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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la presencia de
Escherichia coli enteropatdogena (ECEP) en el Circuito de Playas de la Costa
Verde de Lima Metropolitana. Para ello, se realizo el andlisis de 71 muestras
obtenidas de 15 playas del Circuito de Playas de Costa Verde, los analisis
fueron: aislamiento en medios de cultivo selectivos de Agar Mac Conkey,
EMB y TBX, identificacion bioquimica utilizando pruebas miniaturizadas API
20E, y determinacién serolégica de las cepas virulentas Escherichia coli
enteropatogena con sueros anti-E. coli enteropatégena clasica del
Laboratorio Probac de Brasil. Se analizaron los datos obtenidos utilizando
programa SPSS version 19 y Excel 2013 para resumir los datos en
informacion estadistica sintetizada. Se determiné que del total de 100 cepas
de Escherichia coli identificadas, 33 dieron positivo para la prueba con
sueros anti-E. coli enteropatégena. Del total de cepas positivas para
Escherichia coli enteropatdégena 7 cepas fueron positivas para el serogrupo A

y 26 fueron positivas para el serogrupo B.

Palabras clave: Escherichia coli, Escherichia coli enteropatégena, ECEP, API

20E, Serogrupos.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the presence of
enteropathogenic Escherichia coli (ECEP) in the Beach Circuit of the Green
Coast of Metropolitan Lima. For this purpose, the analysis of 71 samples
obtained from 15 beaches of Costa Verde Beach Circuits was carried out.
The analyzes were: isolation in selective culture media of Mac Conkey Agar,
EMB and TBX, biochemical identification using miniaturized API 20E tests,
and determination Serology of virulent Escherichia coli enteropathogenic
strains with anti-E.coli enteropathogenic sera from the Brazilian Probac
Laboratory. Data were analyzed using SPSS software version 19 and Excel
2013 to summarize the data in statistical information synthesized. It was
determined that out of 100 identified Escherichia coli strains, 33 were positive
for the test with enteropathogenic Escherichia coli sera. Of the total strains
positive for Escherichia coli enteropathogenic 7 strains were positive for

serogroup A and 26 were positive for serogroup B.

Key words: Escherichia coli, Enteropathogenic Escherichia coli, EPEC,

Serogroups.



. I NTRODUCCI CN

La contaminacion de los cuerpos naturales de agua es una problematica,
principalmente en los paises de América Latina y el Caribe, relacionada con
la descarga incontrolada de aguas residuales domésticas sin tratamiento, las
cuales contaminan los recursos hidricos superficiales, subterrdneos y las
zonas costeras, generando un deterioro de los ecosistemas y causando
numerosas enfermedades, tales como el cdélera, la amebiasis, la hepatitis, la

fiebre tifoidea, enterocolitis, entre otras.

Uno de los principales patdgenos microbianos que se encuentran en cuerpos
de agua contaminados y que sirve como indicador de contaminacion fecal es
Escherichia coli. Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae, anaerobia facultativa que forma
parte del ecosistema normal del intestino del ser humano y los animales
homeotermos. Escherichia coli no vive fuera de organismos hospedantes y
su presencia en tales sitios resulta de la excrecion de desechos de los
animales, por ello que Escherichia coli es considerada como un
microorganismo indicador de la contaminacion fecal en el ambiente. Las
cepas patdgenas de esta especie poseen factores de virulencia especificos
gue les permite causar un amplio espectro de enfermedades intestinales,

como es el caso de Escherichia coli enteropatégena (ECEP).

Escherichia coli enteropatébgena es una bacteria que induce el dafo
histolégico en la mucosa del intestino delgado. EI mecanismo lesivo de
ECEP es un proceso sumamente complejo. Una vez que alcanzan el
intestino delgado, las bacterias se reproducen y comienzan a adherirse entre
ellas hasta formar una microcolonia, la cual entra en contacto con la célula

huésped mediante el flagelo e inyecta a la célula proteinas que alteran sus



funciones normales. ECEP se adhiere con firmeza, remodela la superficie
apical del enterocito y compromete la fisiologia normal del intestino, con

diarrea resultante.

Esta investigacion destaca la importancia sanitaria de la prevencion sobre la
distribucion de Escherichia coli enteropatdégena, ya que es considerada por la
Organizacion Mundial de la Salud de alta prioridad para el desarrollo de
vacunas por sus altas tasas de mortalidad y morbilidad. Debido a la
importancia de obtener datos locales de la distribucion de este patdgeno es
importante determinar si hay presencia de Escherichia coli enteropatégena
en el Circuito de Playas de la Costa Verde, las cuales pertenecen al Proyecto
Costa Verde de la Municipalidad de Lima Metropolitana, ya que estas playas
brindan beneficios importantes para la recreacion, salud y bienestar de las
personas; sin embargo, el bafio de agua de mar puede presentar riesgos
para la salud de los bafiistas, ya que las aguas pueden estar contaminadas
con excretas humanas, las cuales pueden contener agentes patdgenos, tales

como Escherichia coli enteropatégena.



. OBJETI VOS

2.1 Objetivo general:

Determinar la presencia de Escherichia coli enteropatégena (ECEP) en agua

de mar de 15 playas del circuito de playas de la Costa Verde.

2.2 Objetivos Especificos:

Aislar en medio de cultivo selectivo y diferencial las enterobacterias

presentes en las muestras de agua procedentes del circuito de playas.

Identificar mediante pruebas bioquimicas rapidas APl 20E BioMérieux a

Escherichia coli aisladas en los medios de cultivo selectivos.

Confirmar mediante prueba seroldgica a Escherichia coli enteropatdgena
(ECEP).

Evaluar la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli enteropatdgena
(ECEP) mediante prueba de susceptibilidad a Amicacina (MK), Ampicilina
(AM), Ceftazidina (CAZ), Norfloxacino (NX), Amoxicilina-Ac. Clavulanico
(AMC), Cefuroxima (CXM) y Cotrimoxazol (SXT) y Ciprofloxacino (CIP).



. MARCO TECRI CO

Se sabe que la mayoria de las cepas de Escherichia coli son organismos
comensales inofensivos cuando se encuentran en su habitat intestinal
natural; sin embargo, diferentes estudios han demostrado que existen
diferentes cepas de Escherichia coli que son patdégenos gastrointestinales
graves para los seres humanos. Estas Escherichia coli patégena se distingue
por su capacidad de provocar enfermedades mediante la produccion de
toxinas, adhesion e invasion de células huéspedes, la interferencia con el

metabolismo celular y la destruccion de tejidos (FAO, s/f).

3.1 Caracteristicas deEscherichia coli

Escherichia coli se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, no
esporulante, produccion de indol a partir de triptéfano, no utiliza citrato como
fuente de carbono y no produce acetoina. Asimismo, esta bacteria fermenta

la glucosay la lactosa produciendo gas.

Escherichia coli es una bacteria mesdfila, debido a que su 6ptimo desarrollo
se encuentra entre los 35 7 43 °C, temperatura corporal de los animales de
sangre caliente, y su temperatura limite de crecimiento se sitla alrededor de
7 °C.

Por otro lado, el pH y la actividad de agua pueden influir en la proliferacion de
Escherichia coli. Las condiciones oOptimas de desarrollo para estos
parametros son de 7,2 y 0,99 respectivamente. El desarrollo de Escherichia
coli se detiene a pH inferior a 3,8 y superiores a 9,5; y a valores de actividad

de agua inferiores a 0,94. (Rodriguez, 2002).



De acuerdo con Scheutz, 2005, desde el punto de vista taxondmico la

clasificacion de Escherichia coli es la siguiente:

Phylum: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli

Esta bacteria puede llegar a medir entre 1 hasta 3 micras y posee capacidad
de movimiento a través de flagelos (antigeno H), los flagelos son estructuras
filiformes que pueden medir varias micras. También posee fimbrias (antigeno
F) que son estructuras mas pequefas, que a diferencia de los flagelos no
tienen movilidad, pero por ser de naturaleza proteica, posee propiedades
antigénicas y hemo aglutinantes. Asimismo, posee una pared celular
(antigeno O) que estd compuesta por lipopolisacaridos, esta pared es
altamente antigénica y con capacidad de excretar endotoxinas. Finalmente,
Escherichia coli posee una capsula (antigeno K) que le otorga proteccion

contra la fagocitosis y la accion inmunitaria primaria (Rodriguez, 2002).

En la actualidad se identificaron por lo menos seis categorias de Escherichia
coli que provocan diarreas en el humano Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa
(EAEC), adherentedifusa (DAEC) y enteropatégena (EPEC). Cada una de
ellas tiene codificado a nivel cromosomal y plasmidico diferentes grupos de

genes que participan directamente en la virulencia. (Vidal, 2003).



3.2 Escherichia colienteropatégena (ECEP)

Escherichia coli enteropatdgena fue la primera variedad de Escherichia coli
enterovirulenta que se identificé serolégicamente, esta bacteria no produce
ninguna toxina, su principal factor de patogenicidad es la adherencia. Esta

variedad provoca una diarrea acuosa, con vomito y fiebre (Rodriguez, 2002).

Este grupo afecta principalmente a nifios entre los seis meses y dos afios de
edad. También puede aislarse en adultos enfermos y sanos. La forma de
transmision de la enfermedad es fecal i oral, y los reservorios de ECEP

pueden ser nifios y adultos con o sin sintomas (Rodriguez, 2002)

3.2.1 Epidemiologia

La distribucion de ECEP es mundial y es de particular importancia en los
paises con climas tropicales y en paises subdesarrollados, en lugares de
hacinamiento y con malas condiciones de higiene. En paises en vias de
desarrollo es el principal patdbgeno productor de diarrea en el verano entre
poblacién pediéatrica, en donde se ha estimado que causa entre el 30 y 40%

de los casos de diarrea infantil. (Cabello y Benavente, 2002).
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Esquema patogénico de Escherichia coli enterovirulentas

En el Perd, se han reportado informes (sin identificacion mediante métodos
moleculares) de la prevalencia de EPEC en nifios y se indica que ésta varia
de 1 a 28%. (Ochoa, et al. 2010)



Prevalencia de EPEC en nifios peruanos con diarrea basada en métodos

de diagndstico no moleculares

Prevalencia de

Referencia Pablacion/Descripcion del estudio
EPEC (%)

Salazar 1 Lindo, | 179 nifios hospitalizados con diarrea aguda (3 a 36 meses 15.4
2004 de edad). Ensayo clinico de Lactobacillus.
Salazar i Lindo, | 135 nifios hospitalizados con diarrea aguda (3 a 35 meses 19.3
2000 de edad). Ensayo clinico Racecadotril.

36 nifios hospitalizados con diarrea persistente (18 meses de 8.3
Salazar 1 Lindo, | edad en promedio)
1998 64 nifios hospitalizados con diarrea aguda (14 meses de 15

edad promedio)
Castro i | 80 niflos hospitalizados con diarrea acuosa (3 a 24 meses de 27.8
Rodriguez, 1997 | edad)

107 pacientes hospital i zadafos 105
Lopez, 1996

de edad)
Figueroa i1107 pacientes hospitalizados 26.9
Quintanilla, 1993 | de edad)

327 muestras de nifios con diarrea aguda 3.4

304 muestras de nifios con diarrea persistente
Lanata, 1992 . o ) ) ]

Estudio longitudinal de diarrea aguda y persistente en nifios 4.9

con diarrea 0 3 a¢f owbathdeland ad
Salazar 1 Lindo, | 72 nifios con diarrea (10 meses de edad en promedio). 4.2
1993 Estudio clinico de Retinol y diarrea.

77 nifios con diareaaguda (0 5 afYos de 221
Greenberg, 1991 | . y

diarrea asociada a sarampion.

391 ni fos hospitalizados cory 11.0

Pazzaglia, 1991

edad). Estudio clinico de Aeromonas (datos de referencia)

Fuente: Ochoa et al. 2010




3.2.2 Mecanismo de accion

La interaccion entre ECEP y las células del huésped se ha dividido por los
investigadores en tres principales estadios: a) adherencia inicial, b)

transduccion de sefales y c¢) anclaje intimo. (Zambrano, 2012)

La ECEP se adhiere intimamente a la membrana de las células epiteliales, lo

gue se conoce como fiadherencia y esfacel e
esta mediada por pilis y fimbrias llamadas BfP (en inglés bundle-forming

pilus), codificados por un plasmido EAF (factor de adherencia ECEP)

(Rodriguez, 2002).

Una vez que la bacteria esta adherida al enterocito induce una serie de
sefiales intracelulares que son originadas por un grupo de proteinas
secretadas mediante el aparato de secrecion tipo Il y son translocadas hacia
el enterocito, estas sefiales juegan un papel importante en la patogenicidad
de ECEP. (Zambrano, 2012)

Los efectos inmediatos que se inducen durante la transduccion de sefales
durante la patogénesis de ECEP incluyen cambios a nivel intracelular que
repercuten con la actividad fisiolégica normal de la célula intestinal, tal es el
caso del aumento en la secrecion de electrolitos al espacio extracelular,
permeabilidad de las uniones estrechas intracelulares y remodelacion de la
region apical del enterocito, se creen que estos cambios son los

responsables de la diarrea acuosa. (Zambrano, 2012)

3.3 Identificacion de Escherichia coli

Con la finalidad de identificar las cepas patdgenas de Escherichia coli del
resto de cepas no patdgenas, y encontrar diferencias entre los diferentes

grupos patdgenos de esta especie existen sistemas de clasificacion intra



especificos. Sin embargo, no existe un método ideal y usualmente se
disponen de los recursos necesarios para aplicar varios métodos y ubicar
una cepa en el enterogrupo que le corresponda (Romeu, 2012), existen

métodos tales como:

1 Métodos fenotipicos: biotipado, serotipado, antibiograma y ensayos de
adherencia en cultivos celulares, los cuales detectan caracteristicas

expresadas por los microorganismos.

1 Métodos genotipicos: reacciébn de la cadena polimerasa (PCR),
electroforesis en campo pulsado (ECP), andlisis plasmidicos, analisis

de enzimas de restriccién (REA), entre otros.

3.3.1 Biotipado bioquimico

Este método se basa en diferenciar las cepas por su capacidad de fermentar
determinado numero de carbohidratos (como el manitol, la trealosa, la
lactosa, la ramnosa o el sorbitol) o de degradar determinados aminoéacidos
como la lisina, la ornitina o la arginina u otros compuestos que ponen de
manifiesto la presencia de determinadas enzimas como la beta-D-

glucoronidasa.

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



3.3.2 Sistemas miniaturizados API®

Los sistemas miniaturizados son métodos rapidos que permiten la
identificacion de microorganismos a través de la realizacion de diferentes
pruebas bioquimicas. Estos sistemas consisten en un dispositivo de plastico
con varios microtubos que contienen diferentes medios de cultivo
deshidratados o diferentes sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de

prueba que se requiere montar.

3.3.3 API 20E

Permite la identificacion de microorganismos pertenecientes al grupo de las
enterobacterias y de otros bacilos gram negativos. Es una galeria

conformada por 20 microtubos.

3.3.4 Interpretacion de los resultados

La presencia de enzimas y/o de productos metabodlicos generados durante el
periodo de incubacion reacciona con los sustratos contenidos en los
microtubos y desarrollan en los mismos una coloracién que puede aparecer

en forma espontanea o con el agregado de algun reactivo para su revelado.

La interpretacion de los resultados se basa en la observacion de las
coloraciones desarrolladas, ésta se lleva a cabo mediante la comparacion del
color obtenido en cada microtubo con el que muestra la carta de colores. De
acuerdo a esa interpretacion se puede establecer un resultado positivo o

negativo.



Después del periodo de incubacién y comparar, con la carta de colores, los
resultados en cada microtubo se colocan en la hoja de resultados que

suministra el fabricante.

Los datos asi obtenidos pueden transformarse en un cédigo de 7 digitos

denomi nado Aper f il nNum®ri coo gue resul t a
correspondientes a las pruebas positivas asignados previamente en la

planilla. (Apiweb ® BioMérieux, 2010).

3.4 Identificacién de Escherichia colienteropatégena

La identificacion se hace mediante pruebas bioguimicas en tubo como TSI,
LIA, MIO, citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de metilo, malonato y caldo
manitol-rojo de fenol. En los laboratorios y hospitales que cuentan con
antisuero polivalente A, B o C de EPEC se realiza la prueba de aglutinacion

en nifios con diarrea, especialmente de un afo. (Rodriguez, 2002).

Del mismo modo, la identificacion de ECEP en los laboratorios clinicos se
basa en la determinacién de los serotipos por aglutinacion con antisueros O y
H. También se han desarrollado una metodologia utilizando PCR multiple en
tiempo real (RT-PCR) para la deteccion los seis grupos de Escherichia coli
virulentos. (Ochoa, 2010).

3.5 Resistencia deEscherichia colia los antibidticos

La especie Escherichia coli presenta resistencia a los antibidticos
betalactamicos. Con el tiempo, la utilizacibn masiva de antibidticos ha
provocado un aumento en su resistencia a nivel mundial (Ajiboye et al.,

2009). En los ultimos afos, se ha observado un aumento de la resistencia de



esta especie a los principales antibiéticos de uso clinico para el tratamiento
de infecciones causadas por las cepas patdégenas de Escherichia coli como
la ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina y
estreptomicina, tanto en cepas de origen humano y animal como aisladas del

ambiente (agua y suelo) (Alzahrani et al., 2011).

El uso indiscriminado de los antibidticos tanto en el tratamiento de
enfermedades humanas como en veterinaria, ha provocado un aumento del
numero de bacterias resistentes a los antibidticos en el medio ambiente. La
mayoria de las aguas residuales que contienen antibiéticos se vierten en los
desagies y van a parar a ambientes acuaticos, lo cual contribuye a la
seleccién de organismos con patrones de multiresistencia a antibiéticos. Las
bacterias presentes en estos ecosistemas se ven expuestas a diferentes
presiones selectivas, lo que favorece el intercambio de genes de resistencia
a antibidticos a través de los diferentes vectores de transmisiéon (Von Baum y
Marre, 2005).



IV. ANTECEDENTES

Byrd, et al. 1993. Examinaron el patron de supervivencia y mantenimiento del
plasmido de Escherichia coli en agua de mar artificial. Encontraron que las
tres cepas de Escherichia coli (EK3C, H10407 y 34309) mantienen una
porcion de las células en la fase cultivable durante al menos 3 afios en agua
de mar artificial. Ademas, la parte de la poblacién de células también
mantuvo sus plasmidos nativos durante el periodo de 3 afios. Concluyeron
que las células de Escherichia coli mantenidas en agua de mar estan
adaptadas selectivamente a la salinidad del agua de mar, permaneciendo en
un estado cultivable. Los resultados del estudio son significativos porque
muchas autoridades de salud publica han asumido porque Escherichia coli
no puede sobrevivir, sin adicion de nutrientes, en agua de mar durante largos

periodos de tiempo.

Romero, et al. 1994. Evaluaron las condiciones de calidad e inocuidad de los
pescados y mariscos recolectados en la costa de Santa Catarina y
comercializados en Florianopolis. Se obtuvieron 175 muestras de pescado y
filetes (Cynoscion leiarchus), colas de camardén (Peneaus paulensis),
mariscos (Brasiliensis anomalocardia y Mytilus edulis) y pulpa de cangrejo
(Callinectes sapidus) de los mercados y fueron examinados dentro de las 4
horas de la compra. De 317 cepas de Escherichia coli probadas para STG y
toxinas LT Il, s6lo una (aislada de mariscos) produce ST y ninguna para
toxina LT Il. S. aureus fue aislada en 20% de 175 muestras examinadas,
incluyendo 60% de las muestras de los mariscos de carne. Sé6lo 9 de 109
cepas de S. aureus producen enterotoxinas, incluyendo la enterotoxina A (4),
D (1) y AB (4). Concluyeron que debe de existir un mayor cuidado para
reducir la contaminacion de peces y mariscos durante el manejo de cosecha

y post-cosecha.



Martin, et al. 1998. Desarrollaron un modelo matematico para sintetizar la
informacion conceptual y experimental sobre el comportamiento de las
bacterias entéricas en agua de mar. Este modelo se basa en cambios en los
componentes intracelulares metabolizables en funcion de las respuestas
fisiolégicas de la célula cuando se somete a inanicion, salinidad y radiacion
solar. Siguiendo una estrategia que tiene en los procesos de adaptaciéon y de
reversion fisiologicas a corto y medio plazo, las células se pueden desarrollar
en diferentes estados: cultivables (B1), viable y definitivamente no cultivable
(B2), y reversible latentes (B3). La validacion del modelo se realiz a través
de datos especificos sobre los patrones de cambio en la abundancia de
células cultivables al someter poblaciones de Escherichia coli a tensiones
experimentales simultaneas. Los resultados de simulacion mostraron la
eficacia de la respuesta antiestrés y la importancia de la latencia que confiere

propiedades de resistencia superiores.

Quintana, 1998. Realiza una compilacion de la informacion sobre los
conceptos microbiologicos basicos para el uso correcto de los
antimicrobianos, incluyendo los principales grupos de antimicrobianos y su
espectro de accibn, los mecanismos de accién y resistencia, los métodos de
laboratorio para su estudio y su relacion con su accion in vivo. Asimismo,
describe que el espectro de accion de los antimicrobianos puede clasificarse
en dos: antibiéticos de amplio espectro o de espectro reducido; sin embargo,
estos pueden presentar accion inhibiendo la sintesis de la pared actuando
sobre las proteinas de la membrana celular, inhibiendo la sintesis proteica
actuando sobre el ribosoma bacteriano o actdan inhibiendo la duplicacion del
ADN.

Webster, et al. 2004. En este estudio se tomaron muestras de aguas
superficiales de dos cuencas costeras diferentes, con desarrollo y sin
desarrollo urbano en Carolina del Sur. También se tomaron muestras de

afluentes y efluentes de diferentes plantas de tratamiento en la misma area



donde se colectaron las muestras de agua. Se determiné el Namero Mas
Probable de coliformes fecales (NMP) para todas las muestras. Se aislaron
colonias de Escherichia coli para evaluar su resistencia antibiética. Los
resultados indican que el NMP de las plantas de tratamiento fueron
significativamente mas altas que las muestras que fueron tomadas en la
cuenca con desarrollo urbano, y las muestras de la cuenca sin desarrollo
urbano fue significativamente menor a las anteriores. Asimismo, la prueba de
resistencia a antibidticos sugiri6 una tendencia al incremento de la

resistencia en las muestras de la cuenca con desarrollo urbano.

Byamukama, et al. 2005. En su investigacion desarrollaron técnicas rapidas
gue pudieran identificar coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia
coli, y esporas de Clostridium perfringes en diferentes gradientes de
contaminacion en habitats acuaticos en ciudades tropicales. Los lugares de
muestreo se seleccionaron basados en criterios de alta y baja influencia
antropogénica. Concluyeron que, con la metodologia aplicada para el
reconocimiento de los parametros de contaminacion bacteriolégica, la
determinacion de Escherichia coli y esporas de Clostridium puede ser
confiable para el monitoreo de contaminacion fecal en paises tropicales con

gran altitud.

Haraket, et al. 2006. Realizaron el aislamiento, caracterizacion molecular y el
perfil de resistencia antimicrobiana de cepas bacterianas patégenas
ambientales. Para ello, recogieron 57 muestras de agua de mar, sedimentos
y agua dulce durante las estaciones de primavera y verano de 2003. En su
metodologia utilizaron medios selectivos apropiados para el aislamiento de
Escherichia coli y Salmonella indicando que 94,7% de las muestras
analizadas estaban contaminadas con una o ambas bacterias. Asimismo,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) identificaron las
especies de bacterias. Muchas cepas de Escherichia coli patdgenas aisladas

fueron detectadas por PCR de los cuales dos fueron identificados como



Escherichia coli O157:H7. Los aislamientos confirmados de Salmonella y
Escherichia coli fueron analizados utilizando el método de difusion en disco
para su susceptibilidad a antibioticos revelando altas tasas de resistencia a

los antimicrobianos.

Guzzi, et al. 2006. Realizaron una revisién sobre la situacion sanitaria de la
zona balnearia de la ciudad de Mar de Plata, Argentina. Detallando en su
trabajo que existe un incremento progresivo de la contaminacion fecal que no
se relaciona significativamente con los parametros fisico-quimicos, si no se
encuentra asociado a la presencia de descargas pluviales y/o cloacales en la
zona de influencia. Asimismo, concluyen que la abundancia de Escherichia
coli en el medio acuatico esta controlada por factores fisicos, quimicos y

hasta de competencia con otros géneros de la misma Familia.

Sardinas, et al. 2006. Evaluaron las caracteristicas fisico-quimicas vy
microbioldgicas del agua de presa El Cacao en la ciudad de La Habana,
Cuba. Encontraron concentraciones elevadas de DBO vy bajas
concentraciones de oxigeno, con lo cual sugirieron que el agua de la presa
estaba contaminada posiblemente debido a los vertimientos de desagues
que recibe de las éareas aledafias a la presa. Las concentraciones de
coliformes totales y coliformes termotolerantes encontrados en el agua de
presa son semejantes a las de agua dulce con similares ecosistemas

acuaticos con vertimientos residuales.

Vergaray, et al. 2007. Realizaron el estudio microbiologico del agua de 8
playas de recreacion de la costa de Lima con el objetivo de evaluar la utilidad
de Escherichia coli y Enterococcus como indicadores de contaminacion fecal.
Los resultados del periodo de muestreo enero 2006 mostraron que el agua
de 3 playas era inaceptable para el bafio, segin lo comparado con la Norma
Peruana, pero si se utiliza como indicadores a Escherichia coli 200 NMP/100

mL y Enterococcus 35 NMP/100 mL, las 8 playas fueron consideradas como



inaceptables. Concluyendo que la contaminacion fecal se elevd en forma

significativa en verano.

Gonzales, et al. 2009. Describieron la sensibilidad a antibiéticos de las
bacterias causantes de infecciones del tracto urinario en el Hospital
Cayetano Heredia. Se evaluaron 1249 urocultivos positivos realizados en los
meses de enero a junio del aflo 2008. De las bacterias aisladas de estos
urocultivos 76% fueron Escherichia coli, y en las pruebas de sensibilidad
realizadas a estas cepas se encontr6 que fueron sensibles a amicacina,
nitrofurantoina, ceftriaxona y ciprofloxacino en 88.89%, 75.26%, 43.88%, y

26.04%, respectivamente.

Salinas, et al. 2010. Realizaron una investigacion para analizar el efecto de la
contaminacion fecal causada por el vertimiento de aguas residuales, y su
relacion con la presencia de cepas enteropatdogenas de Escherichia coli en
las heces de lebn marino (Otaria flavescens) de la bahia de lquique. El
analisis mediante la amplificacion de los genes de virulencia asociadas a las
categorias diarreogénicas de Escherichia coli, revel6 la presencia de ECEP
en 38,3% del total de las muestras analizadas. Por otro lado, no se detecté la
presencia del gen de ECEP en las cepas que provenian de las heces de O.

flavescens.

Abhirosh, et al. 2011. Determinaron la variacion de la densidad de bacterias
coliformes fecales. El valor medio vario de MPN 2900 a 7100/100mL.
Ademas, sus resultados mostraron el patréon de resistencia a mdultiples
farmacos entre los aislamientos bacterianos. Las cepas de Escherichia coli
mostraron resistencia a mas de 50% de los antibidticos (amicacina,
oxitetraciclina, estreptomicina, tetraciclina y kanamicina), mientras
Salmonella mostré una alta resistencia a la oxitetraciclina, estreptomicina,
tetraciclina y ampicilina. La alta densidad de bacterias coliformes fecales y la

prevalencia de mdultiples drogas resistente a Escherichia coli y serotipos de



Salmonella en el lago pueden suponer riesgo para la salud publica a través

de los brotes graves transmitidos por el agua y alimentos contaminados.

Ministerio de Salud, 2013. Realizaron el monitoreo de la calidad de las playas
de la Costa Verde, segun la concentraciéon de coliformes termotolerantes de
enero a octubre y diciembre en el afo 2013. Identificando calidad
microbioldgica regular en las playas Barranco y las Sombrillas el mes de
enero con una concentracion de coliformes termotolerantes entre 220 i 920
NMP/100 mL. Asimismo, identificaron calidad microbiolégica en la playa
Redondo en febrero y diciembre con una concentracion de 1100 NMP/100

mL.

Liberatore, et al. 2015. Examinaron el perfil de las aguas en la franja costera
de la provincia de Pescara (Italia, central Mar Adriatico) con referencia a los
parametros microbiologicos de Escherichia coli y Enterococos intestinales
requeridos por la Directiva 2006/07 de la Comision Europea. La calidad del
agua de 15 playas costeras fue examinada. Se utilizo el analisis estadistico
para confirmar los aspectos deducidos de los valores medios de los datos de
vigilancia y control para cada tramo. Los datos resaltan situaciones criticas
en varias partes de la costa; estos problemas pueden atribuirse a la
contaminacion de los rios, principalmente debido al mal funcionamiento de

las plantas de tratamiento para aguas residuales urbanas.

Vergine, et al. 2015. Indican que la reutilizacion de aguas residuales tratadas
es cada vez mayor en las regiones semiaridas, como respuesta a los efectos
del cambio climatico y el aumento de la competencia por los recursos
hidricos naturales. La investigacion de los indicadores bacterianos es
relevante para evaluar su persistencia en el ambiente y la posible
transferencia a las aguas subterrdneas o de la cadena alimentaria. Para
evaluar el indicador de contaminacion fecal Escherichia coli se llevaron a

cabo experimentos en un suelo cultivado utilizando los recursos de agua



contaminada para el riego. Para los experimentos de campo la
contaminacion fecal se simulé dosificando el indicador al efluente de un
biorreactor de membrana. Para evaluar el destino del indicador en el
subsuelo, se instalé un conjunto de columnas en el suelo al lado del campo,
operado y monitoreado por la concentracion de Escherichia coli con el tiempo
y largo de la profundidad. Se utilizé las aguas municipales residuales en este
caso como fuente de contaminacién fecal. Los resultados mostraron que a
corto y mediano plazo efectos en la capa superior del suelo dependian en
gran medida de la concentracion de Escherichia coli en el agua de riego.
Observaron una permanencia limitada y acumulacion relevante del indicador
en la hierba y en el suelo superficial. La tendencia de las concentraciones de
Escherichia coli en la lixiviacion de las columnas de suelo siguieron un

modelo logaritmo lineal.

Perini, L. et al. 2015. Realizaron estudios sobre la dindmica temporal de
Escherichia coli por la ciudad, describiendo la estructura de la poblacion
(mediante la asignacion de los aislamientos a su grupo filogenético) y su
diversidad genotipica, y establecieron el papel de los factores ambientales en
la determinacion de su variabilidad. La abundancia de Escherichia coli en
agua fue muy variable hasta 104UFC/100mL. La abundancia no demostro
relaciones significativas con las variables fisicoquimicas del agua. El analisis
de la estructura de la poblacion mostré la presencia de todos los grupos
filogenéticos conocidos, incluyendo los extra-intestinales y potencialmente
patdgenos. La diversidad genotipica fue muy alta, como consecuencia
probable de la entrada heterogénea de bacterias fecales de la ciudad.
Asimismo, concluyen que, a pesar de su importancia a nivel mundial como
indicador fecal en los sistemas acuaticos, se sabe poco acerca de la
diversidad de Escherichia coli en el medio ambiente y los factores que

impulsan su distribucion espacial.



Bonamano, et al. 2015. Investigaron la dispersion de Escherichia coli en la
zona de bafio artificial semicerrado de Santa Marinella (Lazio, Italia) a través
de muestreos in situ llevados a cabo en el verano de 2012 y la aplicacion de
un modelo dindmico. Las muestras recogidas se analizaron mediante la
técnica basada en cultivo y el método de anticuerpos fluorescentes para
estimar tanto las células viables cultivables y el total de la poblacién de
Escherichia coli, respectivamente. EI conjunto de datos in situ se utilizaron
para probar el enfoque de modelado propuesto y simular el comportamiento
de las bacterias. A continuacion, el tiempo de lavado y el célculo del Area de
Riesgos Microbiologicos Potencial permitieron la evaluacion de la
contribucion de los procesos fisicos y bioldgicos a la dispersion de coliformes

y el riesgo potencial relacionado para los bafistas.

Titilawo, et al. 2015. Exponen que el desarrollo de la resistencia bacteriana
ha disminuido debido al éxito obtenido con el descubrimiento de los agentes
antimicrobianos, y como las enfermedades y agentes patégenos que una vez
se pensO estaban controlados por los antimicrobianos ahora estan
resurgiendo con nueva resistencia ligadas a la terapia. De un total de 300
cepas de Escherichia coli confirmadas por técnica de PCR, de diferentes
fuentes de los rios en el estado de Osun, Nigeria, se evaluaron por el
método de difusion en disco. Los resultados demostraron un alto incremento
en la prevalencia de la multirresistencia de Escherichia coli y sus
determinantes de resistencia indica el aumento de los riesgos de salud
publica asociados con la ingestion de aguas procedentes de fuentes no

tratadas.

Maravic, et al. 2015. Recolectaron un total de 1,351 enterobacterias aisladas
de 144 muestras de agua de mar en un periodo de cuatro afios a partir de
tres playas publicas en el mar Adriatico en Croacia. Aproximadamente el
35% de las cepas fueron resistentes a multiples farmacos. Bla BLEE se

detectaron genes en el 4,2% de los aislados de Enterobacteriaceae, las



principales especies de las cuales fueron Escherichia coli, Enterobacter
cloacae y Klebsiella pneumoniae. Bla TEM-1 + SHV-12 fue el genotipo mas
dominante, seguido por bla CTX-M-15. Estos resultados indican que las
aguas de la playa son reservorios de productores de BLEE enterobacterias y
por lo tanto constituyen un problema de salud publica con mayor potencial
para actuar como mediadores en el flujo de genes entre las zonas costeras

marinas y entornos clinicos.

Ministerio del Ambiente, 2015. Establecié en el Decreto Supremo N° 015-
2015-MINAM los Estandares de Calidad Ambiental para Agua. En el cual se
establece que las Aguas Superficiales destinadas para Recreacion (Bl y B2)
deben cumplir ciertos parametros para contacto directo: Coliformes Totales
(35-37°C) 1000 NMP/100 mL, Coliformes Termotolerantes 200 NMP/100 mL
y Escherichia coli ausente; por otro lado, para contacto indirecto debe cumplir
hasta Coliformes Totales 4000 NMP/100 mL, Coliformes Termotolerantes
1000 NMP/100 mL y ausencia de Eschericia coli.

Martinez, et al. 2015. Analizaron muestras de agua de cinco playas de
interés turistico en el estado de Sucre, Venezuela con la finalidad de detectar
la presencia de cepas de Escherichia coli patégenas asociadas a casos de
diarrea aguda en aguas marinas destinadas a actividades recreacionales.
Realizaron la identificacion de los patdgenos mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). En esta investigacion se identificaron 77 cepas de
Escherichia coli, de las cuales 16.90% se identificaron como Escherichia coli

enteropatogena.

Ministerio de Salud, 2016. Realizaron el monitoreo de la concentracion de
coliformes fecales en las playas de la costa del Perd. Durante Marzo de 2016
realizaron la medicién en 6 playas de la costa verde identificando a la playa

Las Cascadas, Los Pavos y Barranquito como playas de calidad



microbioldgica regular identificado una concentraciéon 350 NMP/100 mL de

Coliformes Fecales.



V. MATERI ALES Y ME£TODOS

5.1 Area demuestreo

El muestreo se realizé en 15 playas del Circuito de Playas de la Costa Verde,
el cual estad constituido por la franja riberefia de la Bahia de Miraflores,
comprendida desde el Cerro La Chira Distrito de Chorrillos, Provincia de
Lima, hasta la saliente del Distrito de la Punta, Provincia Constitucional del
Callao, Anexo 1. Cabe mencionar que esta investigacion se realizo en las
playas que pertenecen al Circuito de Playas de la Costa Verde, las cuales
son frecuentadas por gran cantidad de bafiistas durante la temporada de

verano. Las playas consideradas en este estudio se enumeran en la Tabla 1.

En cada playa se tomaron muestras cada 100 metros, por ello la cantidad de
muestras por playa dependié de la longitud de las mismas. Asimismo, la
distancia entre la orilla y el punto de muestreo fue de 10 metros,
considerando esta longitud como el area donde los bafiistas tienen contacto
con el agua. Las longitudes y el nimero de muestras de agua recogidas en

cada playa del Circuito de la Costa Verde se detallan en la Tabla 1.

Respecto al numero de playas muestreadas, se debe considerar que sélo se
tomaron en cuenta 08 muestras en la Playa Marbella, debido al dificil acceso

en los primeros 300 metros de la extension de esta playa.



Tabla 1. Playas de la Costa Verde consideradas en el muestreo y nimero de muestras

obtenidas por longitud de playa

Numero de
Distrito Coordenadas Longitud muestras
(UTM) playa (m) cada 100 m
1 wavela iU cdoormosms 1261 8
2 San Isidro San Isidro éggggiézésmmlzs 640 6
3 Tres Picos Miraflores é;gg?gél_igmmlzs 763 8
4 Pampilla Il Miraflores gggg%ﬁng E 575 6
5 Pampilla | Miraflores gg;gcl)igismmlzs 440 4
6 Miraflores Miraflores gg;gcl)?b?%mmlzs 264 3
7 Makaha Miraflores ggggggf_gommlzs 270 3
8 Redondo Il Miraflores gggggif&mﬁs 611 6
9 Redondo | Miraflores ggg%ggggsmmlzs 479 5
10 LaEstrella Miraflores ggg;gjﬁéBmmEs 241 3
11 Las Cascadas Barranco g;g;gg;g 4mmES 430 4
12  Barranquito Barranco égggggf_ésmmlzs 269 3
13 Los Pavos Barranco ggggg%og 4mmES 358 4
14  Los Yuyos Barranco gggggg#glmmlzs 280 3
15 Las Sombrillas Chorrillos ggggggé?gommlzs 483 5
Total de muestras 71

Fuente: Autoridad del Proyecto Costa Verde de la Municipalidad Metropolitana de Lima, Ley
N° 26306.



5.2 Recoleccion de las muestras

Las muestras de agua de mar se recolectaron en frascos transparentes de
vidrio estéril, de boca ancha, con tapa rosca y con capacidad de 250 mL.
Durante la recoleccién de las muestras se registro el pH y la temperatura del
agua de mar y se rotulé el nombre de la playa, el nimero de muestra, hora y
fecha de muestreo, asi como el nombre de quien tomo la muestra. Seguido
de ello, las muestras fueron transportadas en caja conservadora donde se
colocaron geles refrigerantes para mantener la temperatura de 4 °C hasta la

llegada al laboratorio para los analisis respectivos.

Figura 1. Recoleccion de las muestras.

Debido a la longitud de las playas y la cantidad de muestras tomadas en
cada una, las muestras se recolectaron en dos dias, ya que el tiempo entre la
toma de muestra y llegada al laboratorio no debia exceder las 3 horas. Las
muestras se recolectaron desde las 6 am hasta las 9 am los dias 15 y 16 de
febrero de 2016. El primer dia se muestre6 desde la playa Marbella hasta la

playa Redondo Il y el segundo dia las playas restantes.



5.3 Lugar de la experimentacion

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia y el
Laboratorio de Biologia y Genética Molecular de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Ricardo Palma, ubicada en la Avenida

Benavides 5440 Santiago de Surco.

5.4 Procesamiento de la muestra

- Pre-enriquecimiento de la muestra y aislamiento de

Enterobacterias

Se tom6 50 mL de agua de mar, previa homogenizacion de la muestra
recolectada y se afadido en 150 mL de agua peptonada marca Merck, se
incubo por 24 horas a 35°C + 1°C para la multiplicacion y reparacion de los

microorganismos presentes.

Figura 2. Enriquecimiento e incubacion de las muestras de agua de mar de las Playas del

Circuito de Playas de la Costa Verde.



Después de 24 horas de incubacién, se procedié al aislamiento de las
bacterias coliformes en agar selectivo y diferencial Mc Conkey marca
Merck, para ello se afadié 50uL de la muestra incubada sobre la superficie
del agar Mc Conkey solidificado y se distribuyd con espatula Drigalski por el
Método de Diseminacién en Superficie de Agar; se incubé durante 24 horas a
35°C + 1°C.

- Resiembra en agar EMB (Eosin Methylene Blue Agar)

Después del desarrollo bacteriano en agar Mc Conkey, se procedié a la
resiembra en agar EMB y se incub6 durante 24 horas a una temperatura de

35°C + 1°C para el desarrollo de las bacterias correspondientes.

La determinacion presuntiva del aislamiento de Escherichia coli se realiz
seleccionando las colonias que presentaron las siguientes caracteristicas en
el agar EMB: Colonias grandes, color negro azulado y brillo verde metélico.
Estas colonias fueron seleccionadas y conservadas en cepario para los
andlisis confirmatorios mediante Identificacion Bioquimica APl 20E

BioMérieux y Prueba Serolégica con el Kit PROBAC.

- Prueba de confirmacion cromogénica con TBX

Para confirmar que las colonias aisladas en el agar EMB fueron Escherichia
coli se decidié utilizar el medio Triptona Bilis X-Glucoronida i TBX. El medio
TBX contiene un agente cromogénico, X-glucoronida, el cual detecta la
actividad de la glucoronidasa. La presencia de glucoronidasa diferencia la

mayoria de cepas Escherichia coli de otros coliformes.



Las colonias aisladas en cepario fueron sembradas con asa de siembra por
método de estrias en el medio y fue incubado a 35°C = 1°C durante 24

horas.

- Prueba de confirmacion bioquimica con Citrato de Simmons

Después de realizar la prueba de confirmacion cromogénica con TBX, se
procedi6 a escoger 100 cepas con actividad positiva de la enzima

glucoronidasa al azar.

Se utilizé esta prueba para la diferenciacion de enterobacterias en base a la
capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia. Para ello
se prepararon 100 tubos con Agar Citrato de Simmons en posicién inclinada
(pico de flauta). Las 100 cepas obtenidas del Agar TBX fueron sembradas
por método de estria en la superficie del medio de cultivo. Se incub6 en 35°C

+ 1°C durante 24 horas.

- ldentificacion Bioquimica mediante APl 20E BioMérieux

A partir del cepario obtenido en las etapas previas, se prepard un cultivo
joven en agar nutritivo de 18 horas, el cual sirvié para inocular los pocillos de
la galeria API20E. Para ello, se tom6 una colonia bien aislada de la bacteria
y se resuspendié homogéneamente en 5 Ml de solucién salina (1% de NaCl)
estéril. Posteriormente, se realizo la siembra en la galeria API 20E. La galeria
API 20E se caracteriza porque contiene pocillos y cada pocillo tiene un tubo y
una cupula; se llené con la suspension de bacterias los tubos, no la cupula,
de todos los pocillos. Solo se llenaron las cupulas de los pocillos CIT, VP,

GEL con la suspension de bacterias.



Se puso la galeria en una camara humeda de incubacion y se incub6 a 37 °C

durante 24 horas.

Figura 3. Kit API 20E BioMérieux.

Figura 4. Aplicacion de la Prueba Api 20E BioMérieux.



- ldentificacion serologica de Escherichia coli enteropatdégena

(ECEP) mediante aglutinacién en lamina.

Se realizo el procedimiento disefiado por el Laboratorio PROBAC de Brasil

para los sueros anti i E. coli enteropatdgena clasica. Se realizo lo siguiente:
1. Serealiz6 la limpieza de laminas de vidrio y desinfeccion con alcohol.

2. Para cada muestra se obtuvo una suspension espesa, las colonias se
obtuvieron directamente de la superficie de cultivos de 48 horas y se
colocaron en una placa a la cual se agreg6 con micropipeta 0.2 mL de

solucion salina.

3. Setomaron 0.2 mL de la suspensién espesa y se le agreg6 0.3 mL de
los sueros PROBAC. Enseguida se homogeniz6 la muestra haciendo
gue esta ocupe un area de 1 cm y se mantuvo en movimiento de

vaivén por 1 a 2 minutos.

- Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusién en agar

1 Preparacion del medio de cultivo:

Se prepar6 agar Mueller - Hinton marca Merck, se calenté hasta punto de
ebullicion en microondas y se autoclavo. El preparado se vertio en placa
petri estéril, el cual pas6 por un control de calidad de 24 horas a 37°C para

su posterior utilizacion.



1 Aplicacion de los discos de antibiéticos sobre las placas

inoculadas:

Las placas con agar Mueller Hinton fueron inoculadas con la bacteria
mediante hisopado en su superficie. En seguida, se colocaron los discos de
los 8 antibiodticos sobre la superficie del agar. Cada disco fue presionado para
asegurar contacto pleno con la superficie del agar. Se colocaron ocho (8)
discos con los siguientes antibidticos: Amicacina (MK), Ampicilina (AM),
Ceftazidima (CAZ), Norfloxacino (NX), Amoxicilina-Ac. Clavulanico (AMC),
Cefuroxima (CXM) y Cotrimoxazol (SXT) y Ciprofloxacino (CIP). Figura 5.

Las placas fueron invertidas y colocadas en la estufa a 35°C £ 1°C después
de 15 minutos de aplicados los discos. Lo mismo se realizé para la prueba
control, para la cual se utilizé una cepa ATCC 25922 de Escherichia coli.

Figura 6.

Figura 5. Antibi6ticos utilizados en la Prueba de Susceptibilidad Microbiana.



Figura 6. Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli.



VL. RESULTADOS

Se recolectaron 71 muestras de agua en 15 playas del Circuito de Playas de
la Costa Verde, el numero de muestras por playas vari6 debido a su

extensién, como se muestra en la Tabla 2.

La ubicacion geografica de las playas y el nUmero de muestras realizadas en
cada una se observan en la Tabla 2. El nUmero de muestras recogidas en
cada playa varié debido a la extension de las mismas. El mayor nUmero de
muestras se recogieron en las playas Marbella y Tres Picos, y el menor
namero de muestras se recogieron en las playas Miraflores, Makaha, La

Estrella, Barranquito y Los Yuyos.

6.1 Condiciones fisicas de las muestras de agua de mar
de las playas del circuito de la Costa Verde

En la Tabla 3 y figura 7 se observa que los rangos de temperatura de las
muestras de agua de mar de las 15 playas del circuito de la Costa Verde

estuvieron entre 22, 93 °C y 23,26 °C que es mayor a la esperada.

De igual manera, se aprecia que los rangos de pH de las muestras de agua
de mar de las 15 playas del circuito de la Costa Verde estan entre 7,68 y
7,80, lo que nos indica que es relativamente alcalina, lo cual no limita el

crecimiento microbiano.

De acuerdo con los analisis realizados se observa que las muestras de agua
de mar no presentan una variacion notoria entre si en cuanto a sus

mediciones de temperatura y pH.



Tabla 2. NUmero de muestras recolectadas por playas del Circuito de la

Costa Verde.
N° muestras Ubicacion
(Coordenadas UTM)

1. PMB Marbella 8 gggéggé?SQmmEs
2 s san Isicro : 366024823 m S
3. PTP Tres Picos 8 géggggél.ismmlzs
4. Pl Pampilla Il 6 ééﬁg%fﬁq’g :
5. Pampilla| ! 366902015 m S
6. PWK Mirafiores 3 366902015 m S
7 Pu akaha 3 366828580 m S
8. RIl Redondo Il 6 §Z§?3i§_§4mmEs
o R Redondo 5 366767385 m S
10. PLE La Estrella 3 gggggj}zé?mlzs
1.Lc Las Cascadas ! 366708354 m S
12.PB Barranquito 3 Sea6752 66 m S
13.LP Los Pavos 4 gggggg}?&mmlzs
14.LY Los Yuyos 3 S6550e7 01 M S
15.LS Las Sombrillas 5 §§§§§§£‘2‘ommEs
NUMERO TOTAL DE MUESTRAS 71




Tabla 3. Estadisticos descriptivos asociados a las mediciones de temperatura y pH en las

muestras de agua de mar de 15 playas del Circuito de

Playas de la Costa Verde

NG de Temperatura

muestras BITE Des,viacic')n Media Des,viacic')n
estandar estandar

1 Marbella 8 23.15 0.053 7.80 0.000

2 SanlIsidro 6 22.98 0.075 7.80 0.000

3 Tres Picos 8 23.10 0.076 7.78 0.046

4  Pampillall 6 23.25 0.055 7.73 0.052

5 Pampillal 4 23.23 0.050 7.78 0.050

6 Miraflores 3 22.93 0.058 7.70 0.000

7 Makaha 3 22.97 0.115 7.70 0.000

8 Redondolll 6 23.07 0.121 7.68 0.041

9 Redondoll 5 23.26 0.055 7.68 0.045

10 LaEstrella 3 23.13 0.058 7.70 0.000

11 Las Cascadas 4 23.13 0.050 7.68 0.050

12 Barranquito 3 23.17 0.058 7.70 0.000

13 Los Pavos 4 22.93 0.050 7.70 0.000

14 Los Yuyos 3 23.10 0.000 7.70 0.000

15 Las Sombrillas 5 23.10 0.000 7.70 0.000
Total de - 23.1 0.06 7722 0.02
muestras/Promedio




Medias de temperatura en °C y pH en las muestras de agua de mar del Circuito de Playas
dela Costa Verde.
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Figura 7. Rangos de temperatura en °C y pH en las muestras de agua del Circuito de Playas

de la Costa Verde.

6.2 Pre-enriquecimiento de la muestra y aislamiento de
enterobacterias

Después de transportar las muestras al laboratorio y realizar su pre
enriguecimiento con agua peptonada, se realiz6 la prueba de proliferacion de
enterobacterias en agar selectivo Mc Conkey. Como resultado de esta
prueba se obtuvieron dos tipos de colonias, colonias blanquecinas y colonias
de color rojo grosella, Figura 8. Las colonias blanquecinas indican que no
hay consumo de lactosa, por lo tanto, el indicador rojo neutro no se activo;
por lo contrario, las colonias rojizas indican el consumo de lactosa del agar
selectivo Mc Conkey, por lo tanto se presume que estas colonias son

enterobacterias.

Se obtuvo el crecimiento de colonias caracteristicas de enterobacterias en

las muestras tomadas en las 12 playas, a excepcion de la Playa Redondo II.



Figura 8. Colonias lactosa positiva y negativas en agar Mc Conkey.

Figura 9. Crecimiento de bacterias fermentadoras de lactosa

(colonias rojo grosella).

6.3 Resiembra en agar EMB (Eosin Methylene Blue
Agar)

Se aislaron 650 colonias de color rojo grosella y de bordes lisos del agar Mc
Conkey y se sembraron por método de estria en Agar EMB a fin de identificar

las colonias caracteristicas de Escherichia coli. Después de 24 horas de



incubacién las placas mostraron diferentes tipos de colonias: colonias verdes

brillantes, colonias moradas y colonias incoloras.

Cabe mencionar que en esta investigacion se busco identificar a Escherichia
coli, por lo que se dio mayor atencién a las colonias azul a moradas con brillo
verde metalico, caracteristica importante para el reconocimiento de

Escherichia coli en agar EMB. Figura 10.

FiguralO. Crecimiento de colonias verde metalico en diferentes muestras de agua del

Circuito de Playas de la Costa Verde.

De las 15 playas muestreadas, solo 12 (80%) playas tuvieron crecimiento de
colonias caracteristicas de Escherichia coli, las cuales fueron: Pampilla II,
Pampilla I, Miraflores, Makaha, Redondo Il, Redondo I, La Estrella, Las

Cascadas, Barranquito, Los Pavos, Los Yuyos y Las Sombrillas.

A fin de tener un mayor aislamiento de Escherichia coli, se utilizé el medio de

cultivo cromogénico TBX. Como resultado de ello se observo el crecimiento



de colonias con coloracion celeste, Figura 11, debido a que la actividad de B-
D-glucoronidasa especifica de Escherichia coli queda detectada por el

agente cromogénico X-glucoronida del medio de cultivo.

Figura 11: Colonias celestes por la actividad de B-D-Glucoronidasa especifica de

Escherichia coli.

6.4 Aislamiento de enterobacterias por cada playa
muestreada

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos por cada playa
muestreada. En la playa Marbella (PMB) se recolectaron 8 muestras, de las
cuales solo 7 (87.5%) muestras fueron lactosa positiva; sin embargo, estas
colonias no dieron positivo para EMB y TBX, por lo cual se descart6 la idea
de que en esta playa se pudiera aislar Escherichia coli. Cabe mencionar que
en esta playa el acceso de baiiistas es restringido debido a la inaccesibilidad
ala playa y a la presencia de deshechos como desmontes y piedras de gran

tamario.

Por otro lado, conforme se avanzé en el andlisis, se observd que en las
playas donde existe alta afluencia de bafistas se incrementa la posibilidad de
aislar Escherichia coli, ya que el 100% de las colonias aisladas de muestras



lactosa positiva de la playa Las Cascadas (LC) hasta la Playa Sombrillas (LS)
dieron caracteristicas positivas para el reconocimiento de Escherichia coli en
EMB y TBX. Lo mismo se puede observar en las Playas Waikiki (PWK) y

Makaha (PM) donde se concentran las escuelas de surf.

Tabla 4: Resumen de resultados de aislamiento de enterobacterias en 15 playas del Circuito

de Playas de la Costa Verde.

Ne T°C pH Mc Conkey*  EMB* (% TBX* (%

S0 Muestras (promedio) (promedio) (% positivo) positivo) positivo)

1 PMB 8 23.15 7.8 87.5 0 0

2 PSI 6 22.98 7.8 83.3 16.67 16.67
3 PTP 8 231 7.775 62.5 25 25
4 Pll 6 23.25 7.73 83.33 83.33 83.33
5 PI 4 23.23 7.78 100 25 25
6 PWK 3 22.93 7.7 100 100 100
7 PM 3 22.97 7.7 100 100 100
8 Rl 6 23.07 7.68 16.67 33.33 33.33
9 RI 5 23.26 7.68 100 100 80
10 PLE 3 23.13 7.7 100 66.67 66.67
11 LC 4 23.13 7.68 100 100 100
12 PB 3 23.17 7.7 100 100 100
13 LP 4 22.93 7.7 100 100 100
14 LY 3 23.10 7.7 100 100 100
15 LS 5 23.1 7.7 100 100 100

* Con relacion al nimero de muestras tomadas en cada playa.

Enla Tabla 5y figura 12, se resumen los resultados obtenidos por todas las
muestras procesadas en Mc Conkey, EMB y TBX. A fin de identificar la
presencia de enterobacterias en las muestras de agua de mar del circuito de
playas de la Costa Verde, para una posterior identificacion de Escherichia
coli. Se observa que los resultados positivos en las tres pruebas de Mc
Conkey, EMB y TBX alcanzaron un porcentaje igual a 57, 7% (40 de 71

muestras recolectadas). Este porcentaje da indicios de una alta presencia de



enterobacterias que presuntivamente podrian ser Escherichia coli en las

muestras de agua recolectadas en el Circuito de Playas de la Costa Verde.

La segunda parte de esta investigacion busca identificar mediante pruebas
bioguimicas a Escherichia coli y por pruebas seroldgicas la presencia de

Escherichia coli enteropatégena.

Tabla 5: Porcentajes de resultados positivos y negativos de las pruebas de Mc Conkey, EMB

y TBX en las muestras de agua de mar de 15 playas del circuito de playa de la Costa Verde

C Mc EMB TBX Porcentaje
onkey
- - 14.1%
+ + 1.4%
- - 25.4%
+ - 1.4%
+
+ 52.1%
++ + + 5.6%
Total 100.0%




Resuliados de Me Conley, EMB v TBX en d agua de mar de 15 playas del circulio de playas de b Costa
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Figura 12: Porcentajes de resultados positivos y negativos de las pruebas de Mc Conkey,
EMB y TBX en las muestras de agua de mar de 15 playas del circuito de playa de la Costa
Verde

6.5 Prueba de confirmacion bioquimica con Citrato de
Simmons

De las muestras positivas para enterobacterias se aislaron 650 cepas
presuntivas de Escherichia coli, se seleccionaron 100 cepas que fueron
positivas para el medio de cultivo cromogénico TBX y se les aplicé la prueba
bioguimica de Agar Citrato de Simmons. El 100% de las muestras fue Citrato

negativo, ya que ninguna vir6 a color a azul.



Figura 13. Resultado de la prueba Bioguimica Citrato de Simmons, confirmacién de

resultados de Escherichia coli.

6.6 Identificacion Bioquimica de Escherichia coli
mediante API 20E

Una vez realizada la prueba bioquimi€itrato de Simmonsa las 100 cepas
presuntivas dé&scherichia coly siendo estas identificadas comtiato negativo, se

procedio6 a utilizarlas en larueba APl 20E BioMérieux

Se identific6 quelas cepas de Escherichia coli identificadas mediante prueba
bioguimica APl 20E pertenecian a 12 de las 15 playas muestreadas. Esto quiere decir
que al menos unaepa de Escherichia coli estd presesnel2(80%) playas del
Circuito de Playas de la Costa Verdigura 14. Mediante esta prueba se identifico

qgue lasplayas donde se encontré el mayor porcentajéstsherichia colifue en
Barranquito, Makaha, Pampilla y las Cascadas, sus porcentajes son mayores al
10% Por otro lado, las playas donde se encontr0 menor porcent&ectierichia

coli fue enlas playafRedondo I, San Isidro, La Estrella, Los Yuyos y Tres Picos, sus

porcentajes son menores al 5%.



Numero de cepasde E coli detectadas en el Circuito de Playasde la Costa Verde
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Figura 14. Comparacién de porcentajes de presencia de Escherichia coli que se detectaron
(al menos una cepa) en las muestras de agua de mar de 12 playas del circuito de playas de

la Costa Verde, ordenadas en orden creciente.

Asimismo, mediante la prueba API 20E se logré identificar los codigos de las
cepas en estudio. De acuerdo con el software de API 20 E, estos cédigos
son identificados como Escherichia coli, los cdédigos obtenidos fueron:
5044552, 5144572, 5154572, 7144572, 7154572 y 7554572.

Como se observa en la Tabla 6, la cepa Escherichia coli con cédigo 7554572
fue la cepa con mayor porcentaje de presencia en las muestras de agua de
mar de 12 playas del Circuito de Playas de la Costa Verde, alcanzando un
porcentaje de 55,6%, luego siguen los codigos 7154572 con 26,7%, 514572
con 8,9%, 7144572 con 4,4%, y finalmente 5044552 y 5154572 ambos con
2,2%.



Tabla 6: Nimero y porcentajes de cepas de Escherichia coli identificadas mediante la

prueba API en las muestras del circuito de playa de la Costa Verde

Escherichia coli

Cadigo

Cantidad %
5044552 2 2.2%
5144572 8 8.9%
5154572 2 2.2%
7144572 4 4.4%
7154572 24 26.7%
7554572 50 55.6%
Total 90 100%

Por otro lado, mediante la prueba miniaturizada APl 20E también se identifico
a Salmonella choleraesus ssp arizonae con un porcentaje de identificacion
de 63.8%. El numero de cepas identificadas como Salmonella choleraesus
corresponden a 10 de las 100 cepas procesadas mediante esta prueba, lo

cual corresponderia al 10% de las cepas procesadas.

6.7 Identificacion Serolégica de Escherichia coli
enteropatogena ECEP

Para identificar serologicamente las cepas de Escherichia coli
enteropatogena, se utilizo el Kit de Sueros polivalentes anti T Escherichia coli
enteropatdgena del Laboratorio Probac, con el cual se pueden identificar

grupos de suero polivalente Ay B. Tabla 7.



Tabla 7. Cepas de Escherichia coli enteropatdgenas identificadas por cada suero polivalente
AyB

Polivalente A Polivalente B

Escherichia coli 026 Escherichia coli 0114

Escherichia coli 055 Escherichia coli 0125

Escherichia coli 0111 Escherichia coli 0142

Escherichia coli 0119 Escherichia coli 0158

Con el Kit de Sueros polivalentes anti i Escherichia coli enteropatdogena del
Laboratorio Probac se logré identificar si las cepas aisladas e identificadas de
Escherichia coli pertenecian al serogrupo A o B de Escherichia coli

enteropatégena o si no pertenecian a este grupo.

Se obtuvo que, de las 100 cepas analizadas, 33 fueron identificadas como
Escherichia coli enteropatégena que pueden pertenecer al serogrupo A o B.
Estas 33 muestras identificadas pertenecen a 9 playas del circuito de playas
de la Costa Verde, las cuales son: Redondo I, Los Pavos, La Estrella,
Makaha, Pampilla 1l, Los Yuyos, Las Sombrillas, Barranquito y Las

Cascadas, Figura 15.

Asimismo, se identific6 que 7 cepas de Escherichia coli enteropatdgena
pertenecen al serogrupo A y 26 cepas de Escherichia coli enteropatégena
pertenecen al serogrupo B. Para el caso del serogrupo A, se identificaron 2
cepas en la playa Makaha, y para el caso del serogrupo B, se identificaron 7

cepas en la playa Cascadas.
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Figura 15. Resultados positivos para los Antisueros Polivalentes A 'y B.

P b

Figura 16. Identificacion Seroldgica de Escherichia coli enteropatégena con Antisueros

Polivalentes Ay B.



6.8 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por
difusion enagar

Realizando el analisis respectivo sobre la inhibicién de crecimiento efectuado
por 8 antibidticos se tiene evidencia de que el antibidtico AM presento el
menor halo de inhibicién, en comparacion con los otros 7 antibioticos,
obteniendo el menor valor en la media (0,487 cm) y la mediana (0,0 cm).
Tabla 8.

Por otro lado, con los antibidéticos MK y CAZ se obtuvo los mayores
diametros de halos de inhibicién de crecimiento de Escherichia coli; para MK
la media fue 1,44 cm y la mediana fue 1, 70 cm, y para CA la media fue de

1,49 cm y la mediana fue 1,65 cm. Tabla 8.

Tabla 8. Estadisticos descriptivos asociados a los diametros de halo de inhibicion de

crecimiento de Escherichia coli efectuados por su susceptibilidad a 8 antibiéticos

Diametro de crecimiento (cm)

Antibidtico e Media Des\{iacién

estandar
AM 0.00 0.49 0.70
CXM 0.80 0.74 0.78
SXT 0.85 0.87 0.96
CIP 0.95 0.99 1.00
AMC 1.10 1.05 0.77
NX 1.30 1.23 0.81
CAZ 1.65 1.49 0.90
MK 1.70 1.44 0.85

AM: Ampicilina, CXM: Cefuroxima, SXT: Cotrimoxazol, CIP: Ciprofloxacino, AMC:

Amoxicilina-Ac. Clavulanico, NX: Norfloxacino, CAZ: Ceftazidina y MK: Amicacina.



Medias de los diametros medidos a las cepas de E. coli para la evaluacion su resistencia frente a antibioticos
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Figura 17(a). Comparacion de las medias de los halos de inhibicién detectadas para la

evaluacion de la resistencia a antibiéticos de Escherichia coli en orden creciente.

Medianas de los diametros medidos a las cepas de E. coli para la evaluacion su resistencia frente a antibioticos
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Figura 17(b). Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion detectadas para la

evaluacion de la resistencia a antibioticos de Escherichia coli.

Con el propésito de comparar los resultados obtenidos de la susceptibilidad a

antibidticos de las cepas de Escherichia coli enteropatdgenas, aisladas de



las muestras de agua de mar del Circuito de Playas de la Costa Verde, con
una cepa conocida de Escherichia coli, se utiliz6 como control la cepa ATCC
25922.

Realizando el analisis respectivo sobre la inhibicion de crecimiento efectuado
por 8 antibiéticos en la cepa control, se obtuvo evidencia de que el antibi6tico
AM presentd el menor halo de inhibicién, en comparacién con los otro 7
antibioticos, obteniendo el menor valor de la media (2,02 cm) y la mediana (2
cm). Tabla 9.

Por otro lado, con los antibiéticos NX y CIP se obtuvo los mayores diametro
de halos de inhibicién de crecimiento de Escherichia coli; para NX la media
fue 2,79 cm y la mediana fue 2,80 cm, y para CIP la media fue de 2,87 cmy

la mediana fue 2,90 cm. Tabla 9.

Tabla 9. Estadisticos descriptivos asociados a los didmetros de halo de inhibicién de
crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922

" Didmetro de crecimiento (cm)

Antibioticos Media Mediana E:tz\gg:ron
SXT 2.54 2.50 0.13
MK 2.40 2.40 0.12
AM 2.02 2.00 0.22
CAZ 2.43 2.50 0.24
NX 2.79 2.80 0.25
AMC 2.18 2.20 0.16
CXM 2.23 2.20 0.38
CIP 2.87 2.90 0.11




Medias de los diametros medidos a la cepa control ATCC 25922

3.50
§ 3.00
©
€ 250
2
5 2.00 -
E
° 1.50 -
é 1.00 -
e)
2 0.50 -

000 i T T T T T T T

SXT MK AM CAz NX AMC CXM CIP
Antibioticos

Figura 18. Comparacion de las medidas de los didametros de los halos de inhibicion

obtenidos con la prueba de susceptibilidad microbiana Escherichia coli ATCC 25922

Figura 19. Pruebas de antibiograma a las cepas aisladas del agua de mar del Circuito de

Playas de la Costa Verde.



VILDI SCUNI C

Se determino que, de las 71 muestras recolectadas de Circuito de Playas de
la Costa Verde, 36 (52.1%) tenian presencia de enterobacterias. De estas
muestras positivas se aislaron 100 cepas lactosa positiva y se determind
mediante pruebas bioquimicas APl 20E las cepas de Escherichia coli. Se
determiné que 90 (90%) de las cepas procesadas son identificadas como
Escherichia coli por el software de identificacion de la Prueba API. El 55.6%
(50 cepas) de las cepas positivas pertenecen al codigo 7554572. Martinez, et
al. 2015 mediante identificacion biogquimica demostraron que el 100% de las
cepas que aislaron, 77 (96,25%) resultaron identificadas como Escherichia
coli. El porcentaje de aislamiento obtenido de Escherichia coli en esta
investigacion, es un indicativo de que las playas evaluadas estan siendo
sometidas a fuentes de contaminacion fecal. Resultados de la investigaciéon
de Vergaray, et al. 2007, realizada en 8 playas de Lima en los meses de julio
(invierno) del 2005 y enero (verano) del 2006, indican que la contaminacion
microbiana de origen fecal se elevd en forma significativa en verano,
observacion similar fue realizada por Guzzi, et al.2006 en Mar de Plata, ello
posiblemente se debié al aumento notable de los usuarios y de la poblacién
qgque habita en las cercanias de la playa. Cabe mencionar, que esta
investigacion ha sido realizada antes de la puesta en marcha de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales La Chira, la cual a partir de abril del 2016
comenzo a procesar el 100% de las aguas residuales antes de ser vertidas

en las playas de la Costa Verde.

Mediante esta investigacion se determind la presencia de Escherichia coli
enteropatdgena en 9 playas del Circuito de Playas de la Costa Verde. De las
100 muestras procesadas, 26 dieron positivo para el serogrupo polivalente B

y 7 para el serogrupo polivalente A. Lo cual indica que hay méas probabilidad



de encontrar las Cepas: Escherichia coli 0114, 0125, 0142, 0158. Martinez,
et al, 2015 identificaron que el tipo mas frecuente de Escherichia coli aislado
fue ECEP, con el 16,90% (13/77). Asimismo, resultados similares fueron
reportados por Salinas et al, 2010 quienes analizaron aguas marinas de la
bahia de Iquique al norte de Chile y lograron detectar 18 cepas positivas de
ECEP por la técnica PCR. Todo esto, nos da luces de que no es atipico
poder encontrar ECEP en muestras de agua procedentes de playas, como es

en este caso del Circuito de Playas de la Costa Verde.

En este estudio también se evalud la sensibilidad antibiética de las 100
cepas identificadas como Escherichia coli, y se identificO6 que la
susceptibilidad antibi6tica fue menor para ampicilina y mayor para ceftazidina
y amicacina. Este resultado, se repite en la investigacion de Gonzales, et al.
2008 quienes observaron que Escherichia coli tenia una sensibilidad a
amicacina de 97,2% y ampicilina 40,9%. Con ello, se vuelve a observar que
amicacina sigue siendo una opcion como tratamiento empirico,
observandose también que existe una alta resistencia a los antibioticos
comunes. Se debe tener en cuenta que los antibidticos de amplio espectro
tienen accion sobre una gran cantidad de agentes microbianos Gram
positivos y negativos. Asimismo, Quintana (1998) establece que los
antibioticos pueden actuar inhibiendo la sintesis de la pared actuando sobre
las proteinas de la membrana celular, inhibiendo la sintesis proteica
actuando sobre el ribosoma microbiano e inhibiendo la duplicacion del DNA.
Es por ello, que se considera que los resultados obtenidos en la prueba
antibidtica utilizando Escherichia coli, tienen una aproximacion si se realizara

con las cepas de Escherichia coli enteropatégena.



VIII. CONCLUSI ONES

Se determindé la presencia de Escherichia coli enteropatégena en el 60%
(9) de las playas muestreadas en el Circuito de Playas de la Costa
Verde.

Se identifico la presencia de enterobacterias en las muestras de agua de
mar del circuito de playas de la Costa Verde y se observd que los
resultados positivos en las tres pruebas de Mc Conkey, EMB y TBX
alcanzaron un porcentaje igual a 57,7% (40 de 71 muestras

recolectadas), las cuales pertenecen a 12 de las playas muestreadas.

Se identific6 a Escherichia coli mediante prueba bioquimica rapida API
20E en el 90% (90 de 100) de las cepas analizadas. Asimismo, estas

muestras positivas pertenecen al 80% (12) de las playas muestreadas.

Mediante prueba miniaturizada API 20E también se identificO a
Salmonella choleraesus ssp arizonae. El nUmero de cepas identificadas
como Salmonella choleraesus corresponden a 10 de las 100 cepas
procesadas mediante esta prueba, lo cual corresponderia al 10% de las

cepas procesadas.

De las 100 cepas de Escherichia coli 33 fueron Escherichia coli
enteropatogena, de las cuales 26 fueron identificadas por el anti suero

del serogrupo B y 7 por el antisuero del serogrupo A.

Las cepas de Escherichia coli enteropatdégenas identificadas presentaron
mayor susceptibilidad antimicrobiana a los antibiéticos Amicacina y

Ceftazidina y menor susceptibilidad antimicrobiana a Ampicilina.
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ANEXO 1. Mapas de distribucidon geografica de las playas de la costa verde.



