UNIVERSIDAD DE LA HABANA
FACULTAD DE BIOLOGIA
Departamento de Microbiologia y Virologia

CARACTERIZACION DE CEPAS DE Escherichia coli DE
IMPORTANCIA CLINICA HUMANA AISLADAS DE ECOSISTEMAS
DULCEACUICOLAS DE LA HABANA

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de
Doctor en Ciencias Bioldgicas

Aspirante: MSc. Beatriz Romeu Alvarez

La Habana
2012




UNIVERSIDAD DE LA HABANA
FACULTAD DE BIOLOGIA

Departamento de Microbiologia y Virologia

Caracterizacion de cepas de Escherichia coli de
importancia clinica humana aisladas de ecosistemas
dulceacuicolas de La Habana

Tesis presentada en opcion al grado cientifico de

Doctor en Ciencias Bioldgicas

Aspirante: MC. Beatriz Romeu Alvarez

Tutores: Dra. Nidia Rojas Hernandez

Dr. Carlos A. Eslava Campos

La Habana

2012



SINTESIS

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos superficiales se identifica como una de las mas
importantes preocupaciones de la humanidad en la actualidad, sobre todo para los paises en vias de
desarrollo. En este trabajo se realizé la evaluacion de la calidad microbiologica de las aguas de los
rios Almendares, Quibl y Luyané de la capital habanera y la ubicacién de fuentes contaminantes de
origen doméstico que contribuyen a la contaminacién de sus aguas. Se caracterizaron ademas 113
cepas de Escherichia coli aisladas de estos tres ecosistemas dulceacuicolas mediante su
serotipificacion, determinacion de la presencia de genes de virulencia, susceptibilidad antimicrobiana,
patrones de adherencia en cultivo de células HEp-2 y su diversidad genética mediante la técnica de
Electroforesis en Campos Pulsantes. Los tres rios evaluados presentaron una elevada contaminacion
microbiana, cuyos valores se encuentran por encima de los valores maximos permisibles en la norma
cubana 22 para aguas de uso recreativo, obteniéndose las mayores concentraciones de los
microorganismos indicadores en el periodo poco lluvioso. Se encontr6 una correlacion positiva alta
entre las concentraciones de los dos indicadores evaluados y se detectaron 25 fuentes de
contaminacion biolégica constituidas por aguas urbanas no tratadas no descritas anteriormente en los
ecosistemas acuaticos estudiados. El 72% de las cepas fue serotipificable y se determinaron un total
de 41 serogrupos y 54 serotipos diferentes entre las cepas evaluadas. El 47% de las cepas
serotipificables se distribuyé entre siete serogrupos (01, 08, 023, 025, 030, 0169y O174) y el 41 %
entre solo siete serotipos. Se encontraron cepas con serotipos correspondientes a los patotipos STEC
(37%), ETEC (32%), EPEC (8%), EAEC (5%) y UPEC (18 %). Se obtuvo amplificacién positiva en el
30 % (33/108) de los aislados evaluados para al menos uno de los genes de virulencia buscados. Los
genes st, stx2 e ial fueron los mas frecuentes, detectandose en un 7% (para cada gen) seguido por los
genes stx1 (5,5 %) y It (4,6 %) y todas las cepas resultaron negativas a los genes eaeA y bfpA. El
23,1% de las cepas fue adherente frente a las células HEp-2 y se encontraron dos patrones de
adherencia diferentes entre las cepas adherentes: adherencia difusa (AD) y adherencia agregativa
(AA). El 24% de las cepas evaluadas fueron resistentes al menos a uno de los 15 antimicrobianos
utilizados y 13 cepas (11,5%) mostraron resistencia frente a 3 antibiéticos o mas, por lo que se
consideraron multirresistentes (MR). El mayor ndmero de aislados mostré resistencia frente a
ampicilina. El analisis de la diversidad genética de las cepas de E. coli identificadas en los tres rios

evaluados mostré que las cepas presentaban pulsotipos o patrones genéticos diferentes.
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Introduccién

INTRODUCCION

El agua constituye uno de los recursos naturales mas valiosos y un elemento natural
indispensable para el desarrollo de la vida y de las actividades humanas. Sin embargo, el
uso indiscriminado de este recurso, unido al crecimiento de la poblacion a nivel mundial
ha hecho que disminuya peligrosamente la calidad del agua de las fuentes de abasto y de
los ecosistemas acuaticos naturales. Esta situacion pone en peligro la disponibilidad de un
recurso vital para la vida como lo es el agua (Siew-Leng et al., 2012; Avila de Navia et al.,
2009; Ram et al., 2008; Ashbolt, 2004; Galindo et al., 2005).

El medio ambiente se considera un tema estratégico y prioritario de la investigacion
cientifica en Cuba vy, la proteccidon de los ecosistemas acuéticos constituye uno de sus

temas mas importantes (CITMA, 2007).

Los ecosistemas dulceacuicolas de La Habana estan sometidos a un proceso antrépico
acelerado como consecuencia del crecimiento de la poblacion en la capital y reciben a lo
largo de sus trayectorias a través de la ciudad numerosos aportes de aguas residuales,
debido a la insuficiente existencia de sistemas de alcantarillado en las comunidades
aledafias a estos cuerpos de agua. Esta situacion ha provocado el deterioro de la calidad

del agua de estos rios.

En los dltimos afos se han llevado a cabo diferentes investigaciones relacionadas con la
contaminacion quimica de varios de estos ecosistemas (Arpajon et al., 2011; Varcarcel et
al., 2010; Periles et al., 2006). Sin embargo, desde el punto de vista microbiolégico los
analisis que se han realizado no han sido sistematicos ni suficientes, por lo que no se
cuenta con datos actualizados de su contaminacibn microbiana, ni se conoce
exactamente el numero ni los sitios de los vertimientos de aguas residuales en estos

cauces fluviales.

Por otra parte, se plantea que uno de los problemas mas serios vinculado a la
contaminacién microbiana de los ecosistemas acuaticos es la presencia de
microorganismos patégenos. Los agentes involucrados en la transmisién hidrica son
bacterias, virus y/o protozoos, capaces de causar enfermedades humanas y de
importancia veterinaria con diferentes niveles de gravedad, desde una simple

gastroenteritis, hasta casos fatales de diarrea, disenteria, hepatitis o fiebre tifoidea. Por tal
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motivo, la determinacion de los microorganismos patégenos presentes en los ecosistemas
acuaticos contaminados para la evaluacion de la calidad microbiol6égica de cualquier tipo
de agua es esencial para evitar los riesgos potenciales para la salud asociados con su

uso.

Sin embargo, existe un consenso general sobre la dificultad de determinar la presencia de
todos los microorganismos patdgenos presentes en las aguas contaminadas, ya que
dicha determinacion implicaria varios dias de analisis, costos elevados, y la existencia de
personal y laboratorios especializados. Frente a estas dificultades y a la necesidad de
evaluar de forma rapida y confiable la presencia de patdgenos en el agua, se ha
planteado la necesidad de trabajar con microorganismos indicadores. El empleo de las
bacterias indicadoras de contaminacion fecal es un método aceptado universalmente.
Entre los microorganismos mas utilizados con estos fines se encuentran los coliformes
totales, los coliformes termotolerantes, la especie Escherichia coli y los enterococos,
debido al origen intestinal de todos ellos (Arcos et al., 2005; Rompré et al., 2002; Ashbolt
et al., 2001).

A pesar de la utilidad de estos indicadores, se conoce que cuando alguno de estos
microorganismos se encuentran en altas concentraciones, por ejemplo Escherichia coli,
su presencia también puede asociarse directamente al riesgo sanitario del empleo de las
aguas (Fewtrell y Bartram, 2001). La blsqueda de los grupos patégenos o patotipos de la
especie E. coli a partir de ecosistemas acuaticos contaminados se ha incrementado en los
ultimos afios y comienza a considerarse como un criterio mas para la evaluacion de la
calidad microbiolégica de las aguas (Sinclair et al., 2012; Chen et al., 2011; Bergholz et
al., 2011; Orsi et al., 2007). Las cepas patdgenas de esta especie poseen factores de
virulencia especificos que les permiten causar un amplio espectro de enfermedades

intestinales y extraintestinales aun en individuos sanos (Kaper et al., 2004).

En Cuba, las investigaciones relacionadas con los grupos patéogenos de E. coli,
especialmente los intestinales, se han limitado a estudios de cepas de origen clinico y
veterinario, en particular de pacientes y algunos animales de interés econdémico con
cuadros diarreicos (De la Fé et al., 2012; Lazo et al., 2009; Aguila et al., 2007; Aguila et
al., 2006; Blanco et al.,, 2006). Sin embargo, no se han encontrado publicaciones de

trabajos dedicados a la busqueda de estos patotipos en ecosistemas dulceacuicolas
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cubanos, a pesar de la implicacion clinica y epidemioldgica derivada de la presencia de

estos grupos patdgenos en las aguas.

Por estas razones, las investigaciones de aislamiento y caracterizacion de aislados
ambientales de E. coli procedentes de ecosistemas acuaticos contaminados aportan
informacién novedosa y necesaria para el conocimiento de esta tematica en nuestro pais.
Adicionalmente, la deteccion de estos patotipos en ecosistemas dulceacuicolas cubanos
es una evidencia incuestionable de la contaminacion de estos cuerpos de agua y de la
utilidad de esta especie bacteriana como indicador de calidad para las aguas superficiales
en climas tropicales como el de Cuba.

Tomando en consideracion que los ecosistemas dulceacuicolas de la capital reciben
vertimientos de aguas residuales domeésticas e industriales que originan la contaminacién
microbiana de sus aguas, destacandose entre ellos los rios Almendares, Quibu y Luyano,
en los cuales la presencia de E. coli indica una contaminacién fecal reciente, se propone
la siguiente Hipdtesis: En ecosistemas dulceacuicolas de La Habana circulan
serogrupos, serotipos y patotipos de Escherichia coli de importancia clinica humana con
una alta diversidad genética cuya presencia indica la deficiente calidad microbioldgica de

las aguas de estos rios.
Con la finalidad de evaluar la validez de la hipétesis se proponen los siguientes objetivos:

1. Evaluar la calidad microbioldgica de tres ecosistemas dulceacuicolas de La Habana
mediante el empleo de bacterias coliformes termotolerantes y Escherichia coli como

indicadoras de contaminacion fecal.

2. Caracterizar las cepas de E. coli aisladas de los ecosistemas dulceacuicolas
evaluados mediante el empleo de pruebas fenotipicas y moleculares con el fin de

identificar los patotipos de esta especie presentes en estos rios.

3. Analizar la diversidad de las cepas de E. coli aisladas a través de sus caracteristicas

antigénicas, genéticas y de resistencia frente a los antimicrobianos evaluados.
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Novedades

Esta investigacion tiene las siguientes novedades cientificas:

Por primera vez para Cubay el Caribe:

e Se realiza la caracterizacion de cepas de E. coli aisladas a partir de ecosistemas
dulceacuicolas contaminados mediante serotipificacion, evaluacion de su
susceptibilidad antimicrobiana, presencia de factores de virulencia y patrones de
adherencia, que permiten su clasificacion en patotipos de esta especie.

e Se evidencio la presencia de cepas de Escherichia coli ambientales con capacidad

de adherencia (Adherencia difusa y Adherencia agregativa).

¢ Se informa sobre la elevada diversidad genética de cepas de E. coli ambientales
aisladas de diferentes ecosistemas dulceacuicolas cubanos y se demostré la
inexistencia de una relacion clonal entre las cepas circulantes.

e Se demostré la existencia de una correlacion positiva entre las concentraciones de
coliformes termotolerantes y de Escherichia coli, extrapolable para ecosistemas
dulceacuicolas de clima tropical.

e Se informa sobre la presencia de cepas de E. coli pertenecientes al serotipo
0174:H32, asi como de cepas de la categoria patégena E. coli enteroinvasiva y

cepas de E. coli uropatogénicas en aguas superficiales de clima tropical.

Importancia teérica

Constituyen un aporte al conocimiento los aspectos microbioldgicos, genéticos, clinicos y
epidemioldgicos de cepas ambientales de E. coli de Cuba, asi como la diversidad
genética encontrada entre ellas, todo lo cual posibilita contar con un documento de valor
cientifico que puede ser utilizado como referencia en investigaciones posteriores. Esta
investigacion constituye el trabajo mas completo sobre cepas de Escherichia coli

ambientales que se ha realizado en Cuba hasta la fecha.
Importancia practica

Esta investigacibn proporciona informacion actualizada sobre los valores de
contaminacion microbioldgica y de la calidad de tres de los ecosistemas dulceacuicolas
mas importantes de La Habana, lo cual limita el uso de sus aguas para la realizacién de

actividades recreativas y el riego agricola. Se aportan evidencias sobre la utilidad practica
4
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del empleo de Escherichia coli como indicador de calidad microbiol6gica de aguas
superficiales de clima tropical, aspecto a considerar para la actualizacion de los
microorganismos indicadores que se emplean en la norma cubana para aguas
superficiales. Se ofrece la ubicacién de 25 vertimientos de aguas residuales domésticas
ubicados en tres ecosistemas dulceacuicolas de La Habana, lo que facilita la toma de
medidas por las autoridades competentes para mejorar la calidad de estos cuerpos de
agua.

La tesis consta de 98 paginas, organizadas de la siguiente forma: Resumen, indice,
Introduccién, Revisién Bibliografica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion,
Conclusiones, Recomendaciones y Referencias Bibliograficas. Incluye 18 Tablas, 16

Figurasy 2 Anexos.

Los resultados presentados en esta investigacion forman parte de seis publicaciones
nacionales y tres internacionales y de 15 trabajos presentados en eventos cientificos
nacionales e internacionales. Han formado parte de un Trabajo de Diploma y una Tesis de
Maestria en Microbiologia. Parte de los resultados han sido reconocidos y premiados en
el Concurso Cientifico Técnico de las BTJ a nivel de universidad y municipal (2009), en el
XVI Forum de Ciencia y Técnica (2011) a nivel de Facultad de Biologia y Municipal, asi
como en logros cientificos de la Facultad de Biologia y Premios de la Universidad de La
Habana al resultado de investigacion del afio que mas haya contribuido a la proteccién del

medio ambiente en Cuba (2009 y 2010) y un Premio de la Academia de Ciencias (2010).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Calidad de las aguas

El agua es un recurso natural limitado, indispensable para la vida y facilmente vulnerable.
Se trata de un recurso que debe estar disponible no sélo en la cantidad necesaria, sino
también con la calidad precisa. La calidad biolégica de las aguas es un modo de definir la
rigueza bioldgica y el valor ambiental de las comunidades de seres vivos asociados al

ecosistema de un curso fluvial o de un tramo concreto del mismo (Harwood et al., 2005).

Los rios constituyen uno de los ecosistemas dulceacuicolas superficiales mas importantes
y su existencia depende totalmente del régimen de los mismos. Por tanto, se debe tener
gran cuidado para no alterar este régimen al actuar sobre el rio y su cuenca, ya que una
gestién poco responsable de los recursos del agua o su sobreexplotacién pueden tener
efectos desastrosos para el ecosistema (Pérez, 2002). Sin embargo, la actividad humana
ejerce un impacto significativo sobre estos recursos hidricos naturales y los hace
vulnerables a la contaminacion, lo que provoca una modificacién de la composicion fisico-
quimica y biolégica de sus aguas que compromete los usos de estas y/o su reutilizacién,

al dificultarse el proceso natural de autodepuracion.

La importancia de los rios trasciende las fronteras nacionales y los intereses locales, ya
que en ellos se encuentra disponible una cantidad importante del agua dulce del planeta
necesaria para el mantenimiento de la vida (Meybeck y Helmer, 1996). La conservacién y
el mantenimiento de la calidad de sus aguas es imprescindible si se quiere asegurar la
disponibilidad del recurso agua en las cantidades, los tiempos y la calidad con que los

seres vivos lo requieren.
1.1.1. Calidad de los ecosistemas dulceacuicolas superficiales a nivel internacional

A pesar del control y la prevencion que existe, en muchos paises se informa de la
contaminacion de las aguas superficiales. Se plantea que a medida que crece la
poblacién mundial, la presién ejercida sobre los recursos hidricos es mayor. Segun
estudios realizados por la OMS durante el siglo pasado, la poblacién mundial se triplicé,

mientras que el consumo de agua se sextuplicé (WHO, 2011).

Se prevé para el afio 2050 que una de cada cuatro personas viva en un pais afectado por
la escasez de agua dulce. La situacion mas alarmante es la del Africa Subsahariana,

donde se estima que en el afio 2025 casi 230 millones de africanos se enfrentaran a la
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escasez de agua y 460 millones viviran en paises con escasez de este recurso vital
(UNESCO, 2006).

Paises desarrollados como Francia, EUA, Canada, Japon e Inglaterra informan de la alta
contaminacion microbiana que presentan algunos de sus principales ecosistemas
dulceacuicolas y senalan la importancia de establecer controles estrictos en los
vertimientos hacia los cuerpos de agua a través de programas legales eficaces (Garcia-
Armisen et al., 2007; Ksoll et al., 2007; Anon, 2000, Hoshima et al., 2001, Haas et al.,
2000).

Para los paises en vias de desarrollo la situacion es aun mas complicada. Se ha
planteado que mas del 90% de las aguas servidas en estos paises se descargan
directamente en corrientes de agua, alcantarillas abiertas, rios, lagos y aguas costeras sin
ningun tratamiento (WHO, 2011). Esta situacion, unido a un deficiente sistema de
alcantarillado contribuye a la contaminacién de los recursos hidricos superficiales de estos
paises (Bitton, 2005; Delgado et al., 2008).

En Colombia, México, Puerto Rico, Brasil y Argentina se ha informado de la paulatina
degradacién de la calidad de sus recursos hidricos y muestran una situacion muy
desfavorable en los ecosistemas dulceacuicolas superficiales de sus principales ciudades
(Campos-Pinilla et al., 2008; Martinez et al., 2009; Galindo et al., 2005, Falcao et al.,
1993, Rivera et al., 1998).

En la India, la contaminacion del rio Ganges constituye uno de los problemas mas serios
a los que se enfrenta este pais desde el punto de vista medioambiental. Investigaciones
realizadas en este rio sefialan que las concentraciones de microorganismos indicadores
de contaminacion fecal en este ecosistema dulceacuicola superan los limites establecidos
por las normas de calidad de este pais (Ram et al., 2009), lo que invalida el uso de sus

aguas por la poblacion para cualquier actividad.
1.1.2. Calidad de los ecosistemas dulceacuicolas superficiales en Cuba

La situacion en Cuba no escapa a la problematica anteriormente expuesta, ya que sus
principales ecosistemas dulceacuicolas estan seriamente afectados por la contaminacion.
La hidrografia de la provincia La Habana estd representada por los rios Almendares,
Martin Pérez, Quibu, Luyand, Cojimar, Bacuranao y los embalses Bacuranao y Ejército

Rebelde. El deterioro de la calidad del agua de los rios de La Habana, es cada vez mayor
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debido a la insuficiente existencia de sistemas de alcantarillado en las comunidades, el
incremento de la industrializacién, la utilizacion de tecnologias no idéneas para garantizar
los requerimientos de remocion de los contaminantes y la carencia de aplicaciéon de otras
medidas de disposicién de aguas residuales, asi como el incremento de la poblacion, todo
esto ha provocado una situacion en la cual el caudal y la carga de las aguas residuales
que ingresan a las aguas naturales comprometen la capacidad de autodepuracion de las

aguas terrestres (Pérez y Valdés, 2011).

En el contexto nacional cubano las aguas residuales que predominan son: Domésticas,
Industriales del sector agroalimentario (agricola, pecuario, alimenticio, azucarero,
pesquero) y Mixtas (generalmente una mezcla de residuales domésticos con los otros

tipos).

Estas descargas causan efectos negativos en los ecosistemas dulceacuicolas de la
capital como la disminucion de las concentraciones de saturacién de oxigeno disuelto, el
aumento de la turbidez, el color y los soélidos en suspension, el incremento de la
concentracion de nitrégeno y fésforo y con ello de la vegetacion acuatica como resultado
de los fendmenos de eutrofizacion asi como el incremento de las concentraciones de
coliformes totales, termotolerantes y de la especie Escherichia coli (Pérez y Valdés,
2011). Por tanto, el analisis de la calidad de estos ecosistemas constituye una necesidad
de primer orden para garantizar la salud de la poblacién de la capital que se sirve de sus

aguas.
1.2. Ecosistemas acuaticos superficiales de La Habana

1.2.1. Rio Almendares
El rio Almendares es la corriente fluvial mas importante de La Habana y esta ubicado
dentro de la Cuenca Hidrografica Almendares-Vento, la cual abarca un area de 402, 02

km?; de ellos, el 52,8 % pertenece a la provincia La Habana.

Esta cuenca tiene gran importancia desde los puntos de vista econdémico, social, sanitario,
cultural, recreativo y urbanistico para los territorios habaneros. Mas de medio millon de
personas viven en la cuenca y alrededor del 47 % del agua potable que se suministra a la
ciudad de La Habana proviene de la cuenca subterranea Vento. Ademas, el rio
Almendares constituye el eje principal del Gran Parque Metropolitano de La Habana
(GPMH), el cual se localiza a lo largo de los ultimos diez km de la trayectoria de esta
importante corriente fluvial (CCAV, 2002; Fernandez, 2009).
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En el area comprendida en los municipios Playa, Plaza de la Revolucion y Cerro se
encuentran importantes instalaciones industriales ubicadas en las proximidades de las
margenes del rio Almendares y que estan en su mayoria asociadas a afectaciones
ambientales. La funcion recreativa esta vinculada a amplias zonas verdes constituidas por
el Parque Almendares, los jardines de las cervecerias La Tropical y La Polar y, el Bosque
de La Habana que los integra y que constituye parte del proyecto del Gran Parque
Metropolitano de La Habana que se extiende en los municipios Playa, Plaza de la
Revolucion, Cerro y Marianao. En este ultimo municipio, ademas del citado parque, hay
extensas areas agricolas, principalmente de cafia, asi como la presencia de grandes
instalaciones como el Instituto Superior Politécnico José Antonio Echevarria (ISPJAE),

algunas otras instalaciones productivas y el Vertedero de calle 100 (CCAV, 2002).

Hoy, el rio Almendares presenta una situacién critica debido a la contaminacién de sus
aguas por residuales industriales y urbanos sin tratamiento o ineficientemente tratados,
zonas criticas de erosion de suelo, inadecuado manejo de la cuenca y deforestacion
(CCAV, 2002; Prats et al. 2007). La cuenca Almendares-Vento suministra un aporte de
8,8 metros cubicos por segundo y garantiza el mayor volumen de agua que consume y
utiliza la poblacién de la capital para todos los usos. Debido a la prologada escasez de
lluvias en los ultimos afios, el nivel promedio de las aguas subterraneas en la cuenca
evidencia que el acuifero se encuentra en condiciones desfavorables y la tendencia
general de la cuenca es hacia una depresion sostenida que se ve incrementada por los

vertimientos de aguas residuales en los rios que la componen.

En los ultimos afios, se han llevado a cabo diferentes investigaciones relacionadas con la
contaminacién quimica y microbiana de las aguas del rio Almendares (Prats et al., 2008;
Rodriguez et al., 2008; Arpajén et al., 2011). Sin embargo, desde el punto de vista
microbiolodgico estos trabajos han sido escasos, por lo que no se cuenta con datos
recientes del estado de su contaminacion microbiana. La evaluacion de la calidad
microbiologica de estas aguas resulta muy importante si se tiene en cuenta que sus aguas
se emplean inadecuadamente en multiples actividades por los habitantes de la ciudad
para la realizacién de actividades recreativas o de otra indole, lo que conlleva un grave
riesgo para la salud de las personas que se pongan en contacto, de manera directa o

indirecta, con las aguas de este rio.
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1.2.2. Rio Quibu

El area de la Cuenca Hidrografica Superficial del rio Quibt (CHS Quibut) es de 30,59 km?.
Residen en esta area 240 698 habitantes. Esta habitada por varias comunidades urbanas,
entre ellas, los Pocitos, el Palmar y el reparto Flores, de los municipios Marianao, La Lisa

y Playa, respectivamente.

Esta cuenca presenta problemas ambientales de gran envergadura, generados por
diferentes entidades y grupos poblacionales asentados en las margenes del rio Quibu
que, desde hace varios afos, han vertido desechos de todo tipo a sus aguas. Esto lo
clasifica hoy en dia como uno de los mas contaminados de la ciudad y una de las cuencas
con mayores problemas en la provincia. El rio Quibu es la corriente superficial mas

importante de la cuenca y recibe el caudal de 5 afluentes (Rua de Cabo et al., 2006).

En la contaminacion de esta cuenca (y principalmente del rio) se destacan
fundamentalmente instalaciones como la Textilera Camilo Cienfuegos, la Planta de
Oxigeno, la Empresa acuicola Acuabana, dedicada a la produccién de alevines, entre
otras. También existen en el territorio pequenas industrias dedicadas a la produccion de
farmacos e instalaciones como el Centro de Biotecnologia, el Centro de Inmunoensayo, el
Centro de Genética, las plantas de produccion de vacunas, la fabrica de PPG y el Centro
de Investigaciones Quimico-Farmacéutico. Todos los desechos liquidos de estas

instituciones van a parar al rio, lo que contribuye su contaminacion (Gutiérrez et al., 2005).

El vertimiento de basura es otro de los principales contaminantes que tiene este rio, pues
se han establecido microvertederos en diversos sitios aledanos al mismo, ademas de que
se vierten directamente al rio materiales diversos como desechos de construccion,
plasticos, pedazos de metales, bolsas, etc (Gutiérrez et al., 2005). Segun estos autores,
algunos de los vertimientos citados anteriormente reciben tratamiento mediante lagunas
de oxidacion o a través de una planta o estacion de descontaminacién de residuales
(EDAR Quibu) localizada en el tramo bajo del rio, pero la mayoria de los desechos son
vertidos a los cuerpos de agua sin tratamiento alguno, generalmente a través de derrames

cloacales, que desembocan directamente en el rio.

En la CHS Quibu se han llevado a cabo diferentes investigaciones sobre los principales
problemas ambientales que afectan a esta cuenca, entre los que se encuentra la
contaminacion del rio (Fernandez et al., 2004; Rua de Cabo et al., 2006; Campos et al.,

2007). Sin embargo, la mayoria de estos analisis se han hecho desde una perspectiva
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geomorfolégica y geografica, por lo que sus limitaciones han sido fundamentalmente el
poco analisis de la calidad quimica y microbiolégica de las aguas del rio, analisis por
demas importante, dada la alta urbanizacion que presenta esta cuenca y la estrecha

relacion que existe entre la poblacion y el rio.
1.2.3. Rio Luyané

El rio Luyano forma parte de la Cuenca Hidrolégica Superficial Luyand (CHS Luyand), la
cual se encuentra en la porcion centro septentrional de la provincia de La Habana y tiene
un area de 28,9 km?. Esta corriente superficial vierte sus aguas en la Bahia de la Habana,
de la cual es su principal tributario, tanto en agua dulce como en carga contaminante
(Mulet y Guillen, 2003; Jiménez, 2007). La CHS Luyand esta compartida por porciones de
cinco municipios: Habana Vieja, Regla, 10 de Octubre, Arroyo Naranjo y San Miguel del
Padrén; de los cuales los tres ultimos son los de mayor importancia en la cuenca, tanto
por su area, como por el aporte de carga contaminante al rio por la poblacion y la

industria.

Las aguas de esta corriente fluvial no se utilizan para el abasto a la poblacion, pero si
para otras actividades por parte de la comunidad residente en la misma, tales como uso
recreativo (solo en localidades entre El Diezmero y San Francisco de Paula), riego de

hortalizas en huertos particulares, jardines y otros en el sector alto de la cuenca.

Solo pertenece a la zona de uso no residencial de la periferia de la ciudad la menor parte,
donde existen instalaciones productivas dispersas, entidades militares, algunas viviendas
aisladas, dos micropresas (Hemingway 1 y Hemingway 2) y el embalse rio Hondo; todas
utilizadas para riego agricola. El resto del territorio de la cuenca pertenece a la mancha

urbana de la ciudad, con un area dentro de la unidad de 16,47 km?.

En esta cuenca viven un numero elevado de personas en condiciones desfavorables,
sobre todo por el mal estado de sus viviendas; condiciones que ademas de influir en la
calidad de vida de la poblacion, devienen en problemas socio — ambientales con un papel

importante en la contaminacién de las aguas del rio Luyano.

Por otro lado, en la cuenca se ubican una gran cantidad de industrias, que se caracterizan
por verter grandes volumenes de residuales contaminantes al cauce del rio. El rio Luyané
desde su nacimiento recibe aguas residuales a partir de su unién con el rio Hondo. El

arroyo Pastrana, afluente del rio Luyand, se ve contaminado actualmente por varias
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industrias como la Destileria Habana, la Destileria de Aguardiente Cuba, la Fabrica de
pinturas Jorge de la Nuez y el Matadero Antonio Maceo. Cerca de su desembocadura en
la bahia de La Habana, el rio Luyandé recibe dos nuevas cargas de consideracion: la
Planta de Gas Evelio Rodriguez Curbelo y el reboso del sifén invertido del colector Oeste
II en su ramificacién Barrio Obrero (GTE — BH, 2006; Jiménez, 2007). Existen otras
industrias que se ubican dentro del area de la CHS Luyand que no contribuyen a la
contaminacion de la corriente fluvial Luyand, pues sus sistemas de evacuacion de

desechos estan orientados hacia la CHS Martin Pérez.

Los principales trabajos de investigacion que se han realizado en la cuenca del rio Luyané
enfocan sus objetivos a la contaminacién quimica de este cauce fluvial (Periles, 2006;
Valcarcel et al., 2010), sin embargo, no se informan datos microbiolégicos en estas
investigaciones, no constituyen analisis sistematicos y por tanto, no se cuenta con datos
recientes del estado de la contaminacién microbiana de este rio capitalino. Se hace
evidente que la vigilancia de la calidad sanitaria de sus aguas constituye una necesidad

debido a la implicacién que tiene para la salud humana.

Todo lo expuesto anteriormente evidencia la razén de la seleccion de estos tres rios
habaneros en el presente trabajo para la determinacién y analisis del grado de su
contaminacion microbiana, asi como para la busqueda de cepas de E. coli en sus aguas
capaces de originar enfermedades infecciosas, sin obviar la importancia de la deteccién y
ubicacién de los vertimientos que constituyen fuentes de contaminacion domésticos. Esta
investigacion colaborara al conocimiento de la calidad de las aguas de estos ecosistemas
dulceacuicolas, con fines de prevenir enfermedades de transmision hidrica relacionadas

con el uso indebido de sus aguas en la capital de nuestro pais.
1.3. Evaluacidon de la calidad de las aguas

El establecimiento de programas de monitoreo de la calidad del agua responde a la
necesidad de verificar si la calidad de este recurso cumple con las condiciones necesarias
para los usos requeridos. Las variables a monitorear varian de acuerdo al uso a que se
destinen las aguas y al objetivo que se persiga, pero en general, para evaluar la calidad

del agua se utilizan distintos parametros (Rompré et al., 2002; Troncoso, 2006):

a) Parametros organolépticos: color, turbidez, sabor.
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b) Parametros fisicos: sélidos totales (residuo sélido), sdlidos suspendidos
(sedimentables y no sedimentables), soélidos filtrables (coloidales y disueltos),

temperatura, conductividad y radioactividad.

c) Parametros quimicos: salinidad, dureza, pH, alcalinidad, acidez, oxigeno disuelto,
materia organica, DBO (demanda bioldgica de oxigeno), DQO (demanda quimica
de oxigeno), COT (carbono organico total), bionutrientes (N, P) y otros
compuestos como metales pesados, aniones, cationes, sustancias indeseables y

sustancias toxicas.

d) Parametros microbiolégicos: bacterias coliformes (totales y termotolerantes),
enterococos fecales, bacterias heterotrofas meséfilas y ensayos especificos para
detectar cepas de Salmonella, Legionella, hongos dermatofitos y microalgas

epibidnticas toxicas.

En ocasiones se emplean también indicadores bioldgicos, los cuales expresan el efecto
de la contaminacién sobre una comunidad biolégica y se basan en la capacidad de los
organismos para reflejar caracteristicas o condiciones ambientales del medio en que se
encuentran. Sin embargo, estos métodos no permiten identificar los agentes
contaminantes existentes, por lo que la utilizacion de estos indicadores bioldgicos es
complementaria y no sustitutiva a los indicadores fisico-quimicos y microbiolégicos
(Miravet et al., 2009).

1.3.1. Evaluacién de la calidad microbiol6égica de las aguas

De acuerdo a lo anterior, tanto los criterios como los estandares y objetivos de calidad del
agua variaran dependiendo de si se trata de agua para consumo humano, para uso
agricola o industrial, para recreacién o para mantener la calidad ambiental. Los limites
tolerables de las diversas sustancias contenidas en el agua se recomiendan por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS), asi como los gobiernos nacionales, pudiendo variar ligeramente de uno a otro pais
(Boehm et al., 2009; WHO, 2009).

Existe un consenso general sobre la dificultad para determinar la presencia de todos los
microorganismos patégenos presentes en las aguas contaminadas, ya que dicha
determinacion implica varios dias de analisis, costos elevados, personal adiestrado y la

existencia de laboratorios especializados. Frente a estas dificultades y a la necesidad de

13



Revision Bibliografica

hacer una evaluacién rapida y fiable de la presencia de patégenos en el agua, se ha
planteado la necesidad de trabajar con microorganismos indicadores. Especificamente la
calidad microbiolégica del agua se mide a través de la presencia de microorganismos
indicadores, cuyas concentraciones en el agua pueden estar cualitativamente

relacionadas con el riesgo a la salud que implica el uso de esta (Arcos et al., 2005).

En Cuba, se encuentran reglamentados los requisitos de calidad del agua para diferentes
usos en diferentes normas elaboradas por los Comités Técnicos de Normalizacién, de la
Oficina Nacional de Normalizacién. En la Norma Cubana 857 (2010) para aguas de
consumo humano, se establece que esta debe estar libre de bacterias coliformes
termotolerantes y Escherichia coli, mientras que en la Norma Cubana 22 (1999) para el
control de la calidad de aguas destinadas a lugares de bafio en costas y en masas de

aguas interiores, los niveles de estos indicadores no deben superar los 10° NMP/100 mL.

Estos criterios microbiolégicos de calidad de aguas, son de gran importancia en
nuestro pais, ya que, al igual que en otros paises de América Latina, los recursos
hidricos, superficiales y subterraneos, son los pilares del desarrollo econémico por su
importante participacion en el desarrollo urbano, hidroeléctrico, minero, agricola,

industrial, turistico y recreacion.
1.3.2. Microorganismos indicadores de contaminacion fecal

Los microorganismos indicadores son aquellos que presentan un comportamiento similar
a los patégenos en cuanto a concentracion, reaccion frente a diferentes factores
ambientales y barreras artificiales, pero son mas rapidos, econdmicos y faciles de
identificar (Reischer et al., 2008; del Pilar et al., 2005, Rompré et al., 2002).

La busqueda de un indicador “ideal” para la evaluacién de la calidad bacteriolégica del
agua ha sido dificil. Un microorganismo indicador de contaminacion fecal debe reunir las

siguientes caracteristicas (Bitton, 2005):
= Ser un constituyente normal de la microbiota intestinal de individuos sanos.
= Estar presente de forma exclusiva en las heces de los animales homeotérmicos.
= Estar presente cuando los microorganismos patégenos intestinales lo estan.

= Presentarse en numero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion.
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= Debe ser incapaz de reproducirse fuera de su habitat primario (intestino de

animales homeotérmicos).

= Sutiempo de supervivencia en el habitat secundario debe ser igual o superior al de
las bacterias patégenas (su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o

superior al de los patégenos de origen fecal).
= No debe ser patdégeno.

No existe un microorganismo indicador ideal que se ajuste a todos los criterios pero
existen algunos que responden a muchos de ellos, entre los que se destacan Escherichia
coli, las bacterias coliformes (totales y termotolerantes) y los enterococos (Rompré et al.,
2002; Ashbolt, 2004). Ademas, se utilizan como indicadores alternativos las bacterias
anaerobias fecales (Bacteroides spp., Bifidobacterium spp. y Clostridium perfringens),

virus (colifagos) y componentes organicos fecales como el coprostanol.
1.3.2.1. Grupo coliformes

Las bacterias coliformes constituyen un grupo heterogéneo de amplia diversidad en
términos de género y especie. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y agrupa los
géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter. Forman parte de la
microbiota normal aerobia del intestino, por lo general no provocan enfermedades,

incluso contribuyen al mantenimiento de la salud.

La mayoria de las definiciones de bacterias coliformes estan basadas en sus
caracteristicas bioquimicas comunes. Los Métodos Estandar para el Examen de Aguas
Albanales (APHA, 1998), describen a los miembros del grupo de bacterias coliformes

como:

= Todas las bacterias aerobias y anaerobias facultativas Gram negativas, no formadoras
de esporas, de morfologia bacilar que fermentan la lactosa con produccién de acido y

gas luego de una incubacién durante 48 h a 35°C.

= Todas las bacterias aerobias y algunas anaerobias facultativas Gram negativas, no
formadoras de esporas, bacilares, que desarrollan colonias rojas con brillo metalico

cuando se incuban por 24 h a 35°C en medio Endo-type con lactosa.
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Este grupo se subdivide en dos subgrupos: coliformes totales y coliformes termotolerantes
(CTE), este ultimo estda compuesto fundamentalmente por Escherichia coli (EC) (90%) y

algunas especies de los géneros Klebsiella y Citrobacter (Hanzen y Toranzos, 1990).

La definicion de miembros del grupo coliforme se ha ampliado para incluir a bacterias que
poseen otras caracteristicas, tales como la reaccién -D galactosidasa positiva (reaccion
enzima-sustrato) (APHA, 1998).

1.4. Métodos para la identificaciobn y enumeracién de los microorganismos

indicadores

En la actualidad se han desarrollado diferentes métodos que permiten realizar una
eficiente identificacion y cuantificacion de las bacterias coliformes presentes en aguas

contaminadas, algunos de los cuales se comentan a continuacion.
1.4.1. Técnica de Fermentacion en Tubos Mdltiples

La técnica de fermentacion en Tubos Multiples (FTM) para enumerar la presencia de
bacterias coliformes se usé durante 80 afos aproximadamente como método de
monitoreo de la calidad del agua. Este método emplea tubos con caldo lactosado para la
prueba presuntiva y con caldo bilis verde brillante para la prueba confirmatoria (Rompré et
al., 2002). Puede aplicarse para determinar coliformes totales y fecales (APHA, 1998) y se
considera un resultado positivo la produccién de gas después de 48 h de incubacion a
44 5°C en caldo EC.

Los resultados de la técnica FTM se expresan en términos del nimero mas probable
(NMP) de microorganismos presentes en 100 mL de agua. Este numero se estima
estadisticamente del numero medio de coliformes en la muestra, por lo que ofrece una
enumeracion semicuantitativa de coliformes y la precision de la estimaciéon es bastante
baja y depende del numero de tubos usados para el analisis (Rompré et al., 2002). Esta
técnica carece de precisién en términos cualitativos y cuantitativos y el tiempo requerido
para obtener los resultados es mayor que el necesario para otras técnicas, como por
ejemplo la técnica de filtracion por membrana (FM), la cual ha reemplazado en muchos
casos a la técnica de FTM debido a la necesidad de una sistematicidad de los examenes

de agua potable.
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1.4.2. Técnica de Filtracion por membrana

Este método utiliza un mecanismo mediante el cual los microorganismos cuyo tamafo es
mayor que el tamafio del poro del filtro (0,45 ym) quedan atrapados en la superficie de
una membrana. Los microorganismos de tamafo menor que el especifico del poro pasan
a través de la membrana o quedan retenidos en su interior. Las bacterias de tamano
superior al poro quedan en la superficie de la membrana, la cual se deposita sobre un
medio soélido enriquecido, selectivo o diferencial. EI medio de cultivo utilizado durante su
incubacién evidenciara el crecimiento de microorganismos como unidades formadoras de
colonias (UFC) (APHA, 1998; Rompré et al., 2002).

Los medios de cultivo mas utilizados para el analisis de agua potable, son el medio m-
Endo-Type en América del Norte (APHA, 1998) y el medio Tergitol-TTC en Europa
(AFNOR, 2001). Las bacterias coliformes forman colonias rojas con brillo metalico en
medio Endo-Type que contiene lactosa (incubacién por 24h a 35 °C para coliformes
totales) o colonias amarillo naranja en medio Tergitol-TTC (incubacién por 48h a 37 °C y
por 24h a 44 °C para coliformes totales y termotolerantes respectivamente). Este ultimo
medio de cultivo basa su accion en la degradacion de la lactosa hasta acido, que es
detectado con el indicador azul de bromotimol. Este indicador cambia de color el medio
bajo la membrana de verde a amarillo. La selectividad del medio se logra por el uso del
heptadecilsulfato de sodio (Tergitol 7) y el cloruro de trifenil 2,3,5 tetrazolio (TTC) para
inhibir a la mayoria de las bacterias Gram positivas. El TTC es también parte del sistema
diferencial. La reduccion del TTC por las bacterias lactosa-negativas produce colonias
rojo oscuro. La especie E. coli que es lactosa-positiva y las bacterias coliformes en
general, reducen el TTC débilmente; por lo que sus colonias son amarillo-naranja
(Rompré et al., 2002; Mavridou et al., 2010).

En las ultimas décadas, se han desarrollado nuevos medios de cultivo que permiten la
deteccidn rapida y simultanea de E. coli y de coliformes totales en agua, entre los que se
encuentran: el medio agar Fluorocult EDC, el agar Chromocult y el Rapid E. coli 2 (Fricker
et al., 2008). Estos nuevos medios tienen incorporados entre sus componentes sustratos
que son utilizados por enzimas especificas que poseen el grupo de bacterias coliformes y
E. coli (Rodriguez et al., 2003). La B-D-glucuronidasa (GUD) es una de las enzimas que
sirve como indicador para E. coli, ya que esta presente en el 94 - 96% de las cepas de

esta especie. Su actividad se mide mediante el uso de diferentes sustratos cromogénicos
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y fluorogénicos como el p-nitrofenol- B-D-glucuréonido (PNPG), o el 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-glucurénido (X-GLUC) y el 4-metilumbeliferil- B-D-glucurénido (MUG) (Fiksdal
et al., 2008; Byamukama et al., 2000).

Sin embargo, aun queda por resolver la problematica de la deteccion de coliformes
incapaces de formar colonias (viables pero no cultivables) debido a una serie de factores
fisicos y quimicos involucrados en el tratamiento del agua y factores estresantes cuando

estas bacterias se encuentran en el ambiente (Garcia-Armisen y Servais, 2004).
1.5. Escherichiacoli

Escherichia coli se describidé por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore
Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”, pero en 1919 fue

renombrada con el nombre actual en honor a su descubridor (Kaper, 2005).

Los representantes de esta especie son bacilos gramnegativos, oxidasa negativos, con
un tamafio promedio de 1,1-1,5 ym de ancho y 2,0-6,0 um de largo. De acuerdo a sus
requerimientos de oxigeno son anaerobios facultativos y pueden ser moviles por la

presencia de flagelos peritricos 0 no moviles (Scheutz y Strockbine, 2005).

Desde el punto de vista taxonomico su clasificacion es la siguiente:

Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacteriales

Familia Enterobacteriaceae

Género Escherichia

Especie Escherichia coli (Scheutz, 2005)

E. coli forma parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal (TGI) del ser
humano, otros mamiferos y las aves y constituye una de las especies bacterianas mas

abundantes en esta localizacion.
1.5.1. Escherichia coli como indicador de contaminacion fecal

Escherichia coli se considera el microorganismo indicador de contaminacién fecal por
excelencia (Edberg et al., 2000). Por esta razén, la cuantificacion de E. coli en cuerpos de
agua de ambientes tropicales como principal representante del grupo de coliformes

termotolerantes ha cobrado importancia en la ultima década.
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Sin embargo, es necesario tomar en consideracion que aunque E. coli se ha considerado
el indicador de contaminacion fecal por excelencia, dentro de la especie se han descrito
grupos patégenos capaces de causar enfermedades intestinales y extraintestinales en el
ser humano y los animales, que no se tienen en cuenta cuando se realizan analisis de

calidad microbiolégica de las aguas (Ishii y Sadowski, 2008).
1.5.2. Grupos patégenos de Escherichia coli

Se distinguen dos grandes grupos de E. coli patégenas segun el tipo de infeccion que
provocan. Un primer grupo esta constituido por las cepas de Escherichia coli
responsables de infecciones extraintestinales (tracto urinario, sepsis y meningitis
neonatal) y un segundo grupo constituido por cepas patégenas intestinales, responsables
de un elevado numero de infecciones gastrointestinales. Las principales caracteristicas de

estos grupos se describen en las Tablas 1y 2.

Dentro del segundo grupo se han realizado diferentes clasificaciones. Una de las mas
utilizadas es la que toma en consideracién sus factores de virulencia y patogénesis.
Segun esta clasificacion, se distinguen seis grupos diferentes: E. coli enterotoxigénicas
(ETEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli enteroagregativas (EAEC), E. coli
enteropatogénicas (EPEC) y E. coli enterohemorragicas (EHEC) y Escherichia coli de
adherencia difusa (ADEC) (Rodriguez-Angeles, 2002; Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al.,
2004).

Es importante destacar que en una revision de dicha nomenclatura, O'Brien y Kaper,
1998 propusieron la creacion de un nuevo grupo que estaria formado por las cepas de E.
coli productoras de toxina Shiga (STEC, de sus siglas en inglés), también conocidas como
E. coli productoras de verotoxinas. Este grupo englobaria al grupo de las EHEC y algunos
serotipos que no poseen los factores de virulencia necesarios para causar patogénesis,

aunque si son capaces de producir las toxinas Shiga.

1.6. Métodos para la caracterizacion de los grupos patégenos de E. coli

La necesidad de separar las cepas patégenas de E. coli del resto de las cepas anfibiontes
no patoégenas, asi como la diferenciacion entre los diferentes grupos patégenos de esta
especie ha hecho que se desarrollen sistemas de clasificacion intraespecificos. Sin
embargo, no existe un método ideal y usualmente se debera disponer de los recursos

necesarios para aplicar varios métodos para poder arribar a la ubicacién de una cepa en
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Tabla 1. Patotipos extraintestinales de Escherichia coli

Patotipo, Modo de accién Principales factores de virulencia Serotipos mas frecuentes
UPEC Escherichia coli uropatogénicas Adhesinas (typ 1, F1C, S, M, Dr) O1:H7, O4:H5; O4:H1; O6:H1;
Coloniza la mucosa uretral, asciende desde la uretra Fimbria P (Pap) 016:H6; O18ac:HNM

hasta vejiga, ataca e invade las células epiteliales, y Factor necrotizante citotdxico (CNF-1)

puede ascender hasta el rifidn. Hemolisina A (Hly A)

Cistitis y pielonefritis Proteasa autotransportadora (Sat)

MNEC Escherichia coli causantes de Proteinas de membrana externa 018ac:H7; O7:H1; O2:H6;
meningitis/septicemias (OmpA, IbA, IbeB, IbeC, AslA) 016:H16; O83:H4; 0O6:H1

Se dispersa hematégenamente, utilizando la sangre Factor necrotizante citotoxico (CNF-1)
como medio de transporte para alcanzar el SNC y no Antigeno capsular K1
causar dafio en la barrera hematoencefalica.

Meningitis neonatal y Septicemias

Modificado de Smith et al., 2007
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Tabla 2. Patotipos intestinales de Escherichia coli.

Patotipo, Modo de accién

Principales factores de virulencia

Serotipos mas frecuentes

EPEC Escherichia coli enteropatogénica

Se adhiere a los enterocitos del intestino delgado,
destruye las microvellosidades, produce lesiones de
“adherencia y borramiento” (A/E, de sus siglas en
inglés), respuesta inflamatoria, se incrementa la
permeabilidad intestinal, secrecién activa de iones.

Diarrea acuosa sanguinolenta

Isla de patogenicidad Locus de eliminacién del enterocito (LEE )

-Sistema de secrecién tipo lll, intimina (adhesina bacteriana), Tir
(Receptor de la intimina), EspA, EspB, EspD, EspF (proteinas

translocadoras y efectoras).

Plasmido Factor de adherencia de EPEC (EAF) de 50-70 MDa

-Pili formadores de penachos 6 Bundle-forming pili (BFP, de sus

siglas en inglés)
No produce toxinas
Adherencia localizada (células HEp-2)

Las cepas EPEC atipicas carecen del plasmido EAF

O55:H6,HNM; 086:H34,HNM;
0111:H2,H12,HNM; 0119:H6,HNM;
0O125ac:H21, 0126:H27,HNM;

0128:H2,H12; O142:H6

ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

Se adhiere a los enterocitos del intestino delgado,
secreta enterotoxinas, AMPc, GMPc, estimulacion de
la secrecion de cloro e inhibicién de la absorcién de
sodio.

Diarrea acuosa

Factores de colonizacién (CFA)
Enterotoxinas
-Toxina termolabil (LT, de sus siglas en inglés)

-Toxina termoestable (ST, de sus siglas en inglés)

06:H16; O8:H9; O11:H27; O15:H11;
0O20:HHNM; 025:H42,HNM; O27: H7;
078:H11,H12; O128:H7; 0148:H28,;
0149:H10; O159:H20; O173:HNM
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Tabla 2. Patotipos intestinales de Escherichia coli (Continuacion).

EHEC Escherichia coli enterohemorragica

Se adhiere a los enterocitos del intestino grueso, destruye las

microvellosidades, produce lesiones de “adherencia y borramiento”, causa

Isla__de patogenicidad Locus de

eliminacion del enterocito (LEE)

- Sistema de secrecién tipo Ill, intimina,

026:H11,
H32,HNM; O55:H7;
O111ab:H8,HNM; 0113:H21;

apoptosis, muerte celular y respuesta inflamatoria. Tir, ESpA, EspB, EspD, EspF. 0117:H14;
Diarrea acuosa sanguinolenta Plasmido pO157 0O157:H7
La absorcion sistémica de las verotoxinas puede provocar Sindrome Urémico -Enterohemolisina (Hly-EHEC)
Hemolitico, falla renal aguda, y desdrdenes neurolégicos. -Serin proteasa (EspP)
Citotoxinas STX1 y STX2
EIEC Escherichia coli enteroinvasiva Invasividad 0O28ac:HNM; 029:HNM;
Invade las células epiteliales del colon, lisa los fagosomas, se multiplica, se  Plasmido de invasion (pINV) del cual es 0O112ac:HNM, 0124:H30,HNM;

mueve a través de las células, migra a las células adyacentes, y causa colitis
invasiva inflamatoria.

Diarrea acuosa sanguinolenta

parte el gen ial
-IpA, IpB, IpC,
participan en la invasividad)
-IscA

IpD (Proteinas que

0136:HNM; O143:HNM; O144:HNM,;
0O152:HNM; 0159:H2,
HNM;0164:HNM; 0167:H4, H5, HNM

EAEC/EaggEC Escherichia coli enteroagregativa.

Se adhiere al epitelio del intestino delgado y grueso en un biofilm “denso”,
causa incremento en la produccion de mucus, produce enterotoxinas
secretorias y citotoxinas.

Diarrea acuosa mucoide (puede ser persistente)

Adherencia agregativa (células HEp-2)
Fimbrias de
(AAFs 1y II)
Flagelina EAEC
Toxinas (Pic, ShET1, EAST, Pet)

Proteina de membrana externa (OMP)

adherencia agregativa

0O3:H2; 015:H18; O44:H18; O86:HNM;
O77:H18; O111:H21;
0127:H2;ONT:H10

DAEC Escherichia coli de adherencia difusa
Se adhiere e induce efectos citopaticos que hacen que los enterocitos del
intestino delgado crezcan alargados, produce proyecciones alrededor de la

bacteria similar a dedos.

Adherencia difusa (células HEp-2)
Familia de adhesinas manosa resistente
(Br)

Adhesina fimbrial F1845

Proteina de membrana externa (OMP)

0126:H27

Modificado de Rodriguez-Angeles, 2002



Revision Bibliografica

el enterogrupo que le corresponda (Tenover et al., 1999; Swaminathan y Matar, 2001),

tales como:

e Marcadores fenotipicos: biotipado, serotipado, antibiograma y ensayos de
adherencia en cultivos celulares, los cuales detectan caracteristicas expresadas

por los microorganismos.

e Marcadores genotipicos: reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR),
electroforesis en campo pulsado (ECP), analisis plasmidicos, analisis de enzimas
de restriccién (REA), restricciéon de fragmentos de amplio poliformismo (RFLP),
entre otros, los cuales se basan directamente en caracteristicas del ADN

cromosomal y extracromosomal.

1.6.1. Biotipado bioquimico

El biotipado bioquimico se basa en diferenciar las cepas por su capacidad de fermentar
un determinado numero de carbohidratos (como el manitol, la trealosa, la lactosa, la
ramnosa o el sorbitol, entre otros) o de degradar determinados aminoacidos como la
lisina, la ornitina o la arginina u otros compuestos que ponen de manifiesto la presencia

de determinadas enzimas como la B-D-glucuronidasa.

Relacionado con este tipo de clasificacion en biotipos se han descrito numerosos
sistemas automatizados rapidos y sencillos de realizar. Una variante de este sistema lo
constituyen las técnicas de fenotipado bioquimico conocida como PhenePlate® System,
APl y VITEK que se basan en la clasificacion de los diferentes aislamientos en funcién de
la capacidad y cinética de degradacion de los diferentes sustratos analizados (Jorda et al.,
2005; Chen et al., 2008).

1.6.2. Serotipado

Otro de los sistemas mas frecuentemente utilizados en la clasificacién intraespecifica de
E. coli es el serotipado, basado en el método descrito por Kauffmann (Kauffman, 1947).
Este sistema se basa en la deteccion de tres antigenos celulares, el antigeno somatico
designado como antigeno O, que forma parte de la estructura del lipopolisacarido, el
antigeno flagelar, designado como antigeno H, que forma parte del flagelo bacteriano de
las cepas moviles y el antigeno K, presente en aquellas bacterias que poseen capsula. La
serotipificacion constituye una herramienta muy valiosa que en combinacién con otros
métodos puede ayudar a la identificacion de cepas patdégenas de esta especie (Gyles,

2007; Kaper, 2005; Scheutz y Strockbine, 2005).
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En la actualidad se han descrito un total de 174 antigenos O y 55 antigenos H. Los
ultimos descritos fueron el 0181 y el H56. No obstante continua la descripciéon de nuevos
antigenos, que aun no se han sido incorporados a esta nomenclatura (DebRoy et al.,
2011).

También se han hallado algunas cepas que no poseen antigeno O o en las que el
antigeno O no se ha sintetizado completamente, las cuales aglutinan espontaneamente

en una solucioén salina, conocidas como cepas rugosas, que son denominadas OR.

La descripcidon de los 3 antigenos, O, H y K, proporciona informacién completa sobre el
serotipo, aunque el antigeno K no suele determinarse en la mayoria de laboratorios por su
dificultad. Sin embargo, teniendo en cuenta Unicamente los antigenos O y H, este método
permite diferenciar alrededor de 9500 serotipos diferentes. Por ejemplo, dentro de la
categoria STEC han sido descritos alrededor de 400 serotipos diferentes, aunque no

todos se han asociado a enfermedad en humanos o animales (Bettelheim et al., 2003).
1.6.3. Ensayos de adherencia en cultivos celulares

Las propiedades adherentes de Escherichia coli se describieron inicialmente por Guyton
en 1908, quien observo la capacidad de ciertas cepas para aglutinar glébulos rojos de
algunas especies animales (Duguid, 1980). La capacidad de adherencia de las cepas de
E. coli se debe a la presencia de mas de 15 adhesinas diferentes, las cuales se asocian
con la habilidad que tienen estas bacterias para adherirse y proliferar en las mucosas del
intestino, tracto urinario, tracto respiratorio y genital (Figueroa et al., 1986; McKee y
O’Brien, 1995; Scaletsky et al. 2010).

Cravioto y colaboradores (1979) describieron por primera vez un método para la
identificacion de EPEC. Scaletsky et al. (1985) informaron que algunas cepas de EPEC se
adhieren a células HeLa o HEp-2 segun tres patrones diferentes, conocidos como

adherencia localizada, adherencia difusa y adherencia agregativa.

La prueba fenotipica diagnéstica considerada hoy el estandar de oro para la identificacion
de Escherechia coli enteropatogénica, es el ensayo de adherencia sobre células
epiteliales HEp-2 descrita inicialmente por Cravioto y colaboradores en 1979. Este método
permite identificar EPEC dado que las bacterias se agrupan en cumulos o microcolonias
sobre las células epiteliales en cultivo. Dicha disposicion se conoce como adherencia

localizada o fenotipo LA.
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Asimismo, con la citada técnica pueden también reconocerse E. coli enteroagregativa
(EAEC). Las bacterias de este tipo diarrogénico se agrupan y forman empalizadas que se
adhieren a las células y al cristal. También puede identificarse E. coli de adherencia difusa
(DAEC), reconocible porque las bacterias se adhieren a las células de forma aleatoria
(Scaletsky et al., 1984 y Scaletsky et al., 1988). Una variante de la técnica de Cravioto la
propusieron en México Zepeda y Gonzalez, quienes prefijaron las células HEp-2 con
metanol frio cuyos resultados obtenidos fueron idénticos a los descritos con la técnica

tradicional (Zepeda y Gonzalez, 1995).

Estudios epidemioldgicos sugieren que la capacidad diarrogénica de la mayoria de las
cepas aisladas de casos clinicos de EPEC esta asociada también con los patrones

caracteristicos de adherencia a células HeLa y HEp-2 (Scaletsky et al., 2010).
1.6.4. Resistencia de Escherichia coli a los antibioticos

La especie Escherichia coli presenta resistencia intrinseca a los antibidticos
betalactamicos. Hasta finales de los afios 70 su caracteristica era un patron uniforme de
sensibilidad; sin embargo, la utilizacién masiva de antibiéticos ha provocado un aumento
en su resistencia a nivel mundial (Turner et al.,, 2006). En los ultimos afos, se ha
observado un aumento de la resistencia de esta especie a los principales antibiéticos de
uso clinico para el tratamiento de infecciones causadas por las cepas patégenas de E. coli
como la ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina vy
estreptomicina, tanto en cepas de origen humano y animal como las aisladas del
ambiente (agua y suelos) (Alzahrani et al., 2011, Harada y Asai, 2010, Chandran et al.,
2008, Schneider et al., 2009).

El uso indiscriminado de los antibidticos tanto en el tratamiento de enfermedades
humanas como en veterinaria, ha provocado un aumento del niumero de bacterias
resistentes a los antimicrobianos en el medio ambiente. La mayoria de las aguas
residuales que contienen antibidticos se vierten a los desagules y van a parar a ambientes
acuaticos, lo cual contribuye a la seleccion de microorganismos con patrones de
multirresistencia a antibidticos. Las bacterias presentes en estos ecosistemas se ven
expuestas a diferentes presiones selectivas, lo que favorece el intercambio de genes de
resistencia a antibiéticos a través de los diferentes vectores de transmisién (plasmidos,

transposones y bacteriéfagos) (Von Baum y Marre, 2005).
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Actualmente se sabe que los elementos genéticos conocidos como integrones tienen la
habilidad de capturar grupos de genes del ambiente (agua, suelo) e incorporarlos
mediante recombinacién en sitios especificos (Miko et al., 2005). En la actualidad los
porcentajes de resistencia entre las cepas de esta especie aumentan considerablemente
e, incluso, son frecuentes las cepas multirresistentes en los ambientes acuaticos (Ram et
al., 2009, Hu et al., 2008).

Por tanto, la determinacion y vigilancia de los patrones de resistencia a los diferentes
antimicrobianos en cepas aisladas del ambiente, sobre todo, en ecosistemas acuaticos
contaminados, permite definir la existencia de cepas multirresistentes que podrian

constituir un riesgo para la salud publica.

1.6.5. Genotipado

Para complementar los métodos tradicionales de tipificacion, en los ultimos afios se han
desarrollado una serie de técnicas moleculares basadas en la caracterizacién del genotipo
microbiano mediante los analisis del ADN cromosémico y plasmidico (Garaizar et al.,
2000; Liébana et al., 2001).

Entre los métodos de tipificacion de caracterizacion del ADN plasmidico se enuentra la
identificacion de plasmidos que contienen genes de virulencia (Kariuki et al., 1999). Mas
recientemente se han desarrollado técnicas moleculares para la identificacion de
pequefias zonas de heterogeneidad dentro del cromosoma bacteriano (Old y Threlfall
1998). Muchos de estos métodos también se utilizan en estudios de vigilancia

epidemiolégica (Swaminathan et al., 2001).

Algunos de los métodos basados en el analisis del ADN cromosomico para E. coli pueden

ser:
a) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Técnica que ha permitido determinar el grado de virulencia de los aislados de E. coli
gracias a la deteccion de genes de virulencia especificos (Ahmed et al., 2008; Delicato et
al., 2003; Ewers et al.,, 2003; Obi et al., 2004; McPeake et al., 2005; Loukiadis et al.,
2006). También se emplea para determinar serotipos como E. coli O157:H7 (Radu et al.,
2001), plasmidos de virulencia (Jonson et al., 2006) y genes que codifican toxinas
(Rodriguez-Angeles, 2002) y plasmidos de resistencia antimicrobiana (Literak et al.,
2010).
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b) Electroforesis en campo pulsante (ECP)

Este es un método de tipificacion genética altamente efectivo para un amplio nimero de
especies bacterianas (Tenover et al.,, 1995). Se ha utilizado como herramienta para
analizar tanto brotes clinicos como casos aislados y conocer o descartar su posible
relacion filogenética (Davis et al., 2003). Esta técnica se describié por primera vez en
1984 como una herramienta para el estudio del ADN cromosémico de los organismos
eucariotas (Schwartz y Cantor, 1984). En esta técnica se analiza el patrén de restriccion
de todo el ADN cromosomico bacteriano, con endonucleasas de baja frecuencia de corte
que generan un numero limitado e interpretable de fragmentos (entre 10 y 30) cuyo

tamano oscila entre 10 y 800 Kb (Maslow et al., 1993).

En general, la ECP es una de las técnicas moleculares de tipificacion con mayor
reproducibilidad y poder de discriminacion, lo que hace que sea el método de eleccion en
especies de géneros bacterianos como Pseudomonas spp., Mycobacterium spp.,
Campylobacter spp., Salmonella spp. y Escherichia coli ( Acedo et al., 2009; Davis et al.,
2003; Singh et al., 2001).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Area de estudio y toma de la muestras

Se seleccionaron 10 estaciones de muestreo situadas en la zona urbana de los rios
Almendares, Quibu y Luyand, ubicados en la ciudad de La Habana, Cuba. Las estaciones
de muestreo y su localizacion segun el sistema de Geoposicion Satelital (GPS) se
describen en la tabla 3 y Anexo 1. Para la seleccion de las estaciones de muestreo se
tomaron en cuenta los resultados de estudios previos en estos ecosistemas realizados por
Prats et al., 2006, Rodriguez et al., 2008 y Jiménez (2007) para los rios Almendares, Quibu

y Luyand, respectivamente.

Tabla 3. Estaciones de muestreo en los rios Alimendares, Quibu y Luyané.

Ecosistema Estacion de muestreo Clave Localizacion GPS
evaluado

Almendares Puente Calle 23 A1 355649.88mN 366031.48mE
Calle 100 y Boyeros A2  356136.56mN 360237.64mE
Arroyo Paila A3 356235.30mN 359162.19mE
Arroyo Mordazo A4  356199.05mN 363921.75mE
Quibu Palacio de Convenciones Q1  350646.54mN 362941.08mE
Planta Tratamiento Calle 25 Q2 352425.27mN 362097.34mE
Los Pocitos Q3  352489.06mN 360520.67mE
Luyano Via Blanca L1 356061.35mN 361621.68mE
Calle Mayor L2  363885.00mN 362303.00mE
La Oncena L3  362334.50mN 363743.00mE

Se realizaron ocho muestreos en cada ecosistema evaluado enmarcados en un periodo de
dos afios (2008 y 2009 rios Almendares y Quibu; 2009 y 2010 rio Luyand). Cuatro
corresponden a la época poco lluviosa (febrero a abril) y cuatro a la época lluviosa (junio a
octubre). Se eligieron estos meses para analizar la influencia de las lluvias sobre las

concentraciones de Escherichia coli y coliformes termotolerantes.

Las muestras de agua se tomaron aproximadamente a un metro de la orilla y a 15 cm de

profundidad. Las colectas se realizaron en horas de la mafiana y las muestras se
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trasladaron al laboratorio en frascos plasticos estériles de 1 L en una nevera refrigerada
(4°C) y se procesaron en un periodo de tiempo menor a las 12 h segun las
recomendaciones de AFNOR, 2001.

2.2. Determinacién de la concentracion de coliformes termotolerantes y E. coli

Para determinar la concentracion de bacterias coliformes termotolerantes (CTE) y
Escherichia coli (EC) se utilizo la técnica de Filtracion por Membrana (FM), con membranas
estériles de nitrato de celulosa (Sartorius) con un tamafio del poro de 0,45 ym y 47 mm de
didmetro y un equipo de filtracién (Sartorius). Se utilizaron placas Petri plasticas estériles
(47 mm) con los medios Agar Lactosa Tergitol (concentracion final 0,095 %o peso/volumen)
con cloruro de trifenil 2, 3, 5-tetrazolio (TTC) (concentracién final 0,024 %o peso/volumen)
(MERCK) y agar Chromocult para coliformes (MERCK) para la enumeracion de los
coliformes termotolerantes y Escherichia coli respectivamente. Se siguié la metodologia
establecida por AFNOR (2001).

En el medio agar Lactosa Tergitol con TTC se consideraron bacterias coliformes
termotolerantes a las colonias amarillo-naranja con un halo amarillo después de 24 h a (44
+ 0,5) °C. En el agar Chromocult para coliformes se consideraron como colonias de E. coli
a las que presentaron una coloracion azul oscuro o violeta después de 24 h de incubacion
a (37 + 0,5)°C. El conteo se expresé como unidades formadoras de colonias (UFC) por 100

mL de muestra. Se realizaron tres repeticiones por cada punto de muestreo.
2.3. Determinacién de vertimientos de origen doméstico en los rios seleccionados

Se realizé una inspeccion visual a lo largo de los tramos evaluados en cada rio estudiado
durante los afios 2008, 2009 y 2010 para determinar los vertimientos. La distribucion de
los vertimientos, en cada ecosistema evaluado, se relacion6 con los puntos de muestreo, y
se consideraron los vertimientos ubicados hasta 200 m antes de cada punto. Se tomaron

fotografias para dejar constancia visual de cada vertimiento detectado.

2.4. Aislamiento y caracterizacion de las cepas de Escherichia coli aisladas de los

rios Almendares, Quibl y Luyano
2.4.1. Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento diferencial y la identificacion presuntiva de E. coli a partir de las
muestras de agua, se seleccionaron las colonias que presentaron una coloracion azul

oscuro o violeta en el medio agar Chromocult para coliformes después de 24 h de
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incubacién a 37 + 0,5 °C. Posteriormente se comprobd su pureza y los aislados se
caracterizaron de acuerdo a los aspectos morfolégicos y tintoriales, a través de la tincion
de Gram (Koneman et al., 1999). La confirmacién de la identificacién de estos aislados
ambientales se realizé mediante el sistema automatizado VITEK (bioMérieux), empleando
tarjetas GNI (bioMérieux) (Gram Negative Identification, de sus siglas en inglés)
compuestas por 25 pozos que contenian un medio reactivo en forma deshidratada, cada

una correspondiente a las pruebas bioquimicas a realizar (Anexo 2).
2.4.2. Serotipificacién

La serotipificacion de las cepas de Escherichia coli se realizé segun el procedimiento
descrito por Orskov y Orskov (1984). Se emplearon sueros especificos anti-O y anti-H
(SERUMAN, México) para 174 antigenos somaticos y 56 flagelares. Las reacciones de

aglutinacion se efectuaron en microplacas de 96 pozos de fondo en forma de “u
(COSTAR).

2.4.2.1. Preparacion del antigeno somatico (O)

Las cepas de Escherichia coli se sembraron en tubos de Agar Triptona-Soya (TSA)
(MERCK) y se incubaron por 24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
adicionaron 10 mL de solucion salina (0,85%) a los tubos con crecimiento bacteriano. La
suspension obtenida se transfirio a un tubo de cultivo y se calenté con vapor de agua
durante 1 h para la liberacion del antigeno O. Una vez frio, el antigeno O se conservo con
una solucién de formaldehido al 0,06% (MERCK).

2.4.2.2. Reacciones de aglutinacién para el antigeno somatico (O)

Para las reacciones de aglutinacién, en cada pozo de la microplaca se colocaron 50 uL de
los 186 sueros anti-O y 50 yL del antigeno somatico obtenido de los aislados de E. coli.
Posteriormente la microplaca se cubrié con plastico adherente para evitar la evaporacién y
se incub6é a 50 °C por 24 h. La prueba se consideré positiva cuando se observd un

precipitado en el fondo del pozo de la placa producto de la interaccion antigeno-anticuerpo.

Cuando se observé reaccion cruzada, el antigeno se sometio a reacciones de aglutinaciéon
con diluciones de sueros desde 1:100 hasta 1:12 800; con lo cual el nimero de reacciones
cruzadas disminuy6 considerablemente. Después se probo el antigeno frente a los sueros
puros con diluciones desde 1:50 hasta 1:6 400 y finalmente se definié el antigeno somatico

especifico como el mayor grado de aglutinacion encontrado con la mayor dilucién del
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suero. Si el antigeno seguia dando reaccion cruzada con los sueros puros, se realizd de
nuevo el procedimiento de obtencién del antigeno, pero esta vez se hirvié durante 2 h para

disminuir el nimero de reacciones cruzadas.
2.4.2.3. Preparacion del antigeno flagelar (H)

Para la obtencion del antigeno flagelar, las cepas de E. coli aisladas se inocularon en
tubos de TSA (MERCK) semisdlido que en su interior contenian un tubo Durham, con el
proposito de evaluar la movilidad. Los diferentes cultivos se incubaron a 30 °C por un
maximo de 15 dias hasta observar el enturbiamiento del medio debido al crecimiento
bacteriano. Se tom6 una asada del cultivo de las cepas positivas y se inoculé en 5 mL de
caldo biotriptasa (MERCK) al 2% y se incubd durante 24 h a 30° C. Al cultivo obtenido se
le afadié solucion de formaldehido al 0,06% (MERCK) para la conservacion del antigeno

flagelar.
2.4.2.4. Reacciones de aglutinacion para el antigeno flagelar (H)

En cada pozo de la microplaca se colocaron 50 uL de los 56 sueros especificos anti-H y 50
ML del antigeno flagelar obtenido. Posteriormente, la microplaca se cubrid con plastico
adherente para evitar la evaporacion y se incubd a 50 °C por 3 h. La prueba se consider6
positiva cuando se observo un precipitado en el fondo de pozo de la placa producto de la

interaccion antigeno-anticuerpo.

Cuando se observaron reacciones cruzadas, el antigeno se enfrentd a diluciones de
sueros anti-H, desde 1:100 hasta 1:12 800. Después se probo el antigeno frente a los
sueros puros con una dilucion 1:50 hasta 1:6 400 y finalmente se definié el antigeno
flagelar, por el mayor grado de aglutinacion con la mayor dilucion del suero. Si el antigeno
seguia dando reaccion cruzada con los sueros puros, se realizé nuevamente el

procedimiento de obtencion del antigeno H.
2.4.3. Amplificacion de genes especificos de virulencia mediante PCR

A todas las cepas identificadas como Escherichia coli se les realizé la busqueda de siete
genes especificos para las cepas patdégenas intestinales de esta especie mediante la
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa. Los genes buscados fueron: st,

It, stx1, stx2, bfpA, eaeA e ial.
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2.4.3.1. Extraccion del ADN

Las cepas se sembraron en placas TSA para obtener un cultivo fresco y se incubaron
durante 24h a 37 °C. Se tomé una asada con abundante biomasa y se colocd en 1 mL de
agua destilada estéril en tubos de 1,5 mL (Eppendorf), los cuales se homogenizaron en
vortex y se colocaron en bafo seco 13 min a 94 °C (Termoblock BioRad). Pasado este
tiempo se colocaron en hielo por unos minutos y luego se centrifugd 15 min a 14 000 rpm

para precipitar restos celulares segun Reischl et al., 2002.
2.4.3.2. Condiciones de corrimiento de la PCR

Todos los ensayos de PCR se realizaron en volumenes finales de 25 yL que contenian
0,75 uL de MgCl, (50 mM, Vivantis, USA), 2,5 pL de tampdn de PCR 10X (Vivantis, USA),
1,25 L de cada uno de los cebadores (10 mM, Sigma-Aldrich, USA), 0,5 yL dNTP 200 M
(2 mM, Fermentas USA), 0,1 uyL Taq ADN polimerasa (5 U/ uL Vivantis USA) y 2 uL de

muestra de ADN. El volumen final se ajust6é con agua bidestilada estéril.

Se utilizaron 7 cebadores especificos para la amplificacion de genes relacionados con

factores de virulencia de E. coli patdgenas segun Lépez-Saucedo et al. (2003) (Tabla 4).

Las diferentes fases y el numero de ciclos utilizados para la realizacion de la primera PCR

fueron los siguientes (Obi et al., 2004):

A) Desnaturalizacion: 5 min a 95 °C

B) Amplificaciéon durante 30 ciclos:
Desnaturalizacién: 1 min a 95 °C

Union de los cebadores "annealing”: 1 min a 55 °C
Elongacién: 1 mina 72 °C

C) Elongacion final: 10 min a 72 °C

D) Conservacion de la muestra: tiempo indefinido a 4 °C
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Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacion.

Categorias Tamafo
E. coli Genes Cebadores amplificado (pb)
It F:5°GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC3’ 450
ETEC R:5°CGG TCT CTATAT TCCCTG TT3’
st F5'ATTTTT CTT TCT GTATTG TCT T3’ 190
R:5°CAC CCG GTACAA GCAGGATT3’
EPEC bfpA F:5°AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC3’ 324
F:5°GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA3’
EPEC eaeA F:5" GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC3% 384
R:5°CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG3”
STEC stx1 F:5° CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G3’ 150
R:5°AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC3
STEC stx2 F:5°GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC3’ 255
R:5TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G3’
EIEC ial F:5°'GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA 3’ 650

R:5"GGA GGC CAACAATTATTTCC 3

Todos los ensayos de PCR se realizaron en un Termociclador (ThermalCycler C 1000 ™
BIO-RAD). Para la visualizacién de los productos amplificados se prepararon geles de
agarosa (BIORAD Certified™ PCR Agarose Cat. #161-3104) al 1,5 %, y se colocaron en
cada pozo 5 uL del producto de la PCR obtenido mas 3 pL de buffer de carga (Vivantis,
USA) y se corrio a 90 V por 30 min. Posteriormente los geles se tifieron en una solucion de

bromuro de etidio (10ug.mL™") y se visualizaron en un transiluminador (Uvitec, Alemania).

Las cepas controles positivos que se usaron en los experimentos de PCR fueron: STEC
IBO0446 para stx1 y stx2, ETEC 49766 para st y It, EIEC ial positivo y EPEC 62348 para
bfpA y eaeA las cuales forman parte de la coleccion de cultivos del Laboratorio de
Investigacion Basica del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la

Universidad Nacional Auténoma de México.
2.4.4. Ensayos de adherencia en células HEp-2

Se realizaron ensayos de adherencia a células de la linea celular HEp-2 de tipo epitelial
utilizando el método propuesto por Cravioto et al. (1979). Se emplearon como controles las
cepas: E.coli O42 (patron de adherencia agregativa), E. coli 87124 (patron de adherencia
difusa) y E. coli 2348/169 (patrén de adherencia localizada) conservadas en el Laboratorio
de Investigacion Basica del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de

la Universidad Nacional Autbnoma de México.
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2.4.4.1. Preparacion del ino6culo bacteriano

Las cepas de Escherichia coli y las cepas control se sembraron en tubos con 3 mL de
caldo triptona al 1% con D-manosa al 1% y se incubaron durante 18 h a 37° C, en
agitacion (150 rpm). El cultivo bacteriano obtenido se centrifugd 25 min a 2500 rpm, se
eliminé el sobrenadante y el boton bacteriano se resuspendié en 1 mL de solucién de
Buffer Salina Fosfato (PBS) estéril (pH 7,2).

2.4.4.2. Preparacion de las células HEp-2

Las células HEp-2 de una botella para crecimiento celular de 250 mL con 100 % de
confluencia se lavaron con 2 mL de solucién de PUKS desechando el sobrenadante por el
lado contrario de la monocapa. Se agregaron otros 2 mL de la solucién PUKS y se incubé
por 3-5 minutos para despegar las células de la botella. Las células se resuspendieron en
25 mL de Medio Minimo Esencial (MEM) con suero fetal bovino (SFB).

Previamente se preparé una placa de propileno de 24 pozos colocando una lenteja
(cubreobjetos redondo estéril de plastico) en cada pozo. Se agregé 1 mL de células
resuspendidas a cada pozo que contenia la lenteja. La placa se incubé a 37 °C en
atmoésfera de 5% CO, y 85 % de humedad durante 24 h para obtener una monocapa
celular de 90-95 % de confluencia. Antes de colocar el in6culo bacteriano se retiré el medio
MEM de cada pozo con células con una pipeta Pasteur y se lavd tres veces con PBS

estéril para eliminar los residuos del medio de cultivo.
2.4.4.3. Ensayo de adherencia

En cada pozo de la placa se colocaron 900 uL del medio MEM sin SFB y sin antibiético y
100 pL del in6culo bacteriano previamente preparado, excepto en los pozos
correspondientes a los controles de células. Las placas se incubaron durante 3 h a 37° C
en una atmosfera de 5% de CO,. Después de este periodo se retird el medio de cultivo y se
lavé tres veces con 1 mL de PBS, con la finalidad de eliminar las bacterias no adheridas a
las células. La preparacion se fijé con 1 mL de metanol por 1 minuto, posteriormente se
adicion6 1 mL de colorante de Giemsa 20 minutos para tefiir. Cada pozo se lavo
nuevamente tres veces con 1 mL de agua desionizada para eliminar el exceso de

colorante.
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Las lentejas tefiidas se deshidrataron por 30 segundos sumergiéndolas en cada una de las

siguientes soluciones: acetona, acetona/xileno (v/v) y xileno.

Posteriormente se realizé el montaje directo de las lentejas en un portaobjetos utilizando
balsamo de Canada y se dejé secar a temperatura ambiente por 24 h. La observacion se
realizé en un microscopio 6ptico (Microscopio ZEISS AX10LAB), en campo claro, con un
aumento de 100X con aceite de inmersion. En los casos pertinentes se realizé una
micrografia (Microscopio ZEISS AX10LAB HBO 50 conectado a una camara Cool Snap-
Pro, Color and Integrated Solution, Media Cybernetics the Imaging Experts). Las
microfotografias se capturaron en el programa LAB WORK 45 y se editaron con el

programa Adobe Photoshop.

El ensayo de adherencia se realizd por triplicado para cada cepa. Se consideraron
positivas para algun patrén aquellas cepas que se encontraban adheridas en el 40% o mas

de las células de la preparacion.
2.4.5. Prueba de susceptibilidad a agentes antimicrobianos

La susceptibilidad de las cepas aisladas de E. coli frente a los antimicrobianos se
determiné por el sistema automatizado VITEK (bioMérieux), con tarjetas GNS-147 V 4649
(de sus siglas en inglés Gram Negative Susceptibility, bioMérieux) segun las
recomendaciones del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, de sus siglas en inglés)
(CLSI, 2008).

La tarjeta utilizada contenia 15 antimicrobianos: Amikacina (AK, 32 pg/mL), Ampicilina
(AMP, 32 ug/mL), Aztreonam (ATM, 32 ug/mL), Cefazolina (KZ, 64 ug/mL), Cefepime
(EFE, 16 pg/mL), Ceftazidima (CAZ, 64 ug/mL), Ceftriazona (CFT, 128 pg/mL),
Ciprofloxacina (CIP, 4 ug/mL), Ertapenem (ET, 2 ug/mL), Gentamicina (CN, 8 pg/mL),
Imipenem (IMI, 8 pg/mL), Levofloxacina (LV, 8 pg/mL), Nitrofurantoina (NT, 32 pg/mL),
Piperacilina/Tazobactan (TZP, 64/4 ug/mL), Sulfametoxazol-trimetropim (SXT, 8/152 (160)
pg/mL).

2.4.5.1 Inoculacién de las tarjetas

Se prepard una suspension de cada cepa a partir de la biomasa de un cultivo fresco (18 h)
en solucién salina estéril (0,45%) para obtener una concentracién de 10° mo/mL

correspondiente al tubo 1 de la escala de Mac Farland (Koneman et al.,, 1999).
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Aproximadamente 2 mL de esta suspension bacteriana se cargaron en la tarjeta del

sistema VITEK (software version 1.02). Las tarjetas se incubaron por seis h a 37 °C.

Se consideraron aislados multirresistentes (MR) a los aislamientos resistentes a tres o mas

de tres antimicrobianos segin Chandran et al., 2008.
2.4.6. Estudio de los perfiles de electroforesis en campos pulsantes (ECP)

La electroforesis en campos pulsantes se realizdé con un sistema CHEF MAPPER (BioRad)
mediante el protocolo PulseNet (Ribot et al., 2006). El analisis de la diversidad genética se
le realiz a 76 cepas de las 108 aisladas de los rios Alimendares, Quibu y Luyané. En las 32
cepas restantes no fue posible obtener un perfil electroforético durante la corrida, ya que
durante el procedimiento el ADN se degradd o los perfiles electroforéticos fueron

indistinguibles.
2.4.6.1. Extraccion del ADN y preparacién de los bloques de agarosa con la muestra

Las 97 cepas de E. coli se inocularon en placas de agar sangre (16-20 h, 37 °C).
Posteriormente se seleccionaron entre 1-3 colonias de cada cepa y se sembraron en tubos

con 5 mL de caldo TSA, los cuales se incubaron durante 18 h a 37 °C, en agitacion.

Se tomo6 1 mL del cultivo obtenido en el caldo TSA y se colocd en un tubo de 1,5 mL
(Eppendorf) y se centrifugdé a 10 000 rpm durante 2 min. Se decanté el sobrenadante y las
bacterias se suspendieron en 1 mL de CBS (Cell Suspension Buffer: 100 mM Tris, 100 mM
EDTA, pH 8), se homogenizo6 en el votex y luego se centrifugéd nuevamente a 10 000 rpm
por 2 min para decantar el sobrenadante. Se colocaron 500 uL de CBS y se homogenizé
con la micropipeta. De la mezcla se tomaron 200 UL y se colocaron en un tubo de 0,6 mL
(Eppendorf), se centrifugd 2 min a 10 000 rpm y se colocaron 10 pyL de Proteinasa K

(Invitrogen, Sol stock 1Tmg/mL).

Se prepar6 agarosa de bajo punto de fusion (BioRAD) al 2 % en tampén TE (Tris 10 mM,
EDTA 1mM, pH 8) y se colocd en un bafo a 50 °C. Se mezclé en la proporcion 1:1 la
agarosa con la suspensién bacteriana (200 uL), se homogenizé la mezcla, se repartio en
los moldes para los bloques y se dej6 solidificar a 4 °C. Se prepararon 3 moldes para cada
muestra de ADN.

Los moldes de agarosa se colocaron en 1 mL de solucién CLB (Cell Lysis Buffer: Tris 50
mM, EDTA 50 mM, Sarcosyl 1%, pH 8) para causar la lisis de las células que se

encontraban en ellos. Se incubaron durante 20 h a 50 °C en condiciones estaticas.
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2.4.6.2. Tratamiento de los blogues de agarosa con la muestra de ADN

Los bloques se lavaron con agua MiliQ y con TE 1X (Sigma Aldrich) a 50 °C, en bafo de
maria a 50 °C y en agitacion de 20 min cada uno. Se realizaron 4 lavados, dos con cada
una de las soluciones. Se guardaron a 4 °C en tampon TE 1X (pH 8) hasta el dia siguiente.
Para la digestion de los moldes de agarosa se cortdé un tercio del molde de agarosa, se
afiadieron 2 yL (U) de la enzima Xbal (Invitrogen) y se incubé a 37°C durante 3 h. Los

otros dos tercios del molde se guardaron en TE fresco a 4 °C hasta 5 meses.
2.4.6.3. Electroforesis y procesamiento del gel

Se prepard un gel de agarosa grado PFGE (BioRAD) al 1% en tampdn TBE 0,5X (Tris 44
mM, &cido borico 44 mM, EDTA 1mM). Los moldes se colocaron en los pocillos y se selld
con agarosa al 1% en tampon TBE 0,5X. En cada gel se incluyeron dos carriles con
marcadores de peso molecular que incluyen 50 lineas diferentes en un rango de 48,5
hasta 1 018,5 Kb (Lambda Ladder PFG Marker, New England BiolLabs, Inc). Para la
electroforesis se empled buffer TBE 0,5X. Esta se ajusté a 14 °C y se fijaron las
condiciones de elctroforesis: Pulso inicial: 2,16 s, Pulso final: 54,16 s, temperatura: 14 °C,

tiempo de corrida: 25 h, voltaje: 6v/cm.

Los geles de agarosa se tifieron en tampén TBE 0,5X con bromuro de etidio (10pg.mL™)
durante 30 minutos aproximadamente. A continuacién se lavaron durante media hora en
agua destilada y se les tomaron fotos con un fotodocumentador BioRad para el posterior

analisis de los geles.

Para definir las distintas categorias de relacidon genética se optd por seguir las
recomendaciones del grupo Tenover tanto en el analisis visual como en el analisis
informatico con el programa MVSP 3.1 (Tenover et al., 1995). Estas recomendaciones se
basan en que dos aislamientos con ancestro comun pueden presentar hasta un maximo de
tres bandas diferentes debido a la evolucion de cada uno. Se consideraron aislamientos de
un mismo clon, aquellos que tuvieron hasta tres bandas de diferencia, entre tres y seis
bandas diferentes se clasificaron como aislamientos estrechamente relacionados. Cuando
los pulsotipos de dos cepas tuvieron mas de siete bandas diferentes, se consideré que no

existia ninguna relacién genética entre ellas.

Este mismo esquema se empled cuando se utilizé el programa MVSP 3.1 para conocer la

relacion genética de los distintos aislamientos en base a un andlisis matematico. Para ellos
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se considerd que las cepas con un coeficiente de Dice = 0,9 eran genéticamente idénticas,
mientras que cuando tenian valores entre 0,8 y 0,9 estaban estrechamente relacionadas y
cuando los valores correspondieron al intervalo 0,7-0,8 se clasificaron como posiblemente
relacionadas y por debajo de 0,7 se considerd que las cepas no estaban relacionadas

genéticamente.
2.5. Andlisis estadisticos

Para verificar la distribucion normal y la homogeneidad de varianza de los datos de los
muestreos de los rios Almendares, Quibu y Luyand, se realizé la prueba Kolmogorov —
Smirnov y Cochran — Bartlett respectivamente. Se emplearon datos transformados segun
log (x), a los cuales se les aplicé la prueba paramétrica de Tukey a posteriori para verificar
si existian diferencias significativas entre los conteos de E. coli y de coliformes
termotolerantes en las diferentes estaciones de muestreo. Se utilizé la prueba de t de
Student para la comparacion de dos medias, correspondiente a las concentraciones de los
microorganismos indicadores entre los periodos poco lluvioso y lluvioso. Para evaluar la
correlacion entre las concentraciones de E. coli y de coliformes termotolerantes se calculé
el coeficiente de correlacion de Pearson (r, método paramétrico). Para todos los calculos

se utilizé el paquete estadistico Statistica 6.0 para Windows.
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Resultados

3. RESULTADOS
3.1. Analisis de la concentracion de coliformes termotolerantes y E. coli en los rios

Almendares, Quibl y Luyand

Como puede apreciarse en la Figura 1, las concentraciones de coliformes termotolerantes
(CTE) y Escherichia coli (EC) obtenidas durante los dos afios de estudio para los tres
ecosistemas evaluados fueron superiores a 2,0.10° y 1,0.10° NMP.100 mL™, valores
maximos permisibles para los CTE, establecidos en la Norma Cubana 22 (1999) para
lugares de bafio en costas y en masas de aguas interiores con contacto directo e

indirecto, respectivamente.

Al analizar estadisticamente estos resultados se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones de los CTE y EC del rio Luyané y respecto a las obtenidas para
los rios Almendares y Quiba. La mayor concentracién para los indicadores evaluados se
obtuvo en el rio Luyand, con valores superiores a 8,0.10° UFC.100 mL™* y 6,3.10°

UFC.100 mL™ para los CTE y EC, respectivamente (Figura 1).

8.00
E‘ 7.00
o 6.00
o
= 5.00
D 4.00
E 3'00 m Almendares
o O Quibu
é" 2.00 M Luyand
1.00
0.00
CTE EC
Microorganismos indicadores Limites maximos CTE
(NC 22, 1999)
Contacto indirecto «evasvaess Contacto directo

Figura 1. Concentraciones de coliformes termotolerantes (CTE) y E. coli (EC) en los rios
Almendares, Quibu y Luyan6 durante los afios 2008, 2009 y 2010. Las letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre los valores de las concentraciones de los
microorganismos indicadores (prueba Tukey a posteriori (p<0,05). Las barras de error indican la
desviacion estandar del promedio de las concentraciones de los microorganismos indicadores
durante los dos afios de estudio.
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3.1.1. Rio Almendares

En el tramo evaluado del rio Almendares las concentraciones de coliformes
termotolerantes y E. coli, en todos los puntos de muestreo, mostraron valores superiores a
los establecidos como aptos para los coliformes termotolerantes en la norma cubana 22
(1999), tanto en el afio 2008, como en el 2009. El punto A3 (Paila) presento6 los mayores
valores de concentracién de bacterias indicadoras, con una media de 6,7.10° UFC.100
mL™ para los coliformes termotolerantes y de 2,3.10° UFC.100 mL™" para E. coli. Tanto
para los CTE como para EC se observaron diferencias significativas (p<0,05) en esta
estacibn de muestreo respecto a las otras tres evaluadas, en todo el periodo de

investigacion. (Figura 2A y Figura 2B).

Al comparar las concentraciones de microorganismos indicadores durante los periodos
poco lluvioso y lluvioso estas fueron superiores, en todas las estaciones de muestreo, en
el periodo poco lluvioso. La concentracion media durante este periodo para los dos afios
de estudio fue de 3,5.10° UFC.100mL™ para los CTE y de 1,9.10* UFC.100 mL™* para EC.
Solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre un periodo

y otro en la estacion de muestreo A3 para ambos indicadores (Figura 2A y Figura 2B).

3.1.2. Rio Quibu

En el rio Quiba las concentraciones de microorganismos indicadores estuvieron por
encima de lo establecido en la norma nacional (NC 22, 1999), comportamiento que se
mantuvo durante los dos afios estudiados. Durante este periodo no se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones de coliformes termotolerantes y de E.

coli entre los puntos de muestreo de este rio (Figura 3A y Figura 3B).

Al analizar las concentraciones de los microorganismos indicadores durante los periodos
poco lluvioso y lluvioso, se observo, en todas estaciones de muestreo, que los mayores
valores, tanto para los coliformes termotolerantes como para Escherichia coli, se
obtuvieron durante el periodo poco lluvioso, con un promedio anual de 1,4.10° y 2,3.10°

UFC.100 mL™ respectivamente (Figura 3A y Figura 3B).
3.1.3. Rio Luyané

En el periodo comprendido entre febrero de 2009 y octubre de 2010 las concentraciones
de coliformes termotolerantes y Escherichia coli en el rio Luyand sobrepasaron los limites

establecidos en la Norma Cubana 22 (1999) para aguas de bafio con contacto directo e
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Figura 2. (A) Concentraciones de coliformes termotolerantes y (B) E. coli en el rio Almendares en los
afios 2008 y 2009 y durante el periodo poco lluvioso y lluvioso en cada punto de muestreo. Las barras de
error indican la desviacion estandar del promedio de las concentraciones de las concentraciones de los
microorganismos indicadores durante los dos afios de estudio. Las letras diferentes sobre las lineas
indican diferencias significativas entre los valores de las concentraciones de los microorganismos
indicadores entre las estaciones de muestreo (prueba Tukey a posteriori (p<0,05)). Se aplicé la prueba t
de Student para comparar las concentraciones de CTE y EC entre un periodo y otro en cada punto de
muestreo.

Puntos de muestreo: Al- Puente Calle 23, A2- Calle 100 y Boyeros, A3- Arroyo Paila, A4- Arroyo
Mordazo.
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Figura 3. (A) Concentraciones de coliformes termotolerantes y (B) E. coli en el rio Quibl en los afios 2008
y 2009 y durante el periodo poco lluvioso y lluvioso en cada punto de muestreo. Las barras de error indican
la desviacién estandar del promedio de las concentraciones de las concentraciones de los
microorganismos indicadores durante los dos afios de estudio. Las letras diferentes sobre las lineas
indican diferencias significativas entre los valores de las concentraciones de los microorganismos
indicadores entre las estaciones de muestreo (prueba Tukey a posteriori (p<0,05)). Se aplico la prueba t de
Student para comparar las concentraciones de CTE y EC entre un periodo y otro en cada punto de
muestreo.

Puntos de muestreo: Q1-Palacio de las Convenciones; Q2-Planta Tratamiento Calle 25; Q3- Los Pocitos
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indirecto. Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre las concentraciones de
los microorganismos indicadores entre el punto L1 (Via Blanca) y los puntos L2 (Calle
Mayor) y L3 (La Oncena). El punto L1 fue la estacion de muestreo en la que se
encontraron las mayores concentraciones de coliformes termotolerantes y de Escherichia
coli, con concentraciones superiores a 3,1.10° UFC.100 mL™ y 1,1.10° UFC.100 mL™,
respectivamente (Figura 4A y Figura 4B).

El andlisis de las concentraciones de microorganismos indicadores entre el periodo poco
lluvioso y lluvioso mostr6 que en todas las estaciones de muestreo las mayores
concentraciones de los indicadores bacterianos se obtuvieron durante el periodo poco
lluvioso, con una concentracién promedio de 1,4.10° UFC.100 mL™ para los CTE y de
2,1.10° UFC.100 mL™ para E. coli. Solo se detectaron diferencias significativas (p<0,05)
en las concentraciones de los coliformes termotolerantes y de Escherichia coli entre los

dos periodos analizados en el punto L1 (Figura 4A y Figura 4B).
3.2. Correlacion entre las concentraciones de E. coli y coliformes termotolerantes

Se determin6é que existe una correlacién positiva lineal entre las concentraciones de
coliformes termotolerantes y Escherichia coli en los tres ecosistemas evaluados. Los
valores del coeficiente de correlacion de Pearson calculados en cada uno de los rios
muestran que existe una correlacion positiva alta entre las concentraciones de los dos

indicadores evaluados en los tres rios seguln los criterios de Daza, 2006 (Tabla 5).

Tabla 5. Valores del coeficiente de correlacién de Pearson entre las concentraciones de
coliformes termotolerantes y Escherichia coli.

Ecosistema evaluado r Clasificacion

Rio Almendares 0,89 Correlacion positiva alta
Rio Quibu 0,80 Correlacion positiva alta
Rio Luyané 0,83 Correlacion positiva alta

r- Coeficiente de correlacion de Pearson; Correlaciéon nula (r=0); Correlacion positiva muy baja (r
=0,01-0,19); Correlacion positiva baja (r=0,2-0,39); Correlacién positiva moderada (r=0,4-0,69);
Correlacién positiva alta (r=0,7-0,89); Correlacion positiva muy alta (r=0,9-0,99); Correlacién
positiva grande y perfecta (r=1) (Daza, 2006).
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Figura 4. (A) Concentraciones de coliformes termotolerantes y (B) E. coli en el rio Luyané en los
afios 2009 y 2010 y durante el periodo poco lluvioso y el periodo lluvioso en cada punto de
muestreo. Las barras de error indican la desviacion estandar del promedio de las concentraciones
de las concentraciones de los microorganismos indicadores durante los dos afios de estudio. Las
letras diferentes sobre las lineas indican diferencias significativas entre los valores de las
concentraciones de los microorganismos indicadores entre las estaciones de muestreo (prueba
Tukey a posteriori (p<0,05)). Se aplico la prueba t de Student para comparar las concentraciones
de CTE y EC entre un periodo y otro en cada punto de muestreo.

Puntos de muestreo: L1-Via Blanca; L2-Calle Mayor; L3- La Oncena.

3.3. Fuentes contaminantes de origen doméstico en los tres ecosistemas acuaticos

evaluados

Durante los recorridos realizados por los tres ecosistemas dulceacuicolas evaluados se

detectaron visualmente un total de 25 fuentes contaminantes de origen doméstico no

descritas anteriormente, las cuales estan directamente asociadas con los diez puntos de

muestreo seleccionados.

39



Resultados

Se detectaron entre uno y hasta cuatro vertimientos de origen albafial en cada estacion
de muestreo, los cuales se mantuvieron estables durante los afios 2008, 2009 y 2010.
(Tabla 6). De estos vertimientos, diez se ubican en las margenes del rio Almendares,

siete en las del rio Quibu y ocho en las del rio Luyand.

Tabla 6. NUumero de vertimientos asociados a cada punto de muestreo.

Ecosistemas No. de vertimientos/Punto de muestreo
Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4
Almendares 1 2 4 3
Quibu 1 3 3 -
Luyano 4 3 1 -

El rio Luyano fue el ecosistema que mas vertimientos present6 de acuerdo al numero de

kilometros recorridos con 1,6 vertimientos/km evaluado (Tabla 7).

Tabla 7. NUmero de vertimientos de acuerdo al tramo de kilbmetros recorridos en cada

ecosistema.
Ecosistemas Tramo No. No. vertimientos /km
evaluado (km) vertimientos
Almendares 10 10 1
Quibu 5 7 1,4
Luyano 5 8 1,6

A continuacibn se muestran algunas fotografias que sirven de testimonio de los
vertimientos ubicados en las margenes de los tres rios detectados durante los recorridos
realizados (Figuras 5, 6 y 7). La ubicaciéon de los vertimientos detectados asi como el
punto de muestreo especifico con el que se asocia cada vertimiento se presenta en la
Tabla 8.

3.4. Caracterizaciéon de las cepas de Escherichia coli
3.4.1. Aislamiento e identificacién de las cepas de E. coli

A partir de los cultivos de las muestras de agua de los tres ecosistemas en agar
Chromocult se aislaron un total de 120 cepas presuntivas de E. coli, por sus
caracteristicas especificas en este medio selectivo-diferencial. Del total de cepas, 113 se
confirmaron como Escherichia coli mediante el sistema VITEK y las siete restantes
correspondieron a otras especies bacterianas también del grupo de las bacterias

coliformes, las cuales se consideraron como falsos positivos (Tabla 9). Los resultados
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Figura 5. Vertimientos de aguas residuales en el Arroyo Paila (afluente del rio Almendares)
provenientes del Laboratorio Farmacéutico “Reinaldo Gutiérrez”.
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Figura 6. Vertimientos de aguas residuales domésticas que se realizan directamente al rio Quibu
en la comunidad Los Pocitos provenientes de viviendas ubicadas en las riberas del rio. Las flechas
y circulos indican los lugares exactos de vertimientos desde las casas.
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Figura 7. Vertimientos de aguas residuales urbanas en el punto Via Blanca, rio Luyano
provenientes de: (A) Tuberia correspondiente a un emisario del alcantarillado y (B) Patios de
viviendas ubicadas en las méargenes del rio en este punto de muestreo.
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Tabla 8. Vertimientos de aguas albafiales ubicados a lo largo de las trayectorias
evaluadas de los rios Almendares, Quibu y Luyand.

No. Procedenciade las Lugar hacia Punto de
aguas albafiales Ubicacién donde serealiza muestreo con
la descarga el que se
asocia la
descarga
1 Viviendas?® Reparto Nuevo Vedado Rio Almendares Al
2 Viviendas?® Reparto Residencial Alimendares Rio Almendares A2
(Boyeros)
3 Viviendas?® Reparto Marti (Boyeros) Rio Almendares A2
4 Laboratorio Ventoy Boyeros Arroyo Paila* A3
“Reynaldo
Gutiérrez”
5 Viviendas?® Reparto Marti Arroyo Paila* A3
6 Viviendas?® Reparto Marti Arroyo Paila A3
7 Corrales® Reparto Marti Arroyo Paila A3
8 Unidad Militar Antigua entrada a la Polar (callejon) Arroyo Mordazo* A4
9 Viviendas?® Callejon entrada a La Polar Arroyo Mordazo A4
10 Viviendas?® Callejon entrada a La Polar Arroyo Mordazo A4
11 Tuberia” Punto de muestreo Rio Quibu Q1
Palacio de las Convenciones
12  Zanja de albafiales  Barrio Zamora Rio Quibu Q2
(Ave 27 y calle 124)
13 Viviendas? Barrio Zamora Rio Quibu Q2
(callején sin nombre)
14 Viviendas?® Calle 25 (antes Planta de Tratamiento) Rio Quibu Q2
15 Viviendas? Comunidad Los Pocitos Rio Quibu Q3
16 Viviendas? Comunidad Los Pocitos Rio Quibu Q3
17 Viviendas? Comunidad Los Pocitos Rio Quibu Q3
18 Tuberia’ Puente de Via Blanca Rio Luyan6 L1
19 Viviendas Puente de Via Blanca Rio Luyan6 L1
20 Tuberia® Puente de la Virgen del Camino Rio Luyan6 L1
21 Viviendas Puente de la Virgen del Camino Rio Luyano L1
22 Viviendas® Calle Mayor, Reparto La Rosalia Rio Luyan6 L2
23 Viviendas® Reparto Juanelo Rio Luyano L2
24 Corrales® Reparto Juanelo Rio Luyan6 L2
25 Viviendas?® Reparto Central Rio Luyan6 L3

* Afluentes del rio Almendares; ® Vertimientos que se realizan directamente desde las viviendas; ® Tuberias
que corresponden a emisarios del alcantarillado publico; © Corrales para la cria de animales de corral (aves,

cerdos, carneros y vacas)
Puntos de muestreo:

A1l- Puente Calle 23, A2- Calle 100 y Boyeros, A3- Arroyo Paila, A4- Arroyo Mordazo
Q1-Palacio de las Convenciones; Q2-Planta Tratamiento Calle 25; Q3- Los Pocitos
L1-Via Blanca; L2-Calle Mayor; L3- La Oncena.
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mostraron un 94,6% de especificidad para la seleccién de E. coli a partir de este medio

cromogénico.

Tabla 9. Identificacion de los aislados obtenidos a partir de las siembras en agar

Chromocult para coliformes.

Especies aisladas

Origen No. Escherichia coli  Citrobacter Leclercia
aislados freundii adecarboxylata
Rio Almendares 49 48 1 -
Rio Quibu 28 26 2
Rio Luyand 43 39 1 3
Totales 120 113 4 3

3.4.2 Serotipificacion

La caracterizacion serolégica de las 113 cepas confirmadas como pertenecientes a la
especie Escherichia coli provenientes de los tres rios evaluados mostré que el 72%
(81/113) fueron serotipificables (OT), el 24% (27/113) no aglutinaron con ninguno de los
174 sueros disponibles del esquema para el antigeno O (ONT), por lo que se clasifican
como cepas no tipificables, y el 4 % (5/113) fueron cepas rugosas (OR). La mayor

cantidad de cepas proceden del rio Almendares (Tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacién seroldgica de las cepas de Escherichia coli aisladas en los tres

ecosistemas dulceacuicolas evaluados.

Caracterizacidon seroldgica

Ecosistemas No. aislados
OT ONT OR Total
Rio Almendares 38 7 3 48
Rio Quibu 19 5 2 26
Rio Luyano 24 15 0 39
Total 81 27 5 113

OT: Antigeno O tipificable, ONT: Antigeno O no tipificable, OR: Antigeno O rugoso

Entre las 81 cepas serotipificables se encontraron un total de 41 serogrupos y 54
serotipos (combinacién antigeno O y H) diferentes. El 47% (38/81) de estas cepas
present6é uno de los siete serogrupos siguientes: O1, 08, 023, 025, 030, 0169 y 0O174.
Los serotipos mas frecuentes fueron: O1:H15, O8:H9, O23:HNT, 025:H19, O30:HNM,
0169:HNM y 0174:H32, los cuales agruparon al 41% (33/81) de las cepas serotipificables
(Tabla 11).
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Los serogrupos y serotipos encontrados entre las cepas aisladas de los ecosistemas
evaluados fueron diferentes, solo los serogrupos O8 y 0174 se detectaron en cepas de
los tres rios aunque combinados con diferentes antigenos flagelares (H8, H9 y H32)
(Tabla 12).

De los tres rios evaluados se aislaron 27 cepas cuyo antigeno O no fue tipificable. El rio
Luyano fue el ecosistema donde se encontr6 el mayor nUmero de estas cepas (Tabla 10),
de las cuales el 33% (9/27) aglutiné con alguno de los sueros anti-H utilizados, el 30%
(8/27) no aglutinaron con ninguno de los 56 sueros anti-H (serotipo ONT:HNT) y el 37%
(10/27) resulté no mavil (serotipo ONT:HNM) (Tabla 13).

Tabla 11. Serogrupos identificados en las cepas de Escherichia coli ubicados seguin su

frecuencia de aislamiento.

Serogrupos No. de aislados/ Total de Ecosistemas
serogrupo aislados donde se
encontraron
02, 04, 05, 018ac, O19ac,
020, 039, 051, 053, 063, Almendares,
066, 070, 079, 086, 088, 1 25 Quibu y Luyand

0101, 0103, 0107, O111ab,
0140, 0165, 0175, 0177,

0178, 0184
015, 016, 027, 045, 054, 2 Almendares,
064, 075, 0117, 0128 18 Quibd y Luyané
01, 023, 0169 3 9 Almendares y
Luyano
08, 030 4 8 Almendares,
Quibu y Luyand
025 5 5 Quibu
Almendares,
0174 16 16 Quibu y Luyandé
Total - 81
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Tabla 12. Serotipos identificados entre las cepas serotipificables de E. coli aisladas de los

rios Almendares, Quibu y Luyano

Ecosistema evaluado Serotipos identificados**
O1:H15 (2), O2:H4 (1), 0O8:H8 (1), O16:H7 (1),
016:H32 (1), O20:H15 (1), O23:HNT (2), O30:HNM (4),
Rio Almendares 045:H45 (1), O45:HNM (1), O51:H10 (1), O64:HNT (1),
064:H25 (1), O75:H44 (1), 086:H34 (1), 088:H21 (1),
O103:H16 (1), O117:H3 (1), 0O128ac:HNT (2),
O165:HNM (1), O169:HNM (2), O174:H32 (10)

O4:H16 (1), O8:H9 (2), O18ac:H49 (1), 025:H19 (4),

Rio Quib O27:HNT (2), 039:H9 (1), 063:H6 (1), O70:H54 (1),
O75:H44 (1), 079:H4 (1), 0107:H27 (1), 0117:H27 (1),
0174:H32 (1), 0177:H4 (1), 0178:H54 (1)

O1:H7 (1), O5:, O8:HNM (1), O15:H2 (2), O19ac:HNM
Rio Luyané (1), 0O23:H43 (1), 025:H32 (1), O53:HNM (1), O54:H7
(2), O66:HNM (1), O101:H8 (1), 0O111:H38 (1),
0140:H3 (1), O169:HNM (1) O174:H32 (5), O175:H27
(1), O184:HNT (1)
*Entre paréntesis se sefiala el nUumero de cepas que presentaron ese serotipo. En negritas se
encuentran sefalados los serogrupos que fueron comunes para los tres ecosistemas evaluados.

Tabla 13. Serotipos identificados entre las 27 cepas no serotipificables de E. coli

aisladas de los rios Almendares, Quib0 y Luyand.

Ecosistema evaluado Serotipos identificados**
Rio Almendares ONT:H10 (2), ONT:H47 (1), ONT:HNM
(1), ONT:HNT (3)

Rio Quib ONT:H9 (1), ONT:H27 (1), ONT:HNM
(2), ONT:HNT (1)

Rio Luyané ONT:H9 (2), ONT:H26 (2), ONT:HNM
(7), ONT:HNT (4)
**Entre paréntesis se sefiala el nimero de cepas que presentaron ese serotipo

De acuerdo a su serotipo el 35% de las cepas evaluadas (38/108) de E. coli se
consideraron patdgenas de esta especie. Para esta clasificacion no se tomaron en cuenta

las cinco cepas OR encontradas.

Se identificaron cepas patdgenas intestinales y extraintestinales, pero el mayor niamero
correspondi6 a las cepas patdgenas intestinales. El patotipo de Escherichia coli
productora de toxina shiga (STEC) fue el mas prevalente (37%) y se encontré en los tres

rios evaluados, seguido por los patotipos Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (32%),
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Escherichia coli enteropatégena (EPEC) (8%) y Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

(5%), este ultimo solo se encontrd en el rio Alimendares (Tabla 14).

Las cepas de E. coli extraintestinales correspondieron a serogrupos de cepas
uropatogénicas (UPEC) (18%) y solo se aislaron en dos de los tres ecosistemas
evaluados. EI mayor numero de serogrupos patdgenos se encontraron en el rio
Almendares, tanto para las cepas patdgenas intestinales como extraintestinales (Tabla
14).

Tabla 14. Patotipos de las cepas de Escherichia coli segun la clasificacion serologica.

Patotipos No. de Serogrupos Procedencia
aislados
STEC 14 05, 045, 054,
0117, 0103, Almendares,
0165, 0169, Luyané, Quibu
Intestinales ONT:H9, ONT:H47
ETEC 12 08, 015, 020, Almendares,
025, 027 Luyano, Quibu
EPEC 3 086, 0111, 0128 Almendares,
Luyano
EAEC 2 ONT:H10 Almendares
Extraintestinales UPEC 7 02, 04, 016, Almendares,Quibu
0O18ac, O75

STEC:E. coli productora de toxina Shiga, ETEC:E. coli enterotoxigénica, EPEC: E. coli
enteropatogénica,EAEC: E. coli enteroagregativay UPEC:E. coli uropatogénica.

3.4.3. Deteccidn de genes especificos de virulencia

Con el fin de confirmar la presencia de las cepas de Escherichia coli patégenas
intestinales en las aguas de los tres ecosistemas evaluados se realiz6 la busqueda de los
genes st, It, stx1, stx2, eaeA, bfpA e ial, los cuales son representativos de estas cepas. Se
obtuvo amplificacion positiva en el 31% (33/108) de las cepas evaluadas para al menos

uno de los genes buscados.

De los factores de virulencia analizados, los genes st, stx2 e ial fueron los mas
abundantes, detectandose en un 7 % (para cada gen) de las cepas, seguido por los genes
stx1 (5,5 %) y It (4,6 %). En ninguna cepa se detectd la presencia de los genes eaeA'y
bfpA (Tabla 15 y Figuras 8, 9 y 10).

44



Resultados

Tabla 15. Distribucion de los diferentes genes en las cepas de E. coli aisladas de los rios

Almendares, Quibu y Luyand.

Origen Genes de virulencia
It st Stxl Stx2 ial eaeA DbfpA Np
Almendares 3 3 4 5 0 0 0 14°
Quibu 1 2 2 0 0 0 0 5
Luyané 1 3 0 3 8 0 0o 14°
Total 5 8 6 8 8 0 0 33

NE: Numero total de cepas con amplificados positivos por ecosistema
%> En los rios Almendares y Luyané hubo una cepa que amplificé simultaneamente para dos
genes, por lo que solo la tuvimos en cuenta una vez para la suma de cepas positivas en estos rios.

En la tabla 16 se observa la distribucion de los 33 patotipos por rio, 14 son cepas del rio

Almendares, cinco del rio Quiba y 13 patotipos estan en cepas del rio Luyand.

Los ecosistemas de los que proceden un mayor niumero de cepas con amplificados
positivos fueron Almendares y Luyand, donde se obtuvieron 14 en cada rio. Ademas, se
encontraron dos cepas que presentaron amplificacion positiva para dos genes; una cepa
del rio AlImendares con serotipo ONT:HNT amplificé simultAdneamente para los genes stx1
y stx2, y una del rio Luyand (serotipo O174:H32) para los genes st y It. El gen ial solo

amplifico entre las cepas del rio Luyand (Tabla 16).

255 pb

A B

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para la deteccién de los
genes stx1 y stx2 en las cepas de Escherichia coli. Carriles A: Marcador de peso molecular (1 kb),
carriles B: Control positivo cepa STEC 1B00446. Fotografia (A) carriles C y D: muestras positivas
para el gen. Fotografia (B) carriles C, D, E y F: muestras positivas para el gen.

45



Resultados

450 pb
190 pb

A B

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para la deteccién de los
genes It y st en las cepas de Escherichia coli. Carriles A: Marcador de peso molecular (1 kb),
carriles B: Control positivo: cepa ETEC 49766. Fotografia (A) carriles C: Muestra positiva para el
gen. Fotografia (B) carriles C y D: Muestras positivas para el gen.

650 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para la deteccién del
gen ial en las cepas de Escherichia coli. Carril A: Marcador de peso molecular (1 kb), carril B:
Control positivo cepa EIEC (Cepario Laboratorio Investigacion Basica, Dpto Salud Publica,
Facultad de medicina, UNAM), carriles C, D y E: muestras positivas para el gen.

De las 33 cepas que fueron positivas para alguno de los genes de virulencia evaluados el
46% se clasific6 como Escherichia coli productora de toxina shiga (STEC), el 36% como
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y el 18% como Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) debido a la presencia de los genes stx, It y st e ial respectivamente.

En solo cuatro casos las cepas STEC y ETEC coincidieron con las cepas que
serolégicamente fueron clasificadas dentro de estas categorias patdgenas. Por lo tanto,
se observd una elevada diversidad de seropatotipos (combinaciones de genes de
virulencia en cada uno de los serotipos) independientemente del ecosistema evaluado
(Tabla 16).
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Tabla 16. Distribucion de los diferentes patotipos detectados en las cepas de E. coli aisladas de

los rios Almendares, Quibl y Luyand de acuerdo a los genes que amplificaron.

Origen Puntos Serotipos No. Patotipo
de aislados Genes de virulencia
muestreo
It st stxl stx2 ial
Almendares A2 O1:H15 1 -+ - - - ETEC
Al O2:H4 1 - - + - - STEC
A3 045:H45 1 - - + - - STEC
A3 O51:H10 1 - - + - - STEC
A3 088:H21 1 - - - + - STEC
A2 0165:HNM 1 - - - + - STEC
A3 0174:H32 1 - - - + - STEC
A3 0174:H32 1 + - - - - ETEC
A3 0174:H32 1 -+ - - - ETEC
A4 0174:H32 1 + - - - - ETEC
A3 ONT:H10 1 + - - - - ETEC
A3 ONT:HNT 1 - - + + - STEC
Al ONT:HNT 1 - - - + - STEC
Al ONT:HNT 1 -+ - - - ETEC
Quibu Q3 O8:H9 1 -+ - - - ETEC
Q2 0O18ac:H49 1 - - + - - STEC
Q3 025:H19 1 + - - - - ETEC
Q1 0O63:H6 1 -+ - - - ETEC
Q3 ONT:H27 1 - - + - STEC
Luyano L1 0O1:H15 1 -+ - - - ETEC
L1 O1:H7 1 - - - + - STEC
L3 O8:HNM 1 - - - - + EIEC
L1 015:H1 1 - - - + - STEC
L1 015:H2 1 - - - - + EIEC
L1 0O19ac:HNM 1 - - - + - STEC
L3 023:H43 1 - - - - + EIEC
L2 0174:H32 1 + o+ - - - ETEC
L3 O184:HNT 1 - - - - + EIEC
L1 ONT:H9 1 -+ - - - ETEC
L1 ONT:H26 1 - - - - + EIEC
L1yL3 ONT:HNM 3 - - - - + EIEC
Totales 33 5 8 6 8 8
STEC: E. coli productora de toxina Shiga, ETEC: E. coli enterotoxigénica, EIEC: E. coli

enteroinvasiva.
Puntos de muestreo:

A1l- Puente Calle 23, A2- Calle 100 y Boyeros, A3- Arroyo Paila, A4- Arroyo Mordazo; Q1-Palacio
de las Convenciones; Q2-Planta Tratamiento Calle 25; Q3- Los Pocitos; L1-Via Blanca; L2-Calle

Mayor; L3- La Oncena.
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3.4.4. Ensayos de adherencia en células epiteliales HEp-2

El 23,1% de las cepas (25/108) presentd adherencia a las células HEp-2, mientras que el
78% (83/108) resultd6 no adherente (Tabla 17). Se encontraron dos patrones de
adherencia diferentes entre las cepas adherentes: adherencia difusa (AD), cuando las
bacterias se adhirieron alrededor de toda la célula (Figura 11B) y adherencia agregativa
(AA), cuando las bacterias se adhirieron en forma de en palizadas en uno de los polos de
la célula (Figura 11C, 11D y 11E). El patron mas abundante entre las cepas adherentes

fue el de adherencia difusa, seguido por el patréon de adherencia agregativa (Tabla 17).

De acuerdo a los patrones de adherencia encontrados las 21 cepas que presentaron
adherencia difusa se pueden clasificar en la categoria patogénica Escherichia coli de
adherencia difusa (ADEC, de sus siglas en inglés) y las cuatro cepas con patrén de
adherencia agregativa en cepas Escherichia coli enteroagregativa (EAEC, de sus siglas

en inglés).

El 64% de las cepas que presentaron uno de los dos patrones de adherencia descritos
pertenecen a cepas que desde el punto de vista serolégico se consideraron patégenas en

esta especie y el 28% amplific para uno de los siete genes de virulencia evaluados.

Tabla 17. Patrones de adherencia de las cepas de Escherichia coli aisladas de los rios

Almendares, Quibu y Luyané.

Patréon de adherencia Numero de aislados/%

AD 21 (19%)
AA 4 (4%)
NA 83 (77%)

AD: Adherencia difusa, AA: adherencia agregativa, NA: no adherente
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Figura 11. Células HEp-2 en cultivo in vitro infectadas durante tres horas con cepas de E. coli
aisladas de tres ecosistemas dulceacuicolas de La Habana, fijadas con metanol al 70%, tefidas
con el colorante de Giemsa y observadas bajo microscopia de luz convencional (aumento 100x). A:
Control celular, B: Cepa de E. coli con patron de adherencia difusa (AD), las bacterias se adhieren
a toda la superficie de la célula en forma aleatoria; C, D y E: Cepas de E. coli con patrones de
adherencia agregativa tipico (AA), las bacterias se adhieren a la célula (flecha) y el cristal (flecha)
en forma de ladrillos apilados o en palizada; F: Cepa de E. coli con patron de adherencia
semejante a la localizada (LAL) de cepas de ECEP tipo Il o atipicas, las bacterias se adhieren a las
células en forma de cadenas (flecha).

3.4.5. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El analisis de la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas de Escherichia coli aisladas
demostraron que el 24% (26/108) de las cepas evaluadas fueron resistentes al menos a
uno de los 15 antimicrobianos utilizados. Las cepas resistentes se aislaron en los tres
ecosistemas evaluados y se distribuyeron de la siguiente manera: 12 del rio Aimendares,

seis procedian del rio Quibu y ocho del rio Luyand.

El mayor porcentaje de cepas resistentes (57,6%) se presentd frente al antibidtico
betalactamico ampicilina, seguido por el sulfametoxazol-trimetropima y las quinolonas
ciprofloxacino y levofloxacino con porcentajes de 42,3%, 384% y 34,6%,
respectivamente. Ademas, se identificaron valores de resistencia intermedia frente a los
antibioticos aztreonam, levofloxacino, gentamicina, piperacilina/tazobactan,

nitrofurantoina, ceftazidima y ceftriazona (Figura 12).

Ninguna cepa resulté susceptible a menos de 3 antimicrobianos, y el 77% de las cepas

fueron susceptibles frente a todos los antibiéticos utilizados.
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Entre las cepas resistentes no prevalecié ningun serotipo, el 19,2% se clasificaron, de
acuerdo a su serotipo, como cepas patdgenas de la especie E. coli y el 23% fueron

positivas para alguno de los genes de virulencia buscados.

3.4.5.1. Andlisis de la multirresistencia
De las 26 cepas resistentes, trece (11,5%) mostraron resistencia frente a tres antibidticos

0 mas, por lo que se consideraron multirresistentes (MR) segun Chandran et al., 2008.

Se obtuvieron 16 patrones de resistencia antimicrobiana, entre ellos nueve expresaron
multirresistencia (combinaciones de 3, 4, 5 y 7 antibidticos). Los patrones de resistencia
mas frecuentes fueron: SXT, AMP/SXT y AMP/CIP/LV con 4 cepas cada uno (3,5%),
seguido del patrén AMP/CIP/LV/NT con dos cepas (1,8%), el resto de los patrones estuvo

integrado por una sola cepa (Tabla 18).
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Figura 12. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las 113 cepas de Escherichia coli
aisladas de ecosistemas dulceacuicolas de La Habana.

AMP- ampicillina, SXT- sulfametoxazol-trimetoprima, CIP- ciprofloxacina, LV- levofloxacina, TZP-
piperacilina/tazobactan, CN- gentamicina, KZ- cefazolina, NT- nitrofurantoina, ATM- aztreonam, CAZ-
ceftazidima, CFT- ceftriazona, ET-ertapenem, EFE-cefepime, IMI-imipenem, AK-amikacina.

R-Resistentes; |- Resistencia intermedia
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Tabla 18. Patrones de resistencia de las cepas de Escherichia coli aisladas de los rios

Almendares, Quibu y Luyand.

No. de Patrones de resistencia No.de cepas Total
antimicrobianos

SXT
1 CN

5

AMP-CZ
CIP-LV

2 AMP-SXT
CN-SXT
ATM-TZP

AMP-CIP-LV
3 AMP- TZP-CN
ATM-CFT- TZP

AMP-CIP-LV-NT

4 AMP-CIP-LV-SXT
AMP-CZ-LV-SXT
AMP-CIP- TZP-SXT

5 AMP-CIP-LV-SXT-CZ 1

JEE NG [P\ U N G W NG ) [E S N N U Qi () QNI QR ) U

7 AMP-CIP-LV- ATM-CZ-CFT-CN 1

AMP- ampicillina, SXT- sulfametoxazol-trimetoprima, CIP- ciprofloxacina, LV- levofloxacina, TZP-
piperacilina/tazobactan, CN- gentamicina, CZ- cefazolina, NT- nitrofurantoina, ATM- aztreonam,
CAZ-ceftazidima, CFT- ceftriazona, ET-ertapenem, EFE-cefepime, IMI-imipenem, AK-amikacina.

3.4.6. Andlisis de la diversidad genética entre las cepas de E. coli aisladas de los
ecosistemas evaluados
3.4.6.1. Rio Almendares

El analisis de los resultados del estudio de diversidad genética entre las cepas aisladas
del rio Almendares mostré una elevada diversidad entre las 31 cepas de Escherichia coli
caracterizadas, donde se detectaron 25 pulsotipos o patrones genéticos diferentes por

electroforesis por campos pulsados.

Las cepas de los clones D, F, Ky U mostraron pulsotipos idénticos entre si por lo que se
consideraron que eran aislamientos del mismo clon (coeficiente de Dice = 0,9). Dos
presentaban el serotipo ONT:HNT (clon D), dos el serotipo ONT:H10 (clon F), tres el
serotipo O174:H32 (clon K) y tres el serotipo O30:HNM (clon U). Se encontraron también
seis cepas posiblemente relacionadas (coeficiente de Dice entre 0,7-0,8), aisladas de los
puntos A4 (AEC28 y AEC19), A3 (AEC29 y AEC4) y A2 (AEC18 y AEC1),

respectivamente. El resto (15 cepas) de las cepas analizadas no mostraron un elevado
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grado de similitud (coeficiente de Dice < 0,7), por lo que se consideraron no relacionadas
(Tenover et al., 1995) (Figura 13).

3.4.6.2. Rio Quibu

En el rio Quibu también se observé gran diversidad genética entre las 22 cepas

evaluadas, en los que se encontraron 18 pulsotipos diferentes.

Las cepas QEC19, QEC20 y QEC21 presentaron un coeficiente de Dice = 0,9 por lo que
se consideraron aislamientos de un mismo clon (clon H1), al igual que las cepas QEC4,
QEC5 y QECG6 (clon P1). Se consideraron cepas posiblemente relacionadas a QEC16
(clon M1) y QEC12 (clon N1) (coeficiente de Dice entre 0,7-0,8). Las 14 cepas restantes
se considerd que no estaban relacionadas genéticamente (coeficiente de Dice < 0,7)
(Tenover et al., 1995) (Figura 14).

3.4.6.3. Rio Luyané

Los aislados del rio Luyané mostraron también gran diversidad genética entre si. Las 23
cepas analizadas de este rio presentaron 22 pulsotipos o patrones genéticos diferentes.
En este ecosistema fue donde mayor diversidad se observd, ya que solo dos cepas
(LEC21 y LEC22) de las 23 evaluadas presentaron una similitud cercana a 1 (Coeficiente

de Dice = 0,9), por lo que se consideraron aislamientos genéticamente idénticos.

Las cepas LEC20 y LEC5 se consideraron posiblemente relacionadas segun los criterios
de Tenover et al. (1995), con un coeficiente de Dice entre 0,7 y 0,8. Las 19 cepas
restantes de las 23 evaluadas presentaron un coeficiente de Dice < 0,7 por lo que se

clasificaron como cepas no relacionadas genéticamente (Figura 15).

3.4.6.4. Anadlisis de la diversidad genética entre cepas de E. coli seleccionadas

procedentes de los tres ecosistemas evaluados

Para este analisis se seleccionaron aquellas 30 cepas cuyos serogrupos fueron comunes

entre cepas que pertenecian a dos o a los tres ecosistemas dulceacuicolas evaluados.

El analisis de los resultados mostr6 una gran diversidad genética entre las cepas
seleccionadas y se encontraron 21 pulsotipos diferentes entre las 30 cepas seleccionadas
(Figura 16).

Solo se encontraron los clones Y y K entre cepas de los tres ecosistemas estudiados. El

clon K se encontré en cuatro cepas, tres del rio Alimendares y una del rio Luyand y el clon

51



Coeficiente de Dice UPGMA Clon Cepa Perfil electroforético Serotipo

A AEC20 0128:HNT
B AEC21 0165:HNM
C AEC17 088:H21
| D AEC31 ONT:HNT
I D AEC30 . ONT:HNT
E AEC16 A i 086:H34
| F AEC27 Bl 18 FIW ONT:HIO
] I F AEC26 . ‘B0 IR Bl ONT:H10
G AEC15 1 ) O75:H44
L H AEC13 051:H10
— [ AEC11 045:H45
L J AEC5 020:H15
— K AEC25 0174:H32
\_{ K AEC24 0174:H32
K AEC23 0174:H32
L AEC28 ONT:H47
M AEC19 0117:H3
1 N AEC6 023:H43
— 0 AEC2 "FI R 02H4
] P AEC12 'S8 B111 045:HNM
] Q AEC7 T 11 'Rl 0O30:H4
R AEC29 T ERTRTEEE  ONT:HNM
— S AEC4 Elll IREl 016:H32
T AEC22 TIt 0169:HNM
U AEC10 030:HNM
|_| U AEC9 030:HNM
L U AEC8 030:HNM
] Y, AEC3 1 8 08:H9
— W AEC14 11 an 064:H25
X AEC18 e 0103:H16
— Y AEC1 - i O1:H15

Figura 13. Relacion clonal detectada entre cepas de E. coli aisladas del rio Aimendares mediante ECP y posterior andlisis con el software MVSP 3.1.



Coeficiente de Dice UPGMA Clon Cepa Perfil electroforético Serotipo

r T I T I T [ T I T I
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Al QEC22 ONT:HNM
Bl QEC7 O25:HNT
C1 QEC13 079:H4
D1 QEC9 039:H9
E1l QEC11 O70:H54
F1 QECS O27:HNM
B Gl QEC3 0O18ac:H49
[ H1 QEC20 ONT:H9
\.[ H1 QEC21 BT R BRIl ONTHNM
H1 ~ QEC19 TR ONTiH27
11 QEC18 " ¥ 0178:H54
J1 QEC10 063:H6
] K1 QEC15 0O117:H27
L1 QEC2 08:H9
M1 QEC16 0174:H32
Ai N1 QEC12 075:H44
o1 QEC14 0107:H27
— P1 QEC6 025:H19
\.[ P1 QECS5 025:H19
P1 QEC4 025:H19
] Q1 QEC17 O177:H4
R1 QEC1 04:H16

Figura 14. Relacion clonal detectada entre cepas de E. coli aisladas del rio Quibl mediante ECP y posterior analisis con el software MVSP 3.1.
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Figura 15. Relacién clonal detectada entre cepas de E. coli aisladas del rio Luyand mediante ECP y posterior andlisis con el software MVSP 3.1.



Coeficiente de Dice UPGMA Clon  Serogrupo Resistencia Genes de Pulsotipo

l T I T I T I T I T 1 Antibiética virulencia
0.0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
A 0128 - -
| A2 0128 AMP-CIP-LV-SXT -
| K1 0117 - -
I L1 08 - st
] Al ONT AMP-TZP-AMP-CN -
— K 0174 AMP-CIP-LV It
K 0174 - st
K 0174 AMP It
K 0174 - It
L ONT CN -
I M 0117 - -
| D ONT AMP-SXT st
! D ONT AMP-SXT stx2
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Figura 16. Relacion clonal detectada entre cepas de E. coli con iguales serogrupos pero aisladas de los diferentes ecosistemas evaluados (rios
Almendares, Quibl y Luyand) mediante ECP y posterior analisis con el software MVSP 3.1.



Resultados

Y en dos cepas, una proveniente del rio Alimendares y otra del rio Luyand. Sin embargo,
estas cepas presentaron diferentes fenotipos de resistencia frente a los antimicrobianos
evaluados en este trabajo y presentaron diferencias en cuanto a la presencia de

determinados genes de virulencia.

Las cepas del clon K provenientes del rio Almendares amplificaron positivo para el gen
que codifica para la toxina termolabil (LT) y pero presentaron diferencias en cuanto a sus
patrones de resistencia antimicrobiana, una presenté el patrén AMP-CIP-LV, otra fue solo
resistente frente a la ampicilina y la tercera fue susceptible frente a todos los
antimicrobianos. Para el caso de cepa proveniente del rio Luyand de este mismo clon
amplifico para el gen de la toxina termoestable (st) y no presenté resistencia
antimicrobiana frente a ninguno de los antimicrobianos probados. Las cepas del clon Y
amplificaron para el gen st, y ambas fueron resistentes frente a la ampicilina,

ciprofloxacino y la levofloxacino (Figura 16).

En el resto de las cepas que se consideraron aislamientos de un mismo clon (coeficiente
de Dice = 0,9), y que provenian de un mismo ecosistema se observaron diferencias en
cuanto a la presencia de genes de virulencia. Esta situacion se observd entre los
aislamientos del clon D, F y H1, en los cuales una cepas presentaban un gen de virulencia

y otras no (Figura 16).

De forma general, los resultados de clonalidad obtenidos en la presente investigacion
demuestran que existe una gran diversidad clonal entre las cepas de E. coli evaluadas y
no se detecté ningun clon dominante de esta especie en los ecosistemas dulceacuicolas

evaluados.
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4. DISCUSION

4.1. Andlisis de la concentracion de coliformes termotolerantes y E. coli en los rios

Almendares, Quibu y Luyano6
4.1.1. Anélisis integral

Solo una pequefia cantidad del agua dulce del planeta se encuentra disponible en forma
superficial y los rios, por esta razén, constituyen uno de los ecosistemas acuaticos
superficiales mas importantes (Meybeck y Helmer, 1996), en los cuales la contaminacién
fecal producida por el ser humano y los animales es una de las principales fuentes de

deterioro de la calidad del agua (An y Breindenbach, 2005).

Los rios capitalinos Almendares, Quibu y Luyané estan sometidos a un proceso antrépico
acelerado. La asimilacién econdmica de los territorios que atraviesan y el proceso de
urbanizacion desarrollado en estas zonas a lo largo de los afios han determinado los
diferentes grados de vulnerabilidad que presentan y que son el punto de partida de los
problemas ambientales que sufren. Sumado a esto, las aguas de estos rios también se
emplean por los habitantes colindantes a estos cauces fluviales para el regadio de
cultivos agricolas con fines alimenticios y actividades recreativas, entre otras. Por lo
anteriormente planteado, la evaluacion de la calidad microbiolégica de estos ecosistemas
dulceacuicolas superficiales es de gran importancia para la capital habanera y sus

habitantes.

En la Norma Cubana 22 de 1999 se establecen los criterios de calidad bacteriolégica para
el agua de los lugares de bafno, ya sean en costas o en masas de aguas interiores, pero lo
hace en funcién de los microorganismos indicadores coliformes totales, coliformes
termotolerantes (CTE), enterococos y Pseudomonas aeruginosa y no considera de
manera individual a la especie Escherichia coli (EC). Como en esta norma nacional no se
tiene en cuenta de manera individual a la especie E. coli como indicador de
contaminacion, en la presente investigacion se consideraron los valores maximos de
concentracion establecidos en esta norma para los coliformes termotolerantes como el
criterio para evaluar y analizar también las concentraciones de E. coli obtenidas a partir de

las muestras de agua, ya que E. coli forma parte de los CTE en alta proporcion.
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Al analizar los valores de las concentraciones de coliformes termotolerantes y Escherichia
coli obtenidos para los tres rios evaluados (Figura 1) se pudo apreciar que mostraron
valores altos durante el periodo de estudio, tanto para los coliformes termotolerantes
como para E. coli y por encima de los valores aceptados segun criterios nacionales (NC

22, 1999) e internacionales (WHO, 2003) para aguas recreativas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las principales fuentes de
contaminacion que presentan estos ecosistemas son de origen fecal. Diversos autores
como Rodriguez et al. (2003), Eckner (1998) y Manafi (1994) plantean que cuando las
concentraciones de E. coli son elevadas en un ecosistema acuatico, esto indica que ha
tenido lugar un fuerte evento de contaminacién por desechos animales y/o humanos y que
el mismo tiene un caracter reciente. Si por el contrario, las concentraciones de E. coli son
pequenas, indica que la contaminacion, aunque del mismo tipo, es menos reciente o
menos importante. Y si solo se detectan coliformes pero no E. coli, esto indica que la
contaminacion, aunque es reciente, tiene un origen no fecal o es de origen fecal pero

lejana, de modo que los coliformes intestinales no pudieron sobrevivir.

Las bacterias coliformes y en particular Escherichia coli tienen un tiempo de vida limitado
en estos ecosistemas, considerados para estos microorganismos como su habitat
secundario (Winfield y Groisman, 2003; Campos-Pinilla et al., 2008). El habitat primario
para estas bacterias, el tracto gastrointestinal, ofrece la temperatura adecuada y el aporte
de nutrientes necesario para su crecimiento, con un tiempo de duplicacion en ellos de dos
dias aproximadamente para E. coli (Savageau, 1983). De acuerdo a estos criterios, E. coli
crece y se divide en su habitat primario, pero tiene un rango de crecimiento negativo en
habitats secundarios, donde el tiempo de vida medio es de 1 dia en el agua (Faust et al.,
1975), 1,5 dias en sedimentos (Gerba et al., 1976) y de 3 dias en el suelo (Temple et al.,
1980). Estos estimados implican que E. coli y otros coliformes termotolerantes no
sobreviven mucho tiempo en medios ambientes naturales, pero que su numero puede
mantenerse elevado si el ecosistema recibe un aporte continuo de heces fecales animales

y humanas.

Teniendo en cuenta estos criterios y las altas concentraciones de bacterias indicadoras
encontradas en las aguas de los rios evaluados, se puede afirmar que la contaminacién

fecal que presentan estos ecosistemas es importante y de caracter reciente. Por tanto,
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esto indica que el arribo de las bacterias fecales a estos rios es constante y en altas

concentraciones durante todo el ano.

La contaminacion de todo curso fluvial es un fenédmeno multifactorial, pero la accion
antropogénica es uno de los factores que mas influye en la disminucién de la calidad de
sus aguas (Rua de Cabo et al., 2006). Las tres cuencas a las que pertenecen los rios
evaluados poseen una alta densidad poblacional. Sin embargo, la Cuenca Superficial
Luyané tiene una poblacién mayor por area de extension (235 427 hab/28,9 km?) que la
Cuenca Almendares-Vento y la Cuenca Superficial Quibu (20 775/402 km? y 240
698/30,59 km?, respectivamente) (Jiménez, 2007; CCAV, 2002; Fernandez et al., 2004).

Esto trae como consecuencia que la corriente fluvial principal de esta cuenca, el rio
Luyand, reciba importantes volimenes de aguas residuales procedentes de las viviendas
del area urbana debido a las irregularidades en el manejo de estos residuos o su
evacuacion a través de la red de alcantarillado, sin que exista un tratamiento de las aguas
servidas que generan, con lo cual se explican las altas concentraciones de coliformes
termotolerantes y de E. coli encontradas en este rio y que sean superiores a las

encontradas en los otros dos ecosistemas evaluados.

Por otra parte, las elevadas concentraciones de microorganismos indicadores
encontradas en estos rios constituyen un indicativo de la posible presencia de
microorganismos patégenos de transmisién hidrica. La especie E. coli tiene una doble
funcién en este tipo de ecosistemas contaminados, ya que ademas de funcionar como un
indicador de contaminacion fecal reciente, se debe tener en cuenta, que dentro de esta
especie se han descrito grupos patdégenos capaces de causar enfermedades intestinales
y extraintestinales en humanos y animales. Cuando las concentraciones de esta espacie
son elevadas en ecosistemas dulceacuicolas impactados por la contaminacién, las
probabilidades de que se encuentren algunos de los grupos patégenos de E. coli son

altas, lo cual representa un elevado riesgo para la salud humana.

Ademas de los grupos patdégenos de la especie E. coli también pueden encontrarse otros
microorganismos patdgenos bacterianos transmitidos por el agua, ya sea por contacto
directo o indirecto, tales como especies bacterianas de los géneros: Aeromonas,
Pseudomonas, Leptospira, Salmonella, Shigella y Vibrio (Ashbolt, 2004). Algunas

especies de estos géneros pueden causar desde infecciones de heridas hasta cuadros
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severos de gastroenteritis, fiebre tifoidea o cdélera. Sin embargo, la deteccion de estos
microorganismos patégenos puede resultar dificil y engorrosa, ya que implica costos
elevados, tiempo, laboratorios especializados y personal entrenado para su aislamiento e

identificacion (Arcos et al., 2005).

La NC 22 (1999) solo sugiere la busqueda del género Salmonella cuando las
concentraciones de los microorganismos indicadores se encuentran por encima de los
valores limites permisibles. En Cuba, se han llevado a cabo diferentes estudios en aguas
recreativas que encontraron correlaciones directas entre la presencia de los coliformes
termotolerantes y Salmonella. Sin embargo, no se han encontrado resultados de esta
asociacion con otros géneros bacterianos que poseen especies patdégenas como Vibrio y

Aeromonas (Gonzalez et al., 1996; Gonzalez et al., 2003).

Teniendo en cuenta la situacidn que presentan los ecosistemas evaluados, la deteccion
de este Unico género bacteriano seria insuficiente para determinar el riesgo que implica el
uso inadecuado de las aguas de estos ecosistemas ya que la ausencia de este género
bacteriano no garantizaria la ausencia de otros patégenos que también se transmiten por
el agua como por ejemplo los géneros Leptospira y Vibrio. La presencia de especies
estos dos géneros bacterianos cada dia cobran mayor importancia en los ecosistemas
acuaticos. La epidemia del cdlera y los brotes causados por especies del género
Leptospira, han originado una alerta en diferentes paises para tratar de prevenir estos
eventos, los cuales han provocado una alta morbilidad y mortalidad en la poblacién

mundial en afos recientes (Pappas et al., 2008; Adler et al., 2009; Vein et al., 2012).

La vigilancia de Vibrio cholerae en aguas dulces es un eslabon fundamental en el sistema
de salud ambiental de un pais. En Cuba, no se informaba de la presencia de Vibrio
cholerae O1, responsable del codlera desde hace mas de un siglo. Solo se habian
informado en muestras ambientales aislamientos de Vibrio cholerae no O1 (Gonzalez,
2002). Sin embargo, en julio del presente afio se produjo un brote de infecciones
gastrointestinales de transmisién hidrica en la provincia Granma a partir de la
contaminacién de varios pozos de abastecimiento local. En 53 de los pacientes atendidos
durante el brote, el diagndstico para Vibrio cholerae O1 fue positivo, de los cuales 3

fallecieron. Este incidente indica la importancia de mantener y perfeccionar el sistema de
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vigilancia de este patdégeno en aguas, en especial, si se tiene en cuenta que el agua es la

via fundamental para su transmision.

Para el caso del género Leptospira, su llegada a los ecosistemas acuaticos es
fundamentalmente a través de los vertimientos de aguas albanales con altas cargas de
heces animales y humanas. En la actualidad son cada dia mas los casos de leptospirosis,
no solo como una enfermedad profesional, sino asociada a las aguas recreativas
(Hartskeerl et al., 2011; Ganoza et al., 2006). Las especies del género Leptospira pueden
mantenerse en el suelo y el agua por semanas o meses (Lau et al., 2010; Aviat et al,,
2009), por lo que en ecosistemas donde se reciban continuos vertimientos de aguas
residuales de animales o se encuentren basureros que favorezcan la proliferacion de
ratones (principales reservorios de esta bacteria) la llegada de este microorganismos a las
aguas se facilitaria mucho y el riesgo del uso de estas aguas se incrementa, condiciones
que se observan frecuentemente en los ecosistemas capitalinos evaluados en este

trabajo.

En sentido general, la contaminacion microbiana encontrada en las aguas de estos
ecosistemas durante el periodo de analisis constituyd un resultado a tomar en cuenta. El
estudio de los distintos factores que contribuyen a contaminar estos rios es de vital
importancia por los efectos que esta contaminacién puede tener sobre la poblacion que
vive en estas cuencas, la biota circundante, asi como las zonas marinas cercanas a sus
desembocaduras. Los rios Almendares y Quibu vierten sus aguas al litoral norte de la
Habana y contribuyen en gran medida a la contaminacion de las aguas del litoral (Garcia
et al., 2009). Por su parte, el rio Luyano vierte sus aguas en la Bahia de la Habana como
su principal tributario, tanto en agua dulce como en carga contaminante (Mulet y Guillen,
2003; Jiménez, 2007).

Todo lo anteriormente planteado, justifica aun mas la necesidad futura de estudios
integrales en climas tropicales como el de Cuba, que permitan perfeccionar la vigilancia
ambiental en aguas superficiales con relacion a su calidad sanitaria para fines recreativos,
con la participacién de organismos y organizaciones que pueden apoyar y ayudar a que
se cumplan las medidas y recomendaciones propuestas para mejorar la calidad

microbioldgica del agua y por ende, la calidad de vida de la poblacién.
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4.1.2. Andlisis por ecosistema
Rio Almendares

La Cuenca Almendares-Vento es una de las diez principales cuencas hidrograficas del
pais y el 47% del abastecimiento de agua potable de la capital depende de su fuente
subterranea Vento (Pérez y Valdés, 2011). Por tal motivo, la contaminaciéon microbiana
del Almendares, rio principal de esta cuenca, es un problema ambiental serio al que se

enfrenta la ciudad.

Los resultados de la presente investigacion se corresponden con trabajos realizados en el
rio Almendares por el Centro Nacional de Cuencas donde se informaron niveles de
coliformes termotolerantes entre 10?-10° NMP.100 mL™. En esa investigacién los mayores
niveles para este indicador se encontraron en puntos situados en el arroyo Mordazo, con
valores entre 10*-10° NMP.100 mL™" y en el puente de la calle 23 (10°-10° NMP.100 mL™).
En la presente investigacion, aunque estos no fueron las estaciones de muestreo con
mayores concentraciones, en los puntos A1 (Puente de la calle 23) y A4 (arroyo Mordazo)
se encontraron valores de concentraciones similares a las informadas por el Centro
Nacional de Cuencas (CNC, 2000).

Por otra parte, los menores valores hallados en la investigacion del Centro Nacional de
Cuencas (CNC) se informaron en los puntos ubicados en la Taza Vento y en el Puente de
la Avenida Boyeros, en las cercanias de la Fabrica de Helados Coppelia, ubicados en el
orden de 10%-10° NMP.100 mL™" (CNC, 2000). Sin embargo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo no coinciden con lo informado antes, ya que el punto A2, ubicado en 100
y Boyeros, presenté valores superiores a 10* UFC/100 mL™" (Figura 2A). Esto puede
deberse a la incorporacion de nuevas fuentes de contaminacion en las areas aledafias a
este punto como consecuencia del desarrollo urbano y agricola que ha experimentado la

ciudad en la ultima década.

La estacion A1 (Puente de la calle 23) es la mas cercana a la desembocadura del rio, de
los cuatro puntos evaluados, por lo que pudiera pensarse que los niveles de
contaminacion en ella fueran los mas elevados, ya que el agua que llega a esta estacién
ha recogido todos los vertimientos anteriores. Sin embargo, la influencia que ejerce la
incorporacion de agua de mar en esta zona, favorece la capacidad autodepurativa del rio

y tiende a restablecer el balance de la biota del ecosistema.
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Factores intrinsecos fisico-quimicos, biolégicos e hidrolégicos de las aguas del mar
contribuyen a disminuir microorganismos contaminantes sobre la base de su resistencia
especifica a las condiciones ambientales (Pommepuy et al., 1996). Borrego y Figueras
(1997) demostraron un decremento en el nimero de coliformes en zonas cercanas al mar
cuando las corrientes fluviales desembocan en mar abierto, como es el caso del rio
Almendares. No obstante, a pesar de esta influencia las concentraciones de los
indicadores en este punto también mostraron valores por encima de lo establecido en las
normas, posiblemente debido a la alta carga microbiana contaminante que ya traian sus

aguas.

Otros estudios realizados por el Centro Nacional de Hidrologia y Calidad de Aguas
(CENHICA) en los afios 2002 y 2003 en el rio Almendares, en el marco del proyecto
“Apoyo al desarrollo integral sostenible del Parque Metropolitano de La Habana”, informan
valores en el rango de 10°10° NMP.100 mL" para los coliformes termotolerantes
(CENHICA, 2002; CENHICA, 2003). Por otra parte, Chiroles et al. (2007), Rojas et al.
(2005) y Prats et al. (2006) en estudios similares sobre la calidad microbiolégica del agua
de este mismo rio y sus principales afluentes informaron valores de coliformes
termotolerantes del orden de 10° UFC.100 mL™ en puntos de muestreo ubicados a lo
largo de los ultimos diez kilbmetros del rio (entre Rio Cristal y el Puente de Hierro). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo estan en correspondencia con los resultados
obtenidos por estos autores, y en este caso se aportan datos sobre los vertimientos
domésticos que vierten aguas residuales y enriquecen la contaminacion de este

ecosistema dulceacuicola.

De las cuatro estaciones evaluadas la estacién A3 (arroyo Paila) fue la que mostré los
valores mas altos de contaminacion durante el periodo evaluado. Estos resultados
coinciden con estudios realizados por Rojas et al. (2005) y Prats et al. (2006), en los que
este arroyo también presentd las mayores concentraciones de microorganismos
indicadores. Este afluente del rio es uno de los mas afectados por la contaminacion. A lo
largo de su trayectoria recoge las aguas residuales de varias comunidades e industrias,
las cuales han afectado significativamente la calidad de sus aguas desde el punto de vista

microbioldgico como se demuestra en el presente trabajo.
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Se debe destacar que todos los trabajos mencionados anteriormente presentan
resultados sobre la contaminacién de este rio solo hasta el afio 2007, por lo que los
resultados obtenidos en la presente investigacion ofrecen datos actualizados durante dos
afios de la contaminacion de este ecosistema fluvial y ponen de manifiesto que desde el

punto de vista microbiolégico la calidad de sus aguas no ha mejorado.
Rio Quibu

La Cuenca Hidrografica Superficial del rio Quibu es una de las cuencas con mayores
problemas en la provincia, segun estudios realizados por Rua de Cabo et al. (2006). Estos
autores plantean que esta cuenca presenta una serie de problemas ambientales de gran
envergadura, generados por diferentes entidades y grupos poblacionales asentados en
las margenes de su corriente principal, el rio Quibd. Sin embargo, la calidad
microbioldgica de sus aguas no se incluye entre los problemas abordados por estos

autores.

El rio Quibu atraviesa varios municipios capitalinos con una alta densidad poblacional,
entre los que se destaca el municipio Marianao, uno de los mas poblados que atraviesa
este rio. Segun estudios realizados por Fernandez et al. (2004), solo el 17 % de la
poblacién del municipio Marianao presenta servicios de alcantarillado, lo que implica que
la mayor parte de sus habitantes vierten sus desechos en fosas y zanjas que tienen como
destino final el rio. La naturaleza de estos vertimientos es eminentemente fecal y se
vierten diariamente al rio. Esta situacion podria justificar la no existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de coliformes termotolerantes y
Escherichia coli en las tres estaciones de muestreo evaluadas en este rio, en las que
ademas, las concentraciones de ambos indicadores estuvieron siempre por encima de los

valores limites establecidos en las normas (Figura 3).

Por otra parte, las actividades econdmicas que se desarrollan en el area también
contribuyen a la degradacién de la calidad de las aguas del rio. Al norte de la Cuenca y
coincidiendo con los Consejos Populares de San Agustin, Versalles-La Coronela, Siboney
y Cubanacan, se desarrollé toda una infraestructura cientifico-productiva que se
caracteriza en la actualidad por realizar importantes estudios en el campo de la

biotecnologia, la bioquimica y la microbiologia. Dichas actividades econdmicas, si bien no
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son tan contaminantes como las encontradas en la periferia del area urbana, también

influyen en la problematica ambiental de la cuenca.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con los obtenidos por
Prats et al. (2006) en un estudio sobre la calidad microbioldgica de las aguas de este rio
en varios puntos de muestreo ubicados en sus ultimos 5 km. Sin embargo, no existen
informes mas recientes sobre la calidad bacteriologica de las aguas de este rio capitalino

con los que se puedan comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion.
Rio Luyano

La cuenca del rio Luyanod abarca zonas de cinco territorios: los municipios Habana Vieja,
Regla, 10 de Octubre, Arroyo Naranjo y San Miguel del Padrén; de los cuales los tres
ultimos son los de mayor importancia en la cuenca, tanto por su area, como por el aporte
de carga contaminante que realizan al rio. Los tres puntos evaluados en la presente
investigacion pertenecen al municipio San Miguel del Padrén. Este municipio posee
diversos problemas, que van desde el estado deficiente de las redes de alcantarillado, la
descarga de aguas residuales urbano-industriales a los cuerpos de agua sin tratamiento
previo o inadecuado, hasta el vertimiento de desechos sdlidos directamente al rio por la
indisciplina social de determinados sectores de la poblacion (Jiménez, 2007; Periles,
2006). Estos problemas marcan el punto de partida de la degradacion de la calidad de las

aguas de este rio y justifican los resultados obtenidos en la presente investigacion.

El punto ubicado en Via Blanca (L1) se destaca como el mas contaminado de los tres
evaluados. La estacion L1 es la que se encuentra mas cercana a la bahia y en la misma
se describen varios vertimientos de origen doméstico que contribuyen directamente a la
elevada carga contaminante microbiana presente en este punto. En un estudio realizado
por Jiménez (2007) se determiné que el tramo mas contaminado del rio Luyand estaba
comprendido entre el puente Alcoy (ubicado en Virgen del Camino) y la desembocadura,

tramo donde se ubica este punto de muestreo.

El punto L2 (Calle Mayor) se encuentra ubicado a cinco metros al norte del puente de la
calle Mayor del reparto La Rosalia, de San Miguel del Padrén. En este punto se ubica una
zona industrial desarticulada que se utiliza como almacén. En la direccion opuesta se

desarrolla la zona residencial, la cual ejerce una gran influencia negativa sobre el rio,

61



Discusion

pues desde la misma se realizan vertimientos continuos que contribuyen con la carga

microbiana contaminante en este punto.

La estacion L3 (La Oncena) esta localizada a 17 m aguas abajo de la interseccion del
arroyo Guachinango con el sistema Hondo-Barcelona presenta caracteristicas similares a
los puntos anteriores en cuanto a topografia y orientacion del cauce con respecto al plano
de inundacion. En esta estacion de muestreo también se observan vertimientos de origen
doméstico prevenientes de un asentamiento poblacional (Barrio Central), que unidos a los
aportes que se realizan por el escurrimiento natural en el periodo de lluvias, contribuyen

de manera directa con el deterioro de la calidad de las aguas de este tramo.

Los principales trabajos de investigacion que se han realizado en la cuenca del rio Luyané
enfocan sus objetivos a la contaminacién quimica de este cauce fluvial (Periles, 2006;
Jiménez, 2007; Valcarcel et al., 2010). Sin embargo, no se informan estudios desde el
punto de vista microbiolégico en estas investigaciones, por lo que no ha sido posible
comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion e indican su caracter

novedoso para el rio Luyano.

Los resultados del presente estudio ofrecen datos actualizados sobre la calidad de las
aguas de estos tres rios capitalinos y constituyen un primer paso para la busqueda de
medidas que permitan reducir la contaminacién fecal de sus aguas y asi minimizar el
riesgo que representa el uso de ellas por la poblacion que vive en su entorno y que las

utilizan en diferentes actividades.

4.1.3. Comparacion de las concentraciones de coliformes termotolerantes y E. coli

entre el periodo lluvioso y poco lluvioso en los tres ecosistemas evaluados.

La influencia de las precipitaciones es otro factor importante a considerar cuando se
realiza un analisis de la calidad microbiolégica de un ecosistema dulceacuicola (Shehane
et al., 2005). En Cuba, los meses de Mayo a Octubre (periodo lluvioso) se caracterizan
por presentar altos acumulados de precipitaciones con respecto a los meses de

Noviembre a Abril, correspondientes al periodo poco lluvioso.

Existen diversos informes que coinciden en que las precipitaciones tienen un aporte
negativo en la calidad bacteriolégica de las aguas, y esto se debe en gran parte a las

escorrentias, las cuales pueden arrastrar heces de animales y/o humanas con un alto
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contenido de bacterias patdgenas o también a la infiliracién de aguas residuales (Llip et
al., 2001; Boehm et al., 2002).

Bezuidenhout et al. (2002) observaron un incremento en los conteos bacterianos
asociados a la temperatura del agua y a la época de lluvia en el rio Mhlathuze en
Sudafrica. Por su parte, Emiliani y Gonzéalez (1998) asociaron el aumento de coliformes
termotolerantes al nivel hidrométrico en la Laguna Bedetti, Santa Fé (Argentina), el cual
constituyd un indicador de las fuentes dispersas de contaminacion, especialmente durante

el periodo de lluvia.

Sin embargo, las mayores concentraciones de microorganismos indicadores, en el
presente trabajo, se presentaron en el periodo poco lluvioso, fendmeno que se observo en
todas las estaciones de muestreo de los tres ecosistemas evaluados y fue un

comportamiento contrario a lo esperado (Figuras 2, 3y 4).

Algunos autores (Shehane et al., 2005; Davis et al., 2005; Crowther et al., 2001) coinciden
en plantear que durante el periodo poco lluvioso disminuye el caudal de los ecosistemas
acuaticos por las pocas precipitaciones durante este periodo, lo cual contribuye a una
escasa dilucidn de las aguas residuales que llegan a estos ecosistemas. Por otra parte,
los afios 2008, 2009 y 2010 (periodo de estudio) presentaron un déficit de precipitaciones
de moderados a extremos en casi todo el pais, resultado del intenso evento de sequia
que estuvo influyendo sobre Cuba en los ultimos afios, y la ciudad de La Habana fue una
de las provincias mas afectadas (Ballester y Rubiera, 2008; 2009; 2010). Ambos
aspectos pueden haber contribuido a que las concentraciones de los microorganismos
indicadores en los tres rios evaluados fueran mas elevadas durante el periodo poco

lluvioso.

Las estaciones A3, Q3 y L1 en los rios Almendares, Quibu y Luyand, respectivamente
fueron las que mayores concentraciones de coliformes termotolerantes y E. coli durante el
periodo poco lluvioso, lo que estuvo en correspondencia con los resultados obtenidos al
analizar las concentraciones de estos indicadores durante los afios evaluados, en cuyo
analisis estas estaciones fueron también las que presentaron las mayores

concentraciones de microorganismos indicadores (Figuras 2, 3y 4).

En esta investigacion, las precipitaciones no constituyeron un factor determinante en el

incremento de las concentraciones de los microorganismos indicadores E. coli y
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coliformes termotolerantes en ninguno de los tres ecosistemas evaluados, sin embargo,
se demostré que son un factor que debe tomarse en consideracion en este tipo de

estudios.

Autores como Emiliani y Garcia (2003) recomiendan evaluar la calidad bacterioldgica de
las aguas naturales en ambientes urbanos con el desarrollo de modelos predictivos con
diferentes variables como la concentracion de Escherichia coli, lluvia, temperatura, pH y la
influencia de El nifio-Oscilacion Sur. Estos modelos permitirian elaborar acciones
preventivas y evitar riesgos a la salud anterior a un evento desfavorable. En trabajos
realizados en aguas costeras con fines recreativos se observé que cuando las tormentas
con acumulados de lluvias son superiores a los 6 mm, los valores de calidad
bacteriologica superaban el estandar para coliformes y enterococos (Ackerman vy
Weisberg, 2003).

Los resultados obtenidos demuestran que para la evaluacién de la calidad de un
ecosistema no solo serda importante considerar las concentraciones de los
microorganismos indicadores, sino también deberan tenerse en cuenta otros factores que

pueden incrementar o disminuir las concentraciones de estos en el ecosistema.
4.4. Correlacion entre las concentraciones de E. coli y coliformes termotolerantes

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, de sus siglas en
inglés), propuso establecer como base de calidad del agua un nuevo criterio sobre la base
de las concentraciones de E. coli. Este nuevo criterio expresa que el 63% de la
concentracién de los coliformes termotolerantes corresponde a E. coli y que de esta forma
se pueden proveer niveles equivalentes de proteccion contra patdgenos presentes en las
aguas (USEPA, 2002). De esta forma la posibilidad de establecer una correlacion entre
las concentraciones de coliformes termotolerantes y E. coli brinda un criterio mucho mas

confiable sobre la calidad del agua.

La correlacion positiva lineal encontrada en la presente investigacion entre las
concentraciones de los coliformes termotolerantes y de E. coli en los tres rios permite
afirmar que ambas variables estan fuertemente relacionadas, por lo que cualquiera de
estos indicadores podria haber sido utilizado para la evaluacion de la calidad

microbiologica de estos rios durante los afos 2008, 2009 y 2010.
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El grupo de los coliformes termotolerantes ha mostrado ser un indicador mas real de
contaminacion fecal, aunque algunos estudios demuestran que los coliformes
termotolerantes, al igual que los coliformes totales, pueden ser parte de la microbiota
ambiental en ambiente acuaticos tropicales, lo cual implica que su uso como indicadores
de contaminacion fecal puede ser de valor limitado en estas regiones del mundo
(Bonadonna et al., 2007; Kloot et al., 2006; Lucena et al., 2004;). Sin embargo, las
normas nacionales e internacionales (NC 22, 1999; WHO, 2003; WHO, 2009; APHA,
1998; AFNOR, 2001) se han elaborado en funcién de estos indicadores, por lo que hasta
el momento son los que se emplean en la evaluacién de la calidad microbioldgica de los

ecosistemas acuaticos superficiales y el agua potable incluso en nuestro pais.

Por definicion, los coliformes termotolerantes y Escherichia coli estan relacionados entre
si, pues uno esta incluido en el otro, por lo que las concentraciones de estos
microorganismos en ecosistemas acuaticos contaminados pueden presentar una
variacion lineal. Sin embargo, no siempre sucede esto, ya que los valores de estos
indicadores dependen de varios factores como son el escurrimiento de los suelos, los
vertimientos que se realizan a estos cuerpos de agua, asi como su naturaleza y la

frecuencia con que se realizan los vertimientos.

El indice de correlacién de Pearson se utiliza para variables cuantitativas y permite medir
el grado de covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente. Un valor del
coeficiente de Pearson cercano a uno indica que las dos variables evaluadas presentan
una correlacién positiva, o0 sea, que ambas variables estan directamente relacionadas
como es en el caso analizado, lo que permite considerar que la determinacion de
cualquiera de estos microorganismos indicadores puede emplearse como criterio de

calidad microbioldgica en los ecosistemas contaminados evaluados.

4.5. Fuentes contaminantes de origen domeéstico en los tres ecosistemas acuéticos

evaluados

Los vertimientos de origen doméstico constituyen una de las principales fuentes de
contaminacion fecal de los ecosistemas acuaticos superficiales en el mundo (Abdelzaher,
2010). En los rios de La Habana, particularmente los rios Almendares, Quibu y Luyané,

se pudo comprobar que este tipo de vertimientos tenia gran contribucion a la
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contaminacion de estos cuerpos de agua, ya que en un total de km de rios se encontraron

25 vertimientos domeésticos.

En los ultimos diez afios se ha observado en La Habana un crecimiento de su poblacién,
influido sobre todo por la migracién hacia la capital de personas de otras provincias. Por
este motivo, la poblacién urbana no conectada a servicios cloacales se ha incrementado
en la ultima década, lo que ha creado situaciones ambientales de alta vulnerabilidad. Este
hecho, unido a la falta de un control estricto sobre las condiciones higiénico-sanitarias y
arquitecténicas relacionadas con la construccion de viviendas, ha motivado que muchas
areas aledanas a los rios de la capital se hayan convertido en zonas casi marginales y de

alta densidad poblacional, como se pudo constatar en la presente investigacion.

De los vertimientos que se realizan al rio Almendares se deben destacar los que se
realizan al arroyo Paila por parte del laboratorio “Reinaldo Gutiérrez” (Figura 5). Este
laboratorio incorpora a las aguas de este afluente diferentes compuestos quimicos
provenientes de sus producciones y ademas vierte también sus aguas albafiales a este
arroyo. El laboratorio se ubica en las riveras en la estacion de muestreo A3 (Paila), la
cual resulté la mas contaminada de las evaluadas en el rio Almendares en la presente
investigaciéon. Durante los recorridos realizados se pudo constatar que este afluente
recibe también vertimientos de aguas albafiales provenientes de viviendas ubicadas en
sus margenes (Tabla 8), lo que contribuye aun mas con la contaminacion fecal en este

punto.

En el rio Quibu, como puede apreciarse en las fotografias (Figura 6), los principales
vertimientos que se realizan son de naturaleza albafal, que provienen,
fundamentalmente, de viviendas de las zonas urbanas que atraviesa este rio. Las
descargas que se realizan a este ecosistema presentaban las siguientes caracteristicas:
aguas turbias, malolientes, en su mayoria con un alto contenido de heces fecales y
observables a simple vista y en ocasiones con gran cantidad de residuos sélidos

suspendidos.

Ademas se pudo constatar durante los recorridos que las viviendas desde las que se
realizaban las descargas, en su mayoria pertenecian a familias con bajos recursos
econdmicos, generalmente de otras provincias del pais, que han establecido su

residencia en las orillas de estos rios donde encontraron espacio para realizar estas
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construcciones. Estas viviendas no cuentan con una infraestructura adecuada para la
evacuacion de sus aguas residuales, ni se encuentran conectadas al alcantarillado
publico, lo que motiva que las aguas residuales que se generan se viertan directamente a
las aguas del rio Quibu. Esta situacion se observé con mayor frecuencia en la comunidad
Los Pocitos del municipio La Lisa, donde se ubica el punto Q3, uno de los tres ubicados

en el rio Quibu.

En los cinco kildbmetros evaluados del rio Luyandé se observaron también muchos
vertimientos de origen doméstico provenientes de viviendas de varios repartos del
municipio San Miguel del Padrén, municipio en el que se ubican los tres puntos de
muestreo evaluados en este rio. Se detectaron un total de ocho vertimientos de
naturaleza albanal (Tabla 8), provenientes de diferentes fuentes entre las que
sobresalieron las realizadas desde emisarios del alcantarillado que recogen parte de las
aguas residuales del municipio Diez de Octubre, especificamente de la zona de Luyand y
del municipio San Miguel del Padrén en la zona de la Virgen del Camino. También se
observaron descargas provenientes de corrales que se utilizan para la cria de animales
de corral como pollos, cerdos y carneros (Figura 7) y vertimientos de aguas residuales
provenientes de viviendas que se ubican en las riberas del rio, sobre todo en las zonas

cercanas a los puntos L1 (Via Blanca) y L2 (calle Mayor).

Las secuelas de todos estos vertimientos no pueden presumirse con exactitud y los dafios
que ocasionan al ecosistema son dificiles de reparar debido a la constancia con que se
realizan al rio. Nuestro pais muestra preocupacion ante la realidad y la gravedad del
deterioro del ambiente, de modo tal que su politica ambiental internacional se traza y
desarrolla bajo los principios aprobados en la Cumbre de Rio/92. Por esta razon, la
identificacion y el reconocimiento de la vulnerabilidad de los diferentes espacios naturales
que forman el territorio de la provincia como respuesta a los efectos y las consecuencias
de esos cambios, constituye un elemento decisivo en la planificacion y gestion ambiental y
territorial. Estos resultados son de importancia para la delegaciéon de La Habana del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, encargados del control de la

contaminacion del territorio.

La situacion que presentan los ecosistemas acuaticos superficiales de la Habana

constituye un ejemplo claro de los problemas ambientales que sufre la provincia y
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demuestran que los vertimientos de origen doméstico constituyen una de las principales
fuentes de contaminacion de estos ecosistemas. Por ello, contar con la ubicacién de
vertimientos de este tipo constituye un punto de partida para la toma de medidas que
permitan la recuperacion paulatina de la calidad de las aguas de estos rios y brinda
informacién importante a las autoridades de la provincia, ya que no cuenta con un
levantamiento previo de los principales sitios donde se realizan descargas arbitrarias de
esta naturaleza a estos rios y no se conoce si los mismos han incrementado o disminuido
en el tiempo, lo que ayudaria a evaluar las medidas adoptadas por el gobierno provincial

para disminuir esta contaminacion.

4.6. Aislamiento, identificacidén y caracterizacion de cepas de E. coli aisladas de los

rios Almendares, Quibl y Luyand
4.6.1. Aislamiento e identificacidon de las cepas de E. coli

La especie E. coli se considera el microorganismo indicador de contaminacion fecal ideal
(Edberg et al., 2000). Sin embargo, cada dia son mas los brotes diarreicos asociados al
consumo de agua potable y a la ingestion accidental de aguas recreativas contaminadas
con cepas patdgenas de este microorganismo (Hunter, 2003; Medina et al., 2010a; Medina
et al., 2010b).

Contar con una metodologia que facilite el aislamiento e identificacion rapida de las cepas
de esta especie a partir de muestras de agua dulce es una gran ventaja, asi como un
criterio mas para la evaluacion de la calidad microbiolégica de ecosistemas acuaticos

contaminados en climas tropicales.

El medio agar Chromocult para coliformes empleado en la presente investigacion para el
aislamiento diferencial de las cepas de E. coli a partir de las muestras de agua, se
considera como uno de los medios de cultivo cromogénicos mas confiables empleados
para la enumeracion y aislamiento de microorganismos de origen fecal a partir de muestras
de agua en climas templados, donde se ha utilizado este medio con mucha frecuencia
(Farnleitner et al., 2001; George et al., 2001).

Sin embargo, en climas tropicales el empleo de este medio de cultivo es mas limitado.
Maheux et al. (2008) usaron el agar Chromocult en un estudio realizado en Jamaica y

lograron solo una especificidad del 79,9% para E. coli. Por su parte, Byamukama et al.
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(2000) en investigaciones realizadas en Uganda determinaron la contaminaciéon de
diferentes sistemas acuaticos de este pais de clima tropical, entre ellos, el Lago Victoria.
Estos autores emplearon también el medio de cultivo agar Chromocult para coliformes para
la cuantificacion de E. coli y obtuvieron valores de especificidad superiores al 90%, con los

cuales se corresponden los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Desde el punto de vista practico, el trabajo con algunos medios cromogénicos puede
resultar engorroso, ya que son medios que permiten la cuantificacion simultdnea de
coliformes totales y Escherichia coli, como es el caso del agar Chromocult para coliformes,
y esto se traduce en una mezcla de colores en la superficie del medio. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el medio agar Chromocult para
coliformes, a pesar de estos inconvenientes, puede emplearse en los analisis de
evaluacion de la calidad de las aguas u otros estudios relacionados con los
microorganismos indicadores de contaminacién fecal, permitiendo faciimente Ia

identificacion de ambos tipos de bacterias por su coloracion.

Esto constituye un resultado compatible con las nuevas recomendaciones de la OMS de
1993 para la evaluacion de la calidad bacterioldgica del agua potable donde se sugiere la
determinacion individual de E. coli y de coliformes termotolerantes como indicadores de
contaminacion fecal y elimina a los coliformes totales por su origen no fecal. Por tanto,
contar con un medio de cultivo que permita la cuantificacion e identificacion presuntiva de
esta bacteria a partir de muestras de agua, en climas tropicales como el de Cuba,

representa una ventaja para los analisis de calidad de las aguas.

El porcentaje de falsos positivos en la selecciéon de E. coli fue bajo (6,2%) lo que favorecio
y agilizé el trabajo de identificacion de los aislados obtenidos de las muestras de agua.
Trabajos realizados por Pisciotta et al. (2002) y Chao (2006) en ambientes tropicales
mostraron porcentajes superiores de falsos positivos (27,3% y 36,4% respectivamente) al

emplear los medios cromogénicos Chromocult para coliformes y Colilert-18-Quanti-Tray.

En el presente trabajo los falsos positivos correspondieron a especies de dos géneros
bacterianos que también se han aislado de ecosistemas acuaticos contaminados. El
género Citrobacter se informa frecuentemente en diferentes estudios realizados en aguas
tropicales contaminadas y no contaminadas (Vilanova et al. 2004). De manera similar, en

un estudio realizado en plantas de tratamiento de aguas residuales se encontré que las
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especies predominantes entre los coliformes termotolerantes fueron E. coli y Citrobacter
spp. La primera estuvo representada entre 50-75 % de los aislamientos identificados,

mientras que Citrobacter representé entre el 20-50 % del total (Mc Lellan et al., 2001).

La otra especie identificada entre los falsos positivos (Leclercia adecarboxylata) se
describié por primera vez en 1962 como Escherichia adecarboxylata. Esta especie, que
también se incluye en la familia Enterobacteriaceae se encuentra ampliamente distribuida
en la naturaleza y puede aislarse de alimentos, agua y otras fuentes ambientales, asi
como de muestras clinicas como sangre, heces y otras. Las especies del género Leclercia
pueden identificarse erroneamente como E. coli, debido a que ambas especies comparten
caracteristicas bioquimicas similares, por lo que se debe tener cuidado en la identificacion

cuando no se realiza detallada de las cepas (Stock et al., 2004; Mazzariol et al., 2003).
4.6.2. Serotipificacion

La serotipificacion es uno de los métodos mas comunmente utilizados para la
caracterizacion de aislados de E. coli de cualquier origen. En la presente investigacion se
encontré una gran diversidad serolégica (41 serogrupos y 57 serotipos diferentes) entre
las 113 cepas de Escherichia coli aisladas de los tres ecosistemas dulceacuicolas

evaluados.

Las cepas de E. coli aisladas de los ecosistemas acuaticos se interpretan como resultado
de contaminacion fecal de estos ambientes, ya que Escherichia coli es uno de los
principales miembros de la microbiota normal del tracto gastrointestinal. Diversos autores
plantean que cada hospedero presenta una “cepa dominante” de esta especie y la
aparicion de nuevos genotipos indica que este predominio es solo temporal debido a
procesos adaptativos o puramente aleatorios (Souza et al., 2001; Lawrence y Ochman,
1998).

Bettelheim et al. (1972) y Lidin-Janson et al. (1978) serotipificaron cepas de E. coli
provenientes de muestras de heces fecales de individuos sanos. Estos autores
encontraron que en cada persona de la que se emplearon muestras, mas del 50% de las
cepas aisladas pertenecian a un solo serotipo, correspondiente a la “cepa dominante”,
pero este era diferente entre un individuo y otro. Schlager et al. (2002), en un estudio
similar, observaron que la “cepa dominante” en un mismo individuo podia cambiar de una

semana a otra. Esto puede significar que los vertimientos continuos de aguas residuales
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domeésticas que reciben los tres ecosistemas dulceacuicolas evaluados constituyen una
importante fuente de variabilidad, desde el punto de vista serolégico, para las cepas
presentes en estos ecosistemas. Las cepas de E. coli que llegan a estos cuerpos de agua
provenientes de estos vertimientos van a ser diferentes en el tiempo aunque el vertimiento
se mantenga constante durante un periodo de tiempo, debido al origen fecal que tienen

estas cepas.

Otro aspecto a considerar en la diversidad seroldgica de las cepas de Escherichia coli
aisladas de estos ecosistemas son los vertimientos de origen animal que también se
realizan en estos rios y que constituyen importantes fuentes de contaminaciéon en los

ecosistemas acuaticos (Ishii y Sadowsky, 2008; Cocchi et al., 2007).

En estudios en los que se ha analizado la presencia de serogrupos de E. coli en
diferentes especies de animales domésticos y de corral (gatos, perros, vacas, ovejas,
cabras, cerdos y pollos) (Vu-Khac et al., 2007; Blanco et al., 2006) se ha encontrado que
estos animales son reservorios de un elevado niumero de serotipos diferentes de E. coli.
Los serogrupos 02, O70, O88 y 0111, encontrados entre las cepas evaluadas en el
presente trabajo, se han aislado también de aves, ganado bovino, ovino, porcino vy
animales domésticos (Shpigel et al.,, 2008; Blanco et al., 2006). Se debe destacar fue
frecuente observar durante los recorridos realizados en las orillas de los tres rios
evaluados, corrales para la cria de animales de corral (cerdos, pollos, carneros y caballos)
y se observé que las heces de estos se vertian directamente al rio después de realizar la

limpieza de los criaderos.

A pesar de la diversidad serolégica encontrada, aproximadamente el 50% de las cepas se
agruparon solo en siete serogrupos y siete serotipos. Estos resultados sugieren que
probablemente las cepas con estos serogrupos y serotipos corresponden con las “cepas
predominantes” dentro de la microbiota normal del tracto gastrointestinal de la parte de la
poblacion de La Habana cuyos residuos domésticos vierte a estos rios, o de los animales
cuyos desechos llegan también a estos ecosistemas. No obstante, no existen
publicaciones en Cuba sobre estudios de la microbiota normal del tracto gastrointestinal
de individuos sanos con los que se puedan comparar estos resultados para poder afirmar

esta hipotesis.
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Dentro de estos serogrupos predominantes los de mayor frecuencia fueron O8 (3 cepas) y
0174 (16 cepas), ya que se aislaron en los tres rios estudiados y se encontraron en tres o
mas cepas. Estudios realizados en Francia, Alemania, Finlandia y Dinamarca sefialaron
que los serogrupos 0174 y O8 se han aislado con frecuencia de las heces de seres
humanos y animales (Pradel et al., 2000; Heinikainen et al., 2007; Tarr et al., 2008).
Scheutz et al., 2004, en un estudio realizado en Alemania durante el afio 1999
encontraron que el 1,7% de las cepas de Escherichia coli verotoxigénicas aisladas de
seres humanos y caracterizadas por el Centro Nacional de Referencia en Wernigerode
correspondian al serogrupo O174 y que el 3% de las cepas correspondian al serogrupo
08, aunque en este estudio estos serogrupos se combinaron con antigenos flagelares

diferentes a los que presentaron estos serogrupos en la presente investigacion.

Sobre el serotipo 0174:H32 encontrado en el presente estudio, no se encontré ningun
informe en la literatura asociado a infecciones en el ser humano o animales. Sin embargo,
estudios realizados en centros de referencia indican que los animales domésticos
constituyen uno de los reservorios de cepas de E. coli con este serotipo (Beutin et al.,
2005; Blanco et al., 2004) lo cual habla del origen fecal de estas cepas vy justificaria la

presencia y abundancia de este serotipo en los ecosistemas evaluados.

Por otra parte, la presencia de mas de un 20% de cepas no serotipificables es también un
reflejo de la contaminacién que presentan estos ecosistemas. Las cepas de E. coli no
serotipificables se asocian, por lo general, con cepas de la microbiota normal del tracto
gastrointestinal humano y otros mamiferos que poseen a estas cepas como microbiota
normal. Las cepas de la microbiota normal estan perfectamente adaptadas a la
coexistencia con su hospedero, raramente son patdogenas y no desarrollan sintomatologia

en dicho hospedero, excepto en casos de inmunodepresién (Moreno et al., 2008).

Sin embargo, estas cepas son clinicamente tan importantes como aquellas que son
serotipificables y ubicadas en alguna de las categorias patégenas de esta especie, ya que
como células competentes que son, tienen la capacidad de adquirir los factores de
virulencia necesarios para causar una enfermedad infecciosa, a través de los mecanismos
de transferencia genética que pueden tener lugar en el ambiente. Ademas, las cepas no

serotipificables pueden corresponder a cepas autéctonas, por tanto es necesario la
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busqueda de nuevos antisueros que permitan ampliar el esquema de serotipificacion

existente y que posibilitarian la inclusiéon de nuevos serogrupos/serotipos de esta especie.

El origen de estas cepas lo constituyen fundamentalmente los vertimientos de aguas
albafales que llegan a estos ecosistemas debido al alto contenido de heces fecales que
presentan esas aguas residuales. Esto permite explicar porqué el rio Luyané fue el
ecosistema en el que se encontraron mayor cantidad de cepas no tipificables, ya que de
los tres ecosistemas evaluados este rio fue en el que se encontraron mayor nimero de
vertimientos/km recorrido (1,6 V/km), lo que favorece la llegada de cepas de E. coli de

origen fecal.
4.6.2.1. Andlisis de las cepas patdgenas por su serotipo

El grupo de Escherichia coli productora de toxina shiga (STEC) fue el principal patotipo
encontrado entre las cepas de Escherichia coli caracterizadas (Rodriguez-Angeles, 2002;
Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas STEC pertenecen a un amplio rango de serotipos y se han asociado a diarreas
con sangre o sin ella y cuadros de colitis hemorragica, que pueden evolucionar a
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) (Ochoa et al., 2009a; Rivas et al., 2006). La mayoria
de los brotes originados por cepas STEC se han asociado al consumo de carne de
vacuno, principalmente poco cocinada (Narvaez et al., 2007). Sin embargo, cada dia son
mas los brotes relacionados con el consumo de agua contaminada con estos patotipos,
tanto agua de consumo, como aguas con fines recreativos (Olsen et al., 2002; Licence et
al., 2001; McCall et al., 2010). También se ha informado de brotes diarreicos causados
por cepas de este grupo patégeno asociados con el contacto de aguas de piscinas
(Friedman et al., 1999; Paunio et al., 1999; Wade et al., 2008; Hildebrand et al., 1996),

lagos naturales u otras aguas superficiales (Hamelin et al., 2006; Yoder et al., 2008).

Hoshina et al. (2001), Smith et al. (2009), Ram et al. (2009) afirman que las cepas STEC
son uno de los patotipos de E. coli que con mayor frecuencia se aislan de ecosistemas
acuaticos contaminados, debido a su origen, sobre todo aquellas que se ubican dentro del
grupo STEC no-O157, las cuales se han aislado de las heces de animales y de seres
humanos. En la presente investigacion ninguna cepa presento el serotipo O157:H7, por lo
que todas las cepas STEC encontradas se ubican en el grupo de las STEC no-O157. En

numerosos casos y brotes de SUH se identificé como fuente de la infeccién a las aguas
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superficiales y el suelo de campos donde habia animales portadores de STEC no- 0157
(Hoshina et al., 2001; Halabi et al., 2008; Fremaux et al., 2008).

El segundo patotipo mas frecuente entre los aislados evaluados fue E. coli
enterotoxigénica (ETEC). Este grupo patégeno constituye la causa principal de diarrea en
ninos pequenos en paises en vias de desarrollo (Boschi-Pinto et al., 2008). La
contaminacion fecal de alimentos y agua potable es la principal via de infeccién para el
humano. En la literatura se han descrito diversos brotes diarreicos asociados a la
ingestion de agua contaminada con cepas de este grupo patdégeno (Hunter, 2003). La
presencia de este patotipo en las aguas de los ecosistemas evaluados constituye un
riesgo para la poblacion de la ciudad, debido a la via de transmision que tiene este
patdgeno. El grupo mas vulnerable lo constituyen los nifios y se conoce que en los rios
Almendares y Luyand muchos nifios y jovenes de la ciudad acostumbran realizar

actividades recreativas sobre todo en el periodo de verano.

Las categorias E. coli enteropatogénica y E. coli enteroagregativa (también encontradas
en la presente investigacion), son grupos patégenos de esta especie que constituyen una
importante causa de enfermedad diarreica en nifios (Harrington et al., 2006). La
transmision de estos grupos patégenos se realiza fundamentalmente de persona a
persona por la via fecal-oral, por lo que no se encontraron informes en la literatura de

brotes causados por estos patotipos a través de aguas contaminadas.

Aunque las cepas intestinales son las que mas se informan en los ambientes acuaticos,
las cepas de E. coli extraintestinales comienzan a cobrar importancia en estos
ecosistemas. En términos de morbilidad y mortalidad, ECPEXx tienen un gran impacto en la
salud publica, con un costo econémico de varios miles de millones de ddlares al afio
(Russo y Johnson, 2003).

La presencia de cepas ECPEXx en ecosistemas acuaticos esta poco documentada, ya que
las aguas contaminadas no constituyen la principal via de transmision de estos patotipos.
En el presente trabajo, de acuerdo a su serologia, solo se encontraron cepas de E. coli
extraintestinales correspondientes a cepas uropatogénicas. Las cepas de E. coli
uropatogénicas son responsables del 70-90% de los 7 millones de casos de cistitis aguda
y de los 250 000 casos de pielonefritis que se informan anualmente en los Estados Unidos
(Johnson y Russo et al., 2002).
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El analisis de la incidencia de estos patotipos como agentes causales de infecciones en
el ser humano se efectia por lo general a partir de estudios clinicos realizados en
ambientes hospitalarios y la comunidad. En la ultima década se han comenzado a
estudiar algunos patotipos con interés veterinario y otros como patdégenos transmitidos por
alimentos (Smith et al., 2007). Sin embargo, la busqueda de estos patotipos en agua

practicamente no se realiza.

La presencia de estos grupos patdégenos de E. coli en estos ecosistemas acuaticos es un
indicativo de la deficiente calidad de las aguas de estos ecosistemas e implica un riesgo
para la salud de las personas que se pongan en contacto con aguas contaminadas. Los
resultados obtenidos constituyen el primer informe de la presencia de estos grupos de
cepas patégenas de E. coli en ecosistemas acuaticos la ciudad de La Habana, de Cuba y
del Caribe.

4.6.3. Andlisis de los genes de virulencia

La busqueda de los genes de virulencia permitio definir y/o confirmar el patotipo de las
cepas de E. coli que habian sido previamente clasificadas dentro de alguno de los grupos

patdgenos de la especie segun su serogrupo/serotipo.

Se ha informado que en el medio acuatico se favorecen los mecanismos de
recombinacion entre las bacterias presentes en estos ecosistemas, sobre todo a través de
la via de transferencia horizontal, proceso que genera genomas bacterianos que

consisten en mosaicos de genes con diferentes historias evolutivas (Souza et al., 2001).

Se estima que en Escherichia coli la tasa de transferencia es de 16 kb cada milléon de
afnos (Souza et al., 2001). El contenido promedio de GC en E. coli es del 50,8%, pero un
numero importante de genes (17% del genoma de E. coli K12 y 26% de las cepas
0157:H7) contienen diferentes proporciones de GC y un indice de uso de codones muy
diferente al del resto del genoma. Por esta razén, se ha sugerido que estos genes
provenian de otros linajes bacterianos y fueron adquiridos recientemente por transferencia
horizontal por E. coli. Entre estos genes con contenido GC diferente se destacan las
llamadas "islas de patogenicidad” (regiones donde se encuentran varios genes que
confieren capacidades patdgenas) y elementos extracromosomales como los plasmidos

(Lawrence y Ochman, 1998).
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Los genes que codifican para las toxinas termoestable (ST, de sus siglas en inglés) y
termolabil (LT, de sus siglas en inglés) se encuentran fundamentalmente en plasmidos,
aunque también se han encontrado, en algunos casos, en transposones (Barletta et al.,
2009; Nataro y Kaper, 1998). Por su parte, los genes estructurales para stx1 y stx2 se
encuentran en bacteriéfagos tipo Lambda que se insertan lisogénicamente en el
cromosoma de la bacteria (Nataro y Kaper, 1998). Teniendo en cuenta estos aspectos,
las cepas de E. coli ambientales pueden adquirir y/o transferir, con relativa facilidad, a
través de transferencia horizontal, genes que le confieran resistencia a antibidticos o

factores de virulencia como los que hemos buscado en la presente investigacion.

De los descritos entre las cepas diarreogénicas de E. coli, los patotipos ETEC y STEC son
los que con mayor frecuencia se han aislado de ecosistemas acuaticos y aguas de bebida
contaminadas con microorganismos de origen fecal (Ram et al., 2008; 2007; Orsi et al.,
2007; Begum et al., 2005). Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con
lo informado por estos autores, ya que el 75% de las cepas que amplificaron para algun
gen de virulencia lo hizo para los genes st, It, stx1 y stx2 que codifican para las toxinas
ST, LT, Stx1 y Stx2, principales factores de virulencia presentes en cepas de los grupos
patogenos ETEC y STEC.

La importancia de estos patotipos en ecosistemas acuaticos se hace cada vez mayor,
sobre todo de las cepas productoras de toxina shiga. Diversos autores han planteado que
los ambientes acuaticos constituyen importantes reservorios de microorganismos que
portan el gen para la expresion de la toxina STX y en la ultima década se han
incrementado los brotes diarreicos causados por consumo y/o contacto con aguas
contaminadas con estas bacterias (Mauro y Koudelka, 2011). Autores como Muniesa et al.
(2006), Blanch et al. (2003) y Loukiadis et al. (2006) coinciden que los vertimientos de
aguas residuales de origen fecal son las principales fuentes de estos microorganismos,
Esto condiciona que los fagos que codifican para el gen de esta toxina puedan persistir en
estos ambientes y de esta forma integrarse al genoma de otras cepas de E. coli que no lo

tengan o incluso al genoma de especies de otros géneros.

Ademas, se ha visto también que la adquisicién de estos genes constituye una ventaja
evolutiva en estos ecosistemas para las bacterias que los adquieran. Esta hipétesis ha

sido recientemente explorada a través de experimentos in vitro con un modelo eucariético
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unicelular Tetrahymena thermophyla. En estos experimentos se evalud el crecimiento y
sobrevivencia de la poblacion bacteriana presente en una muestra de agua y de una
poblaciéon de este protozoo en presencia de bacterias lisogénicas para los fagos que
portaban los genes para las variantes de la exotoxina STX. Se observé que la poblacién
bacteriana mantenia su concentracion a diferencia de la poblacién protozoaria que

disminuia considerablemente en el tiempo (Mauro y Koudelka, 2011).

En otro estudio realizado por Martins et al. (1992) en el que analizaron la presencia de
genes de patogenicidad en cepas de E. coli aisladas de agua residual sin tratar y agua
tratada mediante la técnica de la hibridacion colonial, se consiguieron aislar solo tres
cepas que presentaban secuencias homélogas al gen stx2 de un total de 212 cepas
analizadas en el agua tratada, mientras que en el agua sin tratar no obtuvieron ningun
aislamiento de cepas de este tipo. Es importante destacar que se desconocen las
caracteristicas de los bacteriéfagos lisogénicos en cepas aisladas del medio ambiente no
asociadas a patogénesis, las cuales podrian constituir un reservorio importante de los

genes stx para la emergencia en un futuro, de nuevos serotipos STEC virulentos.

La amplificaciéon positiva para el gen ial resulté un resultado importante, ya que ninguna
de las ocho cepas que amplificaron el gen pertenece a la categoria EIEC (segun sus
serotipos) en la que generalmente se busca este gen. Esta categoria es poco frecuente
en América Latina, aunque se ha reportado en nifios menores de 4 afios afectados de
Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA) en México y otros paises de América
(Valdespino et al., 1994; Medina et al., 2010b). Asociado a agua potable contaminada

so6lo se ha informado un brote y data de hace mas de 40 afios (Lanyi et al., 1959).

La poca prevalencia de este patotipo en aguas, puede estar influida por la escasa
atencion que se le dio a esta categoria y a su similitud, desde el punto de vista bioquimico
y clinico, con el género Shigella. En un estudio realizado paralelamente en nifios menores
de 5 anos afectados con EDA, el 11,5% presentaban en sus heces EIEC y, errébneamente
se habian valorado como casos de shigelosis (Nigoyi, 2005). Algunos autores como Tsolis
et al. (2008) y Echeita et al. (2011) consideran que el agua contaminada es el principal
vehiculo de transmisién de EIEC ya sea por consumo directo, o por su presencia en

alimentos que son lavados o regados con agua contaminada con estas bacterias.
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De su distribucion epidemioldgica, asi como su prevalencia en ecosistemas acuaticos se
conoce poco, ya que soOlo se estudia la presencia de esta bacteria cuando aparecen
brotes esporadicos en viajeros o brotes por consumo de alimentos o agua contaminada.
Las aguas de los ecosistemas acuaticos evaluados en la presente investigacion se
emplean en muchos puntos de la ciudad para el regadio de cultivos agricolas, muchos de
los cuales se consumen crudos como es el caso de los vegetales, por tanto la presencia
de estas bacterias en las aguas de estos rios implica un riesgo para todas aquellas
personas que consuman los alimentos que se rieguen o laven con las aguas del rio
Luyand, ecosistema del que se aislaron las cepas con amplificaciéon positiva para el gen

ial en este trabajo.

La ausencia de los marcadores de virulencia eaeA y bfpA no permiti6 confirmar la
clasificaciéon de las tres cepas que desde el punto de vista serolégico se ubicaron en la
categoria de EPEC. Estos genes constituyen los principales factores de virulencia para
las cepas EPEC tipicas, aunque el gen también se encuentra en las cepas de E. coli
enterohemorragicas. Sin embargo, se han encontrado cepas atipicas de EPEC (aEPEC,
de sus siglas en inglés) responsables de cuadros diarreicos en nifios y adultos. Estas
cepas solo poseen la isla de patogenicidad LEE pero no el plasmido de virulencia EAF, en
donde se encuentran el gen bfpA (Tennant et al., 2009; Contreras et al., 2010). Algunos
autores han planteado que las cepas aEPEC pueden representar un subgrupo diferente
dentro de las cepas patdgenas de E. coli capaces de causar lesiones A/E (adherencia y
eliminacion) en el intestino provenientes de animales domésticos de donde se han
aislado cepas de esta especie que no poseen el plasmido EAF (Hornitzky et al., 2005).
Estos planteamientos podrian justificar la presencia de estas cepas en los ecosistemas
evaluados, en los cuales es frecuente observar vertimientos de heces animales

provenientes de corrales y patios de tierra ubicados en las riberas de estos rios.

Autores como Beutin et al., 2004, Blanco et al., 2004 y Ahmed et al., 2011 describieron
una asociacion entre la infeccidén por cepas STEC vy la presencia del gen eaeA. Se han
descrito casos esporadicos de sindrome urémico hemolitico asociados a cepas LEE-
negativas pertenecientes a los serotipos de E. coli O104:H21 y O113:H21, en Estados
Unidos y Australia, respectivamente (Law, 2000; Paton et al., 1999). La existencia de
estas cepas sugiere la presencia de otros factores de virulencia implicados en la

adherencia de las bacterias al epitelio intestinal. Ademas, se ha visto que la produccion
78



Discusion

de intimina puede no ser esencial para la patogénesis, ya que un numero de casos
esporadicos de sindrome urémico hemolitico puede haber sido causado por STEC no-
0157 negativos para eaeA. También se ha visto que el gen eaeA no representa un
marcador de virulencia en las cepas aisladas del ganado porcino, ya que las cepas STEC
causantes de la enfermedad edematosa del cerdo utilizan un mecanismo de adherencia
diferente del utilizado por la mayoria de las cepas STEC, mediado por unas adhesinas
fimbriadas denominadas F107, codificadas por el gen fedA (Perna et al.,, 1998). La
continua evolucion de estos patdgenos estd provocada por la presion selectiva del

sistema inmune del hospedero y del medio ambiente.

En Cuba, la mortalidad por EDA es minima (Anuario Estadistico de Salud, 2011) y la
morbilidad es comparable a los paises desarrollados, tanto en atenciones médicas de los
menores de cinco aflos como en los restantes grupos de edad. No obstante, la morbilidad

por esta causa represento en el afo en 2004 un total de 675 212 atenciones médicas para

un indice de 5999.6 por 105 habitantes, lo cual la mantiene como una causa muy frecuente
de demanda de atencion en los servicios de salud (Coutin et al.,, 2006). A pesar de la
reduccion gradual del numero de consultas médicas por EDA en los ultimos tres afos, en
el pais se mantienen factores de riesgo importantes, muy vinculados a las condiciones de

vida de las personas.

En un estudio realizado por Coutin et al. (2006) del total de casos encuestados que
presentd diarreas, el 55% no accedié a solicitar los servicios de salud y el mayor
porcentaje de enfermos que no acudié a solicitar asistencia médica, corresponde al
estrato medianamente favorable (58,4%) (Hernandez et al., 2000). Este hecho merece
una atencidén particular, ya que la parte de la poblaciéon que no solicité atencion médica y
no realizé tratamiento, corresponde precisamente a personas como las que tienen sus
viviendas a las orillas de los rios objeto de estudio en esta investigacion. Esto sugiere que
tal vez una parte de la poblacién puede haber presentado eventuales cuadros diarreicos
cuyo origen pueden ser las aguas contaminadas de estos rios. Estos eventos no se
registran en el sistema de salud porque los pacientes no acuden al médico, ya sea porque
el cuadro diarreico cursa de manera autolimitada o porque se automedicaron y por tanto
estas personas no asocian estos procesos infecciosos con el uso inadecuado de las

aguas contaminadas de estos rios.
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Por tanto, el conocimiento de las diferentes combinaciones de los factores de virulencia
en estas cepas es de gran importancia, porque de esta forma se puede interpretar mejor
el conjunto de sintomas y signos que caracterizan los cuadros clinicos diarreicos. De
hecho, se ha demostrado que al conocerse las asociaciones mas virulentas, justifica y se
comprende mejor la intensidad de los cuadros clinicos en pacientes enfermos con
sindromes diarreicos agudos, criterios que sirven como una herramienta adicional al
médico de asistencia, sobre todo si son personas que refieren vivir en condiciones

econdmicas desfavorables y habitan cerca de estos rios contaminados .

4.6.3.1. Comparacion entre la clasificacion seroldgica y la clasificacibn mediante

PCR para las cepas de Escherichia coli aisladas

Se plantea que la determinacién del grupo serolégico sobre la base de los antigenos
somatico y flagelar (O:H) no es suficiente para identificar una cepa diarreogénica, porque
este no siempre se correlaciona con la presencia de factores de virulencia especificos, tal

como se observo en la presente investigacion.

De las cepas de E. coli identificadas como cepas diarreogénicas por serologia, solo el 8%
presentaron alguno de los siete genes examinados. Este resultado es compatible con
estudios previos realizados por Nishikawa et al. (2002) en Japén, en el que de un total de
229 cepas identificadas como enterovirulentas en base a sus antigenos O, solo 40
(17,5%) fueron reconocidas como diarreogénicas. En otro estudio similar realizado
también en Japén (Tamaki et al., 2005) se evaluaron 1 130 cepas de E. coli procedentes
de varios paises del mundo caracterizadas como enterovirulentas en base a su antigeno
O con el uso de antisueros comerciales. En este grupo de cepas solo 263 (23,3%)
presentaron alguno de los 6 genes patogénicos examinados (eae, stx, aggR, st, It, ipaH).
En el presente estudio, se encontré que los serogrupos que fueron clasificados dentro de
las categorias STEC, ETEC y EPEC correspondian en alto porcentaje a cepas
avirulentas. Por otro lado, los serogrupo 0174 y O8 estaban asociados con dos patotipos
diferentes: STEC, ETEC (para O174) y ETEC y EIEC (para O8). De manera similar, en
otros estudios se ha informado que cepas identificadas como otras E. coli diarreogénicas
pueden tener serotipos considerados como clasicos para otras categorias. Tal es el caso
de estudios realizados con cepas EPEC (LLuque et al., 2010), ETEC (Arias y Huguet,
2002), STEC (Jasinski et al., 2007), EAEC y DAEC (Knutton et al., 1991 y 1992). Por
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tanto, dado que algunos serogrupos incluyen mas de uno de los patotipos de E. coli
diarreogénicas, la mayoria de las publicaciones recientes sugieren que la serotipificacion
como uUnico método para la clasificacion en patotipos no es suficiente. Sin embargo,
podria ser util y confiable para aquellos serotipos que corresponden a clonas (Campos et
al., 2004).

El alto porcentaje de cepas avirulentas, asi como la presencia de genes en cepas con
serotipos que no se incluyen en las categorias patdégenas de E. coli, puede deberse al
hecho de que muchos de los genes que codifican para los factores de virulencia
analizados se encuentran en elementos genéticos méviles como bacteriéfagos, plasmidos
y transposones. Asi, estas cepas podrian ser importantes para la emergencia de nuevos
serotipos virulentos y de hecho, estas cepas podrian representar estadios intermedios en
la emergencia de nuevos patégenos, que aflorarian como cepas patdgenas con la
adquisicion de otros factores de virulencia. Dicho fendmeno de adquisiciéon de genes de
virulencia ya se ha evidenciado con la difusién de los genes stx entre una gran variedad
de serotipos de E. coli, extendiéndose incluso, a otros géneros como Citrobacter y
Klebsiella, que se encuentran también presentes en ecosistemas contaminados, ya que

estos géneros forman parte de las bacterias coliformes (Garcia , 2004).

Por tanto, E. coli puede transitar entre formas virulentas y avirulentas, mediante la
adquisicion o pérdida de genes de virulencia codificados en plasmidos presentes en sus
habitats primarios, lo cual hace a estas cepas indistinguibles de aquellas de la microbiota
normal, sobre todo en ambientes naturales como los ecosistemas acuaticos (Ram et al.,
2009; Souza et al., 2001) lo cual apoya los resultados obtenidos en la presente

investigacion.
4.6.4. Andlisis de los ensayos de adherencia en células HEp-2

En todo proceso infeccioso causado por un microorganismo, el primer paso para que este
tenga éxito es la adherencia. El ensayo de adherencia sobre células epiteliales HEp-2 se
considera el estandar de oro dentro de las pruebas fenotipicas de diagndstico para la
identificacion de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC, de sus siglas en inglés),
aunque también pueden identificarse E. coli de adherencia difusa (DAEC, de sus siglas en

inglés) y E. coli enteroagregativa (EAEC, de sus siglas en inglés) (Vidal et al., 2007).
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Los resultados de los ensayos de adherencia mostraron que el patron de adherencia
difusa (Figura 11) fue el mas abundante entre las cepas de E. coli evaluadas. Este patrén
es caracteristico del grupo patégeno DAEC aunque también se ha descrito en cepas
atipicas de EPEC.

Las cepas de E. coli de adherencia difusa se pueden aislar tanto de personas sanas como
de personas con diarrea, siendo mas importantes en nifios de 4 a 5 afios (Spano et al.,
2008). Aunque aun no se conoce todo sobre el mecanismo de patogenicidad de este
patotipo, se caracterizé una fimbria de superficie, conocida como F1845, la cual esta
directamente involucrada en el fendmeno de adherencia difusa. Los genes que codifican
para esta fimbria se pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido (Araujo et al.,
2007).

El fendbmeno de adherencia en este patotipo esta directamente relacionado con su
patogenicidad. Al realizar ensayos in vitro en células CaCo y HEp-2, las cepas DAEC
tienen la capacidad de inducir la formacién de estructuras protuberantes, semejantes a
dedos, las cuales confieren proteccion a las bacterias, pero la presencia de dichas
estructuras no se ha demostrado in vivo (Gismero-Ordofiez et al., 2002). No se han
descrito brotes de diarrea causados por estas cepas relacionados con aguas
contaminadas, sin embargo, la presencia de estas cepas en los rios evaluados constituye
una alerta de la deficiente calidad microbiolégica que presentan las aguas de estos rios y
del riesgo para la salud que podria representar el uso inadecuado de las aguas de estos

ecosistemas por la poblacion capitalina.

Ninguna de las cepas evaluadas presento el patron de adherencia localizada tipico sobre
cultivos de células epiteliales que corresponderia con cepas EPEC tipicas. Sin embargo,
las cepas EPEC atipicas (aEPEC) pueden poseer un patron de adherencia semejante a la
localizada, adherencia difusa o, en algunos casos, adherencia agregativa (Lacher et al.,
2007), patrones que se observaron en dos de las tres cepas de E. coli clasificadas dentro
de la categoria EPEC caracterizadas en el presente trabajo. Por tanto, este resultado
corrobora que las cepas EPEC aisladas en la presente investigacién corresponden a
cepas atipicas de esta categoria, ya que las mismas tampoco presentaron los genes de

virulencia caracteristicos de este patotipo, como se demostré en el acapite 4.6.3.
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Las cepas que presentaron el patron de adherencia agregativo se incluyen en la categoria
patdégena Escherichia coli enteroagregativa. La principal caracteristica que distingue a
EAEC es este patron de adherencia y este grupo patdégeno es uno de los mas

recientemente estudiados dentro de los grupos patégenos de la especie E. coli.

Las cepas de EAEC causan diarreas de larga duracién principalmente en nifios y viajeros
de paises del tercer mundo, pero también son una causa significativa de diarrea en
Europa (Bai et al., 2008; Nguyen et al., 2006; Blanco et al., 2006). Su reservorio es
Unicamente los seres humanos. Presentan un plasmido (pAA) que codifica para una
adhesina fimbrial que es responsable del patron de adherencia agregativa a las células

HEp-2 y al epitelio intestinal.

Estas cepas han cobrado gran importancia en la clinica en los ultimos tiempos, sobre todo
después del brote que mas casos de Sindrome urémico hemolitico (SUH) ha producido en
el mundo hasta la fecha. Este brote tuvo lugar en Alemania en el afio 2011, con mas de
852 casos de SUH y 3469 casos de diarrea, en el que fallecieron 50 pacientes, incluidos
32 con SUH. La cepa responsable de este brote se cree que es una cepa nueva,
probablemente de origen humano que ha emergido recientemente a partir de una cepa
enteroagregativa (EAEC) del serotipo O104:H4 que ha adquirido un fago portador del gen
stx2a a partir de una cepa STEC (Mora et al., 2011). Es una cepa muy virulenta, que
cuenta con un gran arsenal de genes de virulencia. Se plantea que su capacidad
enteroagregativa le permite colonizar mejor el epitelio intestinal y ademas cuenta con un
mecanismo que le permiten liberar mayor cantidad de la toxina STX2 variante a, ademas
tiene por lo menos tres adhesinas (AAF/l, LPF-IpfAO26 e Iha), dos sideréforos
(aerobactina y yersiniabactina) y tres tipos de proteasas SPATE (Pic, Sig A y SepA). La
combinacion de estos tres tipos de proteasas se da en muy pocas cepas (Mora et al.,
2011; Blanco et al., 2011).

Este ejemplo demuestra la importancia de la deteccion de cepas de esta categoria en
cualquier ambiente, ya que la circulacion de cepas hipervirulentas como la responsable

del brote en Alemania podria representar un serio problema para la salud publica.

En la presente investigacion mas del 60% de las cepas que presentaron uno de los dos
patrones de adherencia descritos presentaban un serotipo descrito entre las cepas

patdgenas y el 28% amplificd para uno de los genes de virulencia evaluados. Por lo tanto,
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esto demuestra que estas cepas, en un momento dado, pueden comportarse como
patégenos primarios, capaces de causar enfermedad, y de adquirir factores de virulencia

que no son caracteristicos del grupo patégeno al que pertenecen.
4.6.5. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E. coli

La resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos es uno de los problemas mas
serios a los que se enfrentan hoy los sistemas de salud. El uso indiscriminado de los
antibidticos en el tratamiento de infecciones, asi como su empleo en la veterinaria con
fines terapéuticos, profilacticos y como promotores del crecimiento ha contribuido al
incremento de la resistencia bacteriana, tanto en la clinica como en el ambiente (Sanchez
et al., 2008; Laroche et al., 2009; Ram et al., 2009; Hu et al., 2008).

Los ecosistemas acuaticos son uno de los mas impactados con los desechos liquidos de
la industria farmaceutica. Ademas continuamente también se vierten en ellos aguas
residuales que contienen antibidticos provenientes de instituciones de salud y la
comunidad. Esta situacién ha influido directamente en la aparicion de microorganismos
resistentes a los antibioticos en estos ecosistemas (Edge et al., 2005; Harakeh et al.,
2006; Ram et al., 2007; Pignato et al., 2009).

Escherichia coli, considerada el indicador de contaminacién fecal por excelencia para la
evaluaciéon de la calidad en los ecosistemas acuaticos, es una de las bacterias que mas
resistencia ha desarrollado frente a los antimicrobianos en el ambiente. Cepas de E. coli
resistentes a los antimicrobianos se han aislado en diferentes partes del mundo de aguas
subterraneas (Mckeon et al., 1995), rios (Hamelin et al. 2007; Ram et al., 2009) y lagos
(Sayah et al., 2005).

El porcentaje de resistencia de las cepas aisladas encontrado en la presente investigacion
se consideré bajo (23%) al compararlo con trabajos similares llevados a cabo en
ecosistemas dulceacuicolas de otras partes del mundo. En investigaciones realizadas en
cuerpos de agua de la India, Venezuela, China, Canada y Turquia se han informado
porcentajes superiores de resistencia frente a diferentes antimicrobianos, con valores por
encima del 60% (Harakeh et al., 2006; Zambrano et al., 2002; Li et al., 2009, Lyautey et
al., 2010 y Toroolo y Dincer, 2008).
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La no concordancia de los porcentajes obtenidos en estas investigaciones y la realizada
en el presente trabajo, podria deberse a las diferencias de las politicas trazadas para la
prescripcion y el control de los antibidticos en cada pais donde se llevaron a cabo estos
trabajos. En Cuba desde 1998, mediante el Programa Nacional de Medicamentos se
desarrollan estrategias para promover la prescripcién y uso racional de los farmacos, con
énfasis en algunos grupos terapéuticos, donde se destacan por su importancia los
antibidticos (Cires, 2002).

La elevada susceptibilidad observada entre las cepas evaluadas en la presente
investigacion (77%) es similar a la hallada por Sossa (2000) en un estudio realizado con
cepas aisladas a lo largo del rio Biobio, Chile. El ecosistema evaluado por Soussa no
presentaba altas concentraciones de antibiéticos lo que este autor consideré el principal
factor responsable de la elevada susceptibilidad (95%) hallada entre las cepas de este rio.
Esto podria ser lo que esta sucediendo en los tres ecosistemas evaluados, en los cuales a
pesar de recibir continuos vertimientos de aguas residuales, estas no tengan elevadas
concentraciones de antibidticos que puedan ejercer una presion selectiva sobre los

microorganismos que arriban a estos ecosistemas a través de estos vertimientos.

Sin embargo, aunque el porcentaje de resistencia encontrado fue inferior al informado por
otros autores en diferentes partes del mundo, el 38,4% de las cepas resistentes
encontradas en este trabajo pertenecen a uno de los seis grupos patdégenos descritos
para la especie E. coli, ya sea por su serotipo o por la presencia de genes de virulencia.
La presencia de cepas patdogenas de esta especie resistentes a los agentes
antimicrobianos en los ecosistemas dulceacuicolas evaluados plantea un riesgo real, no
solamente como fuente de infeccion, sino como fuente de plasmidos de resistencia (R)
que pueden ser facilmente diseminados a otras bacterias de la misma o de diferente

especie presentes en estos ecosistemas dulceacuicolas.

Estudios realizados en la India, Canada y China demostraron que no hay diferencias en la
distribucion de genes asociados a la virulencia y los patrones de resistencia
antimicrobiana en aislamientos de Escherichia coli de origen humano o ambiental. Esto
sugiere que el ambiente acuatico constituye un verdadero reservorio de cepas con
capacidad patogénica (Begum et al., 2005; Hamelin et al., 2006; Chen et al., 2011). Estas

cepas, si existen las condiciones adecuadas, son capaces de diseminarse y causar
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enfermedades en el ser humano, por lo que es importante implementar una continua y
sistematica vigilancia de Escherichia coli, que contemple no solamente la identificacion y
caracterizacion de aislamientos clinicos, sino también el monitoreo de las cepas de esta
especie en el ambiente, a fin de detectar aislamientos con un alto potencial patogénico y

epidémico.

La especie E. coli ha mostrado resistencia frente a un gran diversidad de antibidticos,
entre los que se han destacado los B-lactamicos. EI mayor porcentaje de cepas
resistentes en el presente trabajo se hallé frente a la ampicilina. La ampicilina fue la
primera penicilina semisintética que se desarrolld6 como respuesta a la necesidad de
encontrar derivados de la penicilina de mayor espectro de accién, dada la aparicion de
cepas resistentes a esta. Dada su accion frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas este antibidtico se utiliza ampliamente para el tratamiento de diversas

enfermedades.

La resistencia de E. coli frente a la ampicilina se ha incrementado en los ultimos afios en
la clinica y también en cepas aisladas del ambiente. En un estudio realizado por Ramteke
y Tewari (2007) en sistemas de agua potable y aguas superficiales, estos autores también
aislaron cepas de E. coli resistentes a este antibidtico, con un porcentaje superior al 50%.
Investigaciones llevadas a cabo en ecosistemas dulceacuicolas de Turquia, Australia,
Arabia Saudita, México y Estados Unidos han informado igualmente porcentajes elevados
(> 55%) de resistencia frente a la ampicilina (Ozgumus et al., 2007; Watkinson et al.,
2007; Baquero et al., 2008; Rosas et al., 2006; Ferreira et al., 2007).

Birol et al. (2009), en un estudio realizado en Turquia informaron que de 183 aislados, un
58% mostro resistencia a este antibiotico. Por otra parte, Costa et al. (2008) informaron

que de 114 coliformes, el 12% exhibié resistencia a ampicilina.

En cuanto a la familia de las sulfamidas, el sulfametoxazol-trimetoprima o cotrimoxazol
como también se le llama a esta asociacion antibidtica, se conoce que en la practica este
antibidtico se utiliza en el tratamiento de infecciones agudas y crénicas del tracto urinario,
bronquitis, sinusitis y gastroenteritis, causadas por bacterias Gram positivas y Gram
negativas, especialmente miembros de la familia Enterobacteriaceae. Las sulfonamidas
son antibidticos sintéticos y los aislados ambientales no estdn mayormente expuestos a

ellos (Rosser y Young, 1999). Sin embargo, la resistencia frente a este antimicrobiano se
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ha incrementado considerablemente en cepas de Escherichia coli aisladas, tanto de la

clinica como del ambiente (Garcia et al., 2010; Ram et al., 2009).

Estudios realizados en Costa Rica informan porcentajes de resistencia frente a este
antibiético de un 44% en aguas superficiales impactadas por aguas residuales
hospitalarias (Tzoc et al.,, 2004). Existen otros estudios realizados con muestras
provenientes de ambientes acuaticos en los que se ha demostrado que el 30% de los
aislados obtenidos de estas muestras presentaban resistencia frente a este antibiético
(Pathak y Gopak, 2008; Costa et al., 2008).

Para el caso de las fluoroquinolonas se obtuvieron porcentajes de resistencia similares a
los que se informan para esta familia de antibidticos en la literatura. Las fluoroquinolonas,
en la década de los afios 90, se convirtieron en una buena alternativa para el tratamiento
de las infecciones por E. coli (infecciones del tracto urinario, profilaxis de las infecciones
en pacientes con granulocitopenia, etc), debido a la elevada frecuencia de resistencia de
este microorganismo a ampicilina o el cotrimoxazol (Jiménez et al., 2009). Sin embargo,
desde entonces, la frecuencia de aparicién de resistencia frente a los miembros de esta
familia se ha incrementado considerablemente por todo el mundo. En Cuba, se informan
porcentajes de resistencia frente a las quinolonas superiores a 40% en el tratamiento de

infecciones del tracto urinario (Garcia et al., 2010).

El ciprofloxacino y el levofloxacino, dentro de esta familia de antibiéticos, son de los mas
utilizados para el tratamiento de infecciones causadas por E. coli. Queipo et al. (2000) en
Espafia informaron de un significativo aumento en las cifras de prevalencia de resistencia
a esta quinolona en aislados clinicos de E. coli entre 1990 (3%) y 1998 (23%). A su vez,
Pefa et al. (1995) en hospitales espanoles, describieron un incremento desde el 0% en
1988 al 7,5% en 1992 entre aislados de E. coli procedentes de infecciones en el tracto
urinario. En el caso de las cepas ambientales, esta situacion se repite en varios estudios
realizados con enterobacterias aisladas de ambientes naturales y con cepas de E. coli
procedentes directamente de animales como parte de su microbiota normal (Essen-
Zandbergen et al., 2007, Enne et al., 2008; Srinivasan et al., 2008).

De manera general, los porcentajes de resistencia encontrados frente a la ampicilina, el
sulfametoxazol-trimetropin, el ciprofloxacino y el levofloxacino coinciden con los

obtenidos por Zambrano et al. (2002) en una investigacion realizada en Venezuela en
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aguas residuales urbanas. Aunque se encuentran por debajo de los informados por Ram
et al. (2009) y Chandran et al. (2008) en la India y Junco et al. (2006) en La Habana, en
investigaciones realizadas en ecosistemas dulceacuicolas de estos paises donde se

informaron valores de resistencia por encima del 80 % frente a estos antimicrobianos.

Se obtuvo un bajo porcentaje de resistencia a la cefalosporina de 1° generacién, como
cefazolina. Si se considera que las bacterias evaluadas en la presente investigacion
provienen de contaminacién fecal (como ya se desmostrd), ya sea de origen humano o
animal, donde el uso de estos compuestos son habituales en el tratamiento de ciertas
patologias, se esperaria encontrar quizds un porcentaje mayor de resistencia, la cual
estaria mediada principalmente por enzimas [- lactamasas, asociadas a elementos
moviles y a estructuras genéticas como integrones (Sirot et al., 1991; Srinivasan et al.,
2008; Costa et al., 2008). Sin embargo, la explicacién mas légica a esta contradiccion es
que al no tener una presion selectiva continua en el ambiente, sumado al efecto de
dilucion de antibidticos en los sistemas hidricos, dichos genes fueron eliminados para
evitar un costo biolégico innecesario por parte de los microorganismos (Andersson y
Levin, 1999), lo que explica el escaso numero de cepas resistentes frente a este
compuesto en los ecosistemas dulceacuicolas evaluados asi como frente a miembros de

este mismo grupos de antibidtico pero de otras generaciones.

Para el resto de los antibiéticos evaluados, aztreonam (Monobactamico), gentamicina y
amikacina (Aminoglucésidos), nitrofurantoina (Nitrofuranos), piperacilina/tazobactan (3-
lactamico unido a inhibidor de betactamasa) ertapenem e imipenem (carbapenémicos) y
el cefepime (cefalosporina 4 generacion), los porcentajes de resistencia se encontraron
por debajo del 12 %, lo que no representa una alarma. En diversas investigaciones
clinicas se maneja el criterio de que cuando se reportan valores de resistencia por debajo
del 10 o 15 %, como es el caso de nuestro estudio, estos antimicrobianos pueden
continuar formando parte de los que se sugieren para el uso clinico (Herrera et al., 2002;
Ochoa et al.,, 2009b). Sin embargo, el decrecimiento en los niveles de susceptibilidad
(resistencia intermedia) es un fendmeno que cada vez se observa con mayor frecuencia
en aislamientos ambientales, especialmente en ecosistemas acuaticos impactados por la
contaminacion. Los valores de resistencia intermedia observada en este estudio entre las
cepas de E. coli aisladas no fueron elevados en cuanto a numero, ya que solo encontré

en ocho cepas de las 108 evaluadas, pero se observd este fendbmeno en siete de los 15
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antibiéticos probados, es decir para casi el 50 % de los antimicrobianos evaluados, lo que
sin duda constituye una alerta, ya que favoreceria el incremento de bacterias resistentes

en este tipo de ambiente.

Por lo tanto, aunque la resistencia antimicrobiana de las cepas aisladas de los
ecosistemas dulceacuicolas capitalinos evaluados no presenta una situacion tan critica
como la de otros ecosistemas del mundo (porcentajes de resistencia >50%), la vigilancia
de la resistencia frente a los antimicrobianos de los microorganismos presentes en estos

ecosistemas, sobre todo de los miembros del grupo coliformes, debe ser sistematica.

Por otra parte, los porcentajes de aislamientos de E.coli multirresistentes en el presente
estudio fueron menores que los obtenidos por Ram et al. (2009) y Chandran et al. (2008),
quienes reportaron valores de multirresistencia de 46,7 % y 95 % en cepas de E. coli

aisladas de rios de la India respectivamente.

Varios autores han establecido que la multirresistencia a antibiéticos provee a las cepas
de ventajas selectivas (Guajardo et al., 2009) y la evidencia de laboratorio demuestra que
bacterias con resistencia a multiples antibiéticos pueden mantener este fenotipo por
muchos afios en medios de mantenimiento y sin la incorporacién posterior de antibiéticos
(Andrade et al., 2006). En contraste, en un medio donde existe presion hacia la
transferencia de genes de resistencia, como pueden ser los ecosistemas acuaticos
contaminados, existe una gran probabilidad de que la eventual reutilizacion de agua en
actividades tan diversas como agricultura, navegacién, recreacion, pesca, etc., permita la

llegada de cepas multirresistentes al ser humano.

La seleccion y diseminacion en la naturaleza de cepas resistentes a los antibidticos es un
fendmeno que se debe evitar, con el fin de mantener un balance ecolégico que favorezca
el predominio de bacterias susceptibles y asegurar el tratamiento efectivo de las

enfermedades infecciosas humanas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, es necesario continuar con la
evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de cepas aisladas de estos ecosistemas
contaminados y realizar estudios de transferencia genética sobre todo teniendo como
receptor cepas autdctonas de estos sistemas hidricos, para evaluar el papel que pueden
tener estas estructuras genéticas en la diseminacion de genes de resistencia en diversos

ambientes.
89



Discusion

4.6.6. Andlisis de los patrones de electroforesis en campos pulsados de las cepas

de E. coli aisladas de los rios Almendares, Quibu y Luyané

Se han realizado diversos estudios para analizar la relacion desde el punto de vista
genético que existe entre cepas de E. coli aisladas de diferentes fuentes, tales como
heces de animales (cerdos, ganado vacuno, aves, y otros), humanas y alimentos (Zotta et
al. 2009; Watabe et al. 2008; Cesaris et al. 2007; Vu-Khan et al. 2007, Ejrnaes et al.
2006). Sin embargo, a nivel mundial se han realizado pocos analisis de este tipo con
cepas de E. coli procedentes de ecosistemas acuaticos (Orsi et al. 2007; Martin et al.,
2002).

Dada la reproducibilidad de la técnica de ECP, se ha propuesto a nivel internacional como
base de un esquema definitivo para el subtipaje genotipico de cepas de Salmonella spp.,
Shigella spp. y E. coli, aisladas de brotes o casos esporadicos de EDA (Houang et al.,
2000; Swaminathan y Matar, 2001; McDougal et al., 2003). Cesaris et al. (2007)
evaluaron dos técnicas moleculares (BOX-PCR y ECP) para la discriminacion de cepas
de E. coli aisladas de diferentes fuentes. Estos autores informaron que la técnica de ECP
resulté mas efectiva para detectar las diferencias en los patrones de ADN entre las cepas
evaluadas y permitio distinguir entre algunas cepas que no fue posible discriminar por la
técnica de BOX-PCR.

El anadlisis de los patrones de ECP en la presente investigacién permitio evaluar la
diversidad genética entre las cepas de E. coli aisladas de las muestras de agua
provenientes de los ecosistemas acuaticos contaminados evaluados. La diversidad
genética entre aislamientos de E. coli de diferentes origenes se ha documentado en la
literatura especializada en el tema, sin embargo no se tienen informes de este tipo de

estudios con cepas aisladas de ecosistemas acuaticos de Cuba y el Caribe.

Estudios realizados por Varela et al. (2008) y Zotta et al. (2009) con cepas de E. coli
aisladas de casos clinicos y de alimentos en Uruguay y Argentina respectivamente,
mostraron que cepas STEC del mismo serogrupo presentaron una alta diversidad
genética. En otra investigacion realizada con 110 aislados de E. coli provenientes de dos
reservorios de agua potable brasilefios los estudios de diversidad genética mostraron una
considerable heterogeneidad genética entre los aislados de estos reservorios (Orsi et al.,

2007). Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan en correspondencia con los
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mencionados anteriormente y permiten sustentar la hipétesis de que en los ecosistemas
dulceacuicolas de La Habana que fueron evaluados circulan serogrupos de E. coli, ya

sean patdégenos y no patdégenos humanos, con una alta diversidad genética.

El concepto de identidad de los componentes de un clon se ve complicado en la practica
por el hecho de que los microorganismos son genéticamente inestables y acumulan

modificaciones de su material genético con cada generacion (Bernal et al., 2004).

Estas modificaciones pueden deberse a mutaciones al azar o a fendmenos de
recombinacion genética como la insercién o la delecién de elementos moviles como
plasmidos, secuencias de insercion o transposones. A esta inestabilidad genética de los
microorganismos se le conoce como ‘deriva genética’. Asi, pues, la clonalidad no es
absoluta, sino que esta modulada por el tiempo, o sea, la similitud de los componentes de

un clon ira divergiendo con el tiempo (Ansaruzzaman et al., 2000; Bernal et al., 2004).

La alta variabilidad entre los patrones electroforéticos encontrados (Figuras 13, 14 y 15)
podria deberse a los vertimientos que se realizan continuamente a estos rios provenientes
de viviendas y el alcantarillado publico sin tratamiento o pobremente tratados. Estos
vertimientos poseen una elevada carga de microorganismos de origen fecal, entre ellos E.
coli, de muy diversos origenes, con caracteristicas muy diversas tanto desde el punto de

vista bioquimico como genético.

Resultados similares se obtuvieron por Orsi et al. (2007) en un estudio realizado con
cepas de E. coli aisladas de los reservorios de agua potable Billings y Guarapiranga (Sao
Paulo, Brazil), los cuales recibian continuamente vertimientos de aguas residuales
domésticas. Ademas estos autores también informaron que ambos reservorios estaban
contaminados con cepas que compartian un nivel de variabilidad similar, aspecto que
también se observo en el presente trabajo ya que la mayoria de las cepas presentaron un
coeficiente de Dice < 0,7. Ademas, se debe considerar que las cepas evaluadas no
fueron todas aisladas en el mismo momento, sino que el aislamiento de las mismas se
realizé a los largo de los tres afios de estudio, en los diferentes muestreos que se
realizaron. Este aspecto influye mucho en que las cepas aisladas de los diferentes
ecosistemas no sean cepas de un mismo clon, ya que es importante recordar que el

tiempo de vida medio de E. coli en agua es de un dia.
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A su vez, la heterogeneidad de serotipos entre las cepas de los diferentes clones (Figuras
13, 14 y 15) estd muy relacionada también con el origen que tienen las cepas de
Escherichia coli que llegan a estos rios, las cuales tienen un origen fecal

mayoritariamente.

Por otra parte, se observaron también diferencias entre las 30 cepas seleccionadas de los
tres ecosistemas, en cuanto a la presencia de genes de virulencia y patrones de
resistencia antibidtica, con iguales pulsotipos. Estas diferencias pueden estar dadas por
adquisiciones puntuales de genes de Vvirulencia codificados en plasmidos y/o
bacteriéfagos después de su proceso de diseminacion en estos ambientes contaminados,
como es el caso de los genes para las toxinas ST, LT, Stx1 y Stx2, principales genes
encontrados entre las cepas del presente trabajo. Savageau (1983) y Souza et al. (2001)
proponen que la respuesta a estos diferentes ambientes se debe a la evolucién de un
sistema de regulacion dual, asi como a la participacion de la seleccion natural que puede
favorecer genotipos especificos en diferentes habitats, considerada esta como una

alternativa evolutiva.

El genoma de E. coli contiene entre 4.200 y 5.500 genes, con menos de 2.000 genes
conservados (core genome). Su pan-genome (repertorio genético de la especie) es
enorme y consiste en al menos 20.000 genes. Se conoce sobre la capacidad de especies
como E. coli de generar nuevas combinaciones de genes que conducen a la emergencia
de cepas muy agresivas que ademas pueden llegar a ser resistentes a los antibidticos de

mayor utilidad clinica.

Hasta ahora, parecia que existia una cierta incompatibilidad entre los genes de resistencia
y los genes de virulencia, pero la reciente emergencia del grupo clonal E. coli
extraintestinal 0O25b:H4-B2-ST131 y de la cepa actual E. coli enteroagregativa
hemorragica O104:H4-B1-ST678 supone un nuevo desafio. Curiosamente estas cepas
comparten el antigeno flagelar H4 y la enzima CTX-M-15 (resistencia frente a) y sin
embargo pertenecen a dos grupos patégenos de E. coli completamente diferentes (Mora
etal., 2011).

Por otra parte, el analisis de los perfiles mostrd que de las cepas serotipificables, aquellas
con el serotipo O174:H32 fueron las que tuvieron mayor variabilidad intraserotipica y

genotipica, ya que se encontraron representantes de este serotipo en los rios Almendares
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y Luyané con pulsotipos y caracteristicas diferentes. Esto puede deberse a que primero
ocurrid una diseminacion del clon entre los ecosistemas y después cada aislamiento
evolucion6é de forma diferente en cada ambiente, lo cual esta en dependencia de la
presion que ejerza este sobre él, ademas de la eventual pérdida o ganancia de elementos

genéticos moviles con los genes de virulencia y/o resistencia a antibioticos.

El presente estudio constituye un punto de partida para poder evaluar la diversidad
genética y el grado de relacion clonal de los aislados de E. coli presentes en ecosistemas
dulceacuicolas contaminados de Cuba. También permite analizar la evolucién o
distribucion espacial como aspecto importante a valorar en la difusion de estos serotipos y
el conjunto de factores que pueden favorecer la transmisibilidad de los mismos entre la

poblacion que utiliza las aguas de estos rios.
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Consideraciones generales

Actualmente, el consumo de agua a nivel mundial crece mas aceleradamente que la
poblaciéon. La escasez de agua, la sobre explotacion de las fuentes de abasto y la
contaminacion del recurso son problemas acuciantes para un importante numero de
paises o amplias regiones del planeta, constituyendo una fuerte limitante para su

desarrollo y una fuente de afectaciones a la salud de sus habitantes.

En Cuba, el Programa Nacional de Medio Ambiente y Desarrollo —adecuacion cubana al
documento Agenda 21 (cita), en su Capitulo 5, define los objetivos y acciones a
cumplimentar para la Proteccion de las Aguas Terrestres. En el subprograma “El agua y el
desarrollo urbano sostenibles”, se plantea como objetivo lograr el establecimiento efectivo
de normas y pautas de consumo en las grandes ciudades que, permitiendo el
mejoramiento de las condiciones de suministro, contribuyan a la conservacién de ese

recurso y disminuyan las tendencias actuales a su degradacion.

En este trabajo se ha observado que la situacion de tres importantes ecosistemas
dulceacuicolas de la capital es muy desfavorable debido a su elevada contaminacién
microbiana fundamentalmente por vertimientos de aguas residuales domésticas que
continuamente se vierten a sus aguas. Indiscutiblemente, existen esfuerzos que realizan
el gobierno local y algunas instituciones estatales para tratar de mitigar los efectos
negativos que tienen sobre estas aguas. El problema principal no es reparar el hecho,
sino evitar que ocurra, lo cual no solo se logra con el desarrollo de una red de
alcantarillado para colectar las aguas residuales de barrios y comunidades carentes de
ella, o instalando plantas de tratamiento para estos residuales. Ambas acciones requieren
un trabajo de planificacién y la disposicion de fondos para su ejecucién, lo cual no es una
situacion factible de forma expedita. Dada esta explicacién, evidentemente es mas
practico impedir la proliferacion incontrolada de viviendas en zonas marginales y cercanas
a los cauces de estos rios, para evitar el incremento de vertimientos. Algo similar ocurre
con los corrales y criaderos de animales, cuya limpieza es realizada aprovechando a
veces el agua de estos ecosistemas dulceacuicolas y vertiendo los residuales
directamente al propio rio. Teniendo en cuenta estos aspectos, lo resultados del presente
trabajo indican la necesidad de tomar medidas urgentes que contribuyan al saneamiento

paulatino de los rios capitalinos Almendares, Quibu y Luyand.
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A su vez, la determinacion de la presencia de patotipos de la especie Escherichia coli en
las aguas de estos rios es un indicio mas de la deficiente calidad de las aguas de estos
ecosistemas dulceacuicolas de La Habana, lo que invalida su uso por parte de la

poblacion de la ciudad.

La diversidad de cepas de E. coli con diferentes factores de virulencia, implican una
patogenicidad heterogénea en dependencia de los genes que se expresen. Dados los
conocimientos actuales sobre la patogenicidad de esta especie, la presencia de estos
patotipos en los ecosistemas acuaticos y la promiscuidad bacteriana en estos medios, se
hace evidente que no es posible la discriminacion entre cepas patégenas y no patdgenas
de esta especie cuando se evalua la calidad microbioldégica de las aguas, ya sean

potables o para uso recreativo.

La determinacion de la concentracion de E. coli como especie bacteriana, no descrimina
su origen ni indica si son cepas comensales (anfibiontes pertenecientes a la microbiota
normal humana pero no definidas como patégenas por la ausencia de factores de
virulencia) o si son cepas consideradas patdgenas por la ubicacion en determinados
serogrupos, serotipos o patotipos. Todo lo anterior sefiala las limitaciones que tienen las
normas de determinacion de la calidad microbiolégica del agua, tanto internacionales
como de nuestro pais, ya que la NC 22 solo orienta la cuantificacion de coliformes totales,
coliformes fecales, Pseudomona aeruginosa y enterococos, lo cual obviamente es
insuficiente para valorar la seguridad que implica la utilizacion de aguas para
determinados fines. No obstante, ya que la determinacion de los patotipos, serotipos y
serogrupos de esta especie conllevan un incremento de gastos y tiempo, no seria factible
su realizacién de forma sistematica en los muestreos de agua, pero la inclusion de E. coli

como una especie indicadora de contaminacion fecal ya seria un avance en este sentido.

El hallazgo de cepas patdégenas de la especie E. coli entre los aislados procedentes de los
ecosistemas en estudio con el mismo serotipo, diferentes combinaciones de genes y
capacidad de adherencia, sugiere que los genes que codifican para los factores de
virulencia analizados, se estan moviendo entre las diferentes bacterias y que estas cepas
una vez que llegan a estos ecosistemas secundarios no pierden o simplemente mantienen
una de sus caracteristicas patdégenas mas importantes, la adherencia, la cual es esencial

para llevar a cabo con éxito una enfermedad infecciosa .
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Asi pues, estas cepas podrian ser importantes para la emergencia de nuevos serotipos
virulentos y de hecho, estas cepas podrian representar estadios intermedios en la
emergencia de nuevos patdgenos, que emergerian como cepas patdgenas con la
adquisicion de otros factores de virulencia ademas de los que ya poseen, a lo cual
podrian contribuir elementos genéticos méviles como bacteriéfagos, plasmidos y
transposones. Dicho fenémeno de adquisicibn de genes de virulencia ya se ha
evidenciado con la difusion de los genes stx entre una gran variedad de serotipos de E.
coli extendiéndose, incluso, a otras especies de los géneros Citrobacter y Klebsiella. En la
mayoria de los estudios realizados sobre diversidad de cepas STEC, se analizan cepas
patdgenas aisladas de brotes, o cepas aisladas de diversos origenes utilizando medios
selectivos para su deteccién. Sin embargo, las cepas STEC analizadas en este trabajo
son un reflejo de lo que estd ocurriendo en los ecosistemas acuaticos,
independientemente de su potencial como patégenos. Su importancia radica
principalmente en este aspecto, ya que estas cepas representan un reservorio de genes,
que en un momento determinado, podrian contribuir a la emergencia de nuevas cepas

patdégenas, aunque hoy en dia ellas no lo sean.

En futuras investigaciones seria necesario incluir un mayor nimero de muestras antes de
dar conclusiones definitivas sobre los mas importantes seropatotipos presentes en los
ecosistemas dulceacuicolas de la capital cubana. Sin embargo, estos resultados
constituyen una valiosa fuente de informacion que sirve de base no solo para estudios
epidemiolégicos, sino también, para la elaboracién de estrategias para el saneamiento de

estos importantes ecosistemas dulceacuicolas superficiales.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La elevada concentracién de coliformes termotolerantes y E. coli de los rios
evaluados de la capital esta relacionada con los vertimientos de aguas residuales
urbanas que reciben estos ecosistemas, lo cual los clasifica como no aptos para el
bafio, la realizacion de actividades recreativas y el riego agricola.

2. La correlacion lineal existente entre las concentraciones de coliformes
termotolerantes y Escherichia coli indica que cualquiera de ellos puede utilizarse
para la evaluacion de la calidad microbioldgica de los rios analizados y de otros
ecosistemas dulceacuicolas tropicales.

3. El 35% de las cepas Escherichia coli aisladas pertenecen a cinco de los grupos
patégenos humanos, con predominio del grupo de Escherichia coli productora de
toxina Shiga, y se ubicaron en 16 patrones de resistencia, con poca
representatividad de cepas multirresistentes frente a los antimicrobianos
evaluados.

4. Se demostré que las cepas de E. coli ambientales circulantes en estos
ecosistemas presentan caracteristicas adherentes, de las cuales el 84% de las
cepas con esta propiedad muestran patron de adherencia difusa cuya
patogenicidad implica un riesgo potencial para la salud humana y en edades
pediatricas.

5. La presencia de genes de virulencia en cepas cuyo serotipo las define como no
patégenas, constituye una prueba de la diversidad de cepas circulantes en estos
ecosistemas y denotan la transmision horizontal de genes en esta especie.

6. No se encontré una relacién clonal de las cepas aisladas en los ecosistemas
evaluados evidenciandose una baja coincidencia de pulsotipos entre el total de
cepas aisladas, lo cual demuestra una marcada diversidad genética para las cepas

ambientales de Escherichia coli.
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RECOMENDACIONES

1. Establecer un monitoreo sistematico de las aguas de los ecosistemas
dulceacuicolas de La Habana con vistas a evaluar la supervivencia de los

microorganismos indicadores en estos ecosistemas.

2. Realizar estudios de epidemiologia a nivel molecular que permitan seguir la
evolucion y emergencia de clones de cepas patégenas de E. coli en este tipo de
ambientes.

3. Realizar estudios similares en otras regiones de Cuba para conocer la presencia y
diseminacion de los grupos patégenos de E. coli en otros ecosistemas

dulceacuicolas contaminados del pais.

4. Divulgar estos resultados, poniéndolos en conocimiento de las autoridades de la
provincia La Habana para priorizar la realizacion de Programas de Educacion
Ambiental que eviten el uso inadecuado de las aguas de estos rios por la
poblacién de la ciudad.
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ANEXO 1

kilometers
Scale: 1:22.920 _

W | =

Puntos de muestreo en el rio Almendares.

Al: Boyeros y calle 100; A2: Puente calle 23; A3: arroyo Paila; A4: arroyo Mordazo.



Puntos de muestreo en el rio Quiba.

Q1: Palacio de las Convenciones; Q2: Planta Tratamiento calle 25; Q3: Los Pocitos.



kilometers
Scale: 1:20.120

Puntos de muestreo en el rio Luyan6

L1: Via Blanca; L2: Calle Mayor; L3: La Oncena.



ANEXO 2

Contenido de la Tarjeta VITEK GNI para la identificacion de las cepas de Escherichia coli

PRUEBAS
ONPG

ADH
LDC
oDC
CIT
H.S
URE
TDA
IND
VP
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
TRE
ARB
RAF
XIL
GLI
MAL
OX

COMPONENTES ACTIVOS
2-nitro-fenil-BD-galactopiranosida

L-arginina
L-lisina
L-ornitina
Citrato trisédico
Tiosulfato sédico
Urea
L-triptéfano
L-tript6fano
Piruvato sédico
D-Glucosa
D-Manitol
Inositol
D-sorbitol
L-Ramnosa
D-Sacarosa
D-Melibiosa
Amigdalina
L-Arabinosa
D-Trehalosa
Arbutina
D-Rafinosa
D-Xilosa
Glicerol
D-Maltosa

REACCIONES/ENZIMAS
3-galactosidasa (orto-nitrofenil-RBD-
galactopiranosidasa)
Arginina-dehidrolasa
Lisina-descarboxilasa
Orinitina-descarboxilasa
Utilizacion del citrato
Produccién de H,S
Ureasa
Tript6fano desaminasa
Produccion de indole
Produccion de acetoina (Voges-Proskauer)
Fermentacion/Oxidaciéon (Glucosa)
Fermentacién/Oxidacién (Manitol)
Fermentacion/Oxidacion (Inositol)
Fermentacion/Oxidacién (Sorbitol)
Fermentacién/Oxidacién (Ramnosa)
Fermentacion/Oxidacion (Sacarosa)
Fermentacién/Oxidacién (Melibiosa)
Fermentacién/Oxidacién (Amigdalina)
Fermentacion/Oxidacion (Arabinosa)
Fermentacién/Oxidacién (Trehalosa)
Fermentacion/Oxidacion (Arbutina)
Fermentacién/Oxidacién (Rafinosa)
Fermentacién/Oxidacién (Xilosa)
Fermentacion/Oxidacién (Glicerol)
Fermentacion/Oxidacion (Maltosa)
Citocromo-oxidasa
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