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RESUMEN

La presencia de Escherichia coli en el agua se ha considerado durante mucho tiempo como un indicador de
contaminacion fecal adecuado para evaluar la calidad microbiolégica de la misma. Sin embargo, estudios
recientes han informado que algunas cepas especificas de E. coli pueden sobrevivir durante largos periodos
de tiempo, y potencialmente reproducirse en ambientes extraintestinales (e.g. agua, suelo, sedimentos).
Consecuentemente, el uso de E. coli como bioindicador de contaminacion fecal en los Ultimos afios se ha
vuelto controvertido, argumentdndose que la confiabilidad de esta bacteria como especie indicadora estd
comprometida por su persistencia y ocurrencia en la naturaleza. La mayoria de las cepas de E. coli son
comensales, pero algunas han adquirido mecanismos que las convierten en patogénicas para los humanos,
pudiendo causar enfermedades intestinales y extraintestinales. Las cepas de E. coli productoras de toxina
shiga (STEC) son consideradas un patégeno emergente, asociado con casos y brotes de diarrea, colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH). Estas cepas patdgenas pueden transmitirse a través de
aguas de uso recreativo, lo que plantea un riesgo significativo para la salud publica. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la supervivencia y potencial proliferacion de E. coli en aguas naturales provenientes de una
laguna pampeana utilizada con fines recreativos (deportes acuaticos), mediante experimentos en

microcosmos en condiciones controladas.

Este trabajo consistid en evaluar una cepa de E. coli no patégena (NP) y una cepa patdgena STEC (stx1/stx>)
(P), previamente aisladas de cuerpos acuaticos de la regién pampeana, durante 133 dias mediante
microcosmos con agua de laguna (previamente filtrada y autoclavada) y microcosmos con medio LB como
control positivo de crecimiento. La cuantificacién de E. coli en los microcosmos se llevé a cabo mediante
distintas técnicas, como recuentos en placas cromogénicas, densidad dptica DOgyo y citometria de flujo.

Ademas, se realizo la caracterizacidn genética de las cepas mediante métodos moleculares.

Los resultados revelaron que la cepa P sobrevivié entre 30 y 84 dias en agua de laguna, mientras que la cepa
NP mostré una supervivencia entre 84 y 133 dias. Asimismo, se observd que ambas cepas no solo
sobrevivieron en el agua de la laguna, sino que también se multiplicaron. La citometria de flujo y la densidad
Optica DOgoo demostraron ser métodos complementarios, pero no fueron ideales para cuantificar la
abundancia de E. coli debido a su falta de selectividad. Por otra parte, los métodos moleculares
proporcionaron detalles sobre el genoma de las cepas, como factores de virulencia y confirmaron su género

y especie.
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1. INTRODUCCION

1.1. Escherichia coli y otras bacterias en sistemas acuaticos
Las bacterias son ubicuas en la naturaleza y habitan un amplio abanico de ambientes en el planeta, inclusive
en sistemas acuaticos, constituyendo la comunidad bioldgica conocida como bacterioplancton. El mismo
juega un papel fundamental en la regulacién de los ciclos biogeoquimicos y conforma, junto con el resto de
los microorganismos, el denominado bucle microbiano (microbial loop), a través del cual el carbono organico
disuelto retorna a los niveles tréficos superiores y se articula con el resto de la cadena alimentaria (Azam et
al., 1983). Dentro de la columna de agua se pueden encontrar bacterias que son imprescindibles para el
desarrollo de la vida, asi como también especies consideradas contaminantes bioldgicos de los cuerpos de
agua. Dentro de este ultimo grupo, se pueden encontrar especies potencialmente patdgenas para el ser
humano (e.g., Salmonella sp., Escherichia coli, Yersinia sp., Vibrio cholerae, Pseudomonas sp., entre otras),
muchas de las cuales pertenecen al filo Pseudomonadota y, en particular, a la clase Gammaproteobacteria
(Fernandez et al., 2007; Tracogna et al., 2013; Cantet et al., 2013; Nuozzi et al., 2021; Sagua et al., 2021).
Dentro de esta clase se encuentran las bacterias pertenecientes al género Escherichia, y en particular la

especie Escherichia coli estd ampliamente distribuida en la naturaleza (Miliwebsky et al., 2019).

E. coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo que coloniza habitualmente la flora intestinal humana
y de animales endotérmicos (WHO, 2012; Bianchi et al., 2014; Miliwebsky et al., 2019). Esta especie es la mas
abundante dentro del grupo de bacterias coliformes fecales, razén por cual es empleada, a nivel mundial,

como especie bioindicadora de contaminacidn fecal en ambientes acuaticos (Bianchi et al., 2014).

La mayoria de las cepas de E. coli son no patdgenas e inofensivas, pero algunas cepas poseen una gran
capacidad de adquisicidn y diseminacion de genes de virulencia y resistencia a antimicrobianos dentro del
tracto digestivo y en matrices ambientales, incluidas aguas superficiales, subterraneas, suelos, sedimentos,
etc. (Maal-Bared et al., 2013). De esta forma, pueden causar enfermedades intestinales y extraintestinales
en los humanos, como diarrea, infecciones del tracto urinario, septicemia y meningitis neonatal (Clermont et

al., 2000; Barbau-Piednoir et al., 2018; Guo et al., 2019).

1.2. Patogenicidad y transmision de E. coli
Estas bacterias se pueden clasificar en base a tres tipos de antigenos: somaticos (0), capsulares (K) y flagelares
(H) (Jang et al., 2017), aunque esta clasificacidon no aporta ninguna informacién acerca de su patogenicidad.
Las bacterias de E. coli patégenas para el humano pueden dividirse en dos grupos principales: El grupo de E.
coli diarreigénica (DEC) y E. coli extraintestinal (ExPEC) (Croxen & Finlay, 2009; Spina, 2015). Las cepas ExPEC
estan conformadas por 3 patotipos: uropatdgena (UPEC), asociados a meningitis neonatal (NMEC) y causante

de sepsis (SEPEC). Por otro lado, el grupo DEC puede dividirse en 7 patotipos: shigatoxigénico o productora



de toxina Shiga (STEC), enteropatégeno (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC),
enteroagregativo (EAEC), de adherencia difusa (DAEC), y shigatoxigénico /enteroagregativo (EAEC-stx) (Kaper
et al., 2004; Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016; De Mello Santos et al., 2020).

En particular, el patotipo STEC, también llamado E. coli productora de verotoxina (VTEC), es considerado un
patégeno emergente generalmente asociado a brotes de diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico
hemolitico (SUH). La patogenicidad de los STEC esta relacionada a la produccidn de la toxina Shiga (o toxina
Vero), codificadas por los genes stx; y stx, (e.g., Karmali et al., 2010; Clements et al., 2012). A su vez, se puede
clasificar los serotipos de STEC en 5 seropatotipos (A-E), de acuerdo a su potencial patogénico y epidémico.
El seropatotipo A (0157:H7 y 0157: NM) es considerado como el mas virulento, el seropatotipo B (026:H11,
0121:H19 y 0103:H2, entre otros) se asocia con enfermedad humana grave, pero con una frecuencia mas
baja, y es poco comun en brotes. Los seropatotipos C (091:H21, 0104:H21 y 0113:H21, entre otros), y D
(O7:H4, 069:H11, 0103:H25, 0113:H4, entre otros) tienen una baja incidencia en enfermedad humana, y
rara vez se asocian a brotes. Por Ultimo, el seropatotipo E (06:H34, 08:H19, 039:H49, 046:H38, entre otros)
se compone de muchos serotipos que se encuentran en el reservorio animal y en los alimentos, pero que
hasta el momento no han sido implicados en enfermedades humanas (Karmali et al., 2003; Farrokh et al.,
2013).

En especial, STEC es una grave preocupacion para la salud publica debido a su asociacién con grandes brotes
y con el SUH, que es la principal causa de insuficiencia renal aguda en los nifios (Karmali et al., 2010). En este
sentido, Argentina tiene la tasa mas alta de SUH a nivel mundial con 8-10 casos/100.000 nifios menores de 5
afios (Boletin Integrado de Vigilancia N2 463—SE 34/2019) y el serotipo 0O157:H7 de E. coli es la causa mas
comun (Bustamante et al., 2012). Si bien este serotipo es el responsable de brotes con mayor frecuencia,
existen otros serotipos no-0157 asociados a colitis hemorrdgica y SUH, como 026:H11, 0103:H2, 0111:NM,
0121:H19, 0145:NM, 08:H19 y 0145:H25 (Dublan & Galizio, 2020). En particular, el serotipo 0103:H2
adquiere relevancia debido a que se considera un patdégeno emergente en Alemania, Argentina, Canad3,
Estados Unidos, Francia, Italia y Finlandia (Eklund et al., 2001; Prager et al., 2002; Tozzi et al., 2003; Beutin et
al., 2005; Rivas et al., 2006; Karama et al., 2008).

La principal via de transmisidon de STEC 0157 y no-O157 son los alimentos contaminados, como, por ejemplo,
carne molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos, agua, entre otros (Moe, 2002). La
contaminacion de los alimentos se debe principalmente al contacto con las heces del ganado bovino. Otras
formas de transmisidn incluyen el contacto directo del hombre con los animales y la transmision persona a

persona por la ruta fecal-oral. La contaminacion fecal del agua puede deberse a la descarga de materia fecal



en aguas de recreacién o en aguas de pozo que son consumidas sin previo tratamiento de potabilizacion

(Rivas et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Vias de trasmision de STEC. A. STEC. B. El ganado es reservorio de STEC y puede transmitirse
mediante zoonosis. C. Los animales tienen la posibilidad de entrar en contacto con estos vectores, actuando
como portadores y propagadores de STEC. D. La bacteria se propaga mediante eliminacion a través de las
heces y (E) carne contaminada. F. Los humanos corren el riesgo de infeccion al consumir productos cdrnicos
contaminados con STEC o (G) a través del contacto directo con heces contaminadas. Todo esto puede provocar
brotes de colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. H. La transmision de STEC
entre personas es posible a través del contacto directo. I. Las heces contaminadas pueden descargarse en
aguas de recreacion que (J) utilizan habitualmente otros animales, para prdcticas agricolas o consumo

humano sin previo tratamiento de potabilizacién. Adaptado de Ray & Singh (2022).

Por otra parte, varios estudios han descrito la deteccién de STEC 0103:H2 en seres humanos y han establecido
la relacidn entre estas cepas aisladas y las muestras recogidas en el medio ambiente (Heinikainen, 2007; Park
et al., 2018). Estos trabajos demostraron que el medio acuatico puede ser un vehiculo importante para la
transmision de E. coli patégena. Por lo tanto, conocer las tasas de supervivencia de las cepas de E. coli
encontradas en el agua de sistemas acuaticos utilizados con fines recreativos es de suma utilidad para evaluar

la contaminacidon microbiana y tomar medidas apropiadas de manejo (Blaustein et al., 2013).

1.3. Persistencia de E. coli en ambientes naturales
La presencia de E. coli en el agua se ha considerado durante mucho tiempo como un indicador de

contaminacion fecal adecuado para evaluar la calidad microbioldgica de la misma. Sin embargo, su uso como
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indicador en los ultimos anos se ha vuelto controvertido. Se ha argumentado que la confiabilidad de esta
bacteria como un indicador de ingreso de materia fecal a los sistemas esta comprometido por su persistencia
y ocurrencia en la naturaleza (Fujioka & Byappanahalli, 2003).

Anteriormente se creia que E. coli no podia sobrevivir mucho tiempo en el ambiente, ni crecer en habitats
secundarios, como agua, sedimentos y suelo (Winfield & Groisman, 2003). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que esta bacteria, incluyendo las E. coli patégenas, pueden sobrevivir durante largos
periodos de tiempo fuera del tracto intestinal y reproducirse en el suelo, la arena y los sedimentos en climas
tropicales, subtropicales y templados (e.g., Ishii & Sadowsky, 2008; Tymensen et al., 2015; Jang et al., 2017;
Suzuki et al., 2019). La persistencia de E. coli patégena, la adaptacidon ambiental, supervivencia y habilidad de
crecer en condiciones ambientales fluctuantes, no solo dependen de su genotipo, sino también del
intercambio horizontal de genes que promueven la existencia bacteriana en un habitat particular (Aminov,
2011). El crecimiento y la supervivencia de E. coli en entornos naturales pueden verse influidos por factores
bidticos y abidticos (Rochelle-Newall et al., 2015). Los factores abidticos incluyen la temperatura, la
disponibilidad de agua y nutrientes, el pH y la radiacidon solar. Los factores bidticos incluyen la capacidad de
E. coli para adquirir nutrientes, competir con otros microorganismos y formar biofilms (Jang et al., 2017). En
particular, se ha observado que las temperaturas calidas del agua y las altas concentraciones de nutrientes
en el ambiente son factores promotores de la supervivencia y el crecimiento de E. coli fuera del huésped (e.g.,
Ishii & Sadowsky 2008; Jang et al., 2017).

Por consiguiente, el analisis de la calidad bacterioldgica del agua es de vital importancia no solo para el
consumo humano y animal (Sun et al., 2011; Gharibi et al., 2012), sino también para el riego agricola (Palese
et al., 2009; Pachepsky et al., 2011) y las actividades recreativas (Kumar et al., 2012). Se ha observado que
una gran variedad de microorganismos patégenos puede ser transmitida a los humanos mediante el uso de
aguas recreativas naturales (agua dulce y marina) contaminadas por aguas residuales (APHA, 2005). Por lo
tanto, la contaminacién bacteriana en el agua representa no sélo un problema sanitario, sino también un
serio riesgo ambiental (Berthe et al., 2008). Una vez que las bacterias se distribuyen por el agua o los
sedimentos del cauce de los rios pueden penetrar a los organismos acudticos por absorcion a través del
tegumento o de las branquias, captaciéon de particulas suspendidas y/o por consumo de alimentos
contaminados (van der Oost et al., 2003; Dang & Dalsgaard, 2012). Cuando la concentraciéon de E. coli en agua
es lo suficientemente elevada (> 5x10* UFC/ml) puede infectar distintos 6rganos, tales como el tegumento,

el musculo, las branquias y/o el higado (El-Shafai et al., 2004; Guzman et al., 2004; Dang & Dalsgaard, 2012).

En particular, las aguas recreativas y los suministros publicos de agua contaminadas por E. coli representan
un riesgo para la salud humana, ya que algunas cepas pueden ser patdgenas o propagarse con otros

microorganismos patégenos (Orsi et al., 2007). Recientemente, E. coli se ha clasificado como patégeno
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prioritario para la vigilancia debido a su amplia resistencia a los antibidticos (Tacconelli et al., 2018; Pellegrini
et al., 2022). La importancia de la E. coli patdgena y su resistencia a los antimicrobianos se ejemplifica con
intensos programas internacionales de vigilancia que monitorean y rastrean brotes, incluidas muestras
ambientales; aunque, lamentablemente, esta vigilancia a menudo no se aplica completamente en los paises

en desarrollo (Croxen et al., 2013; Ayukekbong et al., 2017), como Argentina.

1.4. Antecedentes de supervivencia de E. coli en ambientes acudticos
Los primeros estudios en evaluar la sobrevida de las bacterias E. coli en agua dulce en condiciones de
laboratorio, hallaron que el tiempo en que el 90% de las bacterias mueren (T90) era igual a 110 h en agua
dulce (Dufour, 1984). Otro estudio mostrd que a 23°C cepas de E. coli 0157:H7 toxina-negativa crecieron y
sobrevivieron mejor que su contraparte toxina-positiva, mientras que tales diferencias no fueron encontradas
a temperaturas mas bajas, confirmando una influencia de la composicion genética en la supervivencia (Kudva
et al.,, 1998). Sin embargo, trabajos recientes han informado que E. coli puede persistir (sobrevivir y
reproducirse) por largos periodos y naturalizarse en el medio ambiente, aumentando asi el riesgo de
colonizacién de nuevos huéspedes (Jang et al., 2017; Suzuki et al., 2019; Petersen & Hubbart, 2020; Mohamed
Hatha, 2021). En distintas partes del mundo se han realizado estudios para evaluar la supervivencia de
bacterias coliformes fecales en agua de mar (Soli¢ & Krstulovi¢ 1992, Rozen & Belkin 2001 vy citas alli
mencionadas), suelos (Ishii et al. 2010) y cuerpos de agua dulce (Bergstein-Ben Dan et al., 1997; Surbeck et
al., 2010; Suzuki et al. 2019; Petersen & Hubbart, 2020 y citas alli mencionadas). En nuestro pais existe un
vacio de investigacién, dado que no hay estudios de supervivencia y/o proliferacion de estas bacterias en
sistemas acuaticos superficiales pampeanos, en cuyas aguas se realicen inmersiones u otras actividades
recreativas. No obstante, Polifroni et al. (2009) estudiaron la supervivencia de E. coli 0157:H7 a temperatura
ambiente en agua esterilizada procedente de bebederos de un tambo de la Regién pampeana, recuperando
células viables hasta el dia 117 post-inoculacién. Posteriormente, estos autores analizaron la supervivencia
de E. coli STEC en agua de bebederos y materia fecal de bovinos, encontrando que los tiempos de
supervivencia de los diferentes aislados de STEC 0157 y no-0157 y los recuentos maximos alcanzados
variaron en términos de las caracteristicas competitivas y adaptativas de cada uno, asi como de las
condiciones ambientales donde fueron encontrados, aumentando de este modo el riesgo de contagio y de
reinfeccion de animales y alimentos (Polifroni et al., 2014).
1.5. Métodos de deteccion y cuantificacion de bacterias

El método tradicional de deteccidn y cuantificacién de bacterias se basa principalmente en el cultivo
microbiano. Los métodos basados en cultivo son de bajo costo, faciles de operar y altamente estandarizados,
lo que los convierte en herramientas ampliamente utilizadas para el monitoreo regulatorio de bacterias

patdgenas, como la enumeracion de FIB (fecal indicator bacteria) en aguas de bafio (Tiwari et al., 2021). Sin
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embargo, las principales limitaciones de estos métodos son la falta de diferenciacion entre los
microorganismos enddgenos objetivo y otros no objetivo de las mismas muestras, resultados falsos
negativos/positivos, procedimientos que consumen mucho tiempo y mano de obra, y la incapacidad de
detectar células viables, pero no cultivables (VBNC) (Sohier et al., 2014). Ademas, en la aplicacion de la
investigacion cuantitativa, los métodos basados en cultivos a menudo subestiman el nimero de bacterias.
Esto afecta la precision de la cuantificaciéon de los objetivos y subestima la prevalencia de patégenos en la
comunidad humana. Ademas, VBNC puede volverse viable y causar enfermedades aumentando el riesgo para
la salud publica (Tiwari et al., 2021). Por lo tanto, los métodos moleculares, como la PCR y la secuenciacién,
han emergido radpidamente como técnicas de deteccién preferidas para bacterias patdgenas, gracias a su alta
precision y especificidad (Zhang et al., 2021). Estos métodos no solo complementan la informacién obtenida
a través del cultivo, sino que también permiten la identificacion de bacterias en estado VBNC. Sin embargo,
es relevante mencionar que los métodos moleculares no pueden proporcionar una representacion precisa
del estado de viabilidad de las bacterias (Wang & Levin, 2006; Khan et al., 2010; Massicotte et al., 2017). En
este sentido, la citometria de flujo se destaca como una técnica analitica sensible, capaz de monitorear
rapidamente los estados fisioldgicos de las bacterias mediante técnicas de tincién, como la diferenciacion
entre células vivas y muertas (Khan et al.,, 2010). Por lo tanto, tanto los metodos moleculares como la
citometria de flujo son capazces de complementar la informacidn obtenida por los métodos de cultivo, ya

gue permiten la deteccion de las bacterias VBNC.

Los métodos estandar para la deteccion y enumeracion de E. coli en agua se basan en la filtracion por
membrana con la incubacién posterior de los filtros en un medio de agar sélido y en el método de
fermentacién en tubos multiples utilizando la estimacién del nimero mas probable (NMP) del recuento
bacteriano (Ashbolt et al., 2001; Rompre et al., 2002). Sin embargo, la preparacion de dichos medios es
laboriosa y costosa, lo que genera la necesidad de medios listos para usar que reduzcan el tiempo y la mano
de obra (Schraft & Watterworth, 2005).

En las dltimas décadas, se han introducido métodos cromogénicos o fluorogénicos que emplean sustratos
enzimaticos cromogénicos sintéticos para dirigirse especificamente a especies patdgenas (o grupos de
especies) en funcion de su actividad enzimatica (Perry, 2017). Estos métodos, basados en sustratos definidos
como [B-galactosidasa para coliformes totales o B-glucuronidasa para E. coli, han mejorado significativamente
la especificidad y rapidez de la deteccién (Edberg et al., 1991; Clark & el Shaarawi, 1993; Ashbolt et al., 2001;
Rompre et al., 2002).

En particular, las placas Petrifilm™ REC para el recuento de E. coli (3M Center, St. Paul, MN, EE. UU.),

proporcionan medios de cultivo listos para usar y permiten la identificacion simultanea de coliformes y E. coli

13



(Figura 2). Estas placas contienen nutrientes biliares de color rojo violeta, un agente gelificante, un indicador
de la actividad de la B-glucuronidasa y un indicador metabdlico para facilitar la enumeracién de colonias. Las
colonias de E. coli aparecen en las placas como colonias azules con gas, basandose en el hecho de que
aproximadamente el 97% producen B-glucuronidasa, resultando en un precipitado azul asociado con la
colonia, y que aproximadamente el 95% producen gas. Las colonias de coliformes, por otro lado, aparecen en
las placas como colonias rojas con gas. La producciéon de acido y gas a partir de la lactosa durante la
fermentaciéon metabdlica hace que el indicador de pH cambie el color del gel a un rojo mds oscuro y el gas

gue rodea a las colonias de coliformes rojas indican coliformes confirmados (Schraft & Watterworth, 2005).
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Figura 2. Placa Petrifilm 24 hs™ para el recuento de E. coli y coliformes. Adaptado de 3M Science Applied to

Life™ (2019).

1.5.2. Secuenciacién del genoma completo (SGC)
La secuenciacion de proxima generacion (NGS - Next Generation Sequencing), también conocida como
secuenciacién de alto rendimiento, es el término general utilizado para describir varias vias de secuenciacion
modernas diferentes. Estas tecnologias permiten secuenciar ADN y ARN mds rapido y a menor costo que la
secuenciacion de Sanger, que se utilizaba anteriormente, revolucionando asi la investigacion en gendmicay
biologia molecular (Behjati & Tarpey, 2013). Una de las aplicaciones de NGS ampliamente utilizadas
actualmente es la secuenciacién del genoma completo (SGC), también conocida como Whole genome
sequencing (WGS) en inglés, que resulta un enfoque analitico para determinar la secuencia de todo el
contenido gendmico de un organismo (Mardis, 2008; Stahl & Lundeberg, 2012). Este enfoque representa la

tecnologia mas nueva y quizads mas fundamental a disposicién de los cientificos de campo centrados en los
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aspectos microbioldgicos de las aguas superficiales y agricolas (Lienau et al., 2011; Allard et al., 2018). Las
aplicaciones de SGC son multiples e incluyen una rapida identificacion de patdgenos de fuentes contaminadas
de brotes, también se puede obtener informacién mas detallada sobre los patdgenos, como la resistencia a
los antimicrobianos (RAM), la virulencia y la inferencia de posibles vinculos entre las fuentes de
contaminacion (Quainoo et al., 2017; Bell et al., 2021).

Las tecnologias NGS utilizadas para SGC son secuenciacién de segunda generacién (por ejemplo, lllumina)
(Hilt & Ferreiri, 2022). Dentro de esta tecnologia se encuentra Illumina MiSeq, utilizada ampliamente para
evaluar la calidad microbiana en los cuerpos de agua e incluso identificar especies que sirven como
indicadores biolégicos de la contaminacién de los mismos (e.g., Tan et al., 2015). Esta plataforma permite
generar hasta 25 Gigabytes de informacidn, con un tope de 25 millones de lecturas con una longitud maxima
de 2x300 pares de bases (paired end o secuenciacion desde ambos extremos) en cuestién de horas

(https://www.illumina.com/systems/sequencingplatforms/miseq/specifications.html).

Las plataformas Illumina se basan principalmente en la secuenciacion por sintesis (SBS — Sequencing By
Synthesis), para lo que se requiere una preparacion previa de la muestra en la que se fragmenta el ADN, se
repara, y se afiladen adaptadores a los extremos libres. Estos adaptadores se unirdn a otros complementarios,
adheridos a una placa donde se llevard a cabo la amplificacidn isotermal, mediante la cual la cadena a
amplificar hibridara con otro adaptador complementario contiguo, formando un puente para que la enzima
polimerasa sintetice la hebra complementaria. Este doble puente se desnaturaliza, quedando las dos cadenas
recién sintetizadas inmovilizadas en la celda de flujo. El proceso se repite de manera ciclica y simultanea,
generando clusters con la misma secuencia de nucledtidos. Posteriormente, se afiaden los nucledtidos
marcados fluorescentemente y los terminadores reversibles que, al unirse a la cadena en crecimiento generan
una sefial fluorescente que es captada por el equipo. Una vez que se haya detectado la primera base afiadida
y se hayan lavado los nucleétidos no incorporados, se elimina el terminador presente en el extremo 3’ para
qgue prosiga la sintesis de la cadena (Figura 3). El ciclo se repite nuevamente y, por ultimo, las lecturas
resultantes se agrupan y se alinean contra un genoma de referencia proveniente de bases de datos como

SILVA o GreenGenes.
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Figura 3. Protocolo de secuenciacion por sintesis de Illumina. Esquema adaptado de Akinrinade (2016).

La determinacién precisa de bacterias vivas, muertas y totales es esencial en numerosas aplicaciones
microbioldgicas (Alsharif & Godfrey, 2002). Actualmente, se han desarrollado nuevos enfoques para evaluar
la viabilidad bacteriana, entre los cuales destaca la citometria de flujo (Pianetti et al., 2005). Esta herramienta
es poderosa en el ambito de la ecologia microbiana, ya que ha demostrado ser un método adecuado para
evaluar la viabilidad de las bacterias en muestras de agua (Pianetti et al., 2005).

La citometria de flujo examina un gran nimero de células simultdneamente, registrando para cada célula
varios pardmetros diferentes que pueden relacionarse con una amplia variedad de caracteristicas celulares
(Shapiro, 1995). En un citémetro de flujo, normalmente entre 200 y mas de 2.000 células por segundo circulan
a través del haz de un laser o una ldmpara de arco, y los circuitos electronicos captan la luz dispersada por
cada una de las particulas, asi como la emision de fluorescencia a diferentes longitudes de onda generadas
por la excitacion de cada particula (Gasol & del Giorgio, 2000). Combinado con métodos de tincion, como los
utilizados para distinguir células vivas y muertas, la citometria de flujo posibilita la obtenciéon de datos

cuantitativos y cualitativos (Shapiro, 1988; Vasavada et al., 1993; Pyle et al., 1999; Verthé & Verstraete, 2006).

1.6. Ecosistemas acuaticos superficiales de la Region Pampeana
La Region Pampeana (33-39° S, 57-66° O) constituye una de las zonas ecoldgicas mas amplias de Sudamérica,
abarcando una superficie de aproximadamente 800.000 km? y atravesando zonas de alta importancia
productiva para nuestro pais (Soriano, 1992; Quirds, 2005). Dentro de esta region predominan los
ecosistemas acuaticos de baja profundidad o lagunas, que poseen un origen fluvial edlico (Renella & Quirds,
2006). Las mismas no suelen estar estratificadas térmicamente salvo durante cortos periodos de tiempo
(Quirds et al., 2002a) y presentan alta variabilidad en cuanto a sus niveles de salinidad (desde salinas a
hipersalinas), sélidos en suspension y turbidez, pudiéndose clasificar como de aguas turbias o claras
(Conzonno & Claverie, 1990; Quirds y Drago, 1999; Quirds et al., 2002b; Fermani et al., 2015). Estas lagunas
se caracterizan por presentar estados de aguas claras vegetadas (dominadas por macrofitas), aguas turbias
organicas (dominadas por fitoplancton) e inorgdnicas (cuya turbidez esta dada por materiales inorgdnicos en
suspension), asi como también por encontrarse afectadas por un constante estrés ambiental (Quirds et al.,
2002a; Quirds et al., 2002b; Allende et al., 2009). Por otra parte, las lagunas pampeanas también se
caracterizan por estar naturalmente enriquecidas en nutrientes, alcanzando algunas un estado hipereutrofico

(Ringuelet et al., 1967; Quirds & Drago, 1999; Seoane Rocha, 2018).

El cambio en el indice trofico, la turbidez y el deterioro general de estos cuerpos de agua surgen

principalmente como resultado del efecto antropogénico, especialmente el proveniente de las actividades
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agricolas y ganaderas, que favorecieron la expansion de la frontera agricola, con principal predominio del
cultivo de soja. A esto se le suman los efectos de las descargas urbano-industriales con escaso o nulo
tratamiento (Maizels et al., 2003), la construcciéon de estructuras para control de inundaciones (Gabellone et
al., 2005; Torremorell et al., 2007) y el uso intensivo de agroquimicos (Peluso et al., 2009; Vera et al., 2010).
Otro factor importante es el efecto provocado por el creciente cambio climatico a nivel global, con aumentos
de temperatura, incremento en los ciclos de inundacidon-sequia (Torremorell et al., 2007) y elevadas
precipitaciones que, por efecto de la escorrentia, resultan en la deposicién de agroquimicos y otros

contaminantes en el agua (Vera et al., 2010; Sagua et al., 2023).

La suma de los factores mencionados junto con la fluctuacion de determinadas variables ambientales, como
el pH (Carvalho et al.,, 2003), la temperatura (Vrede et al., 2005), la salinidad (Wu et al., 2006), la
concentracion de determinados nutrientes (Vrede et al., 1999; Carvalho et al., 2003) y el patréon climatico
dado por el fenédmeno El Nifio — Oscilacion Sur o ENOS (They et al., 2015), contribuyen a que la presencia,
abundancia, metabolismo y distribucién de las comunidades biolégicas exhiban una marcada variacién y una
dinamica particular (Gabellone et al., 2005; Ager et al., 2010). De esta manera, se generan impactos sobre las
especies vulnerables, afectando las interacciones ecoldgicas (Gallinat et al., 2015). Los ecosistemas acuaticos
pampeanos cumplen funciones ambientales claves, moderando el régimen fluvial, mitigando los efectos del
calentamiento global, albergando una gran biodiversidad, asi como también brindando otros servicios
ecosistémicos (tales como riego, pastoreo, pesca, transporte y actividades recreativas). En consecuencia,
estos sistemas son considerados indicadores esenciales de la salud de todo el paisaje (Geraldi et al., 2011); v,
por lo tanto, su estudio es de alta relevancia debido a que representan un importante recurso natural,

econdmico y recreativo en la region.

Las aguas recreativas pueden definirse como cuerpos de agua superficiales utilizados para el bafio y
actividades deportivas, clasificdndose en aguas de contacto primario a las que engloban actividades que
involucran inmersidn en agua con potencial ingestidon de la misma (nataciéon o buceo) y aguas de contacto
secundario a aquellas donde se realizan actividades que no involucran inmersién, como el canotaje y la pesca
deportiva (SRHN, 2003). Dado que las descargas provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales
no funcionales, de aguas pluviales y de actividades ganaderas, vuelven a los cuerpos de agua superficiales
posibles acervos para la contaminacién por microorganismos patogenos (e.g., Florentino Lépez et al., 2013;
Saraceno et al., 2021), resulta esencial el monitoreo del estado ambiental y sanitario de los ecosistemas

acuaticos utilizados con fines recreativos.

Diversos trabajos han abordado el estudio de bacterias potencialmente patégenas en aguas superficiales de

la Regién Pampeana, reportando la presencia de Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter y
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Citrobacter (Sagua et al., 2018, 2020, 2021; Nuozzi et al., 2021). Ademas, se observd que varios sistemas
acudticos superaron en mas de una ocasion los niveles guia de E. coli para uso recreativo establecidos por la
Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacién (SRHN, 2003): 293 NMP/100 ml (uso moderadamente
frecuente), siendo las lagunas de la cuenca superior del rio Salado las mas afectadas (Quiroga 2020; Sagua et
al., 2021). Asimismo, en un estudio preliminar en sistemas acuaticos pampeanos (lagunas y rios), se pudieron
aislar e identificar distintas cepas DEC (STEC-stx;/stx,, STEC-stx,, EAEC, EPEC, hibrido EAEC-ETEC) mediante
PCR multiple (Nuozzi et al., 2023). Esto genera una gran preocupaciéon en cuanto al estado ambiental y
sanitario de estos sistemas. Si bien se cuenta con informacién de base, no se conoce el tiempo de
supervivencia y si las bacterias pueden reproducirse o no en estos ambientes en particular. Aunque no existen
antecedentes sobre la supervivencia de E. coli en lagunas pampeanas, este trabajo de tesis es el primero en
abordar su estudio en el agua de la Laguna El Carpincho, localizada en el partido de Junin (provincia de Buenos

Aires, Argentina).

2. HIPOTESIS

En las lagunas pampeanas, las cepas de Escherichia coli son capaces de sobrevivir y prosperar debido a la
abundancia de nutrientes y materia organica. Ademas, las cepas de Escherichia coli patégenas y no patégenas

sobreviven de diferente manera en este entorno dependiendo de su genotipo.

3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar la supervivencia y potencial proliferacidon de Escherichia coli en aguas naturales provenientes de una

laguna pampeana utilizada con fines recreativos (deportes acuaticos).

3.2. Objetivos especificos

e Realizar la caracterizacidén genética de cepas de E. coli patégenas y no patdgenas previamente
aisladas de sistemas acuaticos superficiales pampeanos utilizados con fines recreativos.

e Evaluar y comparar la supervivencia de cepas de E. coli patégenas y no patdgenas en el agua de
una laguna pampeana utilizada con fines recreativos, mediante ensayos controlados en
microcosmos.

e Evaluar y comparar la proliferacién o reduccion de la abundancia de cepas de E. coli patégenas y
no patégenas en el agua de una laguna pampeana utilizada con fines recreativos, mediante

ensayos controlados en microcosmos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio
La cuenca del rio Salado es considerada el segundo humedal sudamericano con mayor acumulaciéon de
precipitaciones, mostrando ademas marcadas diferencias en cuanto al uso de suelo que presenta: la cuenca
superior se encuentra mayormente caracterizada por el uso agricola y la cuenca inferior por la ganaderia y
las pasturas (Gabellone et al., 2005; Sanchez et al., 2021; Sagua et al., 2023).
Dentro de la cuenca del rio Salado, la laguna El Carpincho (34,57°S; 60,89°0) se encuentra ubicada a 4 km de
la ciudad de Junin, en la provincia de Buenos Aires (Figuras 4 y 5). Esta laguna es un cuerpo de agua turbio
fitoplanctdnico y rico en nutrientes, con una superficie de 440 hectareas y una profundidad media de 1,4
metros (Bianchelli, 2021). Ademas, es un sistema polimictico y presenta una gran homogeneidad dentro la
columna de agua para la mayoria de los parametros fisicos y quimicos (Rennella & Quirds, 2006). Asimismo,
se encuentra interconectada con las lagunas de Gomez (aguas arriba) y Rocha (aguas abajo) por el rio Salado,
el cual actua como principal afluente y efluente de las mismas, conformando embalses naturales sobre el
cauce principal del rio (Quiroga, 2020).
Con el objetivo de regular su balance hidrico y evitar inundaciones, desde el afio 2005 se han construido
vertederos con compuertas en el marco del plan Maestro del rio Salado (Renella, 2007; INA, 2012), lo que ha
modificado los sistemas acuaticos asociados al rio, entre ellos, la laguna El Carpincho (Gabellone et al., 2005;
Seoane Rocha, 2018). El balance hidrico de estos sistemas depende principalmente del aporte del rio, los
canales artificiales y de los ingresos de agua subterranea (Miretzky, 2001).
El estudio de esta laguna es de alta relevancia debido a que representa un importante recurso econémico y
recreativo en la zona, siendo la pesca la actividad mds practicada. Ademads, debido a que se encuentra
localizada en las proximidades de un area urbana, se ve fuertemente afectada por la descarga de desechos

urbano-industriales y por las descargas pluviales provenientes de la ciudad (Rennella & Quirds, 2002, 2006).

20



-61,0 -60,9

1-34,5

El Carpincho

1-34,6

Ao 1 2km
||

Figura 4. A. Ubicacion del drea de estudio en el mapa de Sudamérica. B. Ubicacion de la laguna de estudio

dentro de la cuenca de rio Salado en la Provincia de Buenos Aires. C. Laguna de estudio El Carpincho. Adaptado

de Bianchelli (2021).

Figura 5. Fotografia del drea de estudio: muelle o espigdn de la laguna El Carpincho.

4.2. Obtencion de muestras y medicion de variables ambientales
Para este trabajo se tomaron muestras de agua superficial (30 — 40 cm de profundidad) en el mes de

noviembre del 2023, en el muelle de la laguna El Carpincho (Figura 5) para la realizacion de los ensayos en
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microcosmos. Cabe aclarar que el afo de muestreo se caracterizé por una disminucién hidrica producto de
las escasas precipitaciones.

En la campaiia de muestreo se registraron diversas variables ambientales in situ: conductividad eléctrica, pH,
temperatura (HANNA HI991301 portable pH/conductivity/TDS/temperature meter), oxigeno disuelto (OD)
(multisensor HACH HQ30d), turbidez nefelométrica (Lutron TU-2016 Turbidimeter), nivel hidrico mediante
una varilla graduada y transparencia del agua mediante el disco de Secchi. Para la determinacién de
nutrientes totales, las muestras fueron digeridas con un reactivo oxidante de persulfato de potasio
(Valderrama, 1981). Las determinaciones de fésforo total (PT) se realizaron mediante el método del acido
ascorbico (APHA, 2005), mientras que las de nitrogeno organico total (NTK) mediante el método semi-micro
Kjeldahl (APHA, 1992). Para el analisis de nutrientes disueltos, se filtraron 50 ml de agua de laguna mediante
filtros de microfibra de vidrio de 0,7 um (Whatman GF/F) utilizando soportes de filtro (Sartorius) conectados
a una bomba de vacio. Luego, se obtuvieron las concentraciones de fésforo reactivo soluble (PRS) y Nitrégeno
amoniacal siguiendo los lineamientos detallados en las técnicas APHA (2005). A su vez, la materia orgdnica
cromofdrica disuelta se determind por espectrofotometria (Torremorell et al., 2014).

La concentracién de sélidos en suspension o seston (SS) se obtuvo a partir del filtrado de volimenes
conocidos de agua a través de filtros Whatman GF/F previamente muflados y pesados. Estos filtros se dejaron
secar en la estufa (103-105°C) hasta peso constante (APHA, 1992). Luego, se obtuvo el peso final del filtro y
se le resté el peso inicial, para finalmente dividirlo por el volumen filtrado. Para estimar el peso seco libre de
cenizas (PSLC) o materia orgdnica los filtros con el material seco retenido fueron calcinados a 500°C por 3hs.
Luego de la calcinacién, fueron pesados nuevamente y por diferencia se estimé el PSLC, también dividido por
el volumen filtrado.

La concentracion de clorofila (Chl-a) se estimé mediante espectrofotometria antes y después de la
acidificacidon con HCI (1N), utilizando etanol absoluto caliente (60-70°C) como solvente de extraccion (Marker
et al., 1980).

El estado tréfico de la laguna se calculd utilizando el indice de Estado Tréfico (TSI), teniendo en cuenta las
concentraciones de Chl-a, PT, y Secchi (Adamovich et al., 2016). Las férmulas utilizadas para su calculo fueron

las siguientes:

TSI =918 x InChl — a (#) +30,60

TSI = 14,43 x In PT (#) + 4,15

TSI = —14,39 x InSecchi (m) + 59,91
Una vez que se calcularon los tres indices de TSI, se procedié a realizar un promedio de estos valores,

permitiendo clasificar el estado tréfico de la laguna, utilizando una escala de 0 a 100: Un valor promedio entre
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30 y 50 determina condiciones meso-eutrdficas. Un valor promedio entre 50 y 60 define condiciones
eutrdéficas y un valor promedio por encima de 70 determina condiciones hipereutréficas (Adamovich et al.,
2016).

Para la obtencién de la abundancia de E. coli en la laguna El Carpincho, se recolectaron 250 ml de muestra en
frascos estériles, y se transportaron en oscuridad y frio hasta el laboratorio. Esta muestra se procesé dentro
de las 24 hs para la determinacién de coliformes totales y E. coli en placas Petrifilm 24 hs™a 35°C + 1°C en
estufa. El valor obtenido de E. coli se compard con los niveles guia adoptados por la Subsecretaria de Recursos

Hidricos de la Nacidn (SRHN, 2003).

4.3. Acondicionamiento del agua recolectada
Las muestras de agua recolectadas para los ensayos en microcosmos se filtraron secuencialmente mediante
una red de 47 um para remover el zooplancton y luego por una red de 18 um de poro para remover el
microplancton (Figura 6A). Posteriormente, el agua filtrada se autoclavé a 121°C durante 15 minutos para
eliminar los microorganismos provenientes de la muestra (Figura 6B). Luego de este proceso, se corroboré la
ausencia de bacterias mediante siembra en placa Petrifilm 24 hs™.
Ademas, se determind la concentracion de nutrientes totales (NTK, PT) y disueltos (PRS, Nitrégeno amoniacal)

en el agua autoclavada, como se detalld anteriormente.
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Figura 6. A. Sistema de filtracion del agua recolectada mediante redes de 47 um y 18 um. B. Botellas con agua

de laguna filtrada y autoclavada.

4.4, Cultivo de cepas previamente aisladas y secuenciadas
Las cepas de E. coli previamente aisladas de los sistemas acudticos pampeanos estudiados en el marco del
proyecto SIB 2019-575 (UNNOBA) fueron conservadas a -202C en caldo indol + glicerol. Estas cepas fueron
caracterizadas mediante PCR multiples, pruebas bioquimicas y pruebas de aglutinacidn (serotipificacién).
Ademas, las cepas patdgenas (diarreigénicas) identificadas fueron enviadas para la secuenciacién completa
de su genoma (enfoque shotgun) al servicio de secuenciacién del Instituto Dr. Carlos G. Malbran, sin embargo,
la cepa no patdgena aun no fue secuenciada. Antes de la secuenciacidn, las cepas patégenas se incubaron
overnight en agar de tripticasa de soja (BD-Difco™, Le Pont de Claix, Francia). Posteriormente, la extraccion
de ADN gendmico se realizé utilizando el equipo robético QiaCUBE y reactivos y kits QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen Group). La cuantificaciéon del ADN extraido se realizé utilizando el fluorometro Qubit® (Invitrogen,
Eugene, OR, EE. UU.), siguiendo el protocolo del fabricante. Las bibliotecas se prepararon utilizando el kit de
preparacién de bibliotecas de ADN Nextera-XT (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.) y se secuenciaron como
lecturas pareadas (150 pb + 150 pb) en el equipo Illumina MiSeq (Illumina 1.9, San Diego, CA, EEUU). La
calidad de las lecturas sin procesar se evalué con FastQC v0.11.5. Para la identificacion de las bacterias se
utilizé el software Kraken. En cuanto a los factores de virulencia, estos pudieron identificarse mediante el uso
de ARIBA software (Ariba v2.14.4) utilizando la base de datos de virulence Finder. Por otro lado, los perfiles
de genes de resistencia se establecieron utilizando el ARIBA software (Ariba v2.14.4) utilizando la base de

datos de Res_Finder. Para la serotipificacion se utilizé6 SRTS2 con la base de datos EcOH. El secueciotipo se
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calculé mediante MLST 2.0 (tipificacion de secuencia multilocus de bacterias secuenciadas del genoma total).
Finalmente, el analisis fue realizado utilizando el pipeline instalado en el servidor del Instituto Malbran segun
el protocolo mencionado que sigue los lineamientos de la Red PulseNet América Latina y el Caribe (Nadon et

al., 2017).

Para la realizacion del ensayo se selecciond una cepa patogena (P) y otra no patdgena (NP) para ser crecidas

de forma independiente en caldo nutritivo Luria-Bertani (LB) a 37°C + 1°C durante 18 horas (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de E. coli seleccionadas para el estudio.

Cepa Patogenicidad
Escherichia coli sin genes de No Patégena
virulencia
STEC 0103:H2 eae-s/ehA/stx1a/stx2a Patdogena

Inicialmente, se midié la densidad dptica (DOsoo) para obtener una estimacion de la concentracién de
bacterias en cada cepa, siguiendo el método descrito por Gravel et al. (2017), donde una densidad éptica
DOsoo de 0,5 se correlaciona con 108 UFC/ml.

Para determinar la concentracion inicial de las cepas, se tomod en cuenta la densidad éptica DOgoo Obtenida y
se llevaron a cabo las diluciones seriadas en base 1/100. Posteriormente, se sembraron en placas Petrifilm 24
hs™y se incubaron a 35°C + 1°C en estufa durante 24 horas. A partir del resultado, se realizaron los célculos
correspondientes para inocular los microcosmos de los experimentos a razén de 10? -10° UFC/ml
(concentracion final en cada microcosmo) (Polifroni et al., 2014; Suzuki et al., 2019), en funcion de los niveles
reportados previamente en la laguna El Carpincho (rango E. coli: 0 - 460 UFC/ml, febrero 2016-octubre 2021)
(Quiroga, 2020; Nuozzi et al., 2021).

4.5. Experimentos en microcosmos
Se realizaron experimentos con indculos de la cepa de E. coli NP y la P con 3 réplicas cada uno a distintos
intervalos de tiempo (0, 1, 2, 5, 8, 13, 20, 26, 30, 42, 68, 84, 103 y 133 dias) durante 133 dias (Polifroni et al.,
2014; Saima et al.,, 2021), dependiendo de la supervivencia de cada cepa. A su vez, estos indculos se
mantuvieron en agitacion suave, oscuridad, intercambio de oxigeno con la atmésfera y temperatura

controlada (25+2°C). Se realizaron los siguientes tratamientos:
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Tratamientos (NP: E. coli no patégenay P: E. coli patégena):

H,0 de laguna filtrada y autoclavada sin indculo (control negativo)

H,O de laguna filtrada y autoclavada con indculo NP

H,0 de laguna filtrada y autoclavada con inéculo P

Medio LB autoclavado sin indculo (control negativo de crecimiento/procedimiento)
Medio LB autoclavado con indculo NP (control positivo de crecimiento)

Medio LB autoclavado con indculo P (control positivo de crecimiento)

Cada microcosmo (capacidad 500 ml) se completd con 400 ml de agua filtrada y autoclavada o con medio LB.
Los microcosmos se mantuvieron en un agitador orbital durante la duraciéon del ensayo (Figura 7A). La
viabilidad y abundancia de E. coli en cada réplica y tiempo analizado se determiné mediante siembra en placa
Petrifilm 24 hs™ y la estimacion del crecimiento celular mediante densidad éptica DOsoo (absorbancia a 600
nm). Asimismo, se determiné el porcentaje de células vivas y muertas mediante citometria de flujo (Figura
7B).

También, en cada uno de los tratamientos se midieron las siguientes variables fisico-quimicas: pH,
conductividad y temperatura (HANNA HI991301 portable pH/conductivity/TDS/temperature meter) (Figura
7C). Asimismo, se evalud la concentracion de nutrientes al inicio y final de los ensayos, tanto en el agua entera
de la laguna (sin filtrar ni autoclavar) como en el agua filtrada y autoclavada, siguiendo las técnicas detalladas

anteriormente.

A bR o
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Figura 7. Flujo de trabajo del ensayo. A. Fotografia de los microcosmos del experimento sobre el agitador
orbital. B. La abundancia y viabilidad de E. coli se determiné mediante placas Petrifilm™, absorbancia (600
nm) y citometria de flujo. C. Se midieron variables fisico-quimicas como el pH, conductividad y temperatura

en cada tratamiento. NP: No patdgena. P: Patdgena. B: Blanco. R: Réplica. S: Sensores.

4.5.1. Placas de cultivo

Se utilizaron placas Petrifilm™ de recuento rdpido de 24 horas (REC) para la cuantificacién de E. coli y
coliformes totales. Estas placas presentan un sistema selectivo y diferencial de medio preparado, disefiado
para facilitar el andlisis microbioldgico, e incluyen gradillas que optimizan el proceso de recuento.

Se realizaron diluciones decimales consecutivas de las muestras en agua peptonada y se dispensd 1 ml de
cada una en el centro de la placa. Posteriormente, las placas se incubaron a 35 + 1°C en estufa durante 24
horas. Transcurrido este tiempo, se contaron las colonias mediante lupa binocular estereoscdpica
(ARCANO®).

El rango de recuento de E. coli en la placa es de 0 a 100 colonias azules o azul-verdosas. En aquellos casos en
los que se excedié este numero de colonias, se procedid a contar las colonias en uno o mas recuadros
representativos y se calculé el promedio, segun indicaciones del fabricante. Finalmente, el promedio obtenido
se multiplicé por 30, que corresponde al area de crecimiento circular de la placa, para obtener el recuento

estimado.
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4.5.2. Medicion de la densidad optica
Se tomaron 3 ml de cada muestra y se colocaron en cubetas de vidrio para medir la densidad éptica a 600 nm
utilizando un espectrofotometro dual UV/Visible SP-2000UV (Spectrum). Como blanco se utilizé agua de

laguna filtrada y autoclavada, asi como medio LB estéril, de acuerdo al medio que se estaba evaluando.

4.5.3. Viabilidad de las cepas mediante citometria de flujo
El estrés ambiental puede hacer que muchas bacterias entéricas resulten viables, pero no cultivables. Aunque
permanecen metabdlicamente activas son incapaces de multiplicarse y formar colonias en los medios
regularmente utilizados en los laboratorios (Bergstein-Ben Dan et al., 1997; Polifroni et al., 2009; Rozen &
Belkin, 2001). En este sentido, se estimé el porcentaje de bacterias vivas/muertas mediante citometria de
flujo como complemento. Para ello, se tomaron 3 ml de los microscosmos y se centrifugaron a 10,000 g
durante 5 min. El pellet se lavd con PBS 1X a 10,000 g durante 5 min y se resuspendié en 12,5 ul de una
dilucién 1/100 del colorante de viabilidad/muerte celular Fixable Viability Dye eFluorTM 780 (eBioscience™)
durante 15 minutos en frio y oscuridad. Se realizé un nuevo lavado con PBS 1X a 10,000 g durante 5 min y se
fijaron con PFA 1% hasta su analisis, para el cual se utilizd el citdmetro de flujo FACSCanto™ Il (BD) del
CITNOBA (UNNOBA-UNSAJA-CONICET) (Figura 8). Los controles experimentales incluyeron bacterias sin dye
de viabilidad resuspendidas en PBS 1X (control sin marca) y bacterias incubadas en termobloque a 95°C,

tefiidas con dye de viabilidad y resuspendidas en PBS 1X (control de muerte).
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Figura 8. Flujo de trabajo para la deteccion de viabilidad por citometria de flujo. Se tomaron muestras de los

microcosmos y se centrifugaron. Tras descartar el sobrenadante, el pellet se tifid con el colorante de
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viabilidad/muerte celular Fixable Viability Dye eFluor™ 780. Posteriormente, las muestras se fijaron con PFA

1%y se analizaron en un citémetro FACSCanto™ II.

Se evalud el porcentaje de bacterias viables (eFluorTM 780 negativas). Todos los andlisis se realizaron en el
software FlowJo™ v10 (BD Life Sciences). La Figura 9 muestra la estrategia de gating empleada para la

seleccion de las poblaciones de interés.

Time Bacterias

sD1

SEC-AGEC-A
S5C-A = SBC-A
FSC-AFSC-A

Time FSC-A: FSC-A FSC-H:FSC-H

hueras
1.60 5

SSC-A; SSC-A
SSC-A; SSC-A
L

/

S8C-H I 88C-H

Figura 9. Estrategia de gating en citometria de flujo para la deteccion de viabilidad celular. Diagrama que
muestra los diferentes pasos para seleccionar y analizar subpoblaciones de bacterias vivas y muertas. El
andlisis incluye la exclusion de los artefactos (burbujas de aire y aglomeraciones celulares) en funcion del
tiempo, la identificacion de la poblacion bacteriana por tamarfio y complejidad mediante Foward Scatter (FSC)
y Side Scatter (SSC), seguida de la eliminacidn de dobletes (SD1 y SD2) y la discriminacion entre células vivas
(eFluor™ 780 -) y muertas (eFluor™ 780 +) basdndose en la intensidad de fluorescencia del Fixable Viability

Dye eFluor™ 780.

4.6. Andlisis estadistico
Se construyeron las curvas de crecimiento/decrecimiento de cada tratamiento mediante los recuentos de las
colonias de E. coli obtenidos en diluciones decimales consecutivas versus el tiempo (Polifroni et al., 2014)
utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EE. UU.). Para evaluar las diferencias entre los

distintos tratamientos en el tiempo (dindmica), se realizé la prueba no paramétrica de Friedman (Q) para
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muestras no independientes y comparaciones post hoc con valores p corregidos por Bonferroni (Conover,
1999) con el programa IBM SPSS v.22 (Statistical Product and Service Solutions, Armonk, New York), ya que la
transformacién de los datos no permitié cumplir los supuestos del andlisis de varianza de medidas repetidas
(ANOVA MR). Ademas, se realizaron correlaciones pareadas de Spearman entre el recuento de E. coli, las
variables medidas (pH, conductividad y absorbancia) y el recuento de células mediante citometria de flujo en
cada uno de los tratamientos. Estas correlaciones se graficaron en correlation plots (Wei et al., 2021),

utilizando el programa R v4.3.2 (R Foundation for Statistical Computing, 2023).

5. RESULTADOS

5.1. Descripcidon de parametros ambientales en el agua de laguna al inicio y finalizacién del
ensayo

En la Tabla 2 se muestran los resultados de las variables ambientales correspondientes a la laguna estudiada.
Los valores de conductividad y nivel hidrico indican que la laguna se encuentra en un periodo de aguas bajas.
Las concentraciones de nutrientes (PT, PRS, NTK) y de Chl-a obtenidas en esta laguna, confirman que se
encuentra en un estado hipereutréfico (TSI>70) (Tabla 3).

Ademas, se determind las concentraciones de nutrientes totales y disueltos medidos a partir de agua
autoclavada de la laguna El Carpincho al inicio del ensayo (Tabla 2). La concentracién de PT presento un valor
constante tanto en muestra de agua entera como autoclavada y la concentraciéon de PRS aumenté levemente
en esta Ultima. Sin embargo, el NTK mostré un valor levemente menor en la muestra de agua autoclavada en

comparacién con la muestra de agua entera.

Tabla 2. Pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos medidos en la Laguna El Carpincho y en agua autoclavada
de dicha laguna.

. Valores medidos en el agua
Valores medidos en la &

Variabl toclavada delal El
ariable laguna El Carpincho autoclavada de la laguna

Carpincho
Nivel Hidrico (m) 0,96
Temperatura (°C) 20,5
pH 9,55
Oxigeno disuelto (mg/l) 6,18
Conductividad (uS/cm) 6530
Turbidez (NTU) 248
Secchi (cm) 11
SS (mg/l) 404
PSLC (mg/I) 155
Chl-a (ug/1) 408,24
Concentracion de E. coli )
(UFC/ml)
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CDOM ag254 (nm™?) 49,89

PT (mg/1) 1,20 1,20
PRS (mg/I) 0,30 0,32
NTK (mg/!) 1,40 1,10

SS, solidos en suspension; PSLC, peso seco libre de cenizas; Chl-a, Clorofila-a; CDOM, Materia organica
cromofdrica disuelta; PT, fésforo total; PRS, Fosforo reactivo soluble; NT, Nitrogeno total Kjeldahl; NTU, unidad
nefelométrica de turbidez

Tabla 3. indice trdfico y estado trdfico de la Laguna El Carpincho.

indice Tréfico Estado Tréfico
94,64 Hipereutroéfico

Como se describié en el apartado 4.5, también se midieron las concentraciones de nutrientes totales y
disueltos en los microcosmos en agua de laguna al finalizar el experimento. Los valores obtenidos se detallan
en la Tabla 4.

Tabla 4. Nutrientes totales y disueltos de los ensayos de microcosmos en agua de laguna autoclavada de los

microcosmos al finalizar el ensayo.

Promedio | Promedio

Nutriente Blanco NP p
PT (mg/l) 1,60 1,60 1,60
PRS (mg/l) 0,40 0,44 0,36
NTK (mg/) 1,40 2,10 2,33
N amoniacal 1,40 1,40 1,43
(mg/1)

En cuanto al PT, las concentraciones entre ambas cepas y blanco fueron iguales, con un promedio de 1,60
mg/| en cada caso. No obstante, al comparar estos valores con los obtenidos al inicio del experimento (Tabla
2), se observd una concentracion menor de 1,20 mg/l. Dentro del PT se encuentra el PRS, cuyas
concentraciones mostraron leves diferencias entre el blanco y las dos cepas (en promedio se observaron 0,44
mg/| para NP y 0,36 mg/| para P). Comparando estos datos con los de la Tabla 2, donde se registré un valor
de 0,32 mg/I, los valores al finalizar el experimento fueron mayores.

Para el NTK, las concentraciones obtenidas para las dos cepas (en promedio se observan 2,10 mg/l para NPy
2,33 mg/| para P) fueron superiores a las del blanco, que presenté un valor de 1,40 mg/l. Comparando con
los datos iniciales de la Tabla 2, donde se registré un valor de 1,11 mg/I, los valores finales también fueron
mayores.

En relacion con el nitrégeno amoniacal, las concentraciones entre el blanco y las cepas fueron similares, con

un promedio de 1,40 mg/| para el blanco y la cepa NP, y 1,43 mg/| para la cepa P.
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5.2. Analisis microbiolégico
En la Figura 10 se evalla la presencia de E. coli tanto en la muestra del agua de laguna como en la muestra

autoclavada utilizando placas Petrifilm 24 hs™,

CARP 20/44.

WMVESTO
- @Mera A B

Figura 10. A. Determinacion de coliformes totales y E. coli en muestra natural mediante placas Petrifilm 24
hs™. B. Determinacion de coliformes totales y E. coli en muestra de agua autoclavada mediante placas

Petrifilm 24 hs™,

En la Figura 10A se observaron 2 UFC/ml de E. coli (200 UFC/100 ml). En contraste, en la Figura 10B no se
distinguié ninguna colonia de E. coli ni de coliformes totales, lo cual confirmd la ausencia de estas bacterias
en el agua de laguna autoclavada. Cabe destacar, que la abundancia de E. coli obtenida en la laguna El
Carpincho en noviembre 2023 (200 UFC/100 ml) fue levemente inferior al nivel guia para uso altamente
frecuente correspondiente a muestras aisladas (235 UFC/100 ml) y uso moderadamente frecuente para

muestras aisladas (293 NMP/100 ml).

Por otra parte, se estudid por triplicado una cepa NP de E. coli ATCC25922 en el tratamiento de agua de laguna
y se sembrd a Tiempo 0. Esta cepa comercial pertenece a un aislamiento clinico y no posee genes de virulencia
ni resistencia a antimicrobianos. En este tiempo (T0), no se observd formacién de colonias de la cepa
ATCC25922 (Figura 11) en las tres réplicas en agua de laguna, pero si se observé formacién de colonias en el
medio LB. Adicionalmente, las réplicas se sembraron sin realizar diluciones; sin embargo, tampoco se observo
crecimiento de colonias en agua de laguna. En oposicién a la cepa NP de E. coli previamente aislada del

ambiente y utilizada en el experimento, que mostré desarrollo de colonias en agua de laguna (Figura 13A).
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Figura 11. Determinacion de E. coli ATCC25922 en tratamiento de agua de laguna mediante placas Petrifilm

24 hs™. 1/5: dilucién 1:5, 1/10: dilucién 1:10 y 1/2: dilucién 1:2. Réplicas: R1, R2 y R3.

5.3. Analisis de secuenciacion del genoma completo (SGC)
Mediante SGC de la cepa P seleccionada para realizar el ensayo, se confirmd su género y especie como
Escherichia coli. Respecto a los factores de virulencia, se identificaron aquellos marcadores que se consideran
basicos y fundamentales para la caracterizacién de la virulencia, lo que permitié su categorizacion, como se

describe en la Tabla 5.

Tabla 5. Perfiles de virulencia segun criterio basal de clasificacion.

Cepa aaiC_l.match | aggR.match | eae.match | eae_5.match | eae_6.match | ehxA.match | ltcA.match | stxl-.match | stx2-.match

P No No Si No No Si No Si Si

Se observa que los genes de la cepa STEC eae/ehA/stx1/stx2 fueron correctamente identificados mediante
SGC. Respecto a la serotipificacion se realizé segun lo establecido en materiales y métodos y los resultados

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de los serotipos y secuenciotipo de MLST, obtenidos mediante SGC. ST MLST,

secuenciotipos obtenidos mediante MLST; fliC, flagelina; genes wzm & wzt, transportador de casete de unidn
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a ATP para la biosintesis de O-polisacaridos; gen wzx, flipasa del antigeno O; gen wzy, Polimerasa de antigeno

0.
Cepa Serotipo ST FliC Wzm Wzt Wzx Wzy
MLST
P 0103:H2 = 1967 = fliC-H2_19 - - wzx-0103_114* = wzy-0103_313*?

El analisis mediante SGC se llevé a cabo utilizando los resultados obtenidos del andlisis combinado de genes.
Estos genes definen el antigeno O, el cual participa en el proceso de sintesis de los lipopolisacaridos (LPS), y
el antigeno H, que codifica para la subunidad basica de la flagelina, la cual forma el flagelo. La tipificacidon
seroldgica identifico a la cepa P como perteneciente al serotipo 0103:H2. El analisis de MLST reveld que la
cepa pertenece al secuenciotipo 1967 (ST-1967). La secuencia alélica del gen fliC codifico para la flagelina H2
variante 19. La secuencia alélica del gen wzx especificd para el serogrupo 0103 variante 114 (el asterisco
indica una posible mutacion) y la secuencia alélica del gen wzy especificé para el serogrupo 0103 variante
313 (el asterisco indica una posible mutacién), sin embargo, el signo de interrogacion sugirié que fue
reconocida parcialmente por el software utilizado. Por ultimo, no se detectaron secuencias para los genes
wzm y wzt involucrados en el transporte del O-polisacarido. Los serotipos detectados mediante SGC se
corresponden con los detectados mediante los procedimientos de serotipificacién convencional reportado

por Nuozzi et al. (submitted).

En la Tabla 7 se muestran los resultados del andlisis de los genes asociados a la resistencia a los

antimicrobianos (RAM).

Tabla 7. Perfiles de resistencia a los antimicrobianos mediante el andlisis de los genes detectados a través de

SGC.
Cepa Cepa caracterizada Genes RAM Asociacion a RAM RAM
0103:H2 eae glpT_E448K Fosfomicina
) Sensible
&/ehA/stx1a/5tX2q pmrB_Y358N Colistina

La cepa posee genes asociados con resistencia a la fosfomicina (glpT_E448K) y colistina (pmrB_Y358N), pero

se considera sensible a los dos antimicrobianos.

5.4. Concentracion inicial
En las figuras se presentan las concentraciones iniciales de ambas cepas utilizando placas Petrifilm 24 hs™.
Estas concentraciones iniciales se utilizaron como stocks para sembrar cada uno de los microcosmos del

estudio. Tanto las cepas P como las NP mostraron una concentracion inicial de 5x108 UFC/ml en los stocks.
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Figura 12. A. Concentracion de cepa no patégena (NP) con una dilucién 1/10% mediante placas Petrifilm 24

hs™. B. Concentracién de cepa patégena (P) con una dilucién 1/10% mediante placas Petrifilm 24 hs™.

5.5. Supervivencia de las cepas NP y P en los ensayos de microcosmos
A partir de los datos obtenidos en los ensayos realizados, se calcularon los promedios entre réplicas para
trazar una curva de crecimiento que compara ambas cepas (Figura 13A y 14A). Por otra parte, las réplicas de
las cepas NP y P fueron representadas mediante el recuento de colonias (UFC/ml) indicando su significancia
estadistica (p < 0,05) (Figuras 13 B, C y 14 B, C). Se observé que las cepas en agua de laguna y en medio LB,
no exhibieron un patrén uniforme de crecimiento, ni tampoco un tiempo de supervivencia equivalente en los

ensayos de microcosmos (Tabla 8).

Tabla 8. Supervivencia de cepas no patdgenas (NP) y patégena (P) en ensayos de microcosmos

Tiempo de Promedio

Recuento

Tratamiento Cepa Réplica sobrevida del tiempo de

maximo (UFC/ml)
(dias) sobrevida (dias)
R1 84 4,22 x10*
NP R2 133 117 5,37x10*
H,0 de laguna
R3 133 1,74x10*
filtraday
R1 30 3,85x103
autoclavada

P R2 42 52 3,85x103
R3 84 4,30x103
NP R1 103 94 1,10x10"*
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Medio LB R2 84 5,68x10%°
autoclavado R1 103 1,92x10%°
R2 84 1,61x10%

En general, se observé que la cepa NP tuvo una mayor supervivencia en comparacion con la cepa P y que
ambas cepas no solo sobrevivieron en el agua de la laguna, sino que también se multiplicaron, superando la
concentracion inicial sembrada. Por un lado, la cepa NP alcanzé un tiempo de supervivencia minimo de 84
dias y maximo de 133 (Tabla 8), teniendo un recuento maximo promedio de 3,76x10* UFC/ml en el T1 (Figura
13A). Por otro lado, la cepa P sobrevivié entre 30 y 84 dias (Tabla 8), alcanzando un recuento maximo
promedio de 3,65x10% UFC/ml en el T8 (Figura 13A). Ademds, se observd que la cepa NP presentd mayores

abundancias, y en algunos tiempos abundancias similares, a lo largo del ensayo que la cepa P (Figura 13A).

A su vez, las réplicas de cada una de las cepas no se comportaron de igual manera (Figuras 13 B y C, Tabla 8).
En la cepa NP, las réplicas R1y R2 tuvieron un recuento méaximo en el T1 siendo 4,22 x10* UFC/ml y 5,37x10*
UFC/ml, respectivamente. Sin embargo, la R3 tuvo su recuento maximo en el T5 con 1,74x10% UFC/ml. En
cuanto a la supervivencia de las mismas, las réplicas R2 y R3 sobrevivieron hasta 133 dias mientras que la
réplica R1 sobrevivid 84 dias. Asimismo, se observaron diferencias significativas en los recuentos entre
tiempos, T1y T5 con T30, T42, T68, T84, T103 y T133; T2 con T68, T84, T103 y 133; T8 y T13 con T42, T6S,
T84,T103yT133;yT20con T133. Por otro lado, en la cepa P, las réplicas R1 y R2 tuvieron un recuento maximo
de 3,85x10° UFC/ml en T8, mientras que la réplica R3 tuvo un recuento maximo de 4,30x10° UFC/ml en T2.
En cuanto ala supervivencia, la réplica R1 sobrevivid 30 dias, la R2 sobrevivid 42 dias, y la réplica R3 sobrevivi
84 dias. Asimismo, se observaron diferencias significativas en T1, T2, T5, T8 y T13 con T42, T68, T84, T103 y
T133;yT20 con T68, T103 y T133.
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Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas Patdgenas (P) y No Patégenas (NP) en los microcosmos con
agua de Laguna El Carpincho. A. Abundancia promedio de las cepas NP y P junto con su desviacion estandar
(N = 3). B. Abundancia de cada una de las réplicas de la cepa NP. C. Abundancia de cada una de las réplicas
de la cepa P. La significancia estadistica (p<0,05) se representa mediante letras (A, B, C, D, E), donde los
tiempos que tienen letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre si (p < 0,05). La

concentracion inicial en TO de la cepa NP fue 610 UFC/ml y la cepa P fue 433 UFC/ml.

En términos generales, se destaca que las cepas NP y P sobrevivieron entre 84 y 103 dias (Figura 14, Tabla 8).
La cepa NP experimentd un aumento en el nimero de colonias en comparacién con la cepa P, donde alcanzé

un recuento maximo promedio de 8,34x10° UFC/ml, mientras que la cepa P no superd las 2,00x10*° UFC/ml

(Figura 14A, Tabla 8).
Ademas, se observd que las réplicas de cada cepa mostraron un comportamiento similar durante el ensayo

(Figuras 14 B y C, Tabla 7), con la excepcién de la cepa NP, donde la réplica R1 alcanzd un recuento maximo

de 1,10x10* UFC/ml, mientras que la réplica R2 no superd las 6,00x10%*° UFC/ml.
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Figura 14. Curvas de crecimiento de las cepas Patdgenas (P) y No Patdgenas (NP) en los microcosmos con

medio LB. A. Abundancia promedio de las cepas NPy P (N = 2). B. Abundancia de cada una de las réplicas de

la cepa NP. C. Abundancia de cada una de las réplicas de la cepa P. La concentracion inicial en TO de la cepa

NP fue 885 UFC/ml y la cepa P fue 710 UFC/ml.
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5.6. Estimacion del crecimiento celular (DO 600 nm) de las cepas NP y P en los ensayos de
microcosmos

La Figura 15 ilustra las absorbancias registradas a lo largo del ensayo, revelando una notable disparidad entre
las absorbancias correspondientes a los dos medios evaluados. En el medio LB, ambas cepas muestran un
aumento constante en la absorbancia. El blanco de este tratamiento presenta valores de absorbancia mas
bajos y un incremento gradual. Por otra parte, el agua de laguna mostré que hay discrepancias minimas entre
el blanco y las cepas analizadas que siguen una tendencia ascendente durante el periodo del ensayo. En
general, las cepas crecidas en medio LB mostraron un incremento mas pronunciado en la absorbancia en

comparacion con las cepas crecidas en agua de laguna (Figura 15A).

Asimismo, se observa que las réplicas de las dos cepas y los blancos en el agua de laguna exhiben absorbancias
similares entre si, con una tendencia ascendente (Figuras 15 B y C). Por otro lado, las réplicas de la cepa P en
el medio LB presentan una absorbancia discrepante entre ellas en los ultimos tiempos del ensayo, mientras
que las réplicas de la cepa NP en el mismo medio muestran absorbancias similares entre si. Ademads, los
blancos en este medio presentan absorbancias claramente discrepantes tanto con las cepas como entre si

(Figuras 15 D y E).

En los Ultimos dias del ensayo se observé un aumento de turbidez en los microcosmos con medio LB, no

solo en los tratamientos con las cepas P y NP sino también en los blancos, como se puede observar en la

Figura 16.
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Figura 15. Curvas de absorbancia (600 nm) medida a lo largo del ensayo de microcosmos. A. Absorbancia
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promedio de los tratamientos. B. Absorbancia de cada una de las réplicas de la cepa NP en agua de laguna.

C. Absorbancia de cada una de las réplicas de la cepa P en agua de laguna. D. Absorbancia de cada una de

las réplicas de la cepa NP en medio LB. E. Absorbancia de cada una de las réplicas de la cepa P en medio LB.

Figura 16. Fotografia de los microcosmos con medio LB sobre el agitador orbital en los ultimos dias del

ensayo.
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5.7. Viabilidad de las cepas NP y P en los ensayos de microcosmos mediante citometria de flujo
A partir de los datos obtenidos sobre el porcentaje de viabilidad de las bacterias (% células vivas), se
calcularon los promedios entre las réplicas para trazar una curva de viabilidad que compara ambas cepas a
través del tiempo (Figura 17A y Figura 19A). Las réplicas de las cepas NP y P fueron representadas mediante
porcentaje de viabilidad (Figura 17 B - C y Figura 19 B - C). Por otra parte, se realizaron histogramas para
representar la intensidad de fluorescencia de distintos tiempos del ensayo en cada uno de los tratamientos
(Figuras 18 y 20). Se observo que las cepas en agua de laguna y en medio LB no exhibieron un patrén uniforme
en su viabilidad, sino que presentaron fluctuaciones con picos de mayor y menor viabilidad a lo largo del

tiempo.

A grandes rasgos, se observd que ambas cepas comienzan con porcentajes de viabilidad similares, 84% para
NPy 82% para P en TO. Posteriormente, la viabilidad disminuyd al 55 % en T1, y a partir de este punto, fluctud
de manera irregular, con aumentos y descensos hasta alcanzar un porcentaje minimo en los tiempos T26 y
T42. A partir de este Ultimo tiempo, la cepa NP alcanzé su maximo porcentaje de viabilidad en T68, superando
incluso el porcentaje inicial. Este incremento es seguido por una fase de "meseta" (plateau) que se extiendid
entre los tiempos T84 y T133 (Figura 17A).

Por otra parte, se destaca que la viabilidad celular fue inversamente proporcional a los valores de UFC/mly a
la densidad 6ptica medida a 600 nm (DO600) entre los tiempos T2 y T13, lo que reflejé una disminucién
progresiva en la viabilidad de ambas cepas durante esta fase inicial.

En cuanto a la variabilidad entre réplicas, se observaron diferencias en las viabilidades registradas para ambas
cepas (Figuras 17 B y C). La cepa NP presentd discrepancias notables entre los tiempos T13 y T20, donde la
réplica R1 mostrd una mayor viabilidad en comparacién con las réplicas R2 y R3. De manera similar, en la cepa
P, se evidenciaron variaciones entre réplicas en el mismo rango de tiempos. En T20, la réplica R3 exhibié una
viabilidad superior a las réplicas R1 y R2, mientras que en T13, la réplica R2 presentd la mayor viabilidad en
comparacion con las réplicas R1 y R3. Por otro lado, el tiempo T42 mostré un patrén de comportamiento
similar al observado en T13. Ademas, no se observo diferencias notables entre el blanco y las réplicas en los
diferentes tiempos evaluados.

En particular, en el tiempo T20 se registré la mayor discrepancia entre ambas cepas, caracterizada por una

marcada variabilidad entre réplicas.
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Figura 17. Grdficos de viabilidad de las cepas No Patdgenas (NP) y Patégenas (P) en agua de laguna. A.

Viabilidad promedio de las cepas NP y P junto con su desviacion estdndar (N = 3). B. Viabilidad de cada una

de las réplicas de la cepa NP. C. Viabilidad de cada una de las réplicas de la cepa P.

42



Sample Hame

Count

Specisen_009 Tiempo 30_Tuhe 0071

113074

Specimern_003 Tewpo 2_Tuhe 007 fos

104509

Specimen_011 Nempo 68_Tube 0027

111525

Specimen_009 Nempo 30_Tube_002.7¢

111109

Specimen_ 008 Tiewmpo 13 Tube 00210

116920

Specimen_003 Tewmpo 2_Tube 002 fs

110262

Specimen_002 Tiempo {_Tuhe_0021fcs

111007

Specimen_001 Tiempo 0_Tube 002 fos|

119445

Count

T LI B | T LA B | T T T Trrr

0 1 2 3
10 10 10 10

eFluor™ 780

Figura 18. Histogramas de intensidad de fluorescencia de distintos tiempos del ensayo, utilizando la muestra
Carpincho NP como referencia. El andlisis se realizo utilizando la estrategia de gating descripta en el apartado
4.5.3. Cada histograma en el grdfico corresponde a una medicion de fluorescencia para un tiempo especifico,
codificados por colores: TO (rojo), T1 (celeste), T2 (naranja), T13 (verde claro), T30 (verde oscuro), y T68 (lila),

con un control positivo en amarillo y un blanco en celeste oscuro.

A grandes rasgos, se observo que la viabilidad de las dos cepas se mantuvo en valores de 100% a 98% hasta
el T13, momento a partir del cual comenzé a descender. Esta disminucidn continud hasta el T30, donde la
viabilidad cay6 a alrededor del 50%. Sin embargo, después de este punto, la viabilidad fluctud, aumentando
y disminuyendo, hasta alcanzar casi el 100% en el ultimo tiempo medido. Ademas, ambas cepas mostraron

una viabilidad similar en medio LB a lo largo del ensayo (Figura 19A).

Por otro lado, se observaron diferencias en la viabilidad entre las réplicas de las cepas (Figuras 19 B y C). En
la cepa NP, se registraron diferencias notables entre los tiempos T42 y T84, donde la réplica R2 exhibid una
mayor viabilidad que la réplica R1. De manera similar, en la cepa P, también se observaron diferencias en el

rango de tiempos entre T42 y T84, con la réplica R2 mostrando una mayor viabilidad que la réplica R1.

A partir del tiempo T42, se observo que la réplica R2 de ambas cepas exhibié un comportamiento similar al

blanco. En contraste, la réplica R1 de ambas cepas mostraron un comportamiento distinto al blanco.
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Figura 19. Grdficos de viabilidad de las cepas No Patégenas (NP) y Patégenas (P) en medio LB. A. Viabilidad

promedio de las cepas NPy P junto con su desviacion estandar (N = 2). B. Viabilidad de la cepa NP. C. Viabilidad

de la cepa P.
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Figura 20. Histogramas de intensidad de fluorescencia de distintos tiempos del ensayo, utilizando la muestra
LB NP como referencia. El andlisis se realizé utilizando la estrategia de gating descripta en el apartado 4.5.3.
Cada histograma en el grdfico corresponde a una medicion de fluorescencia para un tiempo especifico,
codificados por colores: TO (rojo), T1 (celeste), T2 (naranja), T13 (verde claro), T30 (verde oscuro), y T68 (lila),

con un control positivo en amarillo y un blanco en celeste oscuro.

5.7.3. Correlacién entre los recuentos en placa Petrifilm 24 hs™ vy los recuentos de células
mediante la citometria de flujo

Se realizaron correlaciones de Spearman para verificar la relacién entre los recuentos en placas Petrifilm 24
hs™y los recuentos obtenidos mediante citometria de fujo (% de células vivas) (Tabla 9). Se observé ausencia
de correlaciones significativas entre las cepas en el agua de laguna utilizando el recuento en placa y la
citometria. Sin embargo, se encontrd que los coeficientes de correlacion para las cepas cultivadas en medio
LB fueron un poco mas altos (0,32 y 0,38) que los de las cepas cultivadas en agua de laguna (0,10 y 0,19),

aunque ninguna de las variables medidas mostré una correlacién estadisticamente significativa.

Tabla 9. Correlaciones utilizando el coeficiente de Spearman entre los recuentos en placa y los porcentajes

de células vivas mediante la citometria de flujo.

Variables Coeficientes de correlacion (r) p-values

Carpincho NP 0,100 0,739
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Carpincho P

LB NP

LB P

0,190

0,380

0,320

0,511

0,176

0,266

5.8. Determinacion de variables fisico-quimicas en los ensayos de microcosmos

En las figuras subsiguientes se muestra la variacidn del pH y la conductividad a lo largo del experimento.

Respecto al pH, su valor varié de 9,04 a 9,69 en agua de laguna y se constata que, en este medio, no se

registraron grandes discrepancias entre las distintas cepas y el control. Por otro lado, en el medio LB, el pH

fluctuo entre 7,30 y 9,28, presentando una disminucién a 8,50 en el ultimo tiempo para ambas cepas, sin

embargo, esta diferencia no fue significativa (p > 0,99). Adicionalmente, el blanco en este medio mostré

fluctuaciones, aumentando de 7,30 a 9,59 a lo largo del tiempo (Figura 21A).

En cuanto a la conductividad, su valor varié de 6500 a 6700 uS/cm en el agua de laguna, evidenciandose

discrepancias entre el control (Blanco) y las cepas en T5, con un incremento progresivo a lo largo del

experimento. Por otro lado, en el medio LB, los valores de conductividad oscilaron entre 18400 y 24000

uS/cm, superiores en comparacion con los registrados en el agua de laguna. Ademas, se observaron

discrepancias entre el control y las cepas en los Ultimos periodos del ensayo, con un aumento continuo a lo

largo del experimento (Figura 21B).
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Figura 21. Variables fisico-quimicas medidas en los ensayos de microcosmos. A. pH. B. Conductividad.

5.9. Analisis de las variables fisico-quimicas en relacidn a la abundancia de las cepas de E. coli
Se realizaron correlogramas utilizando el coeficiente de correlacidon de Spearman para analizar la relacién
entre la abundancia de las cepas de E. coli (NP y P) obtenidas mediante placas Petrifilm 24 hs™ en agua de

laguna y medio LB versus las variables medidas a lo largo del ensayo (Figuras 22 - 25).

En el caso de la abundancia de la cepa NP (Figura 22), no se encontraron correlaciones positivas significativas
con ninguna variable. Sin embargo, se identificaron correlaciones fuertes negativas y significativas de la
abundancia de la cepa NP con el pH (r=-0,72), la conductividad (r=-0,86) y la absorbancia (r=-0,89). Por otro
lado, se observé una correlacion positiva y significativa entre la absorbancia y la conductividad (r=0,72), asi

como entre la absorbancia y el pH (r=0,80).

En cuanto a la abundancia de la cepa P (Figura 23), no se encontraron correlaciones positivas significativas
con ninguna variable. Sin embargo, se identificaron correlaciones fuertes negativas y significativas de la
abundancia de la cepa P con el pH (r=-0,69), la conductividad (r=-0,55) y la absorbancia (r=-0,81). Por otro
lado, se observd una correlacidn fuerte positiva y significativa entre la absorbancia y la conductividad (r=0,54),

asi como entre la absorbancia y el pH (r=0,84) en los microcosmos con agua de laguna.
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Figura 22. Grdficos de correlacion utilizando el coeficiente de Spearman entre las variables fisico-quimicas y
la abundancia de la cepa NP en agua de laguna. A. Correlograma con el nivel de significancia: *p-values <
0,05. ** p-values < 0,01. *** p-values < 0,001. **** p-values < 0,0001. B. Correlograma con los valores de los
coeficientes de correlacion (r). X: ausencia de relacion entre las variables medidas. N = 14.
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Figura 23. Grdfico de correlacion utilizando el coeficiente de Spearman entre las variables fisico-quimicas y la

abundancia de la cepa P en agua de laguna. A. Correlograma con el nivel de significancia: *p-values < 0,05.
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** p-values < 0,01. *** p-values < 0,001. **** p-values < 0,0001. B. Correlograma con los valores de los

coeficientes de correlacion (r). X: ausencia de relacion entre las variables medidas. N = 14.

5.9.2. Andlisis de las variables fisico-quimicas en relacién a la abundancia de las cepas de E. coli
en medio LB

En el caso de la abundancia de la cepa NP (Figura 24), no se encontraron correlaciones positivas significativas
con ninguna variable. Sin embargo, se identificaron correlaciones negativas y significativas de la abundancia
de la cepa NP con el pH (r=-0,64) y la conductividad (r=-0,58). Se observé que no hubo una relacién
significativa entre la abundancia de E. coli y la absorbancia, a diferencia del tratamiento con agua de laguna,
donde si se observaron tales relaciones. Asimismo, se observé una correlacién fuerte positiva y significativa
entre la absorbancia y la conductividad (r=0,76), asi como entre la absorbancia y el pH (r=0,75) y, también

entre la conductividad y el pH (r=0,96).

En cuanto a la abundancia de la cepa P (Figura 25), tampoco se encontraron correlaciones positivas
significativas con ninguna variable. Sin embargo, se identificaron correlaciones negativas de la abundancia de
la cepa P con el pH (r=-0,63) y la conductividad (r=-0,59), presentando un nivel de significancia de p < 0.05.
Se observo que no hubo una relacién significativa entre la abundancia de E. coliy la absorbancia, a diferencia
del tratamiento con agua de laguna, donde si se observaron tales relaciones. Por otro lado, se observé una
correlacion fuerte positiva y significativa entre la absorbancia y la conductividad (r=0,80) y entre la

absorbanciay el pH (r=0,75).
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Figura 24. Grdfico de correlacion utilizando el coeficiente de Spearman entre las variables fisico-quimicas y la
abundancia de la cepa NP en medio LB. A. Correlograma con el nivel de significancia: *p-values < 0,05. ** p-
values <0,01. *** p-values < 0,001. **** p-values <0,0001. B. Correlograma con los valores de los coeficientes

de correlacion (r). X: ausencia de relacion entre las variables medidas. N = 14.
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Figura 25. Grdfico de correlacion utilizando el coeficiente de Spearman entre las variables fisico-quimicas y la
abundancia de la cepa P en medio LB. A. Correlograma con el nivel de significancia: *p-values < 0,05. ** p-
values <0,01. *** p-values < 0,001. **** p-values <0,0001. B. Correlograma con los valores de los coeficientes

de correlacion (r). X: ausencia de relacion entre las variables medidas. N = 14.

6. DISCUSION

En este estudio, se investigd la supervivencia y proliferacidon de cepas de E. coli en el agua de la laguna El
Carpincho, utilizada con fines recreativos, a través de ensayos en microcosmos. Para ello, se emplearon
distintas técnicas para la enumeracion de E. coli, como los recuentos en placas, la densidad 6ptica DOgoo Y
citometria de flujo. Ademas, se llevd a cabo la caracterizacion de la cepa P mediante SGC. El andlisis mediante
SGC confirmd su género y especie, proporcionando detalles sobre su genoma, como sus factores de virulencia
(Tabla 5), seriotipo y secuenciotipo (Tabla 6), y genes asociados a la resistencia a antimicrobianos (Tabla 7).
De los resultados del ensayo, se observd que la cepa P sobrevivid entre 30 y 84 dias en el agua de laguna,
mientras que la cepa NP sobrevivié entre 84 y 133 dias (Figura 13 y Tabla 8). Estos resultados coinciden con
estudios previos que han demostrado que la presencia de factores de virulencia representa una carga

metabdlica adicional, dificultando su adaptacién al ambiente (van Elsas et al., 2011; Berthe et al., 2013).
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Ademas, se observo sorprendentemente que ambas cepas proliferaron en el agua de laguna, lo que sugiere
gue condiciones ambientales éptimas pueden favorecer la multiplicacién de estas bacterias. La capacidad de
E. colipara sobrevivir y crecer en el medio ambiente probablemente se deba a su versatilidad en la adquisiciéon
de energia.

Como se menciond previamente y acorde a lo descripto por Quirds et al. (2002a), la laguna en estudio se
caracteriza por estar altamente enriquecida en nutrientes (hipereutrdfica) (Tabla 3), lo cual se manifesté en
los valores elevados de PT, NTK, PRS y Chl-a (Adamovich et al., 2016). Ademds, la esterilizacion empleada
liberd nutrientes adicionales como se observa en la Tabla 4, los cuales proceden de las algas y otros materiales
organicos enriqueciendo aun mas el ambiente acudtico (Suzuki et al., 2019). Estos resultados obtenidos
respaldan la hipdtesis inicial, demostrando que las cepas de E. coli son capaces de sobrevivir y prosperar en
este entorno acudtico debido a su abundancia de nutrientes y que su capacidad de supervivencia varia segun
su genotipo.

Por otro lado, la estimacion de la DOggo y la viabilidad de las cepas mediante citometria de flujo no se
correlacionaron con los recuentos en placa (Figuras 22 — 25 y Tabla 9), debido a la falta de selectividad, por
parte de estos métodos, para cuantificar Unicamente E. coliy al posible crecimiento de otras bacterias. Esto
se debe a que el ensayo no se desarrollé en una atmésfera estéril. Por este motivo, el mejor método para

cuantificar la abundancia de E. coli durante el ensayo fue el cultivo selectivo en placas cromogénicas.

6.1. Caracterizacion genética de las cepas

En este trabajo, el tratamiento correspondiente a la cepa P se llevd a cabo con una cepa STEC 0103:H2 eae-
g/ehA/stx1q/stx2q, aislada previamente de un ambiente acuatico pampeano (Nuozzi et al., 2023). La técnica
de SGC permitid la serotipificacién y caracterizacion detallada de esta cepa. Esta técnica proporciona
informacidon completa sobre los genes codificados en todo el genoma, lo que permite identificar los
determinantes que intervienen en los mecanismos de patogenia. Estos determinantes incluyen elementos
genéticos como islas de patogenicidad, plasmidos y distintos sistemas de secrecién (Kekre et al., 2021), todos
ellos esenciales para la supervivencia del microorganismo y su adaptacion al medio ambiente (Garza-Ramos
et al., 2009).

Cabe destacar, que los patotipos de STEC presentan dos tipos distintos de toxina Shiga, con varios subtipos:
stx; (que comprende stxiq, Stxic Y StX1q) Y StXz (StXaa, StXas, StXac, StXad, StXze, StXaf, StXag, StXan ¥ Stx2i) (Scheutz et
al., 2012; Lacher et al., 2016; Bai et al., 2018;). Estos genes stx estan codificados en bacteriéfagos lambdoides
(e.g., Muniesa & Jofre, 1998) y varios estudios han informado de un numero significativo de bacteriéfagos
libres portadores de stx, en el medio ambiente, aumentando asi el potencial de infectar nuevos huéspedes
bacterianos (Muniesa et al., 1999; Garcia-Aljaro et al., 2004). Garcia-Aljaro et al. (2005) llevaron a cabo una

caracterizacion fenotipica y genotipica de 144 cepas de STEC aisladas de aguas residuales urbanas y animales
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con el factor virulento stx,. Entre ellas, una cepa fue positiva para el gen que codifica a la intimina (eae) y
cinco cepas fueron positivas para la adhesién a la célula huésped codificada por el gen saa. Se ha descripto
gue eae es uno de los genes patégenos detectados con mayor frecuencia en el medio ambiente (Hamilton et
al., 2010; Zhang et al., 2016). En este sentido, Marucci et al. (2011) informaron el aislamiento de cepas de
STEC portadoras de factores stx, y eae en aguas recreativas (rios y arroyos) de la Region Sierra de la Ventana
de la Provincia de Buenos Aires. Por otro lado, varios autores han sefialado la fuerte asociacion entre la
presencia del gen eae y la capacidad de las cepas STEC de causar enfermedades humanas graves (Paton &
Paton, 1998).

El serotipo 0103:H2 ha sido aislado en diversos ambientes, incluyendo alimentos como leche sin pasteurizar
(Mylius et al., 2018), carne de res (Bibbal et al., 2015) y productos lacteos (Douéllou et al., 2017), asi como
en heces de animales y humanos (Adator et al., 2018). Su presencia también se ha detectado en aguas
recreativas (Tyson et al., 2019; Dias et al., 2022) y residuales (Doughari et al., 2011). Asimismo, esta cepa se
ha aislado en casos de diarrea y sindrome urémico hemolitico en Argentina durante el periodo 2017-2022
(Laboratorio Nacional de Referencia para Base de datos de STEC; Nuozzi et al., submitted), lo que resalta su
importancia como agente causal de enfermedades graves. La presencia del serotipo STEC 0103:H2 en
ambientes acuaticos no se limita a Argentina. Estudios en Canada (Tyson et al., 2019) y Portugal (Dias et al.,
2022) también han encontrado esta cepa en aguas de rios y dreas de agua dulce, respectivamente. En este
ultimo estudio, se la aislé en un sistema acuatico donde las actividades relevantes incluyen la agricultura, la
ganaderia y la pesca (Lillebg et al., 2019). Esto concuerda con las actividades desarrolladas en la zona donde
se aisld la cepa utilizada en este trabajo, recolectada en el rio Rojas, aguas arriba de la cuidad de Rojas, en la
provincia de Buenos Aires, una zona influenciada por actividades ganaderas y agricolas (Nuozzi et al., 2023).
Diversos estudios han demostrado la relacidon entre la presencia de cepas STEC 0103:H2 en el medio
ambiente y su transmisién a humanos. En Finlandia, se rastreé una infeccién por este serotipo en un nifio con
diarrea sanguinolenta hasta muestras fecales de ganado y del entorno circundante (Heinikainen et al., 2007).
Un estudio mas reciente en Corea asocié un brote de gastroenteritis por STEC 0103:H2 con el consumo de
aguas subterraneas contaminadas en un campamento escolar (Park, 2018). Estas investigaciones, junto con
otros casos documentados de diarrea aguda, diarrea sanguinolenta e incluso SUH asociados a infecciones por
STEC, confirman que el medio acuatico puede ser un importante vehiculo de transmisién de E. coli patogena.
Los resultados obtenidos por SGC de la cepa P para la deteccion de RAM concordaron con los obtenidos
mediante técnicas convencionales, coincidiendo en la presencia de sensibilidad a los antimicrobianos
testeados. Sin embargo, la SGC ofrece una ventaja significativa al proporcionar informaciéon sobre el
mecanismo de resistencia (Koutsoumanis et al., 2019). Esta informacién es crucial para la vigilancia a nivel

internacional, no solo en el contexto de patdgenos especificos, sino también en un enfoque global bajo el
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concepto de "una sola salud" (Djordjevic et al., 2024). El agua ambiental juega un papel fundamental en la
introduccién y diseminacion de RAM entre humanos, animales y plantas/cultivos. Esto se debe a que el agua
potable y el agua de riego a menudo provienen de aguas superficiales, las cuales también reciben aguas
residuales como punto de descarga. Las actividades recreativas y los escurrimientos agricolas también pueden
contaminar las aguas superficiales, contribuyendo a la transmision de la resistencia antimicrobiana (Bell et
al., 2021). En este trabajo se encontraron dos genes asociados con RAM, glpT_E448K y pmrB_Y358N. El gen
glpT codifica para un importador activo que participa en la absorcién de muchos azlcares fosforilados. Esta
mutacion especifica, E448K cambia el aminoacido glutamato (E) por lisina (K) en la posicion 448 de la
secuencia de aminodcidos de la proteina glpT. Estas mutaciones puntuales pueden conferir resistencia a la
fosfomicina al reducir la importacion del farmaco a las bacterias (Nilsson, et al., 2003; Takahata, et al., 2010).
Altayb et al. (2022) llevaron a cabo un estudio que analizé la co-ocurrencia de determinantes de resistencia a
los antimicrobianos en aislamientos clinicos y ambientales de K. pneumoniae y E. coli. En sus hallazgos, se
observé que glpT (E448K) estaba presente en 20 aislamientos (90%) de las muestras de E. coli, tanto de origen
clinico como ambiental. Por otro lado, el gen pmrB codifica un regulador de respuesta de dos componentes
y un sistema sensor quinasa que ayuda a las bacterias a detectar y responder a los factores ambientales. Esta
mutacion especifica, Y358N, sustituye el aminoacido tirosina (Y) por asparagina (N) en la posicién 358 de la
secuencia de aminoacidos de la proteina pmrB. Estas mutaciones pueden modificar la sintesis de LPS y esto
provoca menos carga negativa y una menor afinidad de unién de la colistina a su objetivo en la LPS (Seleim et
al., 2022). Sin embargo, esta bacteria resulté ser sensible a los dos antimicrobianos, es decir que los mismos
son eficaces frente a ella (Daza Pérez, 1998). Esto puede ser debido a que los genes asociados a RAM en
bacterias no siempre confieren resistencia fenotipica, un fendmeno conocido como resistencia "silenciosa"
(Deekshit & Srikumar, 2022). Los genes silenciosos de resistencia antimicrobiana (genes cripticos) se definen
como aquellos genes que portan las bacterias en un plasmido o en el ADN cromosdémico sin mostrar la
correspondiente resistencia fenotipica a los antibidticos (Tamburini & Mastromei, 2000; Kime et al., 2019).
Estos genes cripticos se identifican esporadicamente en patdgenos bacterianos y han sido encontrados en E.
coli (Stasiak et al., 2021). El silenciamiento de estos genes a menudo es resultado de mutaciones o proteinas
reguladoras que desactivan su expresion (Kime et al., 2019; Deekshit & Srikumar, 2022). También puede
ocurrir que la expresion del gen de resistencia sea subdptima, lo que impide la produccién de una proteina
de resistencia funcional (Kime et al., 2019). Ademads, se sabe que el transporte y la expresion de genes de
resistencia a los antibiéticos exigen un costo de aptitud para las bacterias (Andersson et al., 2007; Andersson
& Hughes, 2010; Vk et al., 2019), lo cual puede conducir a la contraseleccion de estos genes costosos cuando

no son necesarios (Deekshit & Srikumar, 2022).

53



Tal como se describié en el apartado 4.4, se realizaron analisis convencionales para la caracterizacion de
ambas cepas, como pruebas de PCR multiples para detectar genes de virulencia, pruebas bioquimicas para
confirmar la identidad de E. coli, ensayos de aglutinacién (serotipificacion) y evaluacién de la sensibilidad a
los antibidticos (Nuozzi et al., submitted). Sin embargo, todos estos andlisis dieron resultados negativos para
la cepa NP. Estos hallazgos sugieren la ausencia de los principales determinantes de patogenicidad en esta

cepa, lo cual respalda su clasificacién como no patogénica.

6.2. Supervivencia de cepas de E. coli NP y P en los ensayos de microcosmos

Los resultados mostraron que la cepa NP de E. coli tuvo una mayor supervivencia a lo largo de los 133 dias en
agua de laguna, alcanzando un recuento maximo promedio de 3,76x10* UFC/ml en T1 (Figura 13A, Tabla 8).
En contraste, la cepa P alcanzé un recuento maximo promedio de 3,65x103 UFC/ml en T8 y su supervivencia
fue menor, con un rango de 30 a 84 dias (Figura 13A, Tabla 8). Ambas cepas no solo mostraron supervivencia
en el agua de la laguna, sino también proliferacién o multiplicacidn en este medio, al superar en ambos casos
la concentracién inicial sembrada. Asimismo, las réplicas de cada cepa mostraron variabilidad en los
recuentos y en la supervivencia (Figuras 13 B y C), lo que podria indicar diferencias en el comportamiento
individual de las bacterias bajo condiciones similares, distintos estados de latencia (VBNC), diferencias en la
competencia por recursos o disparidad en la siembra. Estos resultados son consistentes con estudios previos
gue han demostrado que E. coli puede sobrevivir por largos periodos fuera del huésped. Ishii & Sadowsky
(2008) y Petersen & Hubbart (2020) reportaron la capacidad de E. coli para sobrevivir en ambientes acuaticos
y suelos. En medios acuaticos, esta bacteria puede persistir desde dos semanas hasta mas de diez meses
(Warburton et al., 1998; McGee et al., 2002; Chekabab et al., 2013), mientras que en el suelo su supervivencia
puede extenderse por lo menos a ocho meses (Byappanahalli et al., 2006).

En linea con estos hallazgos, Polifroni et al. (2014) llevaron a cabo investigaciones sobre la supervivencia de
E. coli y observaron que las cepas STEC 020:H19 y O157:H7 sobrevivieron 71 y 78 dias, respectivamente, en
agua de bebederos, lo cual es comparable a la supervivencia registrada en la réplica R3 de la cepa P en este
estudio. Por su parte, Ding et al. (2018) encontraron que la cepa STEC 0157:H7 puede sobrevivir casi dos
meses en agua de pozo, con un promedio de aproximadamente 30 dias, similar a lo observado parala cepa P
en este trabajo. Ademads, se ha reportado que E. coli puede sobrevivir hasta 42 dias en aguas superficiales en
Nigeria (Adesioye & Ogunjobi, 2013), lo cual también concuerda con los resultados obtenidos en la réplica R2
de la cepa P. En todos estos casos, E. coli ha demostrado la capacidad de multiplicarse en estas condiciones
ambientales, con tiempos de generacion mas altos a temperaturas de 18-25°C (Leclerc, 2003).

Es importante sefialar que la considerable variabilidad en la persistencia de estos agentes en aguas procede

de diferentes fuentes y con diferente contenido de nutrientes y grado de competencia por parte de otros
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microorganismos del ecosistema (Avery et al., 2008; Barcina, 1995). En concordancia con los resultados aqui
obtenidos, Saima et al. (2021) investigaron la supervivencia de cinco cepas aisladas de E. coli, que incluian
tres cepas marinas (dos no patogénicas y una EPEC portadora del gen de virulencia eaeA), una cepa clinica
0157:H7 con los genes de virulencia vt2 y eaeA, y una cepa de laboratorio DH5a (ATCC68362). Estas cepas
fueron inoculadas en microcosmos de agua destilada estéril, asi como en agua recolectada de rio, estanque,
mar y estuario, manteniéndose en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente, que oscilaba entre
25 y 35 °C. Los resultados demostraron que las cepas NP ambientales tendieron a sobrevivir mejor,
alcanzando hasta 168 dias en condiciones de agua dulce, en comparacién con las cepas P ambientales, que
sobrevivieron un maximo de 91 dias.

La mayor supervivencia de la cepa NP comparada con la cepa P en este trabajo de tesis puede atribuirse a
diferencias en la adaptabilidad genotipica a las condiciones ambientales de la laguna, incluyendo variabilidad
en la utilizacién de fuentes de carbono y energia, asi como genes catabdlicos y de proteccidn contra el estrés
(van Elsas et al., 2011; Rumball et al., 2023). Se ha demostrado que la supervivencia ambiental estd asociada
a una amplia variedad de factores genéticos, correspondiendo la mayoria a enzimas del metabolismo y
proteinas del transporte (Rumball et al., 2023). Rumball et al. (2023) encontraron que entre los médulos
génicos enriquecidos en las poblaciones supervivientes figuraban la via de biosintesis de la betaina, que
produce un osmoprotector, y la via de biosintesis del GABA (gamma-aminobutirato), que contribuye a la
homeostasis del pH y a la versatilidad en el uso de nutrientes. En conjunto, estos resultados demuestran que
la flexibilidad genética de esta especie le permite sobrevivir en el ambiente durante largos periodos de tiempo
(Rumball et al., 2023). Por su parte, las cepas de E. coli también varian en caracteristicas fenotipicas, como
los patrones de utilizacién de carbono, los perfiles de resistencia a los antibidticos, la motilidad flagelar, la
capacidad de formar biopeliculas y la capacidad de causar enfermedades (Krumperman et al., 1983; Parveen
et al., 1997; Durso et al., 2004; Yang et al., 2004; Anderson et al., 2006). Esto probablemente se deba a
mutaciones genéticas y a la adquisicién de nuevos genes mediante la transferencia horizontal de genes
mediada por plasmidos o fagos (Ishii & Sadowsky, 2008). E. coli es una bacteria heterétrofa que requiere sélo
fuentes simples de carbono y nitrégeno, ademas de fésforo, azufre y otros oligoelementos para su
crecimiento. Esta bacteria también puede degradar varios tipos de compuestos aromaticos como el acido
fenilacético y el acido benzoico, para adquirir energia (Diaz et al., 2001). Ademads, pueden crecer tanto en
condiciones aerdbicas como anaerdbicas, adaptandose en una variedad de entornos fluctuantes (Ishii &
Sadowsky, 2008).

Por otro lado, en varios estudios se ha constatado que la supervivencia prolongada podria verse favorecida
por el uso de agua esterilizada para el establecimiento del microcosmos, que carece de otros factores que

limiten la supervivencia de E. coli, por ejemplo, competencia por recursos limitados, relaciones comensales y
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antagonicas con otras poblaciones bacterianas, depredacidn por protozoos e infeccién por fagos (Flint, 1987;
Winfield & Groisman, 2003; Nautiyal, 2009; El-Leithy et al., 2014). Otra causa de la supervivencia prolongada
puede ser la liberacién de nutrientes al medio en donde se ha demostrado que la exposicion a células muertas
favorece el crecimiento de bacterias vivas vecinas (Steinhaus & Birkeland, 1939; Nioh & Furusaka, 1968) y se
cree que desempefia un papel clave en la supervivencia de la poblacidon de bacterias durante periodos
prolongados después de que se agotan otros nutrientes (Zambrano & Kolter, 1996; Zinser & Kolter 1999,
2004; Takano et al., 2017; Schink et al., 2019). Asimismo, Desnues et al. (2003) indicaron que, ante la
restriccion de nutrientes, las células pierden lentamente la capacidad de reproducirse debido al deterioro
oxidativo, pero dependiendo del grado de deterioro, esta puede llegar a restablecerse. La pérdida irreversible
de los mecanismos de soporte de la vida bacteriana es consecuencia del incremento de la carbonilacién de
las proteinas durante el estrés. Sin embargo, solo una fraccién de la poblacién sufre inmediatamente estas
consecuencias, mientras que el resto se adapta lentamente modificando su expresién de genes (Duffitt et al.,
2011). Este proceso aleatorio y progresivo provoca la muerte paulatina de la poblacién a lo largo del tiempo
(Polifroni et al., 2014). En concordancia, en este trabajo se observaron diferencias significativas entre los
tiempos iniciales y los tiempos finales del ensayo, dado que las cepas experimentaron una disminucion en la
formacién de colonias y en su supervivencia.

En los microcosmos con medio LB, se observé que ambas cepas sobrevivieron entre 84 y 103 dias (Figura 14,
Tabla 8), con un crecimiento muy rapido durante los primeros 2 dias, alcanzando un recuento maximo de
6x10° UFC/ml en la cepa NP y 2x10%° UFC/ml en la cepa P seguido de un descenso brusco (Figura 14, Tabla
8). Esta dinamica poblacional puede explicarse por la disponibilidad de nutrientes de facil acceso en el medio
LB, que son rapidamente consumidos durante los primeros dias, pero cuando se reduce su disponibilidad, la
poblacién comienza a declinar lentamente (Polifroni et al., 2014). Estos recuentos resaltan que la cepa NP
tuvo una mayor abundancia comparada con la cepa P. Esto podria deberse a que como se menciond
anteriormente, la cepa P posee factores de virulencia que representan una carga metabdlica adicional (Van
Elsas et al., 2011), haciendo que estas cepas sean menos competitivas en comparacién con las cepas NP, que
no tienen que invertir recursos en la produccién de estos factores. También se podria atribuir a una mayor
eficiencia de las cepas NP en la utilizacién de los nutrientes disponibles o a una menor susceptibilidad a

cualquier componente estresante del medio.

Las cepas no tuvieron la misma supervivencia en los microcosmos en agua de laguna y en medio LB (Tabla 8).
Se destaca que la cepa NP en agua de laguna sobrevivid mas tiempo que en medio LB, con excepcién de la
réplica R1 de la cepa NP que sobrevivié 84 dias. Este es un hallazgo interesante ya que se esperaba que las
cepas sobrevivieran mas tiempo en el medio de cultivo, dado que posee los nutrientes necesarios para el

desarrollo 6ptimo de E. coli. Esto puede deberse a que este medio de amplio espectro permite el crecimiento
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de una gran variedad de especies bacterianas (Garboza et al., 2011), lo que puede haber resultado en el
crecimiento de otras bacterias y una mayor competencia microbiana y, potencialmente, en la contaminacion
del cultivo. Esto se reflejo en la absorbancia (Figura 15), en los resultados de citometria y en la turbidez de
los microcosmos (Figura 16).

Es importante tener en cuenta que el tiempo de incubacién del medio de cultivo, una vez inoculado, es 6ptimo
hasta 24 horas (Miller, 1972). Este factor podria afectar la supervivencia de las cepas. Por otra parte, E. coli
cultivada en este medio puede provocar cambios graduales en el pH (como se observé en los resultados de
este trabajo) y la disponibilidad de azlcar, afectando asi la heterogeneidad celular dentro de las comunidades
microbianas y los perfiles de expresidn genética de las poblaciones microbianas (Smith et al., 2018) asi como

la adaptabilidad de las bacterias en su entorno (Sanchez-Clemente et al., 2020).

En este estudio, se empled la medicidn de la densidad éptica (DOsoo) para estimar la concentracion bacteriana
en los diferentes tratamientos, siguiendo la metodologia descrita por Gravel et al. (2017). Esta metodologia
establece una correlacién entre una DOsoo de 0,5 y una concentracidn de 108 UFC/ml. Sin embargo, en este
trabajo se observd que esta relacion no se ajustaba a los datos obtenidos en las placas, sugieriendo que la
concentracién real de bacterias fue superior a la estimada a partir de la DOggo. La discrepancia observada
entre la DOgoo Y la concentracion bacteriana real no es un caso aislado. Diversos estudios han reportado
limitaciones en la correlaciéon entre DOgoo Yy UFC/ml en diferentes cepas y condiciones de cultivo. Gravel et al.
(2017) mencionaron que la relacién DOgoo-UFC/mI puede variar entre cepas bacterianas debido a diferencias
en la composicidn celular y el tamafio celular. Jin & Zhu (2016) exploraron el impacto de la composicion del
medio de cultivo en la relacién DOgoo-UFC/ml. Observaron que la presencia de sustancias dispersantes en el
medio puede aumentar la DOggo Sin un aumento proporcional en la concentracidn bacteriana. Wang et al.
(2018) investigaron la influencia de las condiciones de crecimiento en la relacion DOgoo-UFC/mI, y
demostraron que cambios en la temperatura o el pH pueden afectar la fisiologia bacteriana y, por lo tanto,
la dispersion de la luz, alterando la relacidn entre DOsoo y la concentracion bacteriana. En esta tesis, la alta
concentracién de bacterias observada en los diferentes tratamientos, junto con las variaciones en la
composicion celular y las posibles interferencias del medio de cultivo, podrian explicar la discrepancia entre
la DOggo Y la concentracidn bacteriana real.

En los microcosmos se observd una notable disparidad entre las absorbancias correspondientes a los dos
medios evaluados, siendo el medio LB el que mostrd una mayor absorbancia en comparacién con el agua de
laguna (Figura 15A). En concordancia con Neidhardt & Birch (1989) y Wolfe & Wolfe (2013), la diferencia de
absorbancia observada entre los microcosmos de E. coli expuestos a medio LB y agua de laguna podria

deberse principalmente a dos factores. En primer lugar, puede ser debido a la densidad celular. El medio LB,
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al ser mas rico en nutrientes, favorece el crecimiento de E. coli, lo que se traduce en una mayor cantidad de
células en el microcosmos. Esta mayor densidad celular aumenta la dispersién de la luz, resultando en una
mayor absorbancia (Neidhardt & Birch, 1989). En segundo lugar, puede ser debido a la produccién de
metabolitos. E. coli produce diversos metabolitos, algunos de los cuales absorben luz en longitudes de onda
especificas. La composicion del medio de cultivo puede influir en la produccidn de estos metabolitos, lo que
a su vez podria contribuir a las diferencias de absorbancia observadas (Wolfe & Wolfe, 2013).

Asimismo, se observé que las réplicas de las dos cepas en el agua de laguna exhiben absorbancias similares
entre si, con una tendencia ascendente (Figuras 15 B y C). Como ya se explicd anteriormente, este aumento
en la absorbancia se debe al crecimiento celular, produccidn de metabolitos y a la muerte celular. Sin
embargo, se ha probado que esta Ultima no es la causa principal ya que la muerte celular puede disminuir la
absorbancia debido a la desintegracion de las células y la pérdida de integridad celular (Wang et al., 2018).
Por otro lado, las réplicas de la cepa P en el medio LB presentan una absorbancia discrepante entre ellas en
los ultimos tiempos del ensayo, mientras que las réplicas de la cepa NP en el mismo medio muestran
absorbancias similares entre si (Figuras 15 D y E). Esto puede deberse a las mutaciones aleatorias pueden
generar variabilidad genética dentro de una poblacién bacteriana (Elena & Lenski, 2003; Gutiérrez-Escobar et
al.,, 2019). Las interacciones intercelulares, como la cooperacion y la competencia, pueden influir en el
crecimiento y la fisiologia de las bacterias (Velicer & Lenski, 2009; Xavier et al., 2009), lo que podria explicar
las diferencias en la absorbancia observadas entre las réplicas de las cepas NP y P en medio LB.

La correlacién negativa entre la abundancia de E. coli y la absorbancia (Figuras 22 - 25), puede sugerir que,
durante la muerte celular, hay ruptura de la membrana citoplasmatica que provoca la liberacién de material
intracelular al medio como proteinas y ADN (Ramirez Agudelo & Rojas Lépez, 2010), lo que incrementa la
absorbancia de la luz. Sin embargo, la ausencia de un cultivo puro como se observa en los blancos, sugiere la
posibilidad de crecimiento de otros microorganismos que podria contribuir al aumento de la absorbancia. En
tal caso, E. coli debe competir con los microorganismos por fuentes limitadas de nutrientes y defenderse del

antagonismo del medio ambiente (Jang et al., 2017).

Para comprender completamente la viabilidad, es necesario establecer herramientas que midan estos
parametros de manera precisa y confiable (Boi et al., 2016). Como se menciond, el estandar de oro que se
utiliza para medir la viabilidad es el cultivo, que es econdmico y sencillo, pero una herramienta lenta,
retrospectiva y binaria (Buysschaert et al., 2016). Por lo tanto, estimar la diferenciacion y la heterogeneidad
dentro de una poblacién en relacién con la viabilidad requiere una combinacién de técnicas unicelulares
como la citometria, la caracterizacion molecular o la microscopia (Hastings & Wilson, 1976; Ericsson et

al.,2000; Jameson et al., 2003; Cangelosi & Meschke, 2014). En este sentido, la citometria de flujo es una
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técnica excelente, ya que ofrece analisis unicelular de varios pardmetros de manera de alto rendimiento con
velocidad y sensibilidad mejoradas (Buysschaert et al., 2016). En este estudio, se midio la viabilidad de los
microcosmos de ambas cepas donde se observé fluctuaciones a lo largo del ensayo (Figuras 17 y 19). Se
observaron eventos en los blancos, lo que sugiere contaminacién con otros microrganismos, lo que
probablemente sea la causa de estas fluctuaciones. Ademas, se describié que, en el medio LB, la réplica R2
de ambas cepas se comportd de manera similar al blanco, lo que indicaria la presencia de microorganismos
contaminantes. Esta contaminacién pudo ser causada por las condiciones del experimento como el
intercambio de oxigeno con la atmésfera, y la realizacién del ensayo en una atmdsfera no estéril o en la
manipulacion en el flujo de trabajo para la deteccién de la viabilidad. Debido a esto, no se puede tomar en
cuenta estos datos. Por otro lado, se ha utilizado un colorante eFluor Fixable Viability, que normalmente se
utilizan en células eucariotas y en un estudio reciente se observd que este tipo de marcador de viabilidad
fijable es trasladable para marcar células procariotas. Aunque, este método debe ajustarse dependiendo de
las caracteristicas de las cepas bacterianas y de las técnicas de microbiologia utilizadas en el laboratorio
(Servain-Viel et al., 2024). No obstante, en este trabajo, se observé una buena performance del colorante,
evidenciando su efectividad en el analisis de la viabilidad celular en las cepas estudiadas, lo que sugiere su
potencial aplicacion en futuros estudios microbiolégicos.

Por otra parte, no se observaron correlaciones significativas entre los recuentos en placa y los recuentos de
células mediante la citometria de flujo. Si bien, estudios previos mostraron una buena correlacidn entre la
técnica estandar (recuento de placas bacterianas) y la técnica de citometria de flujo en cultivos estériles
(Cassoli et al., 2007), la contaminacidon presente en las muestras pudo interferir en los resultados de
citometria. Ademas, es importante considerar que la técnica de citometria de flujo enumera todas las
bacterias contenidas en la muestra, mientras que la técnica estandar (recuento en placas cromogénicas)
enumera solo las bacterias de E. coli viables que pueden crecer en las condiciones del medio y de la
incubacidn (Cassoli et al., 2007). En particular, se utilizaron placas Petrifilm 24hs™ que poseen un medio de
cultivo selectivo y diferencial para E. coli (Bird et al., 2020), lo que refuerza la idea de que el recuento en placa

solo refleja las bacterias viables de esta especie.

En el futuro, podrian llevarse a cabo ensayos con E. coli marcadas con anticuerpos conjugados a fluorocromos
o proteinas fluorescentes. Esta técnica permitiria la identificacion selectiva de las bacterias de interés sin la
necesidad de mantener condiciones estrictas de esterilidad. Asimismo, se podria reemplazar el colorante de
viabilidad Efluor™ 780 por una metodologia cuantitativa basada en el uso de Yoduro de Propidio (PI) y
Naranja de Tiazol (TO). La combinacidn de estos colorantes ofrece la ventaja de diferenciar entre células vivas

y muertas: el TO tifie todas las células, mientras que el Pl solo penetra en aquellas que estan muertas (Gasol
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& del Giorgio, 2000). Ademas, el uso de microesferas estandar en citometria de flujo permitiria cuantificar
con mayor precision el nimero de bacterias vivas, muertas y totales (BD Biosciences, 2002), facilitando asi la

comparacién de los recuentos obtenidos mediante técnicas de cultivo en placa.

En este contexto, Banning et al. (2002) investigaron la supervivencia de E. coli en aguas subterraneas y
efluentes, empleando una combinacion de PI, la proteina fluorescente verde (GFP), y la enumeracion de
colonias. En su estudio, demostraron que la contratincidn con Pl no interfiere con la fluorescencia emitida
por GFP. Ademas, observaron una correlacion estrecha entre el numero de E. coli viables determinadas
mediante tincidon con Pl y el nUmero de E. coli cultivables, lo que respalda la utilidad de este método en

estudios de supervivencia bacteriana.

En la Figura 11 se demostré que una cepa comercial proveniente de un aislamiento clinico no sobrevivié en
las condiciones del experimento, lo que indica que las cepas ambientales y comerciales difieren en sus
mecanismos de crecimiento y supervivencia (Jang et al., 2017). Una de las posibles causas identificadas es la
temperatura de los microscosmos. En el tracto intestinal, la temperatura es estable y éptima para el
crecimiento de E. coli (36-40°C), mientras que la temperatura en el ambiente natural es generalmente mas
baja (<30°C). Sin embargo, la capacidad de supervivencia y crecimiento de E. coli en condiciones de
fluctuacion de temperatura puede variar segin el genotipo (Jang et al., 2017).

El pH también juega un papel crucial. En el experimento, el pH varié de 9 a 9,7 en agua de laguna (Figura
21A). Las cepas de E. coli comensales son resistentes a los acidos porque necesitan pasar a través del
ambiente de pH bajo del estémago animal/humano para llegar al tracto intestinal (Jang et al., 2017). Por lo
tanto, las cepas ambientales de E. coli podrian tener una ventaja selectiva en ambientes con pH alcalino.

La concentracidn de oxigeno disuelto en el agua es otro factor significativo. Valores menores de 5 mg/I
pueden estresar la vida acudtica y tener un efecto perjudicial sobre los organismos vivos del ecosistema
acuatico (Momba et al., 2006). En el intestino, las condiciones son anaerdbicas o microaerofilicas, mientras
qgue, en muchos ambientes naturales, las condiciones pueden variar de aerdbicas a anaerdbicas. Por lo tanto,
las cepas ambientales de E. coli pueden estar mejor adaptadas para crecer y sobrevivir en presencia de
oxigeno y manejar el estrés oxidativo asociado.

Ademds, los componentes quimicos vertidos en los sistemas acudticos superficiales, provenientes de residuos
agricolas, animales y residuales (Marucci et al., 2011), también pueden afectar la supervivencia diferencial.
Estos componentes son menos comunes en el ambiente intestinal, lo que podria explicar la menor resistencia

de las cepas comerciales.
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Las biopeliculas formadas por E. coli en superficies en ambientes acudaticos son un factor bien conocido que
contribuye a la persistencia de E. coli en ambientes naturales (Lee et al., 2006). Estas matrices protegen a las
bacterias de condiciones ambientales hostiles como la radiacidn ultravioleta, la desecacidn, los depredadores
protozoarios y productos quimicos, incluidos antibidticos y desinfectantes (McDougald et al., 2011). Esta
capacidad de formar biopeliculas no solo aumeta la supervivencia de E. coli, sino que también les proporciona
una ventaja competitiva en este entorno.
6.3. Analisis de la concentracién de nutrientes en los microcosmos con agua de laguna

Se ha documentado una correlacidn positiva entre la presencia de E. coli y los niveles de nutrientes (amonio,
PRS, PT) en arroyos urbanos (Surbeck et al., 2010), siendo principalmente los nutrientes solubles (e.g.,
amonio, fésforo) los que ejercen una influencia positiva sobre el crecimiento y la supervivencia de E. coli en
estas aguas (Surbeck et al., 2010). Esta asociacién sugiere que las bacterias acudticas pueden utilizar dichos
compuestos como nutrientes (Handler et al., 2006; Surbeck et al., 2010). En este estudio, se evalud la
concentracion de nutrientes totales y disueltos antes y después de autoclavar el agua de la laguna (Tabla 2),
asi como al finalizar los ensayos de microcosmos realizados con dicha agua (Tabla 4). Durante el proceso de
autoclave, se liberan nutrientes de algas y otros organismos presentes en la muestra (Suzuki et al., 2019), lo
que sugiere que la concentracion de nutrientes en el agua autoclavada debe ser igual o superior. Esta
tendencia se evidencié en las concentraciones de PT y PRS (Tabla 2); sin embargo, en el caso del NKT, se
observo lo contrario. Antes de la autoclave, el valor fue de 1,40 mg/I, mientras que tras el tratamiento fue de
1,10 mg/l. Aunque se registraron diferencias, no es posible determinar su significancia estadistica debido a la
falta de réplicas. Se sospecha que esta discrepancia podria atribuirse a errores en la manipulacién de la
técnica.

Por otra parte, los resultados evidenciaron un incremento en las concentraciones de nutrientes al finalizar los
experimentos (Tabla 4) con respecto al agua autoclavada utilizada al inicio (Tabla 2). Esto podria atribuirse a
que las bacterias descomponen la materia organica presente en el agua de laguna (Gocke et al., 2003),
liberando nutrientes como fdsforo y nitrégeno en formas mas solubles. Otra posible causa seria la lisis de las
células bacterianas, lo cual conllevaria a un aumento en la liberacidon de nutrientes intracelulares (Smakman
& Hall, 2022) al medio acuatico. Adicionalmente, se registré un incremento en la concentracion de NTK en las
muestras con cepas bacterianas en comparacién con el blanco. Este aumento podria deberse a la respiracion
anaerdébica de las bacterias, en la cual se utilizaron nitratos como aceptores de electrones (Pianetti et al.,

2005).
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6.4. Analisis de las variables fisico-quimicas en los ensayos de microcosmos

Segun otros estudios, E. coli puede crecer en un amplio rango de pH, desde 4,4 hasta 9,0, con un pH éptimo
de 6,0y 7,0 (Stancik et al., 2002; Matheus et al., 2016). El rango de pH en los microcosmos de agua de laguna
fue de 9,04 a 9,69 (Figura 21A), superiores al rango dptimo. Se observd que el pH se correlacionaba
negativamente con la persistencia de E. coli en muestras de agua de laguna (Figuras 22 y 23), coincidente a
lo obtenido por Pearson et al. (1987) y Ding et al. (2018). El pH del agua puede afectar indirectamente a la
comunidad de E. coli al cambiar las propiedades fisico-quimicas del agua, incluida la disponibilidad de
nutrientes, la solubilidad de metales catidnicos (por ejemplo, oligoelementos), las caracteristicas del carbono
organico (por ejemplo, acidos organicos de bajo peso molecular) y la conductividad eléctrica, que podrian
ejercer una influencia mas directa sobre la estructura de la comunidad bacteriana (Leclerc et al., 2002). El pH
del agua también podria estresar y seleccionar directamente diferentes taxones de bacterias acuosas. Los
microbios del agua mds sensibles a los cambios de pH pueden morir mas rdpidamente que los mas tolerantes
(Cabral, 2010). Los valores extremos de pH pueden suponer un estrés significativo para determinados
taxones, mientras que otros pueden tener una mayor tolerancia, como se describe en trabajos relacionados
(e.g., Ma et al., 2013). Esto podria respaldar la mayor supervivencia de la cepa NP en los microcosmos con

agua de laguna.

Por otra parte, se ha reportado que los coliformes fecales, como E. coli, mueren mas rapidamente cuando el
pH supera los 8,50, incluso en condiciones ricas en nutrientes. Esto sugiere que el pH influye
significantivamente en la supervivencia de estas cepas en los sistemas de agua (Pearson et al., 1987).

En la Figura 21A, se observd que el pH en los controles positivos de crecimiento en medio LB varié entre 7,30
a 9,28 y que en el ultimo tiempo (T133) decayd a 8,50 en ambas cepas. El medio LB incluye triptona, extracto
de levadura y cloruro de sodio. Estos componentes tienden a mantener un pH mas neutro (alrededor de 7,0
a 7,50) cuando se preparan y esterilizan (Garboza et al., 2011). Los dos ingredientes organicos del medio
Luria-Bertani, ambos digeridos enzimaticos, son ricos en oligopéptidos. E. coli tiene varias permeasas de
oligopéptidos y peptidasas con una amplia gama de especificidades (Miller, 1996), lo que le permite recuperar
aminodcidos libres de muchos oligopéptidos. Los aminoacidos catabolizables recuperados de estos
oligopéptidos son las principales fuentes de carbono en el caldo Luria-Bertani, lo que explica la alcalinizacion
del medio durante el crecimiento (Sezonov et al., 2007). Como se ha informado anteriormente, E. coli
cultivada en medio LB puede generar cambios graduales en el pHy la disponibilidad de azucar. Estos cambios,
a su vez, tienen un impacto significativo en la heterogeneidad celular y los perfiles de expresién genética de
las poblaciones microbianas (Smith et al., 2018). Ademas, algunas bacterias tienen la capacidad de modificar

el pH de un medio con amortiguacion limitada como el medio LB por los compuestos producidos durante su
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crecimiento (Buckman & Buckman, 1991), lo que significa que su pH puede fluctuar mds facilmente con la
actividad bacteriana y la produccion de metabolitos acidos o alcalinos. La caida del pH a los 133 dias sugiere
la acumulacién de productos metabdlicos dcidos o una disminucién en la actividad bacteriana que afecta el
equilibrio quimico del medio. Se ha demostrado que la toxicidad de los acidos organicos es causada
principalmente por la concentracion de iones de hidrégeno en el medio, es decir, el pH, y en segundo lugar y
el factor mas importante, por la accidon de la molécula no disociada (Nyati, 2000; Phan-Thanh et al., 2000).
Los acidos no disociados pueden penetrar en la célula, reduciendo el pH intracelular y provocando asi
inhibicién (Houtsma et al., 1996).

Por otra parte, se observd que el blanco en este medio tuvo fluctuaciones del pH a lo largo del tiempo,
llegando a aumentar de 7,30 2 9,59. En el control se esperaba un pH neutro como se describié anteriormente,
sin embargo, aumento a un pH alcalino. Puede deberse a la composicidn del medio, la triptona y el extracto
de levadura pueden descomponerse lentamente, liberando productos que alteren el pH o también puede
haber evaporaciéon de agua durante el almacenamiento, aunque minima, podria concentrar los solutos en el
medio LB, alterando su equilibrio quimico y elevando el pH. Ademas, este aumento podria deberse a la
contaminacién del medio con otras bacterias.

A su vez, se observd que el pH correlaciond negativamente con la abundancia de E. coli en medio LB (Figuras
24 y 25). Se sabe que E. coli no puede crecer cuando el pH externo excede 9 (Neidhardt et al., 1990) ya que
puede afectar la funcién enzimdtica, la permeabilidad de la membrana, la acumulacién de metabolitos

toxicos, la regulacién genética y la disponibilidad de nutrientes (Sanchez-Clemente et al., 2020).

La conductividad eléctrica representa la capacidad del agua para conducir una corriente eléctrica, que a su
vez estd asociada con la concentracion de sal total en solucién (Kong et al., 2012). La conductividad en el agua
se ve afectada por la presencia de sélidos inorganicos disueltos como aniones cloruro, nitrato, sulfato y fosfato
(iones que llevan una carga negativa) o cationes de sodio, magnesio, calcio, hierro y aluminio (iones que llevan
una carga positiva) (EPA, 2012). La actividad bacteriana es sensible a los niveles de sal del agua y la salinizacion
del agua dulce puede disminuir la supervivencia de los macroinvertebrados bentdnicos y cambiar las
comunidades macrobidticas (Kefford et al., 2003; Szdcs et al., 2014; Timpano et al., 2018). En este estudio la
conductividad varié de 6500 a 6700 uS/cm en agua de laguna (Figura 21B) encontrandose dentro del rango

tipico para las lagunas de la regién (2600 — 7210 uS/cm) (Quiroga, 2020; Schiaffino et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, la alta concentracidn de sales provoca la disminucién de la supervivencia
de E. coli causando estrés hiperosmatico y la inactivacion de procesos celulares cruciales (Troussellier et al.,

1998), lo que puede llevar a una disminucidn en su viabilidad y reproduccién (DeVilbiss et al., 2021).
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Por otra parte, las cepas pueden tener diferentes tolerancias a las condiciones de alta conductividad. Esto se
evidencia en el hecho de que la cepa NP aumentd al final del ensayo y tuvo una mayor supervivencia (Figura
21B). Se observo que la conductividad de las cepas varié entre 18400 y 24000 uS/cm en medio LB. El medio
LB es rico en nutrientes (Garboza et al.,, 2011) y puede tener una alta conductividad inicial debido a su
composicion idnica (sales, extracto de levadura, triptona).

Las bacterias también liberan diversos metabolitos y productos de desecho (Sezonov et al., 2007), algunos de
los cuales son idnicos y pueden incrementar la conductividad. El hecho de que los valores de conductividad
en los microcosmos con E. coli sean ligeramente mas altos en su maximo (24000 puS/cm) en comparacion con
el blanco (23100 uS/cm) sugiere que la actividad bacteriana introduce una variabilidad adicional en la
composicion idnica del medio.

En ambos medios, se observé que la conductividad se correlacioné negativamente con la abundancia de las
cepas de E. coli (Figuras 22 - 25). Esto concuerda con He et al. (2007), quienes informaron que los altos niveles
de conductividad en la corriente de agua superficial proporcionan una alta concentracién de sal que inhibe
el crecimiento bacteriano o incluso dafia los microorganismos. Ademas, puede deberse a factores ya
mencionados como la liberacién de iones durante el metabolismo celular que aumentan la conductividad,
pero también crean un ambiente inhdspito. Este aumento puede causar estrés osmotico, inhibiendo el
crecimiento bacteriano (Troussellier et al., 1998). Ademas, la produccion de sustancias toxicas o inhibidoras
como subproductos del metabolismo puede acumularse en el medio, afectando negativamente el

crecimiento bacteriano.

7. CONCLUSION

e Se demostrd que las dos cepas no solo sobrevivieron en estos entornos acuaticos, sino que pudieron
multiplicarse. Asimismo, la cepa NP de E. coli pudo adaptarse y reproducirse con mas facilidad.

e Ambas cepas tuvieron la capacidad de sobrevivir y reproducirse en un medio nutricionalmente rico,
aunque esta capacidad se vio restringida dentro de un periodo de tiempo determinado.

e lapersistencia de las cepas en los ambientes acuaticos destaca laimportancia del monitoreo y control
de E. coli y cuestionan su uso como indicador de la contaminacion fecal ambiental. En la medida en
que las FIB crezcan en el medio ambiente, probablemente tendran poco valor como centinelas de la
contaminacion fecal o como predictor de enfermedadestransmitidas por agua de uso recreativo.

e La cepa comercial no sobrevivié en las condiciones del experimento, lo que indica que las cepas
ambientales y comerciales difieren en sus mecanismos de supervivencia.

e La SGC permitid laidentificacion detallada de los genes de virulencia, serotipos y genes de resistencia

a antimicrobianos de la cepa P, confirmando su género y especie. Sin embargo, para identificar
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diferencias gendmicas y deducir genes que podrian estar involucrados en la supervivencia, se
recomienda secuenciar el genoma completo de la cepa NP y la cepa comercial pertenece a un
aislamiento clinico testeada.

e lalaguna El Carpincho, caracterizada como hipereutrofica, proporciona un entorno rico en nutrientes
gue favorece la supervivencia de E. coli. La esterilizacidon del agua antes del ensayo también liberd
nutrientes adicionales, contribuyendo a un ambiente alin mas propicio para el crecimiento
bacteriano.

e La concentracién de nutrientes, el pH y la conductividad del agua de laguna estuvieron relacionados
con la abundancia de E. coli en los microcosmos de agua de laguna.

e lacitometria de flujo y la estimacion de la concentracion bacteriana DOgoo demostraron ser métodos
complementarios, aunque subdptimos para cuantificar la abundancia de E. coli debido a su falta de

selectividad para esta bacteria.
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