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RESUMEN

Los principales Terminales Pesqueros de la regién Limacomercializan el
langostino y camardn de rio, que son consumidos en la forma semicocida o cocida,
alcanzandoafectar al consumidor si estan contaminados con bacterias como
Escherichia coli, seis son los patotipos que hacen parte del grupo
diarrogenicodeimportancia para la salud publicasiendo los mas prevalentes E. coli
enteropatdégena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC) y
enterohemorragica (EHEC) o E. coli productora de toxinas shiga (STEC).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio se enfocd en caracterizar
molecularmente la diversidad genética y factores de virulencia de E.coliaisladas de
langostino  (Litopenaus  vannamei) 'y camaron de rio  (Cryphiops
caementarius)procedentes de los principales terminales pesqueros de Lima.Se obtuvo
97 muestras, siendo positivas en camaron el 92% (n=50) y en langostino 31.79%
(n=47). Se identificé la presencia degenes codificantes delas toxinas Stx 1 (10%,
n=50) y Stx2 (2%, n=50 ) en camaron yStx 1 (2.1%, n=47) y Stx2 (2.1%, n=47) en
langostino. Mediantela técnica deREP-PCR se determiné una similaridad de 60%
entre los aislados y la presencia de clones. Debido a la baja frecuencia de E. coli
diarrogénicasdetectada, se concluye que estas especies presentan bajo riesgo para los
consumidores,entre los aislados existe elevada diversidad genética y algunosde

ellosfueron clasificadoscomo pertenecientes al patotipo STEC.

Palabras clave: L. vannamei, C. caementarius,E. coli, STEC, REP PCR.



ABSTRACT

The main fishing terminals of Lima region commercialize shrimp and
rivershrimp, consumed in these mis-cooked or cookedform, with potential to affect
consumers if are contaminated with bacteria such as Escherichia coli, diarrogenic
bacteria classified in six pathotypes of high importance for public health being the
most prevalent enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic (ETEC),
enteroaggregative (EAEC) and enterohemorrhagic (EHEC) or shiga toxin-producing
E. coli (STEC).

Therefore, objective of this study was to molecularly characterize genetic diversity
and virulence factors of E.coli isolated from shrimp (Litopenaus vannamei) and
rivershrimp (Cryphiops caementarius) from main fishing terminals of Lima.
97samples were obtained, being positive in shrimp 92% (n = 50) and shrimp31.79%
(n = 47). Were identified presence of genes encoding toxins Stx 1 (10%) and Stx2
(2%) in rivershrimp and Stx 1 (2.1%) and Stx2 (2.1%) in shrimp. Using REP-PCR
technique, similarity of 60% was found between isolates and presence of clones was
detected. Due to low frequency of diarrogenic E. coli detected, it is concluded that
these species present low risk to consumers, among isolates there is a high genetic

diversity and some of them were classified as belonging to STEC pathotype.

Keywords: L. vannamei, C. caementarius,E. coli, STEC, REP PCR.



I.  Introduccion
En el Perq, la principal especie marina cultivada es Litopenaus vannamei, conocido

comunmente como langostino blanco, crustaceo que pasa su vida adulta en el mar y
tiene hébitos detritivoros. Este se distribuye en las costas occidentales de América,
desde México hasta el norte del Perd (FAO, 2016) mientrasel camarén de rio
(Cryphiops caementarius),artrépodo que habita en aguas dulces, como rios y
riachuelos, de la costa occidental del Per( y Chile, siendo de importancia econémica
para la pesqueria continental de la costa sur de nuestro pais (Instituto del mar del Per
[IMARPE], 2013). Estas especies pueden tener importancia en la salud publica al ser
identificadas como vehiculos transmisores de Escherichia coli causadora de diarrea
(Chakravarty et al., 2015). Es variable la gravedad de sintomas que puede causar esta
bacteria diarreogénica, clasificada en seis patotipos, cuatro de los cuales son méas
frecuentes:E.coli enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica(EHEC), enterotoxigénica
(ETEC) y enteropatogena (EPEC), siendo su trasmision asociada a mala calidad del
agua y alimentos contaminados ([FDA] U.S.A. Food and Drug Administration,
2016). El patotipo EHEC es el mas letal y actia mediante la produccion de toxinas
shiga (STEC), afectando generalmente a nifios y adultos mayores ([CDC] Center for
disease control and prevention, 2015). Adicionalmente, E. coli es considerada ubicua
en alimentos de origen marino, siendo reportada en mercados municipales de ventas
de crustaceos del Brasil donde se ha identificado la presencia de los tipos ETEC y
EPEC (Barbosa et al., 2016), mientras que en recursos hidrobiol6gicos, provenientes
de mercados municipales en México, se hall6 los patotipos EPEC y EIEC (Canizales-

Roman et al., 2013). En el Peru se tiene como primer lugar de reporte de E. coli
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enterohemorragica a la region de Tacna, detectada en un lactante y cuyo origen
estuvo probablemente asociado a una escasa condicion higiénico-sanitaria (Huapaya
et al., 2001). E. coli diarreogénica es un patdgeno muy comun de aislar en infantes
con gastroenteritis, asi como en nifios sin diarrea, con prevalencias de 29% (n=557) y

de 30% (n=195), respectivamente (Ochoa et al., 2009).



Planteamiento de la investigacion

Planteamiento del Problema.
E. coli es una bacteria que posee mucha importancia en la salud publica
mundial, afectando principalmente a nifios y adultos mayores que sufren
severos cuadros de infeccion gastrointestinal que cursa con diarrea y
deshidratacion (CDC, 2015). Esta bien documentado que los principales
vehiculos de transmision alimenticios de esta bacteria son derivados de
carne bovina y vegetales, mientras que los productos hidrobioldgicos
también pueden afectar al consumidor cuando son ingeridos crudos
(Chakravarty et al., 2015). Si bien en nuestro pais existen reportes con
respecto a la presencia de E. coli en algunos alimentos no existe
informacién detallada con respecto a las caracteristicas genéticas de esta
bacteria procedente de productos hidrobioldgicos que puedan servir para

adoptar medidas terapéuticas o de prevencion.



I1l. Marco tedrico

Escherichia coli

El género Escherichia pertenece a la
familia Enterobacteriaceae, entre cuyas
caracteristicas estd formada por bacilos
rectos Gramnegativos, de tamafio medio
(0.4-0.6 x 2-3 um), no formadores de
esporas, anaerobios facultativos, inmdviles
o0 mdviles mediante flagelosperitricos,
fermentador de D-glucosa (a menudo con

produccion de gas), catalasa positivos y

oxidasa negativos (Koneman, 2006). Los

NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Fig.1. Representacion de zonas de colonizacion de E.

colipatogénicas. Fuente: Croxen y Finlay, 2010.

miembros de este género son clasificados en seis especies: E.coli, E.blattae, E.

fergusonni, E. vulneris, E. hermanii, E.albertii, siendo E.coli la especie con mas

significacion clinica (Huys et al.,2003). Descubierta en 1885 por el médico pediatra

Theodor Escherich, quien la denomingé inicialmente “ the common colon bacillus ”

(denominado actualmente E.coli) (Shulman,Friedman y Sims,2007).




Clasificacion
La especie E.coli es predominante en la microbiota del tubo digestivo de la

mayor parte de los mamiferos,donde reside sin afectar la salud de sus hospederos
(Koneman, 2006). Sin embargo, algunas cepas son patdgenas y pueden causar
infecciones entéricas o extraintestinales (fig.1),afectando mas severamente a infantes
y personas de la tercera edad (FDA, 2016), siendo su transmision a través del agua o
alimento contaminado, contacto con animales y personas con deficientes hébitos
sanitarios (CDC, 2015). Las E.coli extraintestinales (EXPEC) son consideradas como
patdgenos oportunistas que generan diversas infecciones siendo las méas reconocidas
la uropatogénica (UPEC) (causante de cistitis y pielonefritis) y la causadora de
meningitis neonatal (NMEC), que puede cruzar la barrera hematoencefalica;ambas
pueden causar septicemia en el ser humano. Existe otro grupo denominado de E.coli
diarreogénicas (DEC), clasificadas en seis patotipos: E. coli productora de toxina
shiga (STEC) o también referida como enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC)
y de adherencia difusa (DAEC),de las cuales, las cuatro primeras son las mas
prevalentes y estan asociadas a alimento contaminado y mala calidad de agua (FDA,

2016).



E. coli enteropatogénica (EPEC)

Durante brotes esporadicos de enfermedad gastrointestinal, que se
manifestaban en los afios 40 del siglo pasado en el Reino Unido, se identificaron
serologicamente cepas responsables de causar diarreas en nifios (Yang y Wang,
2014). Posteriormente,en el afio 1955, se denomind a estas cepas como
enteropatdgenas (Vadillo, Piriz y Mateos,2002). Este patotipo es de muy rara
presentacion en paises industrializados,pero es la principal causa de diarreas severas
en nifios en paises de desarrollo (Thapar y Sanderson, 2004). Clinicamente es
asociado a la presencia de vomitos, fiebre y diarrea acuosa sin sangrado, las cuales
pueden manifestarse tras apenas 4 horas después de su ingestion. Posee dosis
infectiva inferior en los nifios, con respecto a los adultos, que corresponde de 108 -
10%células. Ademas, puede afectar a animales de produccion, perros, gatos y

conejos (Yang y Wang, 2014).

Factores de virulencia

El mecanismo de infeccion mediado por EPEC se caracteriza por el efecto
“attachment/effacement” (adhesién/borrado), iniciando su adherencia a la estructura
externa de las células epiteliales del intestino, gracias a la expresion de los genes eae,
tir, esp de la “patogenecity island” (PAI)(isla de patogenicidad) denominada “Locus
of enterocyte effacement” (LEE)(Locus de borrado enterocitico) (McDaniel et al.,
1995).El gen eae es responsable de codificar la expresion de una proteina de
membrana externa, denominada intimina, que regula su adherencia a las células

epiteliales (Jerse et al.,1990). Esta proteina cumple las funciones de unién al epitelio



intestinal, estimular la respuesta inmune Th1l y generar hiperplasia intestinal (Higgins
et al., 1999). El gen tir (receptor translocador de intimina), se inserta en la membrana
celular del hospedero con la finalidad de facilitar su adhesion actuando como receptor
para la intimina (Kenny et al., 1997). En adicion, la porcion de Tir que es expuesta a
las proteinas citoesqueléticas del citosol, se une inicialmente a una proteina
adaptadora Nck, que recluta amino terminales de la familia de proteinas del sindrome
de Wiskott-Aldrich (N-WASP) y del complejo de proteinas %:(Arp2/3) que reclutan
filamentos generando la aparicion del complejo pedestal caracteristico (Kalman,
1999), favoreciendo a su vez la agregacion de otras proteinas citoesqueléticas como
vinculina, cortactina, talina y alfa actinina (Vallanace y Finlay,2000). Los genes esp
(E.coli secreted proteins) codifican proteinas necesarias para la produccién de la
lesion de adhesion y borrado de las microvellosidades intestinales y la condensacion
de la actina del citoesqueleto celular, provocando la aparicion de un pedestal en
forma de copa sobre el que descansa la bacteria, como la proteina Espf, que ademas
causa apoptosis dela mitocondria, su organela blanco (Crane, McNamara y
Onnenberg, 2001; Ma et al.,2006), inhibe la fagocitosis (Nougayréde vy
Donnenberg,2004) e induce la redistribucion de las uniones estrechas asociadas a la
proteina ocludina, causando pérdida de resistencia eléctrica trans-epitelial
(McNamara et al., 2001). La proteina EspB inhibe la union de la miosina con la
actina generando un defecto en la formacion de las microvellosidades asi como en la

fagocitosis(Lizumi et al.,2007).



Adicionalmente, existen otras proteinas efectoras de importancia, destacando
entre ellas la proteina Map (Mitochondrial-associated protein), que afecta la funcién y
estructura mitocondrial,demostrandose que actia como un factor de intercambio
guanina-nucleotido para CDC42, regulando la dindmica de la actina (Huang et
al.,2009) para favorecer la filopodia (Kaper, Nataro y Mobley, 2004); otra proteina
denominada linfostatina (LifA) cumple el rol de inhibir la activacion linfocitaria
(Klapproth et al., 2000), la cual también esta presente en la EHEC, donde es conocida

como Efa (Nicholls, Grant y Robins-Browne,2000).

Por Gltimo, las diferentes cepas de Escherichia coli enteropatdgenas son
clasificadas como tipicas y atipicas, debido a que las primeras poseen el plasmido
EAF (EPEC adherence factor), responsable de la codificacién del “Bundle forming
pilus” tipo IV (Bfp), que regula la adherencia interbacterial y posibilita la adhesion a
la célula epitelial, ademéas de contener el locus Per (plasmid-encoded regulator), que
regula el operén bfp y la mayoria de genes del LEE por el Ler (LEE encoded
regulator), en cambio las cepas atipicas contienen el LEE pero no asi el plasmido

EAF(Trabulsi, Keller y Tardelli, 2002).



E. coli enterohemorragica (EHEC)

La Escherichia coli enterohemorragica es uno de los patotipos de mayor
importancia en la salud publica,en especial el serotipo O157:H7,que causa una
enteritis hemorragica o el sindrome urémico/hemolitico, requiriendo una dosis
infectiva menor a 10 UFC, sin embargo, se desconoce este cuadro en otros serotipos
de la EHEC (Yang y Wang, 2014). La fuente de este patogeno es el intestino de
rumiantes, particularmente bovinos, en los cuales nocausa sintomas clinicos
(Stromberg et al., 2016),siendo ubicuo en el tejido mucoso linfoide del recto (Naylor
et al., 2003). Fue reconocido por primera vez en el afio 1982 durante el brote de
colitis hemorragica en mdltiples lugares de los Estados Unidos, asociado al consumo
de hamburguesas semicrudas (Yang y Wang, 2014). En la mayoria de los casos por
EHEC algunas personas no presentan alteracion ni diarrea sanguinolenta mientras en
otras genera una colitis hemorragica o una diarrea sanguinolenta persistente de 5 a 7
dias, siendo el 20 % de casos referido al sindrome urémico hemolitico (HUS) como el
mas comun, caracterizado por generar un déficit de la formacién urinaria como
también en desarrollar una falla renal, ocurriendo principalmente en nifios menores de
10 afios (Yang y Wang, 2014). Las variedades responsables de brotes engloban a un
reducido nimero de serotiposque adquieren mayor importancia clinica, después del
serotipo 0O157:H7, son el 026:H11, O103:H2 y O111:H- (Vadillo, Piriz y
Mateos,2002). Otros serotipos frecuentemente aislados de pacientes humanos con
colitis hemorragica o sindrome urémico hemolitico son 091:H-, 0113:H21,
0118:H16, 0128:H2, O145:H-, 0145:H28 y 0O146:H21 (Vadillo, Piriz y Mateos,

2002).



Factores de virulencia

Lo maés resaltante de EHEC es la capacidad de producir toxinas shiga,Stx1 y
Stx2, denominadas también verocitotoxinas.La Stx1 es idéntica a la toxina shiga
producida por Shigella dysenteriae tipo 1, mientras Stx2 posee 56% de homologia
con Stx1 , con diferentes subtipos denotados por subfijos (Taylor,2008). Todas las
shiga toxinas estan compuestas por cinco subunidades B y una sola subunidad A. La
subunidad B reconoce a los glucolipidos de la célula ecuariotica como receptores,que
en humanos corresponde a la globotriaosilceramida (Gb3), expresada en el tibulo
renal y células vasculares del rifién, cerebro, enterocitos y células de Paneth del
intestino pero no en el epitelio intestinal (Lingwood,1999; Schiiller,2007). La
subunidad A es una N glicosidasa que escinde el ARN ribosémico, generando el
bloqueo de la transcripcion (sintesis de proteinas), siendo variante su citotoxicidad en
diferentes tipos de células e inclusive en las etapas del ciclo celular, provocando en
ocasiones la muerte (Williams et al., 1999). En células endoteliales vasculares genera
efectos procoagulantes que pueden ser importantes en la patogenesis de HUS (Morigi
et al.,2011). La Stx es producida en el colon del hospedero y puede transportarse por
la corriente sanguinea hasta al rifién, generando dafio e inflamacion a nivel de células
endoteliales y oclusion microvascular, a través tanto de su accion toxica directa como
por la induccion local de citocinas y quimiocinas (Andreoli et al., 2002). El efecto
mas sobresaliente de esta toxina es la aparicion del sindrome urémico hemolitico
(HUS), caracterizado por anemia hemolitica, trombocitopenia y falla renal (Kaper,
Nataro y Mobley, 2004).Dentro de las subdivisiones de la familiade Stx 2,la Stx2c es

asociada al HUS, mientras otros subtipos como Stx2d, Stx2e y Stx2f no estan
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presentes aunque recientemente el subtipo Stx2d parece estar asociada al HUS,
indicando que no requiere de los factores de virulencia causadores del ”Adjunto y
borrado” como otras EHEC lo requieren (Bielaszewska et al., 2006). La Stx2e,
responsable de la “enfermedad del edema en cerdos”,es reconocida por la Gb4 de esta
especie mientras Stx2f fue aisladas en aves, sin asociarse a algun cuadro clinico en
estas (Taylor et al., 2008). La induccion de la apoptosis es otra forma distinta de
eliminar a la célula, en beneficio de E.coli, a través de la participacion de algunas
toxinas como los miembros pro apoptoticos que son Bax y Bad, inhibiendo el Bcl-2
(antiaproptotico) y que al afectar al citocromo c activan la cascada de la caspasa. En
consecuencia,estas toxinas generan dafio local en el colon, resultando en la aparicion
de diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica, necrosis y perforacion intestinal (Jones
et al., 2000). Interesantemente, muchas cepas EHEC contienen islas de patogenicidad
codificadoras de proteinas efectoras,similares a las de E. coli EPEC,que son
excretadas mediante el sistema de secrecion tipo 111, lo que lleva a creer que el LEE
de la cepa EHEC O157:H7 procede de la cepa EPEC 055, que adquirid los
bacteriéfagos codificadores de Stx (Reid et al., 2000). Aungue existen mas de 200
serotipos de E. coli productoras de Stx, gran parte de ellas no contienen la isla de
patogenicidad LEE y la mayoria no estan asociadas a enfermedades en humanos.Asi,
el término EHEC es reservado para denotar cepas Stx positivas, productoras de shiga
toxina (STEC) o verototoxina (VTEC), que ademas contengan LEE, sin embargo,
existen cepas STEC que pueden causar enfermedad (O103:H21), sugiriendo que

existen otros factores de virulencia que no han sido caracterizados (Kaper, Nataro y
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Mobley, 2004). En los estudios de Tatsuno et al.(2001) se establecio que hay factores
de adhesion potenciales tanto en O157:H7 y otras EHEC,como la proteina ToxB,
codificada por un plasmido,compartiendo esta proteina secuencias similares a las de
la familia de toxinas de Clostridium difficile (Toxin 1 y toxin 2). Las proteinas LifA
de EPEC (Klapproth et al., 2000) y Efa-1 son implicadas como adhesinas en las cepas
que no son la EHEC 0157:H7 (Nicholls, Grant y Robins-Browne, 2000).
Adicionalmente,el plasmido pO157 puede codificar la produccion de las toxinas RTX
(Repetidor de toxina) (similar a la hemolisina de la UPEC), serina proteasa (EspP),
catalasa, proteina StcE y Hly (Burland et al., 1998). Adicionalmente, la proteina
StcE, otro factor de virulencia descubierto hace poco, escinde el inhibidor de esterasa
C1 (C1-INH) de la via de complemento contribuyendo potencialmente al dafio tisular,
edema intestinal y anormalidades trombociticas que son vistas en las infecciones por
EHEC (Lathem et al.,2002). Ademas, la proteina Hly permite a E.coli O157 utilizar
la hemoglobina liberada como fuente de hierro, estimulando asi su crecimiento en el

intestino(Koneman,2006).
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E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Reconocida a finales de 1960s y comienzos de 1970s, es el mayor causante de
diarrea en viajeros, nifios y recién nacidos, asi como animales domésticos, incluyendo
terneros, a pesar de que en su fase adulta no les afecta (Yang y Wang, 2014).El agua
y los alimentos contaminados han sido identificados como los vehiculos transmisores
en la mayoria de los brotes causados por esta bacteria ydebido a que la dosis minima
infectiva es de aproximadamente 108 células se le asocia con deficientes condiciones
sanitarias, siendo el hombre el reservorio natural (Yang y Wang, 2014).Las
manifestaciones clinicas son muy similares al cuadro asociado al Vibrio Cholera, que
corresponde a diarrea acuosa, nausea, contraccion abdominal y fiebre baja (Qadri et

al., 2005).

Factores de virulencia

La colonizacion es regulada por la presencia de una o varias proteinas
fimbriales o factores de colonizacion fibrilar (CFs) que les permite adherirse al
epitelio intestinal siendo denominadas: CFA (Factor antigeno de colonizacién), CS
(antigeno superficial de coli) o PCF (Putative factor of colonization) (Kaper, Nataro y

Mobley, 2004).

Adicionalmente sus factores de virulencia mas resaltantes son las
enterotoxinas del ETEC clasificadas en dos: la enterotoxina termolabil (LTs) y la
enterotoxina termoestable (STs), las cuales la bacteria puede liberar solo una 0 ambas
al afectar al hospedero (Sanchez y Holmgren, 2005). Cabe resaltar que la LTs posee

mucha similitud en cuanto a estructura y funcionalidad con la enterotoxina colérica
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(CT), producida por Vibrio célera (Sanchez y Holmgren, 2005), ya que ambas
consisten de una subunidad A, responsable de la actividad enzimaética, y otra
subunidad B, que regula la union de la holotoxina con la superficie celular de los
gangliosidos GM1 y GD1b (Sanchez y Holmgren, 2005). Asimismo, la LT posee
actividad ADP ribosil transferasa hacia la subunidad alfa de la proteina G
estimuladora, que regula la adenilato ciclasa, activando esta de manera permanente y
provocando el incremento de cCAMP intracelular, activacién del cAMP dependiente
de quinasa y de los principales canales de cloro de células epiteliales CFTCR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) (Kaper, Nataro y Mobley, 2004),
siendo esta Gltima la causa de la produccion de diarrea por el incremento de la

secrecion de cloro de las criptas intestinales (Sears y Kaper, 1996).

Por otra parte, las toxinas ST incluyen 2 clases, A y B, las cuales difieren
tanto en estructura como en mecanismo de accion, siendo solo la clase STa asociada a
enfermedades en humanos (Nataro y Kaper, 1998). El receptor principal de esta
toxina es la guanilato ciclasa transmembrana, que después de ser estimulada, favorece
el incremento intracelular de cGMP, activa el cGMP dependiente y/o cAMP
independiente de Kinasas, resultando en un aumento neto de la secrecion (Currie et

al., 1992).

La toxina STh, asociada a enfermedades en animales. Su principal efecto es
elevar la concentracion citosélica de Ca, estimular la liberacion de prostaglandina E2
y serotononina, teniendo como efecto final el aumento de la secrecion (Dubreuil,

1997).
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Interesantemente, ETEC es un patdgeno ubicuo en paises en desarrollo, donde
la prevalencia de cancer de colon es baja (Pitari et al., 2003)y ha sido sugerido que
esto podria deberse, parcialmente, a que el STa suprime la proliferacion de las células
neoplasicas a través de la cascada de sefializacion de la guanilil ciclasa C (Pitari et al.,

2003).
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E. coli enteroagregativa (EAEC)

Fue identificada por su propiedad de adherirse a las células “Human
Epidermoid carcinoma strain #2”” (HEp-2) en los afios 80s (Yang y Wang, 2014). Este
patotipo es el principal responsable de la diarrea aguda o persistente en nifios y
adultos alrededor del mundo (Croxen y Finlay, 2010). La dosis infectiva estimada es
de 100 células siendo el ser humano el reservorio natural (Yang y Wang, 2014). Los
sintomas asociados a este tipo de E. coli son la presencia diarrea acuosa con

mucosidad y presencia de baja fiebre o ausencia de ella (Pawlowski et al.,2009).

Factores de virulencia

Se ha demostrado que el patotipo EAEC se adhiere a las células HEp-2 y a la
mucosa intestinal gracias una estructura fimbrial denominada “aggregative adherence
fimbriae” (AAFs) mediada por genes presentes en el denominado “plasmido de
adherencia agregativa” (pAA) (Croxen y Finlay,2010), relacionado a la familia “Dr”
de adhesinas (Czeczulin et al., 1997; Nataro et al., 1992; Nataro et al., 1994). Existen
cuatro variantes identificados del AAF ( AAF/l, AAF/II , AAF/I1l y Hda) (Harrington
et al., 2006 ; Boisen et al.,2008), de las cuales se desconoce su receptor, aungue en el

caso de de AAF/II se sospecha que se une a la fibronectina(Farfan et al., 2008).

La adhesina AAF es favorecida por otra proteina llamada dispersina, que
genera la pérdida de la carga superficial celular para potencializar su agregacion,
loque les permite a ambas asociarse al LPS a través de una interaccion electrostatica y
de exponer la carga negativa de esta, permitiendo al AAF extenderse sobre la

superficie colonizada en lugar de colapsar sobre ella(Croxen yFinlay,
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2010),facilitando su extension a través de mucosa intestinal o para penetrarla (Sheikh
et al., 2002). Por otro lado, el proceso inflamatorio es impulsado por la flagelina, que
induce la liberacion de la interleucina 8 (IL-8) y también estimula transmigracién de
neutrofilos a través del epitelio, generando una disrupcion del tejido y secrecion de

fluidos (Steiner et al., 2000).

Respecto a las toxinas liberadas como Pic,Pet,Shet 1 y East 1, que si bien no
son asociados exclusivamente a la virulencia de EAEC ya que otros patogenos
entéricos también lo poseen (Kaper,Nataro y Mobley, 2004), la mayoria de cepas de
este patotiposon reguladas por un activador transcripcional Ilamado AggR, miembro
de la familia AraC de los activadores transcripcionales (Nataro et al., 1992).
Interesantemente, Jiang et al (2002) indican que cuando algunos genes relacionados a
virulencia en cepas EAEC son regulados por el regulon AggR, esto se traduce en un
incremento de la concentracion de IL-8 e IL-1 en las heces de pacientes con diarrea

causada por este patotipo.
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E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

Este patotipo, inicialmente reconocido en el afio 1971, se caracteriza por la
habilidad de inducir su ingreso en ceélulas epiteliales y difundirse a traves de
ellas(Yang y Wang, 2014). Clinicamente es similar a Shigella spp por la
manifestacion de fiebre alta, contracciones severas en el abdomen, diarrea
conteniendo mucus y sangrado. Posee dosis infectiva menor a 10° células, los
sintomas ocurren dentro de las 12-72 horas, debido a la ingestion de alimento o agua
contaminada y, como en el caso de los 2 patotipos anteriores, el humano es el

reservorio principal ya que no hay evidencia en animales (Yang y Wang, 2014).

Factores de virulencia

La E. coli enteroinvasiva (EIEC) es el patotipo que mas se diferencia del resto
de las E. coli, por presentar una patogenia muy similar al de Shigella ssp (Ud-Din y
Wahid, 2014), La infeccion inicial ocurre en el colon donde estas bacterias (Shigella
spp. y EIEC) pueden pasar a través de las células micropegadas (células M), por
transcitosis, hasta llegar a la submucosa, generando dafio estructural causado por la
inflamacion, lo que permite a la bacteria poder acceder a la submucosa (Croxen y
Finlay,2010).Después de esto, al ser fagocitada por macréfagos, evade el fagosoma
activando el inflamasoma, dependiente decaspasa -1, permitiendo asisu liberacion
desde estas celulas inmunitariaspermitiéndole extenderse hacia la submucosa
(Schroeder yHilbi, 2008). Posteriormente, puede invadir la zona basolateral de los
colonacitos con el apoyo de efectores que son secretados por el sistema de secrecion

tipo Il (T3SS) (codificado por los genes mxi y spa de origen plasmidial), cuyos
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efectores como IpaC, activanquinasas SRC al sitio de contacto para reclutar el
complejo ARP2/3, causar la polimerizacion de la actina y permitir el ingreso
bacteriano (Mounier et al., 2009).Una vez dentro del citoplasma de la célula
epitelial,promueve su sobrevivencia al usar efectores quealteran el proceso de la
célula hospedera (Croxen y Finlay,2010), es asi que para prevenir la alteracion del
epitelio intestinal, el IpaB regula la detencion del ciclo celular mediante MAD2L2,
que es un inhibidor de la anafase (Iwai, 2007), y OspE,que interactua con la quinasa
unida a integrina (ILK) para prevenir el desprendimiento de células epiteliales (Rasko
et al., 2008). Adicionalmente,evade la apoptosis a traves de IpgD (Pendaries et al.,
2006), que puede estimular fosfoinositide 3-quinasa y activar las proteinas Akt, que
regulan la supervivencia celular (Croxen y Finlay,2010).Es asique para que pueda
persistir dentro de los colonocitos, Shiguella debe poseer la capacidad de evadir la
inmunidad innnata, empleando 4 efectores como el OspG, que se une a la proteina
“ubiquitylated” E2, previniendo la degradacién de factor de inhibicién nuclear —Kb
(NF-kB) subunidad alfa (IkBa) inhibiendo la activacion NK-kb (Kim et al.,
2005).Adicionalmente,OspF es dirigida al nacleo, donde desfosforila el activador
mitogénico de la proteina quinasa (MAPK o MAP quinasa) que es requerida para la
transcripcion de genes regulados por la NF-KB (Arbibe et al., 2006). IpaH es dirigida
al nucleo para interactuar con el factor de empalme involucrado en la expresion de las
citosinas inflamatorias (Okuda et al., 2005). El cuarto efector OspB, junto con el
OspF, reducen los niveles de IL-8 mediante de factores de acogida que remodelan la

cromatina(Zurawdki et al.,2009).
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Como Shiguella no posee flagelo, aprovecha los elementos presentes en el
huésped para moverse en el citosol y diseminarse de célula a célula,siendo la proteina
efector VirG de la membrana externa (también conocida como IcsA), que se localiza
en un solo polo y recluta y activa N-wASP y el complejo ARP2 / 3 para polimerizar
actina, permitiendo su crecimiento, que acaba empujando las bacterias a través de la
célula(Egile et al., 1999). La capacidad de VirA para estimular la desestabilizacion de
los microtdbulos, desempefia un papel importante en la eficacia locomotriz de
Shigella mediante el suministro de un canal que permite moverse a lo largo de la

celula (Yoshida et al., 2006).
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E. coli adherente difusa (DAEC)
Las cepas DAEC fueron reconocidas en 1984,por ser diferentes al resto de los

patotipos debido a su patron de adherencia difusiva, la cual abarca toda la superficie
de la célula Hela y Hep-2;asimismo es controversial su papel ya que esta presente
tanto en nifios con o sin diarrea (Riveros et al., 2011; Giron et al., 1991).Los estudios
de Scaletsky et al.(2002) indicaron que en pacientes hasta los 12 meses de edad puede
aislarse colonias de DAEC, en nifios con y sin diarrea, siendo significativa la
asociacion de diarrea en infantes que son mayores de 12 meses de edad. Asimismo,
Servin (2005) indica que la diarrea esta asociada a este patotipo en nifios de 18 meses
a 5 afios de edad,sugiriéndose que una razén de su manifestacion se deba a casos de
desarrollo inmunitario incompleto o por malnutrucion infantil.Sin embargo, en
adultos no es posible generar tales signos clinicos ante este patotipo(Tacket et

al.,1990).

Factores de virulencia

El patotipo DAEC posee la capacidad de adherirse mediante proteinas
codificadas por una familia de operones, que incluyen tanto fimbrias (Dr y F1845) y
adhesinas afimbriales (Afa), siendo designadas de manera conjunta como adhesinas
Afa-Dr (Servin, 2005). Estas cepas estan presentes en el intestino delgado,donde las
adhesinas Afa-Dr interactuan con las microvellosidades, asociadas con el factor
acelerador de la descomposicion del complemento(DAF o tambien denominado
CD55) que se encuentra tanto en la superficie intestinal como de las células
epiteliales urinarias (Croxen y Finlay,2010) y la proteina glicosilfosfatidilinositol

(GPI),hallada en la superficie celular y encargada de proteger a las celulas ante una
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alteracion, mediante el sistema de complemento (Hasan et al.,2002; Peiffer et
al.,1998). Este patotipo induce efectos citopaticos, caracteristicos por el desarrollo de
la extension celular y dafio de microvelossidades a través de la desorganizacion de los
componentes del citoesqueleto debido a la activacion de la cascada de sefializacion
dependiente de CA2+ (Servin,2005), que envuelve a la bacteria adherente, para ello
requiere la union y agrupacion de la fimbria con el receptor de DAF (Proteina Dr)
(Bernet-Camardet al., 1996). Adicionalmente,dicha unién también induce la
secrecion de 1L-8 en los enterocitos, promoviendo la transmigracion de los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) a través de la capa epitelial de la mucosa (Croxen y Finlay
,2010), generando mayor acumulacion de moléculas DAF en la superficie apical de la
célula, provocando una mayor adherencia e interaccion con las células PMN mediada
por la Afa — Dr que acelera la apoptosis de las células PMN vy asi disminuye la
actividad fagocitica (Bétis et al.,2003;Brest et al.,2004), a su vez también interactla
con receptores de antigeno carcinoembriénicos (CEACAM) que se encuentran sobre
las superficies de membranas, en particular en los lipidos (Servin, 2005). Esta
interaccion permite mejorar la activacion del CDC42, conduciendo a la agregacion de
CEACAM sobre las bacterias adherentes y generando el borrado de
microvellosidades, interrumpiendo la funcion de secrecion y absorcion,
contribuyendo finalmente a la diarrea (Berger et al.,2004).A su vez, todos los
miembros de la familia Dr (incluyendo UPEC como también la cepa DAEC

C1845)causan este efecto (Bilge et al.,1989).
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E. coli en América Latina

Las E. coli diarreogénicas son patdgenos de gran importancia clinica,
afectando al 30-40% de nifios menores de 5 afios con diarreas agudas o persistentes
(O’Ryan, Prado y Pickering,2005;0MS,2016). La presencia de cada patotipo es
variable y puede ser atribuida a diferentes factores como edad, nivel socioeconémico,
asi como el tipo de estudio y metodologia laboratorial, entre otros,siendo los grupos
méas comunmente identificados a nivel de Latinoamerica ETEC y EPEC (Varela,
Gomez-Duarte y Ochoa, 2010), de las cuales el de mayor significancia corresponde a
la EPEC atipica, categoria emergente que se esta volviendo muy frecuente (Gomes et

al.,2010).

Apenas cuatro paises de nuestro continente han realizado estudios
epidemioldgicos sobre esta enfermedad, Argentina, Brazil,Chile y México(tabla 1),
presumiéndose que la razén por la que los otros paises no lo reporten sea a que
cuentan con informacion limitada,inhabilidad de hacerse publico, por el alto costo,

idioma o falta de interés de las autoritades(Gomes et al.,2010).

23



E. coli en Peru
En nuestro pais, durante el periodo de 1996 al 2000, se registr6 una

mortalidad de 186 178 nifios menores de 5 afos,correspondiendo a causas
neonatales, pneumonia y diarrea 29%,20% y 9 % respectivamente, siendo la region
andina la que presentdé mayor proporcion con 97, 442 dbitos (52.4%) siendoPuno el
departamento mas afectado, seguido por la costa con 61 540 (33.1%) y la selva con
26 801 (14.4 %) (Huicho, Trelles y Gonzales,2006). De acuerdo al Ministerio de la
Salud (2016) las enfermedades diarreicas agudas (EDAS) siguen siendo un causa
importante de morbilidad en la nifiez en el pais por la presencia de factores
determinantes en una poporcion importante de la poblacion, indicando que esta
existiendo una mayor incidencia de episodios EDA en temporada calida, siendo el
departamento de lima con mayor episodios de afeccion,seguido de Arequipa. El
desarrollo del cuadro diarréico, causado por multiples patdégenos,es dependiente de la
localidad geogréfica, edad del paciente, sistema de atencién de salud , entre otros,
afectando su gravedad (tabla 1), considerandose como los patdgenos mas relevantes
en nifios al norovirus, Campylobacter y E.coli diarreogénicas (Riveros y Ochoa,
2015).En el departamento de Lima, un estimado de 34% de los casos de diarrea
infantil es atribuido al patégeno DEC(Varela,Gomez- Duarte y Ochoa , 2010). Hasta
mediados de la década del 90, la identificacion de los diferentes patotipos de DEC se
realizaba por ELISA, cultivo celular, serotipaje, entre otros. El afio 2001, Huapaya et
al. reportaron en Tacna, utilizando tecnicas moleculares, por primera vez el serotipo
O157:H7, en un lactante de 11 meses de edad, que presentd un cuadro de diarrea

disentérica, siendo sugerido que la causa de la infeccion fue la deficitaria condicion
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higiénico sanitaria, causada por la ingesta de leche procedente de venta ambulatoria

en baldes plésticos y/o por el mismo entorno familiar, que también sufria de diarrea.

Un multiplex real time-PCR fue disefiado para detectar simultaneamente los
seis patotipos deDEC, en el Instituto de Medicina Tropical de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia,permitiendo disminuirla intensidad laboral de rutina de trabajo
como también el costo (Guion et al., 2008). Asimismo se identifico, en nifios con
problemas gastrointestinales y sin signos de diarrea, la presencia de E.coli
diarreogénica(Ochoa et al., 2011) (ver tabla 1), siendo las razones de la alta
frecuencia de patégenos en nifios asintomaticos, de acuerdo a Varela, Gomez-Duarte y
Ochoa (2010), a una interaccién compleja entre factores que incluyen el patégeno
(heterogeneidady diferencias en la expresion de genes de virulencia), hospedero
(edad, niveles de anticuerpos maternos, factor nutricional y estatus inmunolégico) y
finalmente el factor ambiental, como la exposicidn constante a condiciones insalubres

y de alta contaminacion fecal.

Las EPEC son prevalentes en nifios,siendo las mas comunes las cepas atipicas
(eae+, bfp-) en pacientes con diarrea (73%,n=74) y en muestras control (87 %,n=46),

destacandose el serogrupo 055(Contreras et al.,2010).
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Tabla 1. Frecuencia de aislamiento de E.coli diarrogenicas en nifios menores de 5 afios.

NQ
Pais Paciente m”g:tra EPEC ETEC DAEC EAEC EIEC STEC
diarrea
' d;fr';a 4243 85 6.9 48 9.9 06 08
PERU ain
. 3760 10.9 47 23 104 06 05
diarrea
d;?rga 1020 10 3.7 0 111 0 05
BRASIL o
. 187 5.9 3.2 0 8.6 0 11
diarrea
ARGENTINA  SON 112 6.2 8.9 0 8.9 6.2 6.2
diarrea
di‘;?:‘ea 174 29 8.6 0 0 17 12
MEXICO o
. 30 0 0.6 0 0 0 0
diarrea

Fuente:Ochoa et al., 2011;Bueriset al., 2007;Medina et al., 2010;Paniagua et al., 2007
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Alimentos implicados

En los estudios de Canizales-Roman et al. (2013), se determiné que los cuadros
causados por E. coli diarreogénicas (DEC) con mayor frecuencia estuvieron
asociados a productos lacteos (crema,suero de leche, leche, mantequilla, queso y
yogurt), seguida por productos carnicos (carne de mamiferos y aves de
corral,salchichas, jamén y salchicha de cerdo) y productos hidrobiologicos (productos
crudos, camarones sazonados,almejas,calamar, mariscos mixtos, rayas,ostras,pulpos y

peces) (Tabla 2).

De acuerdo a Miget (1991) las enfermedades o infecciones asociadas al consumo
de productos hidrobioldgicos son principalmente atribuidas a productos contaminados

por 3 de las razones siguientes:

e Patogenos presentes en el medio natural (Clostridiumbotulinum tipo
E,Vibriocholerae, V. parahaemolyticusyV. vulnificus),

e Microorganismos introducidos al ambiente acuatico como resultado de
desperdicios  impropios del ser humano (Clostridiumperfringens,
Staphylococcus, Erysipelothrix, Edwarsiella,Salmonella, Franciscella vy
Vibriospp.).

e Microorganismos introducidos durante la manipulacion del
producto,principalmente por parte del personal del barco de cosecha; por
procesos en planta, durante la conservacion del alimento y por el consumidor

(coliformes fecales como E.coli,Staphyloccus y Salmonella).
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Esta ultima razon es importante debido que, en el caso de productosque tienen
reducida o eliminada su carga inicial por precoccion o coccion puedan constituir un
riesgo potencial para la salud debido a la transfererencia accidental por manipulacion
inadecuadade microorganismos que pueden multiplicarse sin dificultad (Duran y
Marshall., 2005).

La presencia de E. coli puede variar de acuerdo al ecosistema y condiciones
ambientalesdonde se ubique, es asi que esta bacteria coliforme suele persistir mas
tiempo en aguas dulces que saladas, muy probablemente debido a influencias
quimicas, fisica y bioldgicas (Anderson,Whitlock y Harwood,2005).En ese sentido,
los resultados obtenidos por Chakravarty et al. (2015) en alimentos hidrobiologicos
provenientes de agua dulce reportaron mayor nimero de E.coli en comparacion con
los de origen marino.

La prevalencia de patégenos en alimentos hidrobiolégicos importados a los
Estados Unidos, los cuales en su mayoria proceden de sistemas de cultivo, indican un
rango de 0.6%, para C. Jejuni y Salmonella y 9.4%, para E. coli, variando estos
porcentajes segun el pais de procedencia y siendo menos frecuente en paises en
desarrollo (Wang et al.,2011).

En Brasil, los camarones mas consumidos (Farfantepenaeus brasiliensis,
Litopenaeus schmitti y Xiphopenaeus kroyeri), que son vendidosen los mercados
locales, sirven de vehiculo de bacterias patogenas importantes como ETEC y EPEC,
destacando la importancia de esto para la salud publica(Barbosa et al., 2016).

Adicionalmente, en este mismo pais, en centros de cultivos sobre de camaron
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Litopenaus vannamei se obtuvo valores de recuento de niumero mas probable (NMP)
de <3 a 2.9 x 10* obteniendo mayor frecuencia de aislamiento la Escherichia coli
(Parente et al., 2011). Similarmente, en el estudio realizadoen la India por Roy et
al.(2013),en sistemas de cultivo de peneidos, se obtuvieronresultados positivos tanto
para ETEC como EPEC,utilizando la técnica de PCR multiplex, pudiendo considerar
estos productos como un riesgo para la salud pablica, a pesar que en el sistema de
cultivo no se presta mucha atencion a la presencia de E. coli.Considerando que la
presencia de bacterias coliformes en centros de cultivo es frecuente, existe una alta
correlacion entre la fuente de agua y su presencia en el camarén (Koonse et al.,2005).
En muestras de agua del sudeste de Queensland, Australia, se pudo identificar E. coli
productoras de toxina shiga (STEC), considerandolas como un riesgo potencial para
la salud ya que la dosis minima que requiere para generar infeccion es de apenas 10-

100 células (Ahmed et al., 2015).

Tabla 1.Presenciade E. coli y E. coli diarreogénicas (DEC) en alimento y bebida.

Alimento implicado E. coli (%) E. coli diarreogénica

Total (%) EPEC (%) EAEC (%) STEC (%) ETEC (%)

Producto lacteo (n=669) 143 (21.3) 19 (2.84) 13(68.42) 2(10.52) 3(15.78) 1 (5.26)

Producto carnico (n=646) 110 (17) 12(0.75) 10(83.33) 2(16.66) 0 0

Hidrobiologico (n=656) 71(10.8) 13(1.98) 11(84.61) 2(15.38) 0 0

Alimento preparado (n=1594) 70 (4.3) 12(0.75) 10 (83.33) 0 2 (16.66) 0

Bebidas y hielos (n=1597) 15 (0.93) 0 0 0 0 0
total (N=5162) 409(7.92) 56 (1.08) 44 (78.57) 6(10.71) 5(8.92) 1(1.78)

Fuente: Canizales-Roman et al (2013)
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Diversidad genetica de E. coli

De acuerdo a Ussery et al (2004) el genoma bacteriano posee secuencias de
ADN repetitivoquecomprendenaproximadamente el 5% de su tamafo,variando su
ubicacion entrelas regiones intergénicas en las diferentes especies microbianas
(Versalovic y Lupski, 1998)y,aunque no esta completamente establecida su
funcionalidad, algunos investigadores sugierenque pueden participaren la sintesis o
catabolismo del ARN/ADN o actuar como reguladores de la evolucion del genoma
(Tobes y Ramos, 2005;Schmidt y Anderson, 2006). Debido a estos antecedentes, se
desarroll6 una técnica basada en la reaccién en cadena de la polimerasa (REP-
PCR)para identificar los sitios de union de elementos repetitivos adyacentes,
permitiendoobtener una huella genética especifica (fingerprint) de cada aislado
microbiano (Ishii y Sadowsky, 2009;Rademaker etal., 2008).

Aplicando esta técnica, Dombeket al (2000), consiguieron diferenciar aislados de
E.coli de acuerdo a su procedencia, determinando cuales eran originados en humanos
y cuales en animales.

Adicionalmente, en el estudio desarrolladopor Sanath et al., 2001, utilizando la
técnica de RAPD PCR,reportaron elevada diversidad genética entre E. coli aisladas
de productos hidrobioldgicos (peces y moluscos); asi mismo,fueron detectados los
genes stxeHlya, siendo interesante que ninguna cepa fue positiva para rfb0157 (factor
de virulencia de la O157:H7) por lo cual concluyeron que la presencia de STEC en

alimentos de procedencia marina poseen serotipos distintos al de la cepa 0157.
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IV.  Justificacion del estudio.

La venta local de los crustaceos en la regién Lima ,los langostinos procede
principalmente de centros de cultivos del norte de nuestro pais y los camarones de rio
de la pesca artensanal procedente de Arequipa. Siendo estas especies de habitos
detritivoros yaque su consumo generalmente es en la forma cruda (cebiche), puede
actuar como vehiculo transmisor de E. coli entre otros patdgenos. Esto hace necesaria
la identificacion de los factores de virulencia de bacteria causadora de diarrea, asi
como evaluar la diversidad genética existente entre aislados provenientes de los
principales mercados pesqueros de la capital con el fin que los resultados obtenidos
sean de utilidad en la adopcion de medidas terapéutico-preventivas que disminuyan el

impacto sobre las poblaciones sensibles.
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V. Objetivos
Objetivo general
Caracterizar molecularmente la diversidad genética y los factores de
virulencia de Escherichia coli aisladas de langostino (Litopenaus vannamei) y
camaron de rio (Cryphiops caementarius)procedentes de los principales terminales

pesqueros de Lima.

Objetivos especificos

. Aislar e identificar biogquimicamente cepas de Escherichia coli
presentes en langostino y camaron de riode mercados pesqueros de Ventanilla y
Villa Maria del Triunfo.

o Identificar molecularmente la presencia de los genes que
codifican la produccion de algunos factores de virulencia en los aislados.

. Evaluar la diversidad genética de las Escherichia coli aisladas por

la técnica de REP- PCR.
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VI.  Materiales y metodos

Lugar de estudio

El estudio microbiologico y molecular fue realizado en el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

Tipo de Estudio
El tipo de investigacion es descriptiva y el disefio es un estudio observacional del tipo

transversal.

Obtencion de muestras
Las muestras evaluadas fueron procedentes de los mercados pesqueros de Ventanilla

y Villa Maria del Triunfo de Lima-Metropolitana.

Tamarfo de muestra.

El tamafio de muestra se fundamenta en el teorema de limite central, el cual nos
sugiere un tamafio minimo de 30 muestras.Este estudio trabajé, con 97 muestras en
total, correspondiendo 50 para camarén de rio (Cryphiops caementarius) y 47 para
Langostino (Litopenaus vannamei). Las muestras se definen como cada 25 gr de
homogeneizado por especie. De acuerdo a los objetivos del estudio este tamafio de
muestra nos permitiria encontrar al menos 1 muestra positivia a E.coli patogénica.

Las pruebas moleculares solo se trabajaron con las muestras donde se logré encontrar
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E.colidenominandose en el trabajo como “aislados”. Las muestras obtenidasdel
terminal pesquero de Ventanilla fueron de 27 (obteniendo 30 aislados) para camaron
y 26 muestras ( solo se pudo obtener4 aislados ) para langostino. Para el terminal
pesquero de Villa Maria del Triunfo se recolectdé 23 muestras de camarén y 21

muestras de langostinos, obteniendo 30 y 24 aislados,respectivamente.

Analisis Microbiologico

Aislamiento e identificacion de E.coli

Se realiz6 de acuerdo al manual analitico bacteriologico (BAM) de la FDA (2016),
para esto se trabajo de manera independiente por especie en la forma que estas son
comercializados en los mercados de Ventanilla y Villa Maria del Triunfo,retirandose
el exoesqueleto y colocandose en un frasco estéril 25 g de la parte comestibleque
luego fue triturada junto con 225 ml de solucion de peptona tamponada. Luego de
aplicar elprotocolo para la enumeracion de coliformes fecales (nUmero mas
probable,NMP) (FDA,2016)se realizéel aislamiento de E.coli dado que s6lo mediante
esta técnica fue posible obtener algunas cepas de E.coli en langostino,donde su
frecuencia de obtencidnes baja,a diferencia del camardn de rio. Para esto se realizaron
diluciones decimales seriadas en caldo peptonado que luego fueron repicadas en
solucion Lauril Sulfato (LST) e incubadas a 37 °C por 24h. Cada tubo que presentd
formacion de gas en el medio LST fue transferido mediante una asa de siembra a
tubos conteniendo medio EC e incubados a 44°C por 48h. Finalmente,se inoculo las

muestras en agar Hicrome E. coliy se incubd en condiciones aerobias a 44 ° C por
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24/48 h. Las colonias de forma caracteristica y de color azul dada por la
fermentacion de la B-glucoronidasa, que a la coloracion Gram resultaron bacilos
Gram negativos fueron replicadas en agar TSA. La identificacion presuntiva se
confirmd por un resultado positivo a las pruebas de Indol y catalasa (+) y negativo a
oxidasa, mientras que la identificacion definitiva a nivel de especie se llevo a cabo
empleando pruebas bioquimicas convencionales (agar LIA, KLIGER, CITRATO,

SIM y UREA).

Andlisis Molecular

Extraccion de DNA

El DNA bacteriano fue extraido con el kit Wizard Genomic DNA purification segln
las indicaciones del fabricante.

Toxinotipaje de los E. coli aislados

La determinacion de los genes que codifican la produccion de las toxina shiga y
genes de E. coli enteropatogenica fue realizada por PCR segln protocolos
estandarizados por Canizales et al., 2013;Vidal et al., 2005; Furrer et al., 1990;
Jackson et al., 1987a; Jackson et al., 1987b; Ratchtrachenchai, Subpasu e. Ito, 1997;
Yuy Kapper, 1992 y Ngeleka et al., 2003 (Cuadrol). Las reacciones de amplificacion
de DNA fueron realizadas en volumenes finales de 25 pL conteniendo 2,5 pL de 10 x
buffer PCR, 1,5 puL de MgCl> (1,5 mM), 1 yL de dNTP (0,2 mM), 1 pL de cada
iniciador (0,4 mM), 0,25 pL de Platinum Tag polimerase (0,5 U) (Invitrogen), y 1 puL

de DNA (10 ng). La reaccion de amplificacion fue realizada en el termociclador Gene

35



Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) programado para: 1 ciclo de 95 °C
(3 min); seguido de 35 ciclos de 95 °C (1 min), 56 °C (1 min) y 72 °C (2 min); y 1
ciclo final de 72 °C (5 min). Todos los productos de PCR fueron analizados en
electroforesis en gel de agarosa (1%), tefiidos con bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y
fotografiados con transiluminador de luz UV con el sistema Kodak (EDAS, DC-120).
Como marcador de peso molecular fue utilizado el 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
Brasil).

Cuadro 1. Primers utilizados en la deteccion de genes de virulencia de E. coli

Secuencia de Oligonucledtidos Amplicon _
Gen —> Referencia
5' 3 (bp)
LT TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA 275 Furreret al.(1990)
GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC
STa | TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 163 Ngeleka et al.
GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT (2003)
Aggr GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254 Ratchtrachenchai,
ACAGAATCGTCAGCATCAGC Subpasuelto,1997
Aaf ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC 378 Vidal et al.(2005)
CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG
bfp TTTACTACCAGTCTGCGTCT 282 Canizales et
ATGCCGCTTTATCCAACCTG al.(2013)
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Stx1 AGAGCGATGTTACGGTTTG 388 Jacksonet
TTG CCC CCA GAG TGG ATG al.(1987a)
TGGGTTTTTCTTCGG TACC Jackson et
Stx2 GACATTCTGCTTGACTCTCTT 807 al.(1987b)
AGG CTT CGT CAC AGT TG
eae Yuy Kaper(1992)

CCATCG TCA CCA GAG GA 570

Determinacion de los perfiles genéticos por REP-PCR.

La diversidad genética fue determinada mediante la técnica de REP-PCR,segun el
protocolo estandarizado por Versalovicet al. (1991), utilizando los iniciadores EriclR
(5'- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC- 3%) y Eric2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3°). Brevemente, la reaccion de amplificacion
fue realizada en volumen final de 25 pL conteniendo 10X buffer PCR, MgCl2(1,5
mM), dNTP (0,2 mM), cada iniciador (0,4 mM), Platinum Taq polimerase (0,5 U) y
DNA (10 ng). Las reacciones de amplificacion fueron realizadas, en duplicado, en
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems), programado
para: 1 ciclo de 95°C (5 min); seguido de 35 ciclos de 94°C (1 min), 40 C° (1 min) y
65 °C (4 min); y 1 ciclo final de 65 °C (16 min). Cepas ATCC de E.coli y de otras
bacterias fueron incluidas en los analisis. Los productos de PCR fueron analizados en
gel de agarosa (1,5 %), tefiidos con bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y fotografiados
con transiluminador de luz UV. Los marcadores de peso molecular 100 bp DNA

ladder y 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen - Brasil) fueron utilizados en las corridas
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electroforéticas. Los diferentes perfiles genéticos fueron analizados, construyéndose
los respectivos dendrogramas con el programa NTSYS (Applied Biostatitics, Inc.
version 2.21), utilizandose los coeficientes de similaridad de Jaccard, Dice y Simple
Matching (SM).

Plan de analisis de datos

Los datos fueron analizados mediante la prueba estadistica del Ji — Cuadrado,

empleando el programa estadistico WIN EPI.
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VII.

Resultados

El muestreo realizado en elcamaron de rio presenté mayor frecuenciade E.coli
con un 92% en comparacion con el langostino en 31.9%(ver cuadro2). Donde
todas las Escherichia coli fueron diferenciadas de otros coliformes por su alta

actividad glucoronidasa en agar Hicrome, como se puede apreciar en la figura 2.

Cuadro 2. Frecuencia de aislamiento de E. coli
por especie en Agosto ,2017

Presencia E. coli

Especie Total
Positivo %
Langostino 47 15 31.92
Camaron de rio 50 46 92b

ab | etras diferentes indican que las proporciones son
estadisticamente diferentes

Figura 2. Cultivo realizado en medio Hicrome agar.
Colonias color azul, E. coli; colonias color rojo, Klebsiella
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Del total de muestras homogeneizadas (97), se encontrd presuntivamente
E.colien el 12% (n=50) del camaron de rio y 4.25% (n=47) del
langostino,hallandosemediante PCRsolo los genesstxl y stx2,que los identifica
como parte del patotipo STEC,sin poder identificarse los factores de virulencia de
los patotipos EPEC(eae,bfp),ETEC(STay LT) y EAEC(Aaf y Aggr) (cuadros 3).
Respecto a la procedencia,considerando ambas especies,solo se identificoel factor
de virulencia stx2 en el mercado de Villa Maria del Triunfo (VMT), mientras

stx1fue detectado en ambos lugares de estudio.(Cuadro 3 y Figura 3).

Cuadro 3. Frecuencia de E. coliy presuntivamente E. Coli diarreogénicas por especie y procedencia
aisladas en Agosto ,2017.
E. coli diarreogénica

E i P denci EPEC (% STEC (% ETEC (%) EAEC (%
specie rocedencia E. coli (%) Total (%) (%) (%) (%) (%)
eae stx1 stx2 sta Lt Aaf Aggr

VTM (n=23) 23(100) 4 (17.3) 0 3(129) 1(43) 0 0 0 0

Camaron

derio  Ventanilla(n=27) 23(85.2) 2 (7.4) 0 2(74) 0 o 0 0 0

Total (n= 50) 46 (92)  6(12) 0 5100 1(2) 0 0 0 0

VTM (n=21) 12(57.1) 1(4.7) 0 0 147 0 0 0 O

Langostino  sentanilla (n=26) 2 (7.7) 1(3.9) 0 1(3.9) 0 0 0 0 0

Total (n=47) 15(31.9) 2 (4.25) 0 1(212) 1212 0 0 0 O

VMT: Villa Maria del triunfo, EPEC: Enteropatogeno, STEC: E.coli productora de toxina shiga, ETEC:
Enterotoxingenica , EAEC: Enteroagregativa.
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mvev 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 bp Stx 2 (807 bp)
500 bp
vem 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1000 bp
500 bp Stx 1 (388 bp)

Fig. 3 Electroforesis del producto de PCR para la identificacion de STEC de
camaron de rio y langostino. Linea 6, gen stx2 (807 bp), lineas 12— 14 y 186,
gen stxl (388 bp). MPM, marcador de peso molecular (MPM) 100 bp
(Invitrogen).

MPM 1 2 3 4 5

Fig. 4 Cepas control de E.coli productora de toxina shiga (STEC) Carril 3:
Cepa control edl933 Stx1 (388 pb) Carril 5: Cepa control edl933 Stx2 (807
pb). MPM: Marcado de peso molecular 100 pb.
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El andlisis de diversidad genética de los 88 aislados de camardn de rio y langostino,
procedentes de ambos mercados pesqueros,agrupd a todos ellos en 36 clusters,con
una similaridad de 60% (Fig 5).

El cluster | estuvo constituido por dos aisladosprovenientes de la misma especie pero
de diferentes lugares (C1 collV y C12 collVMT). El cluster 1l solo incluy6 a C1
col1julVMT ,asimismo el cluster 11l con C2 col1julVMT.

El cluster IV contuvo 5 clones aislados del camaron de rio de ambas
procedencias(C10 col2V, C12 col2V, C13 col2V,C5 col2JulVMT y C11 col2VMT).
El cluster V posee dos grupos A y B, de los cuales el A contiene el subgrupo i,
conformado por un aislado (C1 col2V), mientras el subgrupo ii presenta dos clones
(C4 colLJulVMT y C4 col2JulVMT positivos parastx1). Por otro lado, el grupo B esta
conformado por 2 subgrupos i e ii, el i contiene grupo 1 conformado por tres clones
(C15 col2V,C2 collVTM y C14 col2VMT) y el grupo 2 por dos clones (C19 collV 'y
C11 collV). El subgrupo Bii presenta tres clones que proceden del camaron derio
(C2),que fue diluido por 107%,1072 y 1073. El cluster VI solo contiene a C11 col2V.
El cluster V1I contiene dos clones (C19 col2V y C8 col2V); el cluster VI1II posee dos
aislados, C7 collJulVMT y C6 col2JulVMT ,positivos para el gen stx1). El cluster
IXesta formado por dos grupos A y B, el A conformado por dos aislados, C2
col2V clasificado como STEC por serstx1 + y C7 collV, asimismo el grupo B posee
dos aislados (C3 col2V y C6 collV). Tanto el cluster X como XI poseen solo un
aislado, C9 col1Vy L7col2, respectivamente.

El cluster XII constituido por el grupo A, conformado por dos aislados (C8
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collJulVMT 'y C7 collJulVMT), y el grupo B,que también posee dos aislados (C8
col1lJulVMT vy C8 col2JulVMT, albergando el genstx1). EI cluster XIII contiene dos
aislados (C14 collV y C5 col1V) mientras el cluster XIV solo tiene un miembro (C4
col2V).

El cluster XV solo contuvo al control positivo de E.coli, cepa ATCC35218. El cluster
XVI esta constituido por el grupo A y B,de los cuales el grupo A contiene los
subgrupos i Yy ii, presentando el i a un soloaislado (C16 collV), mientras en el ii
existen dos clones (C11 collVMT y C10 col2VMT ), en tanto el grupo B contiene
dos clones (C2 col2JulVMT y C1 col2JulVMT). El cluster XVI1I conformado por dos
grupos, siendo A constituido por dos aislados (C3 collJulVMT y L5 col2) y el grupo
B por otros dos (L6 coll y L3%).

El cluster XVI1I solo posee un aislado (C3 col2JulVMT) al igual que el cluster XIX
(C3 collVMT ) y XX (C3 col2VMT). El cluster XXI contiene dos aislados (L7 coll
y L1 coll).

El cluster XXII esta conformado por el grupo A, con la presencia del aislado C4
col2VMT, mientras el grupo B contiene dos aislados (L1 coll y L2 coll*); el cluster
XXXIII presenta dos aislados (L5 coll y L13*). El cluster XXIV esta conformado
por dos grupos A y B, estando el A constituido por dos aislados (C9 collVMT y L8
col2), en cambio el grupo B contiene solo el aislado L 6 col2. El cluster XXV posee
en el grupo A dos aislados (L17 collV y L1col2V), en cambio el grupo B solo posee
el aislado L17 col2V.

El cluster XXVI esta conformado por el grupo A y B, en los cuales el A contiene al
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subgrupo i conformado por dos aislados (L2 col2*, que posee el gen que codifica para
la toxina stx2 y L3 coll) y el subgrupo ii,formado por el aislado L4 col2, el grupo B
contiene el subgrupo i el cual posee solo a L8 col2*, mientras el grupo ii incluye dos
aislados (L8 coll y L1 col2). El cluster XXVII esté integrado por el grupo A, con dos
clones que carganal genstx1 (C6 col2Vy L1 collV), en cambio, el grupo B solo posee
al aislado L8 coll*. El cluster XXVIII, conformado por dos grupos A 'y B, del cual el
grupo A posee dos aislados (L3 col2 y L2 coll), mientras el grupo B solo posee a L4
coll. El cluster XXIX apenas posee un aislado (C8 col2VMT). El cluster XXX
contiene a C2 collV y C3 collV. El cluster XXXI posee en el grupo A dos clones
(C7 col2V y C8 collV) y en el grupo B solo se incluye al aislado C9 col2V. El
cluster XXXII contiene solamente a C7 col2JulVMT. Igualmente, el cluster XXXIII a
C4 collV. El cluster XXXIV presenta dos aislados que son el C5 collJulVMT, que
aloja al gen de la toxina stx2y C6 collJulVMT. El cluster XXXV solo posee a C10

collVMT y finalmente, el cluster XXXV agrupa a los aislados L3 col2 y L1 col2*.
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Fig. 5. Dendograma del total de aislados de E. coli de camarodn de rio y langostinos procedentes
de Villa Maria del Triunfo y Ventanilla. Leyenda: EC: E. coli ATCC 35218.
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VIIl.  Discusion

Escherichia coli es un microorganismo Gram negativo, miembro de la familia
Enterobacteriacea presentefrecuentemente en el tracto digestivo de los organismos de
sangre caliente, donde actuan principalmente comocomensales (OMS,2017),
contribuyendo con su hospedero en la sintesis de nutrientes esenciales como
vitaminas o en la exclusion de bacterias patdgenas por competicion,sin embargo, el
sobrecrecimiento de estas bacterias por defecto disfuncional del sistema digestivo
puede ser perjudicialpara la saluddel huésped,generando inflamacién localizada o
dafo en las mucosas (Batt, Rutgers y Sancak,1996).Adicionalmente, al ser excretada
esta bacteria del sistema digestivo puede mantenerse viable por tiempo variable,
dependiendo de las condiciones medioambientales que encuentre, colocando en
riesgo principalmente a nifios y ancianos , que son los mas susceptibles a
infectarse(FDA,2016).De acuerdo a Anderson, Whitlock y Harwood (2005),la
viabilidad de E.coli en el agua depende de las condiciones fisicoquimicas deesta,
indicando que esta enterobacteriasobrevive mas tiempo en agua dulce que en agua
salada.Reafirmando la idea anterior, en el estudio de Chakravarty et al. (2015) fue
determinado que los productos hidrobiolégicos provenientes de agua dulce reportan
mayor cantidad de E.coli en comparacién conlas especies de origen marino.

Con estos antecedentes, era esperado que encontremos una mayor frecuencia de
aislamiento de E. colien el camardn de rio (92%) , especie de agua dulce,que en el
langostino (31.9 %) ,que habita en el ambiente marino, independientemente de que

mercado provenga la muestra, ya que fue detectada en ambos lugares.
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Si bien esta bacteria puede ser identificada a traves del metodo convencional que
sugiere la FDA,2016, este estudio presencio en mayor ocasion la aparicion de otras
enterobacterias en el caso del langostino (Litopenaeus vannamei) por la cual la
tecnica empleada del numero mas probable (NMP) facilito su aislamiento por
enriquecer a las enterobacterias presentes en el estudio, el cual la E.coli pudo aislarse
con mayor facilidad por el medio hicrome E.coli por su alta capacidad fermentadora
de glucoronidasa. Asimismo las razones de hallazgo de E.coli en este estudio cabe
remarcar que la presencia de esta enterobacteria no es propia en la microbiota de los
productos hidrobiologicos (Miget,1991). Las razones se atribuyen al lugar de
procedencia que son contaminadas a causa de desechos humanos, pesima calidad
microbiologica del hielo empleado para su conservacion o por manipulacion sanitaria
deficiente (Vieira,De souza y Patel,1997). En los estudios de Lanata et al
(2014),realizados en zonas rurales del Pert , determino la presencia de E.coli
diarrogenicas en utensilios de cocina (23%) y en las propias manos (10%)

Por otro lado, en nuestroestudio realizado en camardn de rio (Cryphiops
caementarius) y langostinos (Litopenaeus vannamei) comercializados en los
mercados pesqueros de Ventanilla y Villa Maria del Triunfo,de las 97 muestras
analizadas,solo se pudo detectarlos factores de virulencia stx1 (6.2%) y stx2 (2%),que
los clasifica como parte delpatotipo STEC,resaltando que dentro de estos factores de
virulencia existen subdivisiones que hacen a algunos patdgenos en humanos, mientras
otros no generan ninguna alteracion ni diarrea(Yang y Wang, 2014; Bielaszewska et

al., 2006). En comparacion con otro estudio realizado en los mercados de la
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India,Gupta, Ghataky Gill (2013), encontraron,a partir de 54 productos
hidrobioldgicos, que el 72.2% fueronpositivospara Stx1 y el 51.85%. paraStx2,
atribuyendo que la posible ruta de transmisionseazoonética,ya que esta bacteria puede
aislarse en gran medida a partir de distintinos animales y aves, tanto de crianza como
salvajes, siendo los rumiantes los principales reservorios naturales de estas,a
diferencia de los demas patotipos como EPEC,ETEC y EAEC que son reservorios en
humanos (Duffy, 2014; Canizales-Roman et al,2013; Barbosa et al,2016). Es por esto
que los alimentos de origen bovino, como carne y productos lacteos, son los
principales responsables de las infecciones por STEC (Gyles et al.,1998).Siendo este
patotipo de importancia en la salud publica mundial por la capacidad infectiva que
algunos serotipos poseen como el O103:H21 y 0O157:H7 (Bielaszewska et al,2006;
OMS,2017), ya que causa una severa colitis hemorragica o infeccion extraintestinal,
como el sindrome uremico hemolitico (HUS). Esto se debe a su capacidad de
producir toxinas shiga,Stx1 y Stx2 en el colon que puede alcanzar al rifion mediante
el flujo sanguineo,generando una grave inflamacion local por su acciontoxica directa
(Andreoli et al ,2002).Las toxinas del STEC presentan una homologia de 56 %a nivel
de secuencias de aminoacidos (Jackson et al., 1987),siendo la Stx2 la que presenta
mas variantes antigénicas que afectan su actividad biol6gica y asociacion a
enfermedades(Baru e Inatsu,2014),en cambio Stx1 es idéntica a las toxinas shiga de
Shigella dysenteriae tipo 1, con la diferencia que esta Gltima adopta también
propiedades enteroinvasivas, como el patotipo EIEC(Taylor,2008).La ubicacion de

estos genes es cromosomal,probablemente originados desdefagos lambda integrados
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y limitados por secuencias flanqueadoras, lo que indicaria que su origen se debe a la
presencia de bacteriéfagos y que su transferencia entre cepask.coli no relacionadas es
posible(Yang y Wang, 2014).

Secuencias repetititivas dispersas en el genoma, tanto de procariotas como
eucariotas,sirven como herramienta para asegurar la diversidad genética entre
miembros de la misma especie (Versalovicet al.,1991). Para estudiar estas
secuencias, existen técnicas alternativas al analisis de macrorestriccion, que son
facilmente visualizadas en una corrida electroforética. Asi, una de estas sebasa en
detectar el palindromo extragénico repetitivo (REP), que representa espacios de
DNA entre dos elementos repetitivos, como secuencias de insercion, y que pueden
servir para tipar microorganismos (Versalovic et al., 1991).En el presente estudio
con aislados de E. coli,se obtuvo comoresultado una elevada diversidad
intraespecie y la identificacion de clonalidad, demostrando que ambas especies
estudiadas cargan multiples subtipos de esta bacteria y que estos pueden ser
asociadosa sus respectivos hospederos (Mohapatra et al., 2007).

Interesantemente,la técnica de REP-PCR identifico como clones a especies que
poseen diferente carga genética, como es el caso de algunos aislados que a pesar
de poseer los genes Stx 1y 2 no pudieron ser diferenciados de otros que no cargan
estos factores de virulencia. Esto se debe muy probablemente a que la técnica de
tipaje esta disefiada para identificar apenas las regiones repetitivas a lo largo del

cromosoma y no a algun gen en particular.
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Conclusiones

El camardn de rio (Cryphiops caementarius) presentan una mayor

frecuencia de aislamiento de E.colien un 92 % (n=50) ,mientras el
langostino (Litopenaus vannamei) con un 31.9% (n=47) en ambos

mercados estudiados.

En las especies Litopenaus vannamei se identificaron del patotipo STEC en
4.25 % (n=47) y Chrypiops caementarius en 12 %(n=50)de los terminales
pesqueros de Lima-Metropolitana.

Los E. coli aislados presentan elevada diversidad genética entre ellos,segln

la técnica REP- PCR.
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Recomendaciones

Estudiar la presencia de otros factores de virulencia y genes de resistencia a
antimicrobianos de esta bacteria en otros lugares de expendio asi como en
restaurantes.

Realizar ensayos en cultivo celular para confirmar si los aislados
identificados como pertenecientes al patotipo STEC pueden causar efecto

citotoxico.
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