EPEC se adhiere a los enterocitos, pero destruye la arquitectura
normal de las microvellosidades, induciendo las lesiones caracteristicas de adhesion y esfacelamien-
to. El re-arreglo del citoesqueleto estad acompafiado de respuesta inflamatoria y diarrea.

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Este patotipo fue descubierto en el curso de una investigacién clinica en Calcuta,
India, durante 1950, con Vibrio cholerae, en la que los cultivos por esta bacteria resul-
taron negativos pero la sintomatologia clinica era presuntiva de cdlera por presentar
una diarrea acuosa y deshidratacion [Fleckenstein, 2013]. ETEC es un patotipo diver-
so de organismos diarreogénicos que comparten la habilidad de producir y eficiente-
mente secretar enterotoxinas termo-labiles (LT, heat-labile toxin); la cual presenta un
mecanismo similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae, y termo-estables (ST,
heat-stable toxin) que contiene multiples residuos de cisteina que le brinda estabili-
dad al ser expuestas al calor y ser poco inmunogénica [Dorsey; FC, 2006]. Ambas
toxinas pueden expresarse juntas o solo una de estas y asi ocasionar dafio a células
epiteliales y se ha considerado como el principal agente etiologico de la diarrea del
viajero [C. Wenneras, 2004].
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Figura 3. Patogénesis ETEC.
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Tomado de: [James B. Kaper, 2004].ETEC se adhiere a los enterocitos e induce diarrea acuosa por la
secrecion de toxinas termo labiles y/o termo estables.

METODOS Y TECNICAS

Se analizaron 32 cepas provenientes de diferentes fuentes hidricas: 15 cepas de un
proyecto sobre la calidad bacterioldgica del agua en diferentes sistemas de abasteci-
miento del departamento de Francisco Morazén en el afio 2012; realizado en colabo-
racion con el Instituto Hondurefio de Ciencias de la Tierra-UNAH, a partir de aguas
superficiales y subterraneas. Las 17 cepas restantes se obtuvieron del estudio “Varia-
cion estacional de la diversidad y abundancia del fitoplancton con énfasis en ciano-
bacterias toxicas en el lago de Yojoa durante el afio 2015". El objetivo de ambos
estudios fue evaluar la calidad bacterioldgica de esas fuentes de agua en funcion de
los usos a los que se destina, mediante la determinacion de los coliformes totales y
fecales en cada punto de muestreo.

En el segundo estudio, correspondiente al Lago de Yojoa, se realizaron 6 jornadas
bimensuales durante un afio entre 2014 y 2015, que resultaron en tres muestreos en
época seca y tres en época lluviosa. Se ubicaron seis estaciones de muestreo las
cuales se identifican en el siguiente mapa
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Figura 4. Mapa del lago de Yojoa con las estaciones de monitoreo, mayo de 2014
a marzo de 2015
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Tomado de:[Hernandes Oviedo, 2016]

Recoleccion de datos

Las fuentes primarias del estudio fueron las cepas de E. coli de la coleccion del Labo-
ratorio Teasdale —Corti. Se utilizd una hoja de registro de cepario y una hoja de resul-
tados Unica para cada cepa donde se registraba cada item importante como localidad,
origen de cepa. La hoja de registro también contenia los resultados de cada una de
las pruebas moleculares a realizarse, asi como el serotipo de cada una de ellas junto
con sus caracteristicas bioquimicas estrictas de E. coli.



Revista Portal de la Ciencia, No.14, julio 2018

Analisis de laboratorio

Se realiz6 el procedimiento bacteriolégico correspondiente para la reactivacion y
verificacion de viabilidad y pureza de las cepas originarias de fuentes hidricas para
poder proceder a los demas procesos en los laboratorios. Como este fue un proyecto
colaborativo, se analizaron las muestras en varios laboratorios, el procesamiento
bacteriol6gico y verificacion de pureza y viabilidad se realiz6 en el Laboratorio Teasda-
le-Corti y algunos anélisis moleculares en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Escuela de Microbiologia. Adicionalmente, el anélisis de clasificacion de serotipos de
las cepas, al igual que su filogenia y factores de virulencia y algunos factores de
colonizacion (principalmente de las cepas con serotipos de ETEC) se realizaron en el
Laboratorio de Patogenos Entéricos en el Departamento de Salud Publica de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Confirmacion de identificacion bioquimica

La pureza y viabilidad de las cepas se realizé en infusidn corazén-cerebro y en placas
de agar MacConkey, incubando las placas a 37°C durante 18-24h. Posteriormente se
confirm6 la identificacion fenotipica mediante pruebas bioquimicas en las que se
incluyeron agar Kligler, urea, SIM, caldo rojo de metilo y Voges Proskauer, caldo malo-
nato-fenilalanina y &cido glucénico. Los resultados de identificacion bioquimica
también estan anotados en el sistema de registro de manera fisica en bitacora de
laboratorio y de manera digital en el formulario establecido.

Determinacion antigénica de cepas de E. coli

La tipificacion seroldgica se realizé utilizando 187 sueros (SERUNAM) contra los 187
antigenos somaticos (O) y 53 sueros contra los antigenos flagelares (H) del esquema
antigénico de E. coli. Estos sueros se obtuvieron de conejos inmunizados con cepas
de referencia de E. coli (NCTC- National Collection of Type Culture). Terminada la
identificacion bioquimica y seroldgica de las cepas, se clasificaron en serogrupos (los
serotipos correspondientes a cada patotipo). En algunos casos un serotipo se encon-
tré reportado por mas de un patotipo, lo que se tomé en cuenta para aumentar las
posibilidades de encontrar factores de virulencia correspondientes para cada uno. La
serologia sirve como un orientador del patotipo correspondiente ya que en la naturale-
za pueden existir cepas hibridas que contienen uno o mas factores de virulencia.
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Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular de los distintos patotipos de E. coli se aplicd la técni-
ca de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La identificacién se realizé
mediante dos reacciones de PCR diferentes: en el primer PCR se amplificd un
fragmento de la regidn que codifica para factores de virulencia propios de cada patoti-
po; por su parte, el segundo PCR permitié determinar la relacion entre cepas al clasifi-
carlas en ocho grupos filogenéticos mayores A, B1, B2, C, D, E, F, y clado 1, segun lo
descrito por Clermont en 2013. [Olivier Clermont, 2013]

Extraccion de acidos nucleicos

La caracterizacion de cepas se llevo a cabo en el Laboratorio de Patégenos Entéricos
de la UNAM, y siguiendo sus procedimientos se utilizo el método de extraccion descri-
to por [Islam, 2006].

Amplificacion de genes mediante Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizaron varios protocolos de PCR para determinar la presencia de secuencias
especificas en genes que codifican para factores de virulencia de dos patotipos
diarreogénicos de E. coli: EPEC, ETEC, EAEC (esto debido a los serotipos que
presentaron las cepas de rigen hidrico). Los marcadores de virulencia a utilizar inclu-
yeron, eae (gen estructural para la intimina en EPEC y EHEC), bfpA (gen estructural
para BFP de las EPEC tipicas) y eaf, AggR (activador transcripcional de AAFs de
EAEC), It, sth y stp (enterotoxinas de ETEC). Los iniciadores, secuencias y cepas de
referencia empleados se describen en la Tabla 1.

PCR para identificacion de grupos filogenéticos
La segunda reaccion de PCR se efectu6 para clasificar las cepas de E. coli en grupos
filogenéticos. Se utilizo la técnica cuadruplex descrita por Clermont donde se pueden

clasificar en 8 grupos filogenéticos con el uso de los genes chuA, yjaA, TspE4.C2 arpA
[Olivier Clermont, 2013].
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Tabla1. Iniciadores a utilizar en PCR para identificacion de patotipos y factores
de colonizacion de Escherichia coli

Genes | Codigo | Secuencia de primers 5'a 3’ Peso de | Referencia Cepade
amplicon referencia
(pb)

Eae SK1 CCCGAATTCGGCACSAGCATAAGC 864 [Schmidt, 1994] | 87237
SK2 CCCGGATCCGTCTGCCCAGTATTC 108287

Bfp bfp-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 [Gunzburg, 87237
bfp-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 1995] E2348

Eaf EAF-F CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 [Franke, 1994] 87237
EAF-R | TATGGGGACCATGTATTATCA E2348

Lt LtA-F ACGGCGTTACTATCCTCTC 273 [Rodas, 2009] H-10407
LtA-R TGGTCTCGGTCAGATATGTG

Stp Stp-F TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 [Rodas, 2009]
Stp-R ACAGGCAGGATTACAACAAAG

Sth Sth-F CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 181 [Chattopadhyay, | H-10407
Sth-R CACCCGGTACAAGCAGGATTAC 2012]

Cfa CFAI-F | GGTGCAATGGCTCTGACCACA 479 [Bekal, 2003] H-10407
CFAI-R | GTCATTACAAGAGATACTACT 115365

cst Cs1-F GCTCACACCATCAACACCGTT 321 112114
Cs1-R CGTTGACTTAGTCAGGATAAT

cs3 CS3-F GGGCCCACTCTAACCAAAGAA 401 112114
CS3-R | CGGTAATTACCTGAAACTAAA

cs21 CS21-F | ATGAGCCTGCTGGAAGTTATCATTG 608 [Mazariego- 90342
CS21-R | TTAACGGCTACCTAAAGTAATTGAGTT Espinosa, 2010] | 115362

AggR | aggR-F | CTAATTGTACAATCGATGTA 308 [Czeczulin, 49766
AggR-R | ATGAAGTAATTCTTGAAT 1999]

Tabla2. Iniciadores utilizados en PCR cuadruplex para identificacion de grupos
filogenéticos

Genes Cadigo Secuencia de primers 5'a 3’ Peso de | Referencia | Cepa de
amplicon referencia
(pb)
chuA chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC | 288 [Olivier K-12
chuA-R TGCCGCCCAGTACCAAAGACA Clermont, | 116979
yjaA yjaA-F CAAACGTGAAGTGTCAGGAG | 211 2013] 108287
yjaA-R ATTGCGTTCCTCAACCTGTG ECOR70

TspE4.C2 | TspE4-F CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4-R AGTTTATCGCTGCGGGTCGC

arpA arpA-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC | 400
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA

arpA* ArpAgpC-F | AGTTTTATGCCCAGTGCGAG | 219
ArpAgpC-R | TCTGCGCCGGTCACGCCC

trpA** TrpBA-F CGGCGATAAAGACATCTTCAC | 489

TrpBA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

*Corresponde al primer ArpAgpC (Filo grupos Ao C)
** Corresponde al primer trpBA usado como control interno.
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Analisis bioestadistico

A partir de la base de datos generada con el registro de cepas y los resultados de las
técnicas de caracterizacion molecular de las cepas de E. coli para identificar los patoti-
pos y los grupos filogenéticos, se generaron las frecuencias absolutas utilizando el
software Excel 2016 mediante estadistica descriptiva [Daniel, 2002]. Las tablas se
generaron en el programa Minitab 17 ® utilizando frecuencias absolutas.

RESULTADOS

Calidad microbiolégica del Lago de Yojoa

Utilizando un sistema de registro obtenido de cada cepa se logré tener mas informa-
cion de las cepas provenientes del Lago de Yojoa. El procedimiento microbioldgico
utilizado para determinar la presencia de coliformes totales y fecales es el derivado
del Standard methods. Los resultados de este analisis microbiolégico de agua se
muestran en la tabla 3. Anteriormente se mencionaba que los coliformes son mesofi-
los cuya caracteristica les permite tener crecimiento en temperaturas distintas. El total
de cepas recolectadas en el Lago de Yojoa fueron coliformes fecales teniendo un
crecimiento a 44°C, aunque cada una de ellas tuvo un conteo de coliformes totales
distintos. En caso de la obtencion de las muestras de agua, no se realizo un sexto
muestro por lo cual no hubo cepas del mismo. Los resultados de las 32 cepas de
origen hidrico se muestran en la tabla 4. Estos se han dividido en serotipos, de acuer-
do a los grupos filogenéticos en que se encuentran y la frecuencia de cada uno.

Un total de 32 cepas fueron analizadas. El 47 % (n=15) fueron cepas obtenidas de un
estudio de aguas en Francisco Morazén. El 53 % (n=17) corresponde a las cepas
obtenidas del Lago de Yojoa. La filogenia de estas cepas es variada ya que se logra-
ron ubicar en 7 de 8 grupos filogenéticos de los cuales se puede discriminar mediante
la técnica utilizada. El serotipo O3:H? y O3:H2 se ubican en clado 1 0 2. Se denota
otra limitacién de esta técnica ya que una cepa que presenta esta clasificacion (arpA-,
chuA-, yjaA+, TspE-) no se puede diferenciar en cada uno de los clados sea este 1 0
2 u otro clado. Los grupos Ay B representd el 63 % (n=20), teniendo cada uno el 31
% (n=10) del total de cepas. El 25 % (n=8) lo represento los grupos B2, D, clado 10 2
y U; cada uno con el 6 % (n=2) del total de cepas analizadas. El grupo E representa
el 9% (n=3) y el grupo C el 3 % (n=1).



Revista Portal de la Ciencia, No.14, julio 2018

Tabla 3. Resultados de calidad microbiolégica de cepas de Lago de Yojoa

Coliformes totales Coliformes
fecales
Codigo | Muestreo | Estacion | Recuentoa 37°C Crecimiento
de ad4°C

cepa

CA-2 | 1/30-5-14 2 22 UFC/100ml +

CA-3 | 1130-5-14 3 10UFC/100m| +

CA-4 | 1130-5-14 4 10UFC/100m| +
CA-7 | II2-7-14 1 10UFC/100ml +
CA-9 | IIN2-7-14 3 10UFC/100m| +
CA-12 | I112-7-14 6 10UFC/100m| +
CA-13 | 1Il)27-9-14 1 1600UFC/100ml +
CA-16 | Il)27-9-14 4 4000ufc/100ml +
CA-17 | Il)27-9-14 5 25000UFC/100ml +
CA-18 | Il)27-9-14 6 8000UFC/100ml +
CA-19 | IVI1-11-14 1 incontables/100ml +
CA-22 | IVI1-11-14 4 770UFC/100m| +
CA-23 | IV[1-11-14 5 110UFC/100ml +
CA-24 | IVI1-11-14 6 230UFC/100ml +
CA-25 | V/24-1-15 1 12UFC/100m| +
CA-26 | V/24-1-15 3 3UFC/100m| +
CA-27 | VI24-1-15 4 1UFC/100ml +
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Tabla 4. Serotipos de E. coli aislada de fuentes de agua.

Serotipo
O111ab:H-
0184:H11

03:H2
040:H-
040:H10
06:H16
09:H10
0O111ab:H-
0111ab:H2
0159:H21

N Grupo
1
1
1
1
1
4
1
5
1
1
0175:H28 2
1
2
1
1
1
2
1
2
1
1

A

B1

040:H10
0127:H6
08:H9
0129:H15
0159:H21
038:H39
0129:H15
0128ab:H2
03:H2
O3:H?
TOTAL 32

B2

U

CLADO 10
2

Los serotipos frecuentes son O111ab con un 22 % (n=7), con sus variantes no mévi-
les y una cepa con antigeno flagelar H2; estos se ubican en los grupos Ay B1 perte-
necientes al patotipo EPEC en la literatura. El segundo serotipo mas frecuente es el
06:H16 con un 13 % (n=4) perteneciente al grupo A y representante del patotipo
ETEC. En tercer lugar, el serotipo O3 y su variante no mévil represent6 el 9 % (n=3),
estos se encuentran en grupo Ay Clado 1 o0 2, este serotipo se ha reportado como
miembro del patotipo EAEC. Los resultados de patogenicidad de estas cepas de
fuentes de agua se describen a continuacién en la tabla 5. En la grafica 3 se muestran
los grupos filogenéticos de acuerdo a las cepas que contenian factores de los distin-
tos patotipos.
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En el Lago de Yojoa se encontraron 7 serotipos distintos representativos de EPEC y
ETEC. Los serogrupos encontrados fueron O111ab con sus variantes flagelares H-,
H2; serogrupo 06, 08, 0159. La importancia de identificar serotipos en el ambiente
es saber cuales estan presentes para luego rastrearlos en posteriores investigacio-
nes para luego saber si estos tienen importancia clinica en la poblacién donde se
aislaron.

Tabla 5. Resultados de factores de virulencia en cepas de origen hidrico

Serotipo N Grupo Patotipo Gen
O111ab:H- | 1 A a-EPEC eaet
0159:H21 1 B1
0127:H6 1 B2
0129:H15 | 1 D
09:H10 1 A t-EPEC eaet,bfpt
040:H10 1
0127:H6 1 B2
O111ab:H- | 5 B1 eae+,bfpt,eaf+
O111ab:H2 | 1
0128ab:H2 | 2 U
06:H16 4 A ETEC | It+sth+,cs1+,cs3+,cfa
08:H9 1 C It+ sth+,cs21+
0159:H21 1 D It+,sth+
03:H2 1 A EAEC aggR+
03:H2 1 | CLADO102
03:H? 1 | CLADO102
Total 24

Del total de cepas analizadas un 75 % (n=24) amplifico para distintos factores de
virulencia. EI 50 % (n=16) lo representa las cepas originarias del Lago de Yojoa y el
25 % (n=8) las cepas de Francisco Morazan. El 63 % (n=15) corresponde al patotipo
EPEC, el cual se divide de la siguiente manera: 17 % (n=4) corresponde a EPEC
atipicas y el 46 % (n=11) a EPEC tipicas.

En esta fuente se resalta el hecho de que la mayoria de cepas tipicas de EPEC ampli-

ficaron para el factor de adherencia de EPEC (eaf+). El siguiente patotipo representa-
do es ETEC el cual con un 25 % (n=6) estéa presente en aguas de los dos puntos
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geograficos. En ETEC se destaca que en esta fuente todas presentaron ambas
toxinas, y la mayoria de las cepas presentaron los factores de colonizacién principa-
les como cfa (4 cepas) y los antigenos de superficie CS1, CS21 y CS3. En ultima
instancia se encuentra EAEC con un 13 % (n=3), el cual se encuentra en ambas
localidades.

En la siguiente grafica podemos ver la distribucion de los tres patotipos encontrados
en cada uno de los siete grupos filogenéticos encontrados.

Grafica 1. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los
distintos patotipos en cepas de origen hidrico.

g

Patotipo
EJ t-EPEC
8- I ETEC
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En cuanto a la filogenia de las cepas que presentaron factores de virulencia, el 33%
(n=8) esta representado por los grupos B2, D, clado 1 0 2, y U con 2 cepas en cada
grupo. El otro 33 %(n=8) estéa representado por el grupo Ay el 29 % (n=7) lo represen-
ta el grupo B1. El grupo filogenético con menor frecuencia es el C con el 4 % (n=1).

Los serotipos a destacar en esta fuente son O111ab:H-, el cual es uno de los mas
frecuentes (6 cepas) y estos se encuentran en dos grupos filogenéticos (A, B1) y su
otra variante de serotipo O111ab:H2 en el grupo B1. Las cepas de este serotipo se
encuentran el patotipo EPEC, pero difieren en tipicas y atipicas.

El serotipo 0O40:H10, fue identificado en dos cepas una de ellas presento factores de



Revista Portal de la Ciencia, No.14, julio 2018

virulencia coincidentes con el patotipo EPEC tipico del grupo filogenético Ay la otra
que no presento factores de virulencia se ubico en el grupo filogenético B1.

Las dos cepas del serotipo O128ab:H2 originarias del Lago de Yojoa, las cuales no se
diferenciaron en un grupo filogenético (U), se destacaron como miembros de EPEC
tipicas. El serotipo O3:H2 y sus variantes no méviles mencionadas anteriormente
concuerda con el patotipo EAEC, pero aqui se diferencian en grupo filogenético ya
que estan en grupo Ay clado 1 0 2. La localidad de EAEC es Francisco Morazan.

Un serotipo notorio es 0159:H21 el cual se presenté como una EPEC atipica del
grupo B1 localizada en Francisco Morazan. La segunda cepa con el serotipo
0159:H21 es una ETEC del grupo D localizada en el Lago de Yojoa, se destaca que
presenta ambas LT+/STH+.

Lamentablemente se desconocen algunos datos de origen (localidad y si las aguas
eran subterraneas o superficiales) de las cepas provenientes de Francisco Morazan
y no se puede crear una distribucion ilustrativa de aquellas cepas positivas y sus
patotipos, al contrario que las cepas del Lago de Yojoa, de las cuales se puede crear
una distribucion de acuerdo a muestreo, estacion y época del afio. A continuacion, se
muestra la distribucion de patotipos por estacién y época del afio (Figura 5). Se toman
en cuenta solamente 5 muestreos ya que del sexto muestreo no se obtuvieron cepas.

Durante la época lluviosa se obtuvieron 10 cepas de las cuales 7 corresponden a
EPEC tipicas, 2 cepas a ETEC y 1 fue negativa. En época seca se obtuvieron 7 cepas
de las cuales 3 se distinguieron como EPEC (1 a-EPEC y 2 t-EPEC) y 4 como ETEC.
Se observo que ambos patotipos estan en ambas estaciones en distintas proporcio-
nes. En época lluviosa EPEC es mas frecuente y ETEC lo es en época seca. Se
puede observar que el serogrupo O111ab se encuentra en 5 de 6 estaciones y en las
dos épocas del afio como EPEC tipicas y atipicas. Asi como lo muestra la siguiente
grafica se cumple la estacionalidad de ambos patotipos donde EPEC (sean tipicas o
atipicas) esta en ambas épocas y ETEC en época seca o inicio de la misma. Se debe
resaltar que, aunque no se asocia con la temperaturas (superficiales y ambientales)
obtenida por Oviedo y colaboradores; la diferencia entre épocas y patotipos se
evidencia.

El serotipo O6:H16 representante del patotipo ETEC se encuentra en las estaciones
1,4y 5. El comportamiento de O6:H16 es notable ya que en época lluviosa se obser-
va en estacion 5; ambas épocas del afio en la estacion 4, y época seca en la estacion
1. El serotipo 040:H10 se observo en época lluviosa en las estaciones 1y 3 pero
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ESTACION 4

como ya se habia mencionado anteriormente tiene diferente filogenia y uno de ellos
se encuentra negativo para EPEC.

En cuanto a la filogenia de las 17 cepas del Lago de Yojoa se observa que el grupo
filogenético B1 es el mas frecuente. En la siguiente grafica se muestra la frecuencia
absoluta de cada cepa junto a su patotipo y su distribucion en los cinco grupos encon-
trados.

Figura 5. Distribucion espacial de patotipos de E. coli por estacion en el Lago de

Yojoa
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Grafica 2.Estacionalidad de cepas EPEC y ETEC en el lago de Yojoa
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Gréfica 3. Grupos filogenéticos de cepas de Lago de Yojoa
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En resumen, se observd con frecuencia el grupo filogenético B1 en la época lluviosa,
a excepciodn de las estaciones 4 que esta en ambas estaciones. Se observé que en
época seca los grupos filogenéticos fluctian entre los grupos C, D y cepas U, a
excepcion de la estacion 4, y uno donde prevalece el grupo Ay B1.
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DISCUSION

El agua de consumo es un recurso que cada vez y con mayor frecuencia es sometido
a vigilancia, en vista de que sus fuentes son susceptibles de ser contaminadas y
durante el almacenamiento y uso doméstico es igualmente facil de ser contaminada
por los manipuladores, por lo que se constituye en el vehiculo transmisor de enferme-
dades de origen hidrico. En este estudio se evaluaron cepas aisladas de diferentes
fuentes de agua, encontrandose que tanto en aguas recreacionales, como es el caso
de las cepas aisladas en el lago de Yojoa, como en las fuentes superficiales y profun-
das destinadas para consumo humano, se identificaron los patotipos EPEC, ETEC y
EAEC. Esto es congruente por lo descrito por Martinez y colaboradores [Martinez-Na-
zaret, 2015] en su estudio llevado a cabo en Venezuela en el afio 2015 donde EPEC
se identific en un 16.90 % y EAEC en un 6.50 % de un total de 77 cepas de agua
marina de playas de interés turistico. Este dato evidencia el riesgo de la contamina-
cion hidrica para la salud publica, ya que la sola presencia de E. coli como indicador
de contaminacién en las fuentes de agua y ademas la existencia entre estos indicado-
res de patotipos diarreogénicos, es indicativo de la influencia antropogénica en estos
ambientes [Martinez-Nazaret, 2015].

Otras conclusiones escritas por Ingle nos orientan un poco en la explicacion de la
presencia de clados en la formacién de biopeliculas y su relacién con virulencia en
nichos con diferente temperatura [Ingle J., 2011]. Segun este autor, las cepas perte-
necientes a los clados de Escherichia son capaces de adaptarse a los ambientes con
distinta temperatura y existe la hipotesis que estos pueden adaptarse mejor con
pocos nutrientes. Ya que no sabemos en qué clado especifico caben las dos cepas
acuaticas presentes en el lago (Clado 1 0 2 u otro) estas son un ejemplo de intercam-
bio de genes en un ambiente de temperatura fluctuante (ya que son EAEC) donde el
intercambio de genes por la capacidad de producir biopelicula en el agua puede ser
una explicacion.

Entre las cepas EPEC se observa que a-EPEC es mas frecuente que t-EPEC, a
excepcion de las fuentes hidricas donde se ve mayor frecuencia de las cepas EPEC
tipicas que albergan el factor de adherencia de EPEC (eaf+). En algunos casos, los
aislados de EPEC han perdido probablemente su plasmido EAF ancestral y han
adquirido otro plasmido EAF procedentes de un linaje diferente de E. coli. Ademas,
los plasmidos EAF se han sometido modificaciones genéticas, incluida la recombina-
cion de los genes bfp y otros genes en el plasmido [Hazen, 2015]. Muchos estudios
llevados a cabo los ultimos 20 afios revelan que ha decrecido la frecuencia de t-EPEC
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mientras que han aumentado la frecuencia de a-EPEC en paises en desarrollo
[Hernandes, 2009] [Ochoa, 2008].

En cuanto a grupo filogenéticos se encuentra el estudio de Ratajczak del 2010,
[Ratajczak, 2010], el cual habla acerca de filogenia y su influencia de las condiciones
hidrolégicas en las poblaciones de E. coli en cuencas de agua. Sin embargo, no
realizan una comparacion con patotipos. La filogenia de estas cepas también difieren
en estacionalidad ya que segun Ratajczak los grupos B1 y A estan sobre representa-
dos en las muestras de agua fresca en periodos de lluvia, y los grupos B2 y D son
raros en este tipo de muestras [Ratajczak, 2010].

Carlos en su investigacion [Carlos, 2010] sugiere que la prevalencia del grupo filoge-
nético B1 en cepas pueden ser en su mayoria de origen animal provenientes de
ganado vacuno, caprino y ovino. Aqui surgen mas interrogantes ya que en casi todas
las fuentes analizadas y principalmente agua y alimento el grupo filogenético B1 es el
mas frecuente. Recordemos que en los quesos artesanales se cumple y claro esta su
origen animal o de ganado vacuno. En el caso de las cepas del Lago de Yojoa se
debe investigar ya que es evidente las actividades de ganaderia alrededor, pero se
debe profundizar mas acerca de la contaminacion fecal en este recurso hidrico ya
que podria no ser solamente por actividad ganadera.

Hernandez Oviedo y colaboradores [Hernandes Oviedo, 2016] describen las tempe-
raturas ambientales y de superficie de agua en el lago de Yojoa, en cada muestreo
realizando un promedio de las temperaturas méaximas y minimas. No obstante, ETEC
aparecié cuando inicia la época lluviosa y existe un aumento de temperatura ambien-
tal aproximado de cuatro grados Celsius entre el muestreo 2 y 3. Asi como antes se
ha resaltado ETEC es predominante en las cepas encontradas en épocas secas.
Aunque sean pocas las cepas recolectadas se logra distinguir una tendencia en las
distintas cepas del lago de Yojoa.

El hecho de que hay movimiento hidrico natural al igual que biolégico dentro del lago
podria explicar la distribucion espacial de los distintos serotipos de las cepas en las
distintas estaciones de muestreo de esta importante fuente hidrica del pais. El sanea-
miento de los establecimientos y comunidades alrededor se desconoce; es de enten-
der las multiples fuentes de contaminacién a que el Lago de Yojoa esta expuesto,
dado las diversas actividades agricolas, comerciales, turisticas y mineras a que se
dedican las comunidades adyacentes.
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CONCLUSIONES

Las cepas ambientales pueden o no ser dafinas, pero al albergar factores de virulen-
cia se pueden describir como patégenas potenciales y causantes de diarreas a la
poblacion susceptible. Las cepas circulantes en el Lago de Yojoa asi como en Fran-
cisco Morazan deben ser monitorizadas ya que en este estudio se pudo obtener su
serotipo y estos pueden ser un inicio de su busqueda y vigilancia. Existe otro topico
interesante ya que al tener estas cepas la capacidad de formar nichos acuaticos; o
biofilms (biopelicula) en las superficies, pueden coexistir con otros microorganismos
como algas y plantas.

Preguntas futuras

Retomando el punto anterior de la coexistencia de varios microorganismos en nichos
acuaticos ¢Podrian estas cepas productoras de toxinas tener algun beneficio al
ambiente acuético? ;La poblacion en las cercanias de estas fuentes hidricas son
susceptibles a estas cepas o ya estan de alguna manera inmunizadas? ¢ El origen
principal de la contaminacién de estas fuentes son los animales ya que estas cepas
presentan filogenia que puede probarlo?
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