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RESUMEN

Con la finalidad de detectar la presencia de cepas de Escheri-
chia coli patégenas asociadas a casos de diarrea aguda en
aguas marinas destinadas a actividades recreacionales, se ana-
lizaron muestras de agua de cinco playas de interés turistico en
el estado Sucre, Venezuela. Para el aislamiento de E. coli se
utilizé la técnica de filtracién por membrana. La identificacion de
los genes de virulencia, asociados a las categorias diarreogéni-
cas de E. coli, se realiz6é por reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR). Los genes evaluados fueron: eae y bfp para E. coli
enteropatégena (ECEP), st y It para E. coli enterotoxigénica
(ECET), ipaH vy virF para E. coli enteroinvasiva (ECEI), sxt1 y
sxt2 para E. coli shigatoxigénica (ECST), aafll para E. coli ente-
roagregativa (ECEAgQQ), y daaE para E. coli de adherencia difu-
sa (ECAD). Setenta y siete cepas de E. coli lograron ser identifi-
cadas. La amplificacion por PCR revel6 la presencia de ECEP
en 16,90% de las cepas, ECEAgg en un 6,50%, ECST en un
2,60% y cepas no patogenas en un 74,00%. Los resultados de-
muestran que algunos de los genes asociados con factores de
virulencia de E. coli, estan circulando en aguas marinas, al me-
nos en la zona geografica analizada.

Palabras clave: Escherichia coli diarreogénica, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), aguas mari-
nas recreacionales.

ABSTRACT

In order to detect the presence of pathogenic Escherichia coli
strains associated with acute diarrhea in marine waters for rec-
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reational activities, water samples of five recreational beaches
in Sucre State, Venezuela were analyzed. For the isolation of
E. coli membrane filtration technique was used. Identification of
genes associated with virulence categories of diarrheagenic E.
coli, was made by polymerase chain reaction (PCR). Evaluated
genes were: bfp and eae for enteropathogenic E. coli (EPEC),
st and It for enterotoxigenic E. coli (ETEC), and virF ipaH for
enteroinvasive E. coli (EIEC), sxt2 and sxt1 from E. coli shiga-
toxigénica (ECST), aafll for enteroaggregative E. coli
(ECEAgQ), and daae for diffusely adherent E. coli (ECAD).
Seventy seven strains of E. coli were identified. PCR amplifica-
tion revealed the presence of EPEC in 16.90% of the strains,
ECEAgg in a 6.50% ECST at 2.60% and non-pathogenic
strains into a 74.00%. Results demonstrated that some genes
associated with virulence factors of E. coli are circulating in sea
water, at least in analyzed the geographical area.

Key words: Diarrheagenic Escherichia coli, polymerase chain
reaction (PCR), recreational marine waters.

INTRODUCCION

Las playas costeras son zonas de esparcimiento muy
concurridas durante todo el afio, en donde las actividades
acuaticas brindan beneficios importantes para la recreacion,
salud y bienestar de las personas. No s6lo benefician a los
pobladores, también atraen a numerosos turistas cuyos de-
sembolsos favorecen a las economias locales. Sin embargo,
el bafio en el agua de mar puede representar riesgos para la
salud de los usuarios, debido a que las aguas pueden estar
contaminadas con excretas humana; las cuales pueden con-
tener agentes patégenos causantes de infeccién, enfermedad
y muerte [21, 28].
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Para evaluar la calidad microbiana del agua de mar,
existen guias y normas de calidad que utilizan microorganis-
mos indicadores, los cuales indirectamente sugieren la presen-
cia potencial de microorganismos patdgenos [5]. Dentro de es-
tos indicadores se encuentran los microorganismos intestinales
normales como los coliformes fecales y en particular Escheri-
chia coli, los cuales se han convertido en un principio de acep-
tacion universal en la vigilancia y evaluacién de la seguridad
microbiana de los cuerpos de agua [7, 9].

Existen varias razones para que E. coli sea el principal
indicador bacteriano en agua potable, aguas residuales, aguas
recreativas y aguas de cultivo de moluscos y de crustaceos. La
investigacion ha demostrado que E. coli esta universalmente
presente en las heces de los animales de sangre caliente en
densidades de 10° a 10° UFC/gramo de heces y comprende
casi el 95% de los coliformes en heces, a diferencia de Kleb-
siella, Enterobacter y Citrobacter que pueden estar presentes,
pero en densidades mucho menores [15].

De acuerdo a las diversas y numerosas bibliografias exis-
tentes, E. coli se puede determinar en aguas a partir de méto-
dos que no requieren de grandes inversiones que incluyan la
compra de equipos sofisticados. Métodos convencionales como
el nimero mas probable (NMP), filtracion por membrana y méto-
dos cromogénicos y fluorogénicos, han resultado utiles para de-
terminar la presencia o ausencia de este microorganismo [2, 8,
9, 14, 20, 28, 29, 30]. Sin embargo, la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos [27], refiere que no hay certe-
za de que exista una relacion significativa entre la cuantificacion
de E. coli y las enfermedades relacionadas con el bafio en el
agua de mar, ya que estos métodos de enumeracion o estima-
cion de densidad poblacional, no revelan necesariamente que
dicho numero esta representado por cepas patégenas.

Para tener la informaciéon completa acerca de la capaci-
dad patogénica de la cepa aislada es preciso detectar genéti-
camente los factores de virulencia mediante técnicas de biolo-
gia molecular. Uno de los métodos moleculares ampliamente
utilizado es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [13].
Este procedimiento ha sido probado y ha producido resultados
relevantes en el estudio de las infecciones por E. coli enteropa-
togénicas. Estudios como el de Garcia y col. [6] refieren que, a
partir de la técnica de PCR, se pueden detectar genes como el
stx2, caracteristico de E. coli productoras de shiga toxinas a
partir de muestras ambientales. Nueve serotipos de Escheri-
chia coli shigatoxigénica (ECST) que no habian sido descritos
con anterioridad, pudieron ser identificados (02:H2, O8:H31,
089:H19, 0127:H-, O162:H7, O166:H21, O177:H-, 0O181:H20
y O181:H49), mostrando una gran variabilidad en cuanto a la
combinacion de diferentes genes de virulencia (stx7, ehxA, saa
y eaeA), lo que podria indicar el movimiento de estos genes
entre las diferentes poblaciones bacterianas que circulan en
las aguas residuales urbanas de Catalufia, Espafa [6].

La monitorizacion por PCR de cepas enteropatogénicas
de E. coli aisladas de aguas marinas, puede resultar ventajoso

y beneficio para aportar informacién importante acerca de la
epidemiologia de las infecciones causadas por estos patoge-
nos a partir del agua de uso recreacional. A pesar que la im-
plementacion de esta técnica no es una exigencia en las nor-
mativas venezolanas para valorar la calidad microbioldgica de
las aguas recreacionales [22], resulté de interés desarrollar
un trabajo donde a partir de la utilizacion de la técnica de
PCR, se pudieran identificar los distintos factores de virulen-
cia en cepas de E. coli procedentes de aguas marinas conta-
minadas.

En Venezuela, no existen reportes de la aplicabilidad de
este método para valorar la calidad microbiol6gica de un
cuerpo de agua, por lo que se propuso llevar a cabo una in-
vestigacion donde el objetivo principal fue caracterizar por
PCR, aislados de E. coli procedentes de aguas marinas re-
creacionales del estado Sucre, Venezuela, con la Unica finali-
dad de demostrar que las aguas marinas pueden constituir un
reservorio de cepas patégenas con potencial genético para
causar enfermedades.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se analizaron muestras de agua durante un periodo de
seis meses provenientes de cinco playas de interés turistico
en el estado Sucre, Venezuela: Pefion (10°26°'55” Lat. N.;
64°05'16” Long. O.), Culi (10°26'28” Lat. N.; 64°03'43” Long.
0), Guirintal (10°26'25” Lat. N.; 64°02'30” Long. O.), Tocu-
chare (10°26'34’ Lat. N.; 64°00'25” Long. O.) y Quetepe
(10°26°07” Lat. N.; 64°01°20” Long. O.) (FIG. 1). El muestreo
se realizd en una sola estacion por playa la cual se seleccio-
né al azar, a una distancia de 3 metros de la orilla y a prime-
ras horas de la mafiana. Se tom6 una muestra semanal por
cada playa de aproximadamente 250 mL de agua en un fras-
co estéril y previamente rotulado, a una profundidad de 20 cm
a 30 cm y en sentido opuesto a la corriente.

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Para el aislamiento de E. coli se utilizé la técnica de fil-
tracion por membrana, descrita en el Compendio de Métodos
Estandar para el Analisis de Agua y Agua Residual [2]. Prepa-
rado el equipo de filtracion, la muestra de agua se homogenei-
z6 agitandola vigorosamente 25 veces en un angulo de 45°.
Se tomé en un cilindro estéril, un volumen de 100 mL de agua
y se verti6é cuidadosamente en la copa de filtraciéon y se aplicd
vacio a 12 libras de presién, haciendo pasar la muestra a tra-
vés de una membrana de nitrocelulosa con poros de 0.45 um
de didametro (Millipore, Mosheim, Francia). Este procedimiento
se hizo por duplicado. Culminado el proceso de vacio, se pro-
cedio a la transferencia e incubaciéon de la membrana en una
placa de Petri plastica estéril, preparada previamente con 4 mL
de agar eosina azul de metilo (EMB Levine), por sus siglas en
inglés Eosin Methylene Blue (Becton Dickinson and Company,
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FIGURA 1. UBICACION GEOGRAFICA DE LAS PLAYAS
MUESTREADAS: PENON, CULI, GUIRINTAL, QUETEPE Y
TOCUCHARE. ESTADO SUCRE, VENEZUELA.

EUA). Se presiond suavemente la membrana sobre el medio
de cultivo y se incub6 de 22 a 24 horas a 35°C en una incuba-
dora (Lab-Line intruments, modelo Imperial 1ll, EUA). Una vez
culminado el periodo de incubacion, se seleccionaron aquellas
colonias de color morado con o sin brillo metélico, se les reali-
z6 una tincion de Gram y la prueba de oxidasa junto con la
identificacion bioquimica segun Koneman y col. [12]. Los me-
dios de identificacion utilizados fueron los siguientes: Agar Hie-
rro Triple Azucar (TSI) (Becton Dickinson and Company, EUA),
Agar Motilidad indol Ornitina (MIO) (Becton Dickinson and
Company, EUA), Medio rojo de metilo y Vogues Proskauer
(RM y VP) (Becton Dickinson and Company, EUA) y Agar Ci-
trato (Becton Dickinson and Company, EUA). Los resultados
fueron confirmados mediante el uso de galerias Rapid 20E
(BioMérieux, Francia), un sistema de identificacion manual en
cuatro horas, de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y
otros bacilos Gram-negativo, que combina ocho pruebas con-
vencionales y doce de asimilacion en una galeria con 20 micro-
tubos conteniendo medios y/o sustratos en forma deshidratada.

Extraccion del ADN genémico de las cepas de E. coli
identificadas

Se sigui6 el procedimiento estandar de extraccion por li-
sis, descrito por Rivas y col. [23], el cual consistié en suspen-
der cinco colonias de cada una de las cepas en 150 yL de Tri-
ton 100X al 1% en buffet TE 1X. Seguidamente se llevé a ebu-
llicion por 15 min a fin de lisar por calor las células bacterianas.
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Finalmente, se centrifugé a 5000 g durante 5 min (centrifuga
eppendorf, modelo 5415-C, Brinkmann Instruments, Inc,
EUA). Se tomo el sobrenadante como templado de ADN vy se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa preparada al 2%
(con buffer TBE 1X y bromuro de etidio al 1%), corrida a 80
voltios por 1 h 'y 10 min, utilizando como vehiculo de transmi-
sion de corriente buffer TBE 1X, a fin de constatar la presen-
cia de ADN.

Deteccion de genes de virulencia de E. coli

A todas las cepas de E. coli aisladas e identificadas, se
les investigd por PCR los genes de virulencia eae y bfp (de-
terminantes de adherencia y esfacelacion del enterocito y pro-
duccion de pili de adherencia tipo IV de E. coli enteropatoge-
na ECEP) [11, 29], sty It (enterotoxina termoestable y entero-
toxina termolabil de E. coli enterotoxigénica ECET), stx1 y
stx2 (Shigatoxinas tipo | y Il de E. coli shigatoxigénica ECST)
[16], ipaH y virF (proteinas de secrecion que facilitan la inva-
sion y colonizacién de E. coli enteroinvasiva ECEI), aafll (fim-
bria de adherencia agregativa de E. coli enteroagregativa
ECEAgQ) y daaE (fimbria de adherencia de E. coli de adhe-
rencia difusa ECAD) [29] (TABLA ).

Se realizé una mezcla de reaccion con un volumen final
de 25 pL: 2,5uL de cada oligonucleétido (2uM), 5uL de agua li-
bre de endonucleasas, 12,5uL de master mix (Promega, EUA:
50 unidades/mL de Tag DNA, 400 uM dATP, 400 uM dGTP,
400 pM dCTP, 400 pM dTTP, 3 mM MgCl,) y 2,5uL de
templado de ADN. Cada ensayo, fue evaluado con cepas con-
troles positivos y negativos, provenientes del Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos [4]. Los controles utilizados
fueron: ECEP gen eae (Control positivo: E. coli CDC EDL 933;
Control negativo: E. coli ATCC 25922) y gen bfp (Control positi-
vo: E. coli O55:H7; Control negativo: E. coli ATCC 25922, ECET
(Control positivo: E. coli O15:H11; Control negativo: E. coli
ATCC 25922), ECST (Control positivo: E. coli CDC EDL 933
0157:H7; Control negativo: E. coli ATCC 25922), ECEI (Control
positivo: E. coli K1a O28:NM, Control negativo: E. coli ATCC
25922), ECEAgg (Control positivo: E. Coli O42; Control negati-
vo: E. coli ATCC 25922) y ECAD (Control positivo: E. coli F-
1845; Control negativo: E. coli ATCC 25922).

Los ensayos de PCR se llevaron a cabo en un termoci-
clador (Gene Amp Perkin-Elmer Applied Biosystems 9700,
EUA) y los productos fueron revelados por electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. Se utilizé6 un
marcador de peso molecular de 1500 pb (Promega, EUA) y los
geles fueron fotografiados bajo luz ultravioleta, utilizando el sis-
tema de fotodocumentacion modelo Gel Doc (BioRad, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 120 muestras de agua provenientes de las
playas (Pefion, Culi, Guirintal, Quetepe y Tocuchare) fueron
analizadas, lograndose aislar 80 cepas presuntivas de E. coli.
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TABLA |
SECUENCIAS, CONDICIONES DE’AMPLIFICACI()N Y AMPLICON ESPERADO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
UTILIZADOS EN LA DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA ASOCIADOS CON E. coli PATOGENAS

Oligonucleétido Secuencia (5-3")

Tamafio del
Amplificado (bp)

Programa de amplificacion

eae-F GTGGCGAATACTGGCGAGACT
eae-R CCCCATTCTTTTTCACCGTCG
bfp GGAAGTCAAATTCATGGGGTT
bfp-1 CCCCATTCTTTTTCACCGTCG

95°C x 3min, 30 Ciclos (95°C x 20s; 482
58°C x 40s; 72°C x 30s) 72°C x 5min.

94°C x 5min, 35 Ciclos (94°C x 1,5min; 300
60°C x 1,5min; 72°C x 1,5min) 72°C x 7min

genes STl y STla

SRM 148° TCTGTATTATCTTTCCCCTCTT AGTC 95°C x 15min, 10 Ciclos (95°C x 30s; 169
SRM148B? GTATTGTCTTTTTCACCTTTCGTCC 65°C x 20s; 72°C x 30s) vy 30 Ciclos
SRM149 GCAGGATTACAACACATTTCA CAGC (95°C x 30s; 60°C x 20s; 72°C x 30s)
GenlLT 72°C x 7Tmin
SRM152 CGACAGATTATACCGTGCTGA CTC
SRM154 GTAATCGTTCATCAATCACAC CAA 466
IpaH CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGC 94°C x 5min, 35 Ciclos (94°C x 1,5min;
IpaH-1 GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC 60°C x 1,5min; 72°C x 1,5min) 72°C x 933
VirF AGC TCAGGCAATGAAACTTTGAC 7min
virF-1 AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC 618
Stx4.1 CTGGATTTAATGTCGCATAGTGG 95°C x 15min, 10 Ciclos (95°C x 30s;
Stx,.1 CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTG 65°C x 20s; 72°C x 30s) y 30 Ciclos (95°C 313
SRM129 TGATGATGACAATTCAGTATAACT GCC AC  x 30s; 60°C x 20s; 72°C x 30s) 72°C x

7min
aafll CACAGGCAACTG AAATAAGTCTGG 94°C x 5min, 35 Ciclos (94°C x 1,5min; 378
aafll-1 ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC 60°C x 1,5min; 72°C x 1,5min) 72°C x

7min
daaE GAACGTTGGTTAATGTGGGGTAA 94°C x 5min, 35 Ciclos (94°C x 1,5min; 542
daaE-1 TATTCACCGGTCGGTTATCAGT 60°C x 1,5min; 72°C x 1,5min) 72°C x

7min
La identificacién bioquimica demostré que del 100% de las ce-
pas aisladas, 77 (96,25%) resultaron identificadas como E.
coli, obteniéndose el mayor numero de estas cepas a partir de B Pefion
las playas Pefion, Giiirintal y Tocuchare (FIG. 2). aculi

El porcentaje de aislamiento obtenido de E. coli, es un @ Guirintal

indicativo de que las playas evaluadas y en especial Pefidn,
Glirintal y Tocuchare estan siendo sometidas a fuentes de HQuetepe
contaminacion fecal. Si bien el reservorio principal de estas ce- B Tocuchare

pas lo constituyen los animales de sangre caliente, también se
ha observado que las descargas constantes de aguas residua-
les, tanto humanas como animales, podrian contribuir al man-
tenimiento de estas cepas en el medio ambiente, posibilitando
la recolonizacion del intestino al entrar de nuevo en contacto
con ellas, a partir del contacto directo con aguas contaminadas
[10]. En el caso de las playas en estudio, esta situacion es fac-
tible, ya que en las margenes de éstas, se encuentran pobla-
ciones humanas que estan ocasionando la degradacion de la
costa e insalubridad de la misma, y los desagiies domésticos
se hacen de forma directa al mar, junto con restos de dese-
chos solidos.

FIGURA 2. NUMERO DE CEPAS AISLADAS E IDENTIFI-
CADAS COMO E. coli, EN MUESTRAS DE AGUA PROCE-
DENTES DE PLAYA PENON, CULI, GUIRINTAL, QUETEPE
Y TOCUCHARE, ESTADO SUCRE, VENEZUELA.

Pese a que se considera que E. coli patdbgena repre-
senta menos del 1% del total de coliformes presentes en el
agua contaminada [3], algunos estudios revelan que es posi-
ble cursar cuadros agudos de diarrea, producto de la inges-
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tiébn del agua contaminada. Estudios como el de Akman y col.
[1]; Samadpour y col. [24]; y Olsen y col. [19] reportan el aisla-
miento de cepas patogenas de ECST O157:H7 en campistas
que habian acudido a lagos de uso recreacional en Estados
Unidos y cursaron cuadros agudos de diarrea, producto de la
ingestion del agua contaminada de esos sitios recreacionales.

La amplificacion por PCR de los genes de virulencia aso-
ciados a las categorias diarreogénicas de E. coli, reveld que
del total de las cepas aisladas, 16,90% eran del tipo ECEP,
6,50% del tipo ECEAgg, 2,60% del tipo ECST y 74,00% eran
cepas no patogenas (FIG. 3).

13 (16,90%)
2 (2,60%) ® ECEP
S5 5(650%)  gest

M ECEA

B No patégenas

FIGURA 3. PATOTIPOS DIARREOGENICOS DE E. coli, AlS-
LADOS E IDENTIFICADOS EN LAS MUESTRAS DE AGUAS
MARINAS DE LAS PLAYAS PENON, CULi, GUIRINTAL,
QUETEPE Y TOCUCHARE, ESTADO SUCRE, VENEZUELA.

El tipo mas frecuente de E. coli aislado fue ECEP, con el
16,90% (13/77). La corrida electroforética revelé bandas de
aproximadamente 482 bp, indicando que dichas cepas porta-
ban el gen eae (FIG. 4). En cinco de las cepas anteriormente
citadas, ademas de amplificar el gen eae amplifico el gen bfp
(6,50%) (FIG. 5), lo que permitid clasificar las cepas como
ECEP “tipicas”, mientras que las ocho cepas restantes
(10,40%) fueron catalogadas como ECEP “atipicas”, porque
so6lo amplifico el gen eae. Resultados similares fueron reporta-
dos por Salinas y col. [25], quienes analizando aguas marinas
de la bahia de Iquique al norte de Chile, lograron detectar 18
cepas positivas EPEC/eae + por la técnica de PCR, confirman-
do la presencia de estas cepas en las aguas de la bahia.

Se presume que las cepas tipicas son mas virulentas que
las atipicas; sin embargo, las cepas de ECEP atipicas se siguen
reportando como enteropatdégenos causantes de cuadros dia-
rreicos y en especial, en paises en desarrollo [17, 18, 26], por lo
que no es extrafio haber encontrado un mayor porcentaje de
ECEP atipicas en aguas procedentes de las playas en estudio.

Junto con ECEP, las ECST también fueron identificadas,
dos (2,60%) cepas amplificaron para el gen que codifica la pro-
duccion de toxinas shiga (stx7 y stx2). Estos resultados fueron
evidenciados en el gel de agarosa, por la presencia de amplifi-
cados de aproximadamente 313 bp (FIG. 6). Para el patotipo
ECEAgg, cinco cepas (6,50%) mostraron amplificados de apro-
ximadamente 378 bp, indicando la presencia del gen de pato-
genicidad aafll (FIG. 7).
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FIGURA 4. ANALISIS A TRAVES DE ELECTROFORESIS
EN GEL DE AGAROSA 2% DE LOS PRODUCTOS AMPLI-
FICADOS POR PCR PARA EL GEN eae (ECEP). POZOS:
(1) MARCADOR DE PESO MOLECULAR; (2) CONTROL
POSITIVO (E. coli CDC EDL 933); (3) CONTROL NEGATI-
VO (E. coli ATCC 25922); (4-16) CEPAS POSITIVAS.

ML CP 47 59 67 70 74 CN

—> 300bp

FIGURA 5. ANALISIS A TRAVES DE ELECTROFORESIS
EN GEL DE AGAROSA 2% DE LOS PRODUCTOS AMPLI-
FICADOS POR PCR PARA EL GEN bfp (ECEP). POZOS:
(1) MARCADOR DE PESO MOLECULAR; (2) CONTROL
POSITIVO (E. coli O55:H7); (3-7) CEPAS POSITIVAS; (8)
CONTROL NEGATIVO (E. coli ATCC 25922).

313 bp

FIGURA 6. ANALISIS A TRAVES DE ELECTROFORESIS EN
GEL DE AGAROSA 2% DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICA-
DOS POR PCR PARA EL GEN stx71 y stx2 (ECST). POZOS:
(1) MARCADOR DE PESO MOLECULAR; (2) CONTROL NE-
GATIVO (E. coli ATCC 25922); (3) CONTROL POSITIVO (E.
coli CDC 933 0157:H7); (5,9) CEPAS POSITIVAS.



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXV, N° 3, 248 - 254, 2015

MLCN 2 9 10 11 12 13 ML CP25 31 36 43 49

e e TS
IR .
1200 bp - S
500 bp
400 bp ————
300 bp —
200 bp -
100 bp —

FIGURA 7. ANALISIS A TRAVES DE ELECTROFORESIS EN
GEL DE AGAROSA 2% DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICA-
DOS POR PCR PARA EL GEN aaf (ECEA). POZOS: (1)
MARCADOR DE PESO MOLECULAR; (2) CONTROL NEGA-
TIVO (E. coli ATCC 25922); (3-8) CEPAS NEGATIVAS; (9)
MARCADOR DE PESO MOLECULAR; (10) CONTROL POSI-
TIVO (E. coli 042), (11-15) CEPAS POSITIVAS.

La presencia del patotipo diarreogénico ECST ya ha sido
demostrado por autores como Garcia y col. [6], quienes anali-
zando muestras de aguas ambientales, encontraron variantes
del gen stx2 en aislados de E. coli. De todas las muestras,
principalmente las mas expuestas a desaglies domésticos,
fueron las que mostraron el mas alto porcentaje (45,83%) de
aislados portadores del gen stx2, por lo que la salida de este
tipo de agua hacia al ambiente, conlleva a que estos factores
de virulencia puedan propagarse efectivamente a través de las
poblaciones bacterianas y convertirse en una parte importante
del pool de ECST en el ambiente.

Los resultados hallados en este estudio ponen en evi-
dencia que, los genes asociados con los patotipos enteropato-
geno, shigatoxigénico y enteroagregativo pueden perfectamen-
te distribuirse y mantenerse en el ambiente marino, lo que ge-
nera un riesgo para los bafiistas que acuden a estas playas, ya
que al tener contacto e ingerir estas aguas contaminadas, se
esta exponiendo a la poblacion y en especial a la infantil, a cur-
sar enfermedades entéricas.

Este hallazgo es de importancia relevante, ya que este
seria el primer estudio en el pais que evidencia por PCR, la pre-
sencia de genes codificantes para factores de virulencia de dife-
rentes patotipos de E. coli en aguas marinas, por lo que se su-
giere implantar una vigilancia por parte de las autoridades sani-
tarias correspondientes, a modo de que se ejecuten medidas
orientadas a la prevencion de enfermedades transmitidas por
aguas destinadas a actividades recreacionales.

CONCLUSIONES

Las playas analizadas (Pefion, Culi, Guirintal, Quetepe y
Tocuchare), mostraron la presencia de E. coli, indicando una
contaminaciéon de naturaleza fecal.

La amplificacién por PCR de los genes de virulencia
asociadas a las categorias diarreogénicas de E. coli, revelé la
presencia de los patotipos enteropatégeno (ECEP), enteroa-
gregativo (ECEAgQ) y shigatoxigénico (ECST).

El tipo mas frecuente de E. coli aislado fue ECEP, logran-
dose identificar cepas tipicas (gen eae y bfp) y atipicas (gen
eae). Esta ultima, con los mayores porcentajes de aislamiento.

Los resultados revelan que los genes asociados con
factores de virulencia de E. coli, estan distribuidos en aguas
marinas de la zona geografica analizada, y que las descargas
constantes de aguas residuales, tanto humanas como anima-
les, podrian estar contribuyendo al mantenimiento de estas
cepas en el medio ambiente.
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