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Evaluacion de la influencia de Escherichia coli sobre los estados inmaduros
de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) en Girardot, Colombia

Assessment of the influence of Escherichia coli on the immature stages of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
in Girardot, Colombia

LINA MARCELA GARAY-GUTIERREZ!, GABRIEL PINILLA-AGUDELO?, DIANA CAROLINA
GARCIA-SANCHEZ? y JULIANA QUINTERO-ESPINOSA*

Resumen: Las poblaciones bacterianas se encuentran de manera frecuente en el agua, especialmente en estanques y
aguas residuales de zonas urbanas y rurales. Sus abundancias parecen tener efecto sobre la presencia de inmaduros de
algunos insectos acuaticos como mosquitos. En el presente estudio se busco establecer la relacion entre los estados
inmaduros de Aedes aegypti y la presencia de Escherichia coli en depdsitos de agua potable de la ciudad de Girardot,
Colombia. Para ello se realizé un muestreo aleatorio de 30 reservorios en diferentes casas, la mitad de ellos con presen-
cia de diferentes cantidades de inmaduros de Ae. aegypti. En todos los casos se tomaron muestras para hacer recuentos
directos de E. coli en placas de 3M™ Petrifilm™ Aqua. Se realizaron pruebas estadisticas no paramétricas para deter-
minar diferencias y correlacionar las poblaciones de bacterias y vectores. Se encontrd una relacion significativa entre el
numero de UFC mL" de E. coli y las abundancias de los inmaduros de Ae. aegypti. Se establecio que hubo diferencias
en las abundancias bacterianas entre depdsitos con cantidades bajas, moderadas y altas de inmaduros del mosquito.Se
verificd que el aumento en el nimero de larvas y pupas del vector fue superior en la medida en que las muestras de agua
contenian mayor cantidad de E. coli.
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Abstract: Bacterial populations are common in water, especially in ponds and sewage in urban and rural areas.Their
abundance seems to affect the presence of some immature aquatic insects.This study aimed to establish the relationship
between immature Aedes aegypti states and the presence of Escherichia coli in drinking water reservoirs in the city of
Girardot, Colombia. Therefore, a random sampling of 30 water containers in different houses, half of them with the pre-
sence of different quantities of immature Ae. aegypti, was made. In all cases, samples were taken in order to make direct
counts of E. coli in 3M™ Petrifilm™ Aqua. Nonparametric statistical tests were performed to determine differences and
to correlate bacterial populations and vectors. It was found that there is a significant relationship between the number
of CFU ml! of E. coli and the abundance of immature Ae. aegypti. It was established that there were differences in bac-
terial abundances between deposits with low, moderate, and high amounts of immature mosquitoes. It was verified that
the increase in the number of larvae and pupae of the vector was higher as water samples had higher amounts of E. coli.
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Introduccion

Las poblaciones bacterianas se encuentran de manera fre-
cuente en el agua, especialmente en estanques y aguas resi-
duales de zonas urbanas. Dentro de las poblaciones bacteria-
nas el grupo de las enterobacterias juega un papel importante
en el ciclo de reproduccion de diferentes mosquitos (Minard
et al. 2013). Este es el caso de dedes aegypti (L., 1762) (Dip-
tera: Culicidae), un mosquito doméstico originario de Africa
(Ponnusamy et al. 2010), del cual aun existen cepas silves-
tres (Powell y Tabachnick 2013). Ae. aegypti es el principal
vector de virus que producen enfermedades como dengue,
chikungunya y zika, cuya distribucion actual es, principal-
mente, tropical y subtropical. En estas regiones del mundo
el mosquito encuentra las condiciones ambientales propicias
para su reproduccion y expansion poblacional (Fernandez et
al. 1998). Las hembras ponen los huevos en las paredes se-
cas muy cerca de la superficie del agua, donde hay menor
incidencia de la radiacion solar directa (Joy et al. 2010). Las
investigaciones en Tailandia, Laos y Malasia han demostrado
la influencia de las bacterias en la ovoposicion de Ae. aegypti

en aguas contaminadas (Dada et al. 2013; Arbaoui y Chua
2014; Dada et al. 2014).

El dengue es una enfermedad endémica y en ocasiones ha
alcanzado caracteristicas epidémicas en mas de 100 paises de
zonas tropicales de América, Africa y Asia, donde la preva-
lencia esta asociada a su principal vector, Ae. aegypti (Gon-
zélez et al. 2007; Maestre et al. 2010; Mohammed y Chadee
2011). La incidencia de esta infeccion ha aumentado extraor-
dinariamente en todo el mundo en los Gltimos afios, como
lo muestran los datos de Brady et al. (2012) y Bhatt et al.
(2013). Aproximadamente 3.900 millones de personas de 128
paises corren el riesgo de contraer la enfermedad (Brady et
al. 2012) y se estima que se producen 390 millones de infec-
ciones por dengue cada afio (Bhatt ez al. 2013), de los cuales
96 millones se manifiestan clinicamente (independientemen-
te de la gravedad de la enfermedad). En Colombia, en 2014 se
notificaron 110.473 casos y de estos 107.696 (97,5 %) fueron
de dengue y 2.777 (2,5 %) de dengue grave (antes denomina-
do hemorragico). Para 2015 se informé de 294 muertes pro-
bables por dengue, 88 de ellas confirmadas (INS 2014). Estos
casos de dengue y dengue grave se han registrado en el pais
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desde 1978 (Suarez et al. 2009). Ademas del dengue, Ae. ae-
gypti transmite virus causantes de otras enfermedades como
la fiebre amarilla urbana, el chikungunya y el zika (Marchette
et al. 1969; Martinez y Gémez 2014). En el transcurso del
primer trimestre de 2015 se registraron 1.379.788 casos y 191
muertes por chikungunya en el continente americano (OMS
2015). Estos datos resaltan la urgencia de encontrar alterna-
tivas de control vectorial que sean eficaces y que permitan
disminuir la transmision de estas enfermedades.

La ciudad de Girardot presenta las condiciones ambien-
tales y demograficas adecuadas para el desarrollo del mos-
quito y la transmision de los virus (Suarez et al. 2009). Es
uno de los municipios catalogados como hiperendémicos
para dengue en el pais, debido a que aporta casi el 50 % de
los casos de esta enfermedad en Cundinamarca (Padilla y
Rojas 2012). Estudios recientes han evidenciado que mas
del 90 % de la productividad de estadios inmaduros para
esta especie se da en recipientes ubicados en el interior de
las viviendas. La costumbre de almacenar agua, que se debe
mas a aspectos culturales que a recortes en el suministro,
incide directamente en el éxito bioldgico de Ae. aegypti a
nivel local (Suarez et al. 2009; Padilla y Rojas 2012; Gar-
cia-Betancourt et al. 2015).

En estudios internacionales se han encontrado relaciones
positivas entre E. coli y la ocurrencia de estadios inmaduros
de Ae. aegypti (Dada ef al. 2013). En Colombia, a pesar de las
numerosas investigaciones llevadas a cabo sobre enfermeda-
des de trasmision por mosquitos vectores, los estudios para
determinar el vinculo entre las condiciones microbioldgicas
del agua y el ciclo de vida de Ae. aegypti son pocos y han
tratado el tema bacteriano de manera indirecta. Por ejemplo,
el trabajo realizado en Leticia, amazonia colombiana, por
Carvajal et al. (2009) mostr6é que las abundancias de Ae. al-
bopictus se relacionaron positivamente con algunos taxones
de invertebrados y de microalgas (bacilaroficeas, cloroficeas
y cianoficeas), pero no se evaluaron las bacterias. En escue-
las primarias rurales de La Mesa y Anapoima en Cundina-
marca, Overgaard ef al. (2014) utilizaron la presencia de E.
coli como indicador para el riesgo de infecciones diarreicas
y sugieren que los recipientes utilizados para almacenar agua
pueden ser el vinculo entre la diarrea y el dengue, si bien no
estudiaron los nexos directos entre las abundancias de bacte-
rias y de mosquitos.

El presente trabajo preliminar es el primero en Colom-
bia que busca determinar de manera directa si la presencia
de E. coli en depositos domésticos de almacenamiento de
agua potabilizada (categorizados como tipo alberca) esta
relacionada positivamente con el nimero de larvas y pupas
de Ae. aegypti en tales recipientes, en zonas urbanas de la
ciudad de Girardot, donde el dengue es endémico (Padilla
y Rojas 2012). Esta informacion podria ayudar a orientar
posteriores estudios para el control del agente transmisor de
esta enfermedad.

Materiales y métodos

Area de estudio. La investigacion se realizo en la zona urba-
na de la ciudad de Girardot, departamento de Cundinamarca,
localizada en las coordenadas 4°18’18”N y 74°48°06”0, a
290 msnm. La temperatura media es de 33 °C, la humedad
relativa promedio es de 67 % y la precipitacion media anual
es de 1.230 mm (CAR 2012). La seleccion de las casas para
la recoleccion de informacion se hizo aleatoriamente dentro

de un grupo de 2.000 hogares que hicieron parte del “Estudio
multi pais con enfoque Eco-Bio-Social en enfermedades de
Dengue y Chagas en Latino América y el Caribe”(Quintero et
al. 2014), lo que facilité el acceso a las viviendas.

Muestreo. De acuerdo con Quintero et al. (2014) y Alcala
et al. (2015), las albercas y tanques bajos de la ciudad de
Girardot aportan mas del 87 % de las pupas de Ae. aegypti en
las viviendas de los conglomerados visitados. Para el mues-
treo, realizado en agosto de 2013, se escogieron albercas bajo
techo que no estuvieran intervenidas con ningin agente qui-
mico o bioldgico y que pertenecieran a la categoria tipo 2
propuesta por Alcala et al. (2015) (construidas en cemento
y sin divisiones). Los estanques seleccionados tuvieron una
capacidad de almacenamiento entre 500 y 800 L, la tempera-
tura promedio del agua fue 28,5 °C, la conductividad fluctud
entre 132 y 135 uS em™' y la saturacion de oxigeno vari6 en-
tre 79 y 85 % (datos de un estudio simultaneo realizado por
Garcia, 2015). La toma de muestras microbioldgicas se hizo
en frascos de vidrio de 100 mL, previamente esterilizados,
los cuales se introdujeron en el centro de cada estanque, se
abrieron a 15 cm de profundidad y se cerraron antes de sacar-
los del agua. Estas muestras se colectaron en 30 depositos de
agua, 15 de ellos con presencia de estados inmaduros de Ae.
aegypti (los cuales fueron confirmados taxondmicamente) y
15 sin la ocurrencia del vector. Los frascos de ambos tipos de
albercas se etiquetaron y se mantuvieron refrigerados a 4 °C
en neveras de poliestireno hasta su analisis en ¢l laboratorio
de microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana, el
cual se realizd en las siguientes 6 h después del muestreo.
Simultaneamente con el muestreo bacterioldgico, se estimé
la abundancia de Ae. aegypti en los depodsitos de agua con
presencia del mosquito mediante estimacion visual de la can-
tidad de larvas y la determinacion indirecta del ntimero de
pupas siguiendo el método de barrido establecido por Rome-
ro-Vivas et al. (2007).

Identificacion y cuantificacion de E. coli. En el laboratorio
cada muestra se sembrd por recuento directo en una Placa
3M™ Petrifilm™ (3M 2015) Aqua de coliformes para re-
cuento de E. coli, para lo cual se utilizo 1 mL de agua. Las
placas se incubaron a 35-37 °C durante 24 h. Cuando E. coli
estd presente, las colonias en las placas 3M™ Petrifilm™
se tifien de azul, debido a que éstas tienen un indicador de
la actividad de la glucuronidasa y E. coli posee la enzima
beta-glucuronidasa, lo cual facilita la identificacion y cuanti-
ficacion de las unidades formadoras de colonias (UFC). Este
método simplificado reemplaza la técnica tradicional, en la
que se filtran 100 mL en una membrana que posteriormente
se siembra en agar chromocult (APHA et al. 2005) y tiene
resultados igualmente confiables y estadisticamente similares
(Vail et al. 2003; Schraft y Watterworth 2005), incluso en
muestras de suelo (Samarajeewa et al. 2010), con costos y
tiempos menores.

Analisis estadistico. Se utilizaron las correlaciones de
Spearman y Kendall para conocer el grado de asociaciéon en-
tre el nimero de E. coli y la abundancia de inmaduros de A4e.
aepypti. Esta ultima variable se trabajé como intervalos de
abundancia. Los intervalos establecidos se basaron en un tra-
bajo similar realizado en Tailandia (Strickman y Kittayapong
2002), en el que se crearon tres categorias de infestacion del
mosquito, que definen la densidad de larvas encontradas en
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cada uno de los depositos. Las agrupaciones fueron: densi-
dad baja (1-9 individuos por alberca), densidad moderada
(10-50 individuos) y densidad alta (> 50 individuos). El test
de Kruskal-Wallis permiti¢ establecer las diferencias signi-
ficativas en la mediana del nimero de UFC mL™ entre los
intervalos de abundancia mencionados de Ae. aegypti para el
grupo de albercas con presencia del vector. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS version
22 (IBM 2015).

Resultados

El analisis microbiolégico de las muestras de agua permitio
identificar las colonias de E. coli en los depdsitos de agua con
y sin presencia de Ae. aegypti (Tabla 1). Se observa que las
muestras con un intervalo alto de infestacion del mosquito tu-
vieron un promedio superior de UFC de E. coli y que a mayor
nimero de bacterias hubo un mayor nimero de inmaduros
del culicido en los depositos de agua (Fig. 1). En los depo-
sitos sin presencia de inmaduros del mosquito la cantidad de
UFC de E. coli fue extremadamente baja o ausente en la ma-
yoria de los casos (Tabla 1). Segtin las pruebas estadisticas de
Spearman y Kendall, existe una correlacion significativa en-
tre los intervalos de estados inmaduros y el nimero de UFC
mL" de E. coli (Rho de Spearman = 0,741, P = 0,002; Tau de
Kendall = 0,668, P = 0,004).

La prueba de Kruskal-Wallis realizada para los tres inter-
valos establecidos, rechaza la hipdtesis nula de igualdad de
las medianas de las abundancias de UFC ml! de E. coli en to-
dos los casos. Para la comparacion de las abundancias de bac-
terias entre los intervalos bajo y moderado de densidad de A4e.
aegypti, se obtuvo un p-valor menor al nivel de significancia
del 5 % (H=5,33; P=0,0114), lo que implica el rechazo de
la hipdtesis de igualdad. Similares resultados se obtuvieron al
comparar el intervalo bajo con el alto (H="7; P=10,0049) y el
intervalo moderado con el alto (H=7; P =0,0043).

Discusion

Varias investigaciones fuera de Colombia relacionan las
bacterias con las distintas fases de desarrollo de los mos-
quitos y con la influencia que ejercen para atraerlos a de-
terminados sustratos de ovoposicion (Trexler et al. 2003;
Lindh et al. 2008; Ponnusamy et al. 2008; Ponnusamy et
al. 2010). Aunque las hembras gravidas de 4e. aegypti ovi-
positan preferentemente en aguas limpias (Nelson 1986),
se conoce que también pueden hacerlo en reservorios con
diferentes grados de contaminacion, como cajas de regis-
tro, alcantarillas y drenajes (Marquetii 2008). Al parecer la
presencia de materia organica favorece la actividad bacte-
riana y por tanto la atraccion de los mosquitos (Rejmankova
et al. 2005). En el presente caso, las albercas domésticas
muestreadas almacenaban agua potabilizada, de manera que
pueden considerarse en general limpias, aunque con posible
contaminacion organica. El uso que hacen los habitantes de
este tipo de recipientes (limpieza del hogar, lavado de ropa
y de elementos de cocina en algunos casos) puede significar
una fuente externa de materia organica en el agua (Garcia-
Betancourt et al. 2015).

La relacion positiva que se observo en este estudio entre
la presencia de E. coli y la cantidad de individuos inma-
duros de Ae. aegypti puede estar influenciada por algunos
compuestos que son fermentados por las bacterias, las cua-
les emiten gases que atraen a las hembras del mosquito. Es-
tas ovipositarian preferentemente en las albercas contami-
nadas con la bacteria, de manera similar a como fue descrito
para Anopheles (Rejmankova et al. 2005). Algunos de esos
compuestos atrayentes producidos por las bacterias son el
3-metil-1-butanol, el 2-metil-3-decanol, el acido decandi-
co, el acido carboxilico, el fenilmetanol y el 2-feniletanol
(Ikeshoji et al. 1975; Rejmankova et al. 2005; Leroy et al.
2011). Se ha demostrado que algunos acidos carboxilicos y
ésteres metilicos especificos de origen bacteriano son po-

Tabla 1. Numero de UFC mL"! de Escherichia coli ¢ intervalos de infestacion de Aedes aegypti en depositos
de agua positivos (+) y negativos (-) para la presencia del vector.

Positivos illlr:l:;rrlgs Negativos (N° ?l:):lg(;)llll‘os
(UFC ml") E. coli Ae. aegypti (UFC ml") E. coli Ae. aegypti)
1(+) 11 Moderado 1(-) 0 0
2(+) 10 Moderado 2(-) 0 0
3(H) 11 Alto 3() 0 0
4(+) 9 Bajo 4(-) 0 0
5(+) 8 Bajo 5(-) 0 0
6(+) 11 Moderado 6(-) 0 0
74 12 Alto 76) 1 0
8(+) 10 Alto 8(-) 1 0
9(+) 1 Alto 9(-) 0 0
10(+) 12 Alto 10(-) 0 0
11(+) 9 Moderado 11(-) 0 0
12(+) 10 Moderado 12(-) 0 0
13(+) 10 Bajo 13(-) 0 0
14(+) 11 Moderado 14(-) 0 0
15(+) 9 Bajo 15(-) 1 0
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Figura 1. UFC mL"' de Escherichia coli vs. los diferentes intervalos de
los estados inmaduros de Aedes aegypti.

tentes kairomonas (sustancias quimicas liberadas por una
especie y que afectan positivamente a otras especies) para la
oviposicion de las hembras gravidas de de. aegypti (Leroy
et al. 2011). Las diferencias significativas entre las densi-
dades de E. coli en los distintos intervalos de abundancia
de Ae. aegypti halladas en Girardot, parecen sefialar que a
muy bajas cantidades de enterobacterias (menos de 10 UFC
mL") el efecto de atraccion sobre las hembras de mosquito
es escaso. Se necesitaran ensayos experimentales para con-
firmar esta suposicion.

Algunos estudios indican que, por el contrario, la ovo-
posicion de Ade. aegypti se reduce cuando esta presente E.
coli (Hasselschwert y Rockett 1988). Sin embargo, nuestros
resultados, aunque preliminares, se asemejan a los hallazgos
de Dada ef al. (2013) en Tailandia y Laos, quienes encontra-
ron que el nimero de bacterias estuvo directamente relacio-
nado con el numero de larvas en los depdsitos de agua. En
esa investigacion las condiciones fueron similares a las del
presente estudio, pero dichos autores evaluaron varios tipos
de recipientes, como floreros, albercas, llantas, cisternas,
etc. Nuestra exploracion se llevo a cabo en una sola locali-
dad (Girardot- Cundinamarca) bajo circunstancias analogas
a las de Tailandia y Laos (Dada ef al. 2013), aunque solo en
albercas de un mismo material. Incluso con estas restriccio-
nes en los tipos de reservorios y en la cantidad de muestras,
los resultados preliminares logrados en Girardot mostraron
que existe un efecto positivo de las enterobacterias sobre las
abundancias de individuos inmaduros del mosquito.

Muchos organismos causantes de enfermedades (bacterias,
virus, protozoarios) se desarrollan en depositos de agua conta-
minados con heces (Borbolla-Sala ez al. 2005). El uso del agua
de estos reservorios puede provocar la transmision de infeccio-
nes (Bisset 2002; Borbolla-Sala ez al. 2005). Los recipientes
de almacenamiento de agua para uso doméstico, muy frecuen-
tes en Colombia (Suarez et al. 2009; Garcia-Betancourt ef al.
2015), sirven de fuente comtn para el dengue, para otras enfer-
medades transmitidas por mosquitos como la malaria, la fiebre
amarilla y el virus del nilo y para afecciones disentéricas debi-
das a la mala recoleccion del agua y a inadecuadas practicas de
almacenamiento (Overgaard et al. 2014).Ante esta situacion,
los resultados del presente estudio hacen pensar que un control
de las bacterias coliformes podria ayudar a reducir la inciden-

cia del mosquito vector. Esto es aun mas importante si se tiene
en cuenta que en algunas regiones de Colombia como el depar-
tamento de Atlantico, las hembras de Ae. aegypti se han vuelto
resistentes a insecticidas como propoxur, fenitrotion, DDT y
lambdacia - lotrina (Maestre ef al. 2010).

La mayor abundancia de formas inmaduras de Ae. aegypti
en los depositos donde se increment6 el numero de UFC de E.
coli puede indicar un aseo deficiente de las albercas. Podria
ser necesario aumentar la frecuencia con que se limpian estos
reservorios, dado que, como se vio en este trabajo, la densi-
dad de bacterias coliformes parece condicionar la cantidad de
mosquitos. Es factible pensar que la relacion positiva entre
enterobacterias y formas inmaduras del vector hallada en Gi-
rardot podria darse en otras regiones de Colombia, donde las
condiciones climaticas, geograficas y socioecondmicas sean
comparables. Si esto es asi, quiza seria conveniente que los
planes de control de este vector en depdsitos de agua domés-
tica de estas regiones contemplen también el control de las
bacterias entéricas.

El estudio de 30 depdsitos no es suficiente para llegar a
conclusiones definitivas, pero permite ver una tendencia cla-
ra. Se requerira aumentar el numero de casos para que abar-
quen diferentes clases de recipientes y distintas regiones de
Colombia, y asi disponer de una base numérica mas amplia
que permita realizar un analisis estadistico mas robusto y de-
finitivo. Los datos obtenidos son preliminares y pueden exis-
tir sesgos en los resultados alcanzados. Es por ello que en
estudios posteriores sera necesario incrementar el nimero de
unidades muestrales y profundizar en las condiciones fisico-
quimicas, bidticas y de uso de los depdsitos de agua, que pue-
dan interactuar en el crecimiento de las larvas de Ae. aegypti
y en el incremento de E. coli. Se requerira el control de va-
riables como temperatura, oxigeno disuelto, conductividad,
oxidorreducion, pH y presencia de otros microorganismos,
entre otras, a fin de esclarecer el papel de E. coli. Igualmente,
se precisara definir si el recambio de agua, el lavado de los
reservorios y los tipos de uso de las albercas tienen relacion
con la probable contaminacidn bacteriana, y por tanto con la
presencia de los estadios inmaduros de este culicido.
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