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RESUMEN

OBJETIVO: Identificar animales silvestres como reservorios de Escherichia coli enteropatégena atipica (aEPEC).
MATERIALES Y METODOS: Se analizaron los factores de virulencia de aEPEC (eae y bfp) en 263 muestras de E. coli
aisladas de 260 animales silvestres capturados en tres municipios del Estado de Paré (Marabd, Parauapebas y Canad
dos Carajés) de marzo de 2008 a diciembre de 2009. Los métodos de investigacién aplicados fueron la PCR, utilizando
primers especificos, seguida de la secuenciacién del gen eae. RESULTADOS: Entre las 263 muestras de E. coli evaluadas,
se observaron 3,04% (8/263) como aEPEC, con 2,66% (7/263) en roedores y 0,4% (1/263) en marsupiales. Entre
las muestras analizadas, se observé la presencia de cuatro variantes de infimina: B1 (muestras 574, 812 y 813), B2
(muestra 630),  (muestras 445 e 447) y € (muestras 611 y 856). Luego del andlisis filogenético por el método UPGMA,
se obtuvo el drbol consenso, que presentéd la formacién de dos grupos: el primero compuesto por KT591282.1, €1
intimina (611 y 856) con KT591233.1, B1 intimina, (574, 812 y 813); y el segundo por KT591325.1, { intimina
(445 y 447) con KT591333.1, B2 intimina (630). CONCLUSION: Los datos demuestran que las aEPEC aisladas de
los animales silvestres tienen caracteristicas genéticas semejantes a las observadas en humanos, y es posible que los
animales analizados estén sirviendo de reservorio para las aEPEC circulantes.

Palabras clave: Escherichia coli Enteropatégena Atipica (aEPEC); Animales Silvestres; Reservorios; Diversidad
Genética.

ABSTRACT

OBJECTIVE: Identifying wild animals as reservoirs of atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC). MATERIALS
AND METHODS: aEPEC virulence factors (eae and bfp) were investigated in 263 E. coli samples isolated from 260
wild animals captured in three municipalities of Paré State, Brazil (Marabéd, Parauapebas and Canaé dos Carajds),
from March 2008 to December 2009. The applied research methods were polymerase chain reaction, using
specific primers, followed by the eae gene sequencing. RESULTS: Among the 263 E. coli samples evaluated, 3.04%
(8/263) as aEPEC were observed, with 2.66% (7/263) in rodents and 0.4% (1/263) in marsupials. In the analyzed
samples were observed four intimin variants: B1 (samples 574, 812, and 813), B2 (sample 630), { (445 and 447
samples), and ¢ (samples 611 and 856). After the phylogenetic analysis by the unweighted pair group method with
arithmetic mean, the consensus tree was obtained presenting the formation of two groups: the first one composed
by KT591282.1, intimin €1 (611 and 856) with KT591233.1, intimin B1 (574, 812, and 813); and the second one
by KT591325.1, intimin ¢ (445 and 447) with KT591333.1, intimin B2 (630). CONCLUSION: Data showed that
aEPEC isolated from wild animals had genetic characteristics similar to those observed in humans, and the animals
analyzed may serve as reservoirs for circulating aEPEC.

Keywords: Atypical Enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC); Wild Animals; Reservoirs; Genetical Diversity.
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INTRODUCCION

Cepas de Escherichia coli colonizan el tracto
gastrointestinal de humanos y animales unas pocas

horas después del nacimiento y son el principal
miembro anaerébico facultativo de la  microbiota
intestinal de estos organismos'. Esta  especie,

perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, raramente
causa enfermedad en sus huéspedes. A pesar de su
papel como comensales, algunas cepas de E. coli son
capaces de causar una variedad de enfermedades
debido a la adquisicién de factores de virulencia por
transferencia horizontal'. Entre estas enfermedades,
la diarrea es una de las principales, siendo las E. coli
diarrogénicas (ECD) responsables de numerosos brotes
de diarrea registrados en el mundo?.

Actualmente se conocen seis patotipos de ECD:
E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli enterotoxigénica
(ETEC); E. coli enteropatégena (EPEC), subdividida
en EPEC ftipica (tfEPEC) y EPEC atipica (aEPEC); E. coli
productora de toxina de Shiga (STEC), y su subgrupo E.
coli enterohemorrégica (EHEC); E. coli enteroagregativa
(EAEC); y E. coli de adherencia difusa (DAEC)'. Entre
estos patotipos, las cepas EPEC se destacan como un
importante agente diarrogénico presente en los paises
en desarrollo?.

Recientemente, una nueva clasificacién fue propuesta
por Clements et al.3, en la cual las E. coli se dividen
en ocho patotipos: los seis anteriormente descritos,
mdés E. coli adherente invasiva (AIEC), asociada a la
enfermedad de Crohn ; y E. coli enteroagregativa
productora de la toxina Shiga (STEAEC), responsable de
un gran brote diarreico en 2011 en Europa.

Las EPEC pueden definirse por la presencia del
gen eae, que codifica una proteina denominada
intimina, que se requiere para la adhesién a la mucosa
intestinal, produciendo una lesién de tipo attaching
and effacing (A/E). Esta lesién se inicia por la adhesién
de la bacteria a los enterocitos, llevando a la pérdida
de las microvellosidades intestinales. La intimina es
altamente variable entre los diferentes serofipos de
EPEC, y algunas variantes antigénicas distintas han sido
identificadas como a, B, v, 8, & 1, x, M, {, entre otras”.
Las EPEC pueden clasificarse en tipicas y atipicas. Los
linajes que poseen el pldsmido EAF (EPEC adherence
factor) se llaman tEPEC y los que no poseen se llaman
aEPEP El gen bfp contenido en el plasmido EAF codifica
un factor de adhesién denominado bundle-forming pili
(BFP), siendo que el pldsmido EAF también posee genes
necesarios para la expresion de la intimina?.

las cepas aEPEC perfenecen a wun grupo
diarrogénico que ha aumentado mucho su frecuencia
en Brasil en los Gltimos afios. En algunas regiones del
pais, estas bacterias parecen haber sustituido a las
tEPEC como principal agente diarrogénico. Esto indica
que, en Brasil, asi como ocurrié en paises desarrollados,
estéd habiendo un cambio en el perfil epidemiolégico de
las EPEC de tipicas para atipicas®®.

Llas cepas tEPEC raramente son aisladas de
animales, siendo el hombre su principal reservorio

natural®. En contraste, las cepas aEPEC son aisladas de
humanos y animales, con o sin diarrea, en frecuencias
equivalentes, lo que no permite la definicion de un
depésito para esas bacterias”®.

Diversos estudios asocian animales domésticos,
de cria y algunos silvestres como posibles reservorios
y fuente de infeccion de aEPEC para humanos’. A
pesar de ello, ninguno comparé, de forma amplia,
muestras aisladas de humanos y animales por técnicas
de biologia molecular, como la secuenciacién, para
comprobar tales hipétesis.

Origenes clonales comunes entre cepas bacterianas
aisladas de animales y humanos pueden identificar
fuentes de infeccién y reservorios animales de diferentes
patégenos. Las muestras de ECD, para los animales
y para el hombre, la mayoria de las veces, poseen
factores de virulencia similares, codificados por genes
de origen cromosémico o plasmidico, cuyas similitudes
o diferencias pueden explicar aspectos filogenéticos vy
patégenos de ciertos grupos de E. coli para humanos.

El andlisis epidemiolégico molecular de cepas
bacterianas procedentes de diferentes origenes es una
evaluacion de las relaciones de parentesco existentes
entre ellas. La principal cuestién de estos andlisis es
si diferentes aislados de un determinado patégeno
representan la diseminacién de un organismo comudn
o clon. En este sentido, la epidemiologia ha buscado
desarrollar técnicas que proporcionen una mejor
evaluacién de las relaciones existentes entre diferentes
aislados bacterianos.

El concepto bésico de las técnicas de fipificacion
molecular  propone  que  muestras  bacterianas,
epidemiolégicamente  relacionadas,  poseen  un
precursor comin; de esta forma, estudios utilizando
esas técnicas permiten una mejor comprensién sobre
los mecanismos evolutivos, sobre el surgimiento de
cepas virulentas y reservorios de cepas bacterianas'®.
Frente a lo expuesto, debido a los posibles riesgos
para la salud piblica traido por linajes de EPEC, se
necesitan estudios que evalten la distribucién y la
frecuencia de estas cepas en los animales, permitiendo
la comparacién con cepas de EPEC aisladas de
humanos.

MATERIALES Y METODOS
OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se obtuvieron muestras fecales o porciones de los
intestinos delgados y gruesos, linfdticos y mesentéricos
y fragmentos de higado y bazo de 630 animales
silvestres (roedores, aves y marsupiales) de ambos
sexos, capturados en tres municipios del estado de
Pard (Marabd, Parauapebas y Canda dos Carajds), de
marzo de 2008 a diciembre de 2009 (Figura 1). Los
especimenes fecales recogidos fueron acondicionados
en medio de transporte Cary Blair y, junto con el pool
de 4rganos mantenidos bajo refrigeracién, encaminados
directamente al Laboratorio de  Enteroinfecciones
Bacterianas del Instituto Evandro Chagas (IEC), en
donde fueron procesadas.
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Figura 1 — Localizacién de los municipios de Parauapebas, Marabé y Canaé dos Carajds, Estado de Pard, Brasil

Los experimentos con animales fueron aprobados
por el Instituto Brasileno del Medio Ambiente y de

los  Recursos Naturales Renovables, proceso n°
02018001038/08-11.

AISLADO E IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Para aislar el E. coli, el material fecal en suspensién
o el pool de érganos fue sembrado en medios Agar
MacConkey — MC (Difco, EE.UU.) e incubado a una
temperatura de 35-37 °C, por 18-24 h. Después de
ese perfodo, las colonias sospechosas de E. coli fueron
sometidas a los medios de clasificacién Triple Sugar
Iron Agar — TSI (Difco, EE.UU.). Para la caracterizacién
bioguimica de los aislados bacterianos se utilizé el kit
VITEK® 2 (bioMérieux, Brasil).

IDENTIFICACION DE LAS CATEGORIAS DE E. coli
DIARROGENICAS

Tres a cinco aislados de E. coli seleccionados
de cada animal fueron mantenidos en caldo Luria vy
glicerol a -70 °C para andlisis de EPEC, EIEC, STEC,
ETEC y EAEC, utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) Multiplex'''?. Los controles positivos
(EPEC E2348/69, EHEC EDL 931, ETEC H10407, EIEC
EC 299/07, EAEC 042) y negativo (K12 DH5a) fueron
gentilmente cedidos por la Dra. Ténia Vaz, del Instituto
Adolfo Lutz, S@o Paulo.

ESTUDIO DE GENES DE VIRULENCIA DE E. coli

Las cepas se cultivaron en Agar Nutriente (Difco,
EUA) para ser utilizadas en el procedimiento de
extraccién de ADN. El material extraido se almacend
a -20 °C por un tiempo mdximo de 20 dias para ser
utilizado en las reacciones de PCR Multiplex. Para esa,

se utilizaron iniciadores descritos por Aranda et al.'®
y Toma et al." (Tabla 1). Las cepas identificadas como
aEPEC tuvieron su gen eae secuenciado, utilizando la
plataforma ABI 3130 (Applied Biosystems, EUA) con
el kit ABl PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, EUA). Las secuencias producidas
se editaron en el programa Sample Manager, acoplado
al ABI 3130 DNA Sequencer. Para el andlisis de las
secuencias, se utilizaron los programas BioEdit v7.1.3'%,
Mega v5.05'y DnaSP v5'7.

EXTRACCION DEL ADN Y PCR MULTIPLEX

El  ADN de los aislados, caracterizados
fenotipicamente como E. coli y de las cepas de
referencia de los controles positivos y negativos, se
extrajo por el método de ebullicién y congelacion,
siguiendo las recomendaciones de Starnbach et al.’® y
Baloda et al.'.

la PCR se hizo a partir de 2 pl de cada ADN
extraido y 23 pl de la solucién mix, conteniendo
entre 0,5 y 1,5 ul, de acuerdo con cada iniciador
(Invitrogen, Brasil); 10 mM de dNTP mix dATP, dCTP
dGTPR dTTP (Invitrogen, Brasil); 0,5 U de Platinum Taq
DNA Polymerase; Casquillo Tag 1X; 50 mM de MgCI2
(Invitrogen, Brasil) y agua estéril ultra pura para un
volumen final de 25 ul. Las preparaciones de la PCR
Multiplex se colocaron en el termociclador automético
de gradiente modelo Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, EE.UU.) y fueron sometidas a
ciclos especificos de amplificacién que consistié de un
paso de 2 min a 50 °C (hot-start), de 5 min a 95 °C
(desnaturalizacién inicial), seguido de 40 ciclos de 1 s a
95 °C, 50 °C y 72 °C, y un paso final de extensién de
7 minutos a 72 °C.

Rev Pan-Amaz Saude 2017; 8(1):1-9



Tabla 1 - Iniciadores utilizados en la PCR Multiplex y sus respectivos productos de amplificacién

Iniciadores Secuencia (5'-3 Gen-blanco Productos de amplificacién (pb) Referencia
cae-1 CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 Arando of ol
eae-2 CGAGACGATACGATCCAG eae randa et al.
BFP-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC -
BFP-2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA bipA 326 Aranda et al.
aggRks-1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC 0 054 oo of ol
aggRksa-2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC a9y oma et al.
LT GGCGACAGATTATACCGTGC i 450 Arando of ol
LT-r CGGTCTCTATATTCCCTGTT € randa et al.
STf ATTTTTMTTTCTGATTTRTCTT f 190 Arando of ol
ST-r CACCCGGTACARGCAGGATT es randa et al.
lpaH-1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC o 400 Arando of ol
lpaH-2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 'pa randa et al.
Vcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG e Jshe2 . e of ol
VTcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT SP/si oma etal.

Los amplicones se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa al 2%, coloreado con bromuro
de etideo (10 mg/ml) en tampén TBE (Tris base
0,89M, 4cido bérico 0,45 M, EDTA 1 mM, pH
8,4) y visualizados bajo luz UV con ayuda de un
transiluminador ~ (Vilber  Lourmat, Francia). Como
marcador de tamafo molecular, se utilizé el Ladder
de 1 Kb plus (Invitrogen, Brasil). Posteriormente, el gel
fue fotografiado por un sistema de fotodocumentacién,
Bioimaging Systems (UPV, EE.UU.).

SECUENCIACION DEL GEN eae DE LA oEPEC

Los fragmentos de los genes eae obtenidos de
ocho aislados fueron purificados con el kit comercial
Kit BigDye® X Terminator (Applied Biosystems, EUA) y
secuenciados para confirmacién, usando el forward

primer especifico para el gen eae. Para la secuenciacion
se preparé un mix conteniendo 200-300 ng del ADN
sospechoso y el primer especifico en una concentracién
de 1,5 pmol/mL, vy, posteriormente, alineadas vy
comparadas con las secuencias para el gen eae aEPEC:
aisladas de pacientes diarreicos, (KT591325.1 ( e
KT591333.1 B2), aislada de animal (KT591282.1 ¢1) y
aislada de humano y animal (KT591233.1 B1).

RESULTADOS

De los 630 cultivos analizados, heces y agrupacién
de érganos, se aislaron E. coli en 263 (41,7%)
muestras (Tabla 2). Después de la PCR, se observé la
amplificacién para el gen eae en 3,04% (8/263),
distribuidos en roedores con 2,66% (7/263) vy
marsupiales con 0,4% (1/263) (Tabla 3; Figura 2).

Tabla 2 — Ndmero de E. coli aisladas de animales silvestres capturados en tres municipios del Estado de Pard (Marabag,

Parauapebas y Canad dos Carajés), Brasil

E. coli
Clases no DEC*
N° de aislados aEPEC
Aves 34 - 34
Marsupiales 22 1 21
Quelonios - _ _
Roedores 195 7 188
Lagomorfos - _ _
Reptiles 12 - 12
Total 263 8 255

*E. coli no diarrogénica; Sefial convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero no resultante de redondeo.



Tabla 3 — Cepas EPEC atipicas (aEPEC) aisladas de animales silvestres (roedores y marsupiales) capturados en tres
municipios del Estado de Pard (Marabd, Parauapebas y Canaé dos Carajds), Brasil

Registro I[EC Animal Nombre cientifico Municipio
445 Roedor Proechimys guyannensis Parauapebas
447 Roedor Proechimys guyannensis Parauapebas
574 Marsupial Monodelphis emiliae Parauapebas
611 Roedor Oligoryzomys sp. Parauapebas
630 Roedor Oryzomys capito Canaa dos Carajés
812 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas
813 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas
856 Roedor Oxymycterus sp. Parauapebas

TKb C+ 445 447 574 611 612 630 812 813 856 Ki2

Figura 2 — PCR Multiplex: 1- ladder 1 Kb; 2- control positivo (cinco categorias de DEC); 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11 e 12- aEPEC; y 13- control negativo (E. coli K12 DH5)

Después de la PCR y la secuenciacién del gen eae,
las muestras fueron alineadas por el programa BioEdit
v7.1.3" con las mutaciones descritas en la tabla 4. Se
observaron tasas de transicién/transversién (R) igual
a 7.47, segin modelo de Kimura?® 2-pardmetros. El
andlisis de la prueba de Tajima's Neutrality demostrd
una diversidad nucleotidica () de 0.014298 para un
nimero de segregaciones por sitio igual a 24 en los
917pb del gen eae de las ocho muestras analizadas.
Después de analizar las secuencias del gen eae de
las aEPEC de los ocho aislados de origen animal, se
observé la presencia de cuatro variantes distintas para
la intimina, que fueron B1 (muestras 574, 812 y 813),

B2 (muestra 630), ¢ (muestras 445 Y 447) y & (muestras
611y 856).

Después del andlisis filogenético por el método de
agrupamiento de pares no ponderados con base en la
media aritmética (unweighted pair group method with
arithmetic mean — UPGMA), el drbol consenso presenté
la formacién de dos grupos, compuestos de dos ramas
distintas cada uno, agrupando, en el primer grupo,
KT591282.1, €1 intimina (611 y 856) con KT591233.1,
B1 intimina (574, 812 y 813); y en el segundo grupo,
KT591325.1, ¢ intimina (445 y 447) con KT591333.1,
B2 intimina (630) (Figura 3).



Tabla 4 — Alineamiento de las secuencias obtenidas con la utilizacién del BioEdit v7.1.3 con sus respectivos puntos

de mutaciones

Puntos polimérficos S 222233 3288822888¢°%8388388¢z2232H%%
KT591325.1 zeta_intimina AAAG T T T ACCTOCGCTOGSGTGTCT T T A
EAE_445
EAE 447
KT591333.1 beta2_intimina ... . C C
EAE_630 .. . . cC C
KT591282.1 epsilon1_intimina C G T C c G T1T 71T CTATCAACATCTCTCOCG
EAE 611 cC G 1T C c G 1T 1T CTATUCAACACTTCTCTC G
EAE 856 cC G 1T C c 1T T1TCTATU CAACATCTTCTCTCG
KT591233.1_betal_intimina c 1T 1 . ¢ccG6GT1T T CTATICAACACTCOCTCG
EAE 574 c o . cc G T T CTATU CAACATCTCCC
EAE 812 c T . ¢ccGGT1T T CTATCAACACTCCCG
EAE 813 c T T1wT . CCGTTOCTATT CAACATCTTCTCTCGC

Los nucleétidos idénticos se indican por puntos; KT591325.1,
analizadas.

KT591333.1, KT591282.1, KT591233.1: Secuencias de referencias para las

clases de intiminas
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Figura 3 — Arbol filogenético del gen eae por el método UPGMA con 2.000 réplicas de bootstrap

DISCUSION

Los marcadores de virulencia analizados revelaron
que las aEPEC aisladas poseen  caracteristicas
genéticas similares a las encontradas en humanos
con las secuencias del gen eae y se conservan en las
muestras 445, 447 y 630, provenientes de aislados de
roedores. Estudios anteriores demostraron la presencia
de animales como reservorio de cepas consideradas

de

entre

enfermedades
seres

como potenciales agentes
pueden ser transmitidas
animales?!?2:23,

que
humanos y

Estudios con aEPEC se han centrado principalmente
en la comparacién entre cepas aisladas de casos
diarreicos 'y de pacientes saludables?*?>%.  Mas
recientemente, la identificacion de la presencia
de tipos de EPEC potencialmente patégenos para



humanos, aislados de animales, puede indicar que la
transmisién de estos microorganismos entre animales
y seres humanos ocurre y tiene impacto sobre la
salud publica®; pero poco se ha evaluado acerca
de lo ocurrencia de estos patébgenos en animales
silvestres. De esta forma, el presente estudio buscéd
la identificacién de las subclases de intiminas en
animales silvestres y observé la ocurrencia de las
subclases ¢, B1, B2 y €, como las que estén circulando
en ellos. Como estas subclases ya se han descrito
en seres humanos y animales de cria®?*?>%, |os
datos pueden apuntar a una posible contaminacién
de la fauna silvestre por cepas provenientes de la

contaminacién ambiental o que esos especimenes
estdn sirviendo de reservorios naturales para ese
patégeno.

Entre los animales estudiados, los roedores

presentaron mayor frecuencia de aEPEC, con muestras
presenfando  secuencias  altamente  conservadas
para el gen eae, cuando comparadas a aislados
humanosé. Sélo un marsupial fue identificado como
portador de la aEPEC, pero la secuencia aislada
presentd un 100% de similitud con las observadas
en roedores. Lla gran diversidad genémica de
E. coli le confiere una notable plasticidad ecolégica;
gracias a ella, estos microorganismos se adaptan
répidamente a diferentes ambientes, pudiendo asi
pasar de organismo de vida libre a comensal del
tracto intestinal de los animales de sangre caliente

y, aln, a patégenos que infectan a humanos y a
Onimo|esé,9,25,27,28,29,30

Xu et al., al analizar las subclases de intiminas
en humanos, animales y alimentos, identificaron
las intiminas A, B2, u, 12, & ( a2 y m en
pacientes diarreicos. La subclase y1 se identificé
concomitantemente en pacientes diarreicos y en
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cerdos; la intimina «, identificada tanto en alimentos
(carne cruda) como en pacientes diarreicos; y las
clases €2, M2 y 11, tanto en pacientes diarreicos vy
asintomdticos, demostrando la gran variabilidad vy
distribucién de las aEPEC entre las muestras analizadas.
Anteriormente, Moura et al.®' describieron el subtipo
B1 como el mas frecuente en aislados de animales vy
humanos; en ese mismo sentido, Aidar-Ugrinovich
et al.?? ya habian descrito que, en Brasil, el subtipo
B1 se presentaba como el més frecuente en EPEC
aisladas de bovinos; similar a lo observado por
Cortés et al.’?, que identificaron el subtipo B1 como
el més prevalente en las cepas aisladas de ovinos,
seguido del subtipo y2. En el presente estudio, los
subtipos mds frecuentes fueron B1 (muestras 574, 812
y 813), B2 (muestra 630), ¢ (muestras 445 y 447) y
¢ (muestras 611 y 856), presentes en ocho aEPEC de
las 263 E. coli |dentificadas. Sin embargo, como no se
aislaron tEPEC, y 255 muestras fueron caracterizadas
como no diarreicas, se sugiere que la variabilidad
existente puede ser mayor, como se observa en la
literatura, reforzando la necesidad de mds estudios
que aclaren la variabilidad genética existente entre las
EPEC aqisladas de humanos y animales en la Regién
Amazénica.

CONCLUSION

Llos datos demostraron que los aEPEC aisladas
de los animales silvestres poseen caracteristicas
genéticas semejantes y mostraron proximidad con
el gen ece de aEPEC encontradas en humanos y en
animales de cria, posibilitando inferir que los animales
evaluados  sirven como posibles reservorios de
cepas de origen humano, bien como ser potenciales
transmisores de cepas animales con  cardcter
zoondtico.
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