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RESUMEN

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa considerada como parte de la microbiota
autoctona de animales y el hombre, sin embargo, existen algunos patotipos que causan
serios problemas en la salud humana e inclusive la muerte. El presente estudio tuvo como
objetivo detectar molecularmente los factores de virulencia y la diversidad genética de E.
coli asociada al cultivo de Argopecten purpuratus “concha de abanico”, procedentes de
las Bahias de Samanco y Tortugas en el departamento de Ancash-Per(. Esta investigacion
se llevd a cabo en los laboratorios de la FAVEZ de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima-Per(. La identificacion de los aislados se realizd mediante pruebas
bioquimicas convencionales. La deteccion de los genes de virulencia se hizo por PCR
convencional y la evaluacion de la diversidad genética mediante la técnica de RAPD-
PCR. Se analizaron 89 muestras, constituido cada “muestra” por el homogenizado de las
partes blandas de 3 organismos de A. purpuratus, de las cuales se obtuvo un total de 68
aislados de E. coli, 35 pertenecientes a la Bahia de Samanco y 33 a la Bahia de Tortugas.
La frecuencia estimada fue de 68.6 % en la Bahia de Samanco y 86.8 % en la Bahia de
Tortugas encontrandose diferencias significativas entre estas segun la prueba estadistica
del Chi-Cuadrado. Entre los aislados se detectd la presencia de los genes Stx1 y Stx2,
ambos en dos cepas de la Bahia de Samanco, y Stx1 y eae en dos cepas proveniente de la
Bahia de Tortugas, en muestras independientes. Se construyd un dendograma basado en
el RAPD-PCR utilizando el programa NTSYS 2, el cual clasifico las cepas en diecinueve
grupos, con un porcentaje de similitud de 85%, mostrando una alta diversidad genética
de E. coli entre las muestras de las bahias, e incluso entre muestras provenientes de un
mismo lugar. Los resultados de este estudio representan una base técnica y cientifica para
la adopcion de medidas de prevencion ante el consumo de este molusco y con ello mitigar

los problemas de infeccion causados por las formas patdgenas de esta bacteria.

Palabras claves: Escherichia coli diarrogénicas, patotipos, Stx1, Stx2, eae.



ABSTRACT

Escherichia coli is a Gram negative bacteria considered as part of autochthonous
microbiota of animals and humans; however, there are some pathotypes that cause serious
problems in human health and even lead to death. The aim of this study was to detect,
using molecular techniques, virulence factors and genetic diversity of E. coli associated
with Argopecten purpuratus "“fan shell” cultures, from bahia de Samanco and bahia de
Tortugas in department of Ancash-Peru. This research was conduct+ed at the FAVEZ
laboratory in the Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima-Peru. Strain identification
was performed by conventional biochemical tests. Detection of virulence genes was
performed using PCR and evaluation of genetic diversity was performed using RAPD-
PCR. 89 samples of A. purpuratus were analyzed and a total of 68 E. coli isolates were
obtained, 35 belonging to bahia de Samanco and 33 to bahia de Tortugas. Frequency of

E. coli was 68.6% in bahia de Samanco and 86.8% in bahia de Tortugas; this difference
was statistically significant, according to Chi-Square statistical test. =~ Among isolates,
presence of Stx1 and Stx2 genes was detected both in two strains of bahia de Samanco,
and Stx1 and eae intwo strains from bahia de Tortugas, in independent samples. Based
on RAPD-PCR a dendrogram was constructed using NTSYS 2 program, in which strains
were classified into nineteen groups with a percentage of similarity of 85%, showing a
high genetic diversity of E. coli between samples from both bays, and even between
samples from a same place. Findings of this research represent a technical and scientific
basis for adoption of measures aimed at mitigating infection problems caused by
pathogenic forms of this bacterium.

Key words: diarrhogenic Escherichia coli, pathotypes, Stx1, Stx2, eae.



l. INTRODUCCION

Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa, facultativa, que es parte de la
microbiota residente de humanos. Esta bacteria es utilizada como el principal indicador
de contaminacién fecal, cuando se evalGa la inocuidad de los alimentos y el agua
(FAO, 2011). La mayoria de las especies son consideradas comensales y otras causan
enfermedades, principalmente cuadros gastroentéricos (Kaper et al, 2004; CDC,
2017).

E. coli coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y
se considera microbiota normal, sin embargo, se han descritos seis patotipos de E. coli
productoras de diarrea, también conocidas como E. coli diarreogénicas (DEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli
de adherencia difusa (DAEC), que se clasifican segin las lesiones histopatologicas
caracteristicas que causan en celulas epiteliales (Nataro y Kaper, 1998) y a la expresion
de algunos factores de virulencia.

En el Peru es poco el conocimiento y la difusion de las consecuencias del
consumo de los alimentos contaminados por esta bacteria, mas aun sobre el consumo
de moluscos bivalvos. Salvo algunos muestreos periodicos para determinar la
presencia de coliformes totales en la concha de abanico realizado por la entidad
sanitaria (SANIPES) en algunas provincias de Ancash, no hay datos que confirmen, a
nivel molecular, la presencia de E. coli. Menos aun datos sobre la presencia de E. coli
portadores de genes de virulencia.

El presente estudio tuvo como objetivo la deteccién de E. coli enteropatégenas

a través de la deteccion de los genes de virulencia asociadas a estas cepas.



1. ANTECEDENTES

Diversas investigaciones se han realizado en la deteccibn de patotipos
patogenos de E. coli utilizando factores de virulencia empleando técnicas moleculares.
Asi Baliére et al.(2015), detectaron por PCR, la existencia del gen Stx, que esta
involucrado con la produccion de la toxina shiga, en el 30% de lotes de moluscos
estudiados y el gen eae en un gran porcentaje de los mariscos. Adicionalmente, este
estudio identificd dieciocho serotipos entre los aislamientos de ETEC y 57 entre los
aislados de EPEC. Estos resultados permitieron determinar que STEC y EPEC estan
ocasionalmente presentes en el medio ambiente y pueden contaminar mariscos.

Strubbia et al.(2016) demostraron la presencia de E. coli y norovirus en
mejillones, encontrando una correlacion significativa entre E. coli y este virus y que
ambas pueden ser usadas como indicadores de contaminacion fecal.

La diversidad genética de E. coli presente en moluscos bivalvos como ostras vy
mejillones ha sido estudiada empleando técnicas como ERIC-PCR (amplificacion de
secuencias intergénicas de consenso repetitivas) y RAPD- PCR (ADN polimorfico
amplificado al azar) consiguiéndose identificar la presencia de diferentes cepas de de

E. coli en productos marinos (Salinas et al., 2010; Pizarro et al., 2013; Baliére et al.,
2015).

Salinas et al. (2010), detectaron la presencia de cepas de EPEC en aguas de
bahias, las cuales se genotipificaron mediante ERIC-PCR (amplificacion de
secuencias intergénicas de consenso repetitivas) revelando que existe una elevada
diversidad genética de E. coli. En el mismo estudio también se detectd, mediante PCR,
la presencia del gen eae, caracteristico de E. coli enteropatogenica, en 18 cepas,

representando un 38.3% de las muestras evaluadas.



Barbosa et al. (2016), analizaron camarones provenientes de mercados y empleando la
técnica de PCR Multiplex y reportaron la presencia de dos genes de virulencia, eae,
indicativo del patotipo enteropatégeno (EPEC) y el gen Sta, que estd presente en el
patotipo de E. coli productoras de las enterotoxinas (ETEC) en todas las muestras
evaluadas.

En otro estudio, realizado en alimentos, se encontrd que la prevalencia de las cepas de
DEC fue baja (1.08%), siendo los productos lacteos los alimentos mas contaminados
(2.8%), seguidos por los derivados de la carne, mariscos y pescado; entre los grupos
patogenicos de DEC detectados en alimentos, EPEC fue el mas prevalente (78.5%),

sequido de EAEC (10.7%), STEC (8.9%) y ETEC (1.7%) (Canizalez et al., 2013).



IIl.  MARCO TEORICO
3.1. Escherichia coli
Descrita por primera vez en 1885, por el pediatra aleman Theodor Escherich, fue
llamado inicialmente como Bacterium coli commune, posteriormente fue renombrado
con el nombre actual, en honor a su descubridor (Kaper, 2005).

Dentro del género Escherichia existen seis especies: Escherichia blattae, E.
fergussonii, E. vulneris, E. albetii, E. hermannii y E. coli, esta Ultima es la mas
estudiada en humanos (Huys et al., 2003).

La mayoria de las E. coli son organismos comensales, inofensivos cuando se
encuentran en su habitat intestinal natural (OMS, 2018). Sin embargo, existen
diferentes cepas de E. coli considerados patdgenos que causan serios dafios
gastrointestinales en humanos y algunas también son patdgenos para animales jovenes,
destinados a la produccién de carne (FAO,2011).

Actualmente, esta bacteria es utilizada como el principal indicador de
contaminacion fecal cuando se evalla la inocuidad de los alimentos y el agua (OMS,

2007).

3.2. Virulencia

E. coli tiene la capacidad de intercambiar material genético por medio de
elementos genéticos moviles, tales como plasmidos, como respuesta de adaptacion a
entornos nuevos y adversos (fig. 1), se cree que estos elementos genéticos contribuyen
a la aparicion de agentes patdgenos con mayor virulencia, supervivencia ambiental y

persistencia en los sistemas alimentarios (FAO, 2011)



33.  Escherichia coli diarrogénicas (DEC)

Se han descrito seis patotipos de E. coli patdgenas que causan diarrea y estos
se dividen en grupos o variedades, segin sus mecanismos comunes de patogenicidad
y sindromes clinicos: E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli

enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Nataro y Kaper, 1998).
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Figura. 1. Evolucién de E. coli comensales y patogénicas
Se muestra que la bacteria E. coli abarca un grupo en constante evolucion que
incluye cepas tanto comensales como patogénicas.

Fuente: Torres, 2010.



Las E. coli comensales solo necesitan de elementos genéticos moviles para
convertirse en un patogeno altamente adaptado y ser capaz de causar enfermedades
desde gastroenteritis hasta infecciones extraintestinales del tracto urinario y afectar la

circulacion sanguinea y el sistema nervioso central (Croxen y Finlay, 2010) (fig. 2).

Cérebro: MNEC

Corrente sanguinea:
UPEC e MNEC

Intestino grosso:
EHEC,EIEC e EAEC

Rins: UPEC

Intestino delgado: EPEC,
ETEC,DAEC e EAEC

Bexiga: UPEC

Figura. 2. Sitios del organismo colonizados
por E. coli patdégena

Fuente: Modificado por Croxen y Finlay, 2010.

34.  Escherichia coli enteropatdgena (EPEC).
Este patotipo se caracteriza por una causar lesiones histopatolégicas en la superficie
apical de los enterocitos, conocida como "Adherencia y Esfascelamiento” (A/E)
(Nataro y Kaper, 1998).

Las EPEC tipicas de origen humano causantes de diarrea infecciosa poseen un
plasmido de virulencia grande conocido como plasmido de factor de adherencia EAF
(EPEC factor de adherencia), que es la encargada de la codificacion del ‘Bundle

forming pilus” tipo IV (BFP), asi también contiene el locus Per (plasmid-encoded



regulator), que regula el operdn bfp y la mayoria de genes del Locus of enterocyte
effacement” (LEE) (Locus de borrado enterocitico) por el Ler (LEE encoded
regulator), mientras que las EPEC atipicas contiene el LEE, pero no poseen este
plasmido (Nataro y Kaper, 1998).

Bfp son fimbrias dindmicas que contribuyen a la patogénesis de EPEC, estan
codificadas por un grupo de 14 genes (Sohel et al. 1996; Stone, et al., 1996). La
Intimina es una proteina de 94 kDa codificada por el gen eae y necesaria para la
adhesion intima de EPEC a las células huésped en los sitios de las lesiones A / E
(Nataro y Kaper, 1998).

Finalmente, las bacterias se adhieren intimamente a la célula hospedera
mediante la interaccion Intimin-Tir insertada en la membrana y numerosas proteinas
del citoesqueleto se acumulan debajo de las bacterias unidas que dan la estructura de

un pedestal (Kenny et al., 1997; Mellies et al., 2001) (fig 3).
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Figura. 3. Modelo de adhesion de EPEC a células hospedadoras.
Fuente: Torres, 2006.




35.  Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

El término E. coli enterohemorragico (EHEC) se usO originalmente para clasificar un
subconjunto de cepas de STEC (E. coli - toxina shiga) siendo E. coli O157: H7 el
prototipo, considerado altamente patdgeno y responsable de causar enfermedades muy
graves en humanos, incluyendo Colitis Hemorrdgica (HC) y Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) (Karmali et al., 1985). En este patotipo se expresa el gen Stx y eae,
los cuales le confieren atributos de virulencia la adherencia intima bacteriana, ademas
de un plasmido de aproximadamente 60 MDa conocido como "plasmido EHEC"
(Karmali et al., 1983).

Sin |embargo, la ausencia de marcadores de virulencia, como eae, no indica
necesariamente que un aislado sea menos virulento para los humanos (Paton et al.
1999), lo que conllevo al uso del término STEC, término méas general para referirse a
todos los tipos de E. coli aislados (Torres etal.,2010).

El gen Stx presenta dos subgrupos, Stxl y Stx2, estas comparten
aproximadamente el 55% de homologia de aminoacidos, es posible aislar bacterias que

sinteticen una de las toxinas 0 ambas (Nataro y Kaper, 1998; WHO, 1998).

Las bacterias del patotipo STEC pasan a traves del intestino delgado y los genes

de virulencia se activan mediante sefiales ambientales en el colon (Spears et al.,2006).



36.  Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

El término adherencia agregada fue acufiado por Nataro y sus colegas en un
estudio epidemioldgico realizado en Chile (Nataro et al., 1987).

La adhesion estd mediada por fimbrias formadoras de haces denominadas
fimbrias de adherencia agregativa, actualmente las adhesinas conocidas son: AAF/I,
AAF/IL, AAF/IL, AAF/IV y AAF/V, codificadas en un plasmido de 65 MDa (Castro,
2014) (fig. 4). La primera es llamada fimbria | de adherencia agregativa y esta
involucrada en la adherencia a células Hep-2 y la hemaglutinacion de eritrocitos, que
es codificada por el gen aggA que se encuentra en un plasmido de 60 MDa (Nataro et

al., 1992).

Este patdgeno se subclasifica en cepas tipicas y atipicas (las cepas tipicas
contienen el gen aggR; en las atipicas esta ausente), se presume que la cepa tipica
enteroagregativa tiene mas potencial patogeno por la presencia del regulador aggR asi
como por los factores de virulencia que regula y que estdn presentes en el plasmido

pAA (Gomes et al., 2016).
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Figura. 4. EI modelo de 3 pasos de la patogénesis de EAEC. Tres caracteristicas principales
de la patogénesis de EAEC: (1) adherencia abundante a la mucosa intestinal, (2) elaboracion
de enterotoxinas y citotoxinas, e (3) induccion de inflamacion de la mucosa.

Fuente Torres, 2010
37.  Escherichia coi enteroinvasiva (EIEC)

Se presenta de manera endémica en paises en vias de desarrollo, con una

epidemiologia similar a la observada con Shigella, causando en promedio del 1 al 5%

11



de episodios de diarrea entre la poblacion (Villalobos, 2003). EIEC se distingue
de Shigella por algunas pruebas bioquimicas de menor importancia, pero estos
patotipos comparten factores de virulencia esenciales (Kaper et al., 2004).

Los genes necesarios para la invasion se encuentran codificados en un plasmido
de 140 MDa llamado plnv, que codifica para proteinas como IpaC e IpaB, asi también
los genes mxi y spa, los cuales codifican para el sistema de secrecion tipo Il y otros

que estan involucrados en el proceso de patogénesis (Castro, 2014).

38.  Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

El mecanismo de patogenicidad de este grupo de E.coli es la sintesis de alguna
0 ambas enterotoxinas llamadas termolabil (LT) y termoestable (ST). Estas
enterotoxinas estan reguladas a nivel transcripcional por una proteina dependiente de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), quien reprime la expresion de LT mientras
activa la expresion de ST (Munson, 2013). La toxina ST es una proteina de bajo peso
molecular y posee multiples residuos de cisteina (Cabello y Benavente, 2002).

Este patotipo incluye dos clases no relacionadas, STa y Stb, que se diferencian
en su estructura y mecanismos de accion; solo la toxina Sta se ha asociado a
enfermedades humanas (Kaper et al., 2004).
La Toxina termolabil LT de E. coli es una toxina oligomérica que esta estrechamente
relacionada en su estructura y funcion a la enterotoxina del colera (CT) causada por
Vibrio cholerae (Sixmaet al., 1993).
39.  Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)

Este patdgeno se caracteriza por la presencia de un patrén caracteristico de

adherencia difusa (DA) en las células epiteliales HEp-2 (Scaletsky et al. 1984; Nataro
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et al. 1987). El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas
con diarrea. Sus principales sintomas son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos

(Nataro y Kaper, 1998).

Las adhesinas Afa, Dr y F1845 estan codificadas por los operones afa / dra /
daa, respectivamente. Todos estos operones contienen al menos cinco genes diferentes
con una distribucién y funcion conservadas, A, B, C, D y E, que codifican un regulador
transcripcional, una chaperona, un Usher una invasina y una subunidad estructural de
adhesina, respectivamente (Servin, 2014). Los genes afa / dra / daa A, B, C y D son
altamente conservados entre la mayoria de los miembros de esta familia, mientras que
el gen E es menos conservado; a excepcion de afaE-3 y draE, que tienen una homologia
del 99% y una identidad del 98% (Labigne-Roussel y Falkow, 1988; Le Bouguenec et

al., 1993; Garcia et al ,. 2000) (fig 5).

Figura. 5. Organizacién genética general de operones afa / dra /

daa y ensamblaje de las adhesinas Dr y Afa-I11.

Fuente: Torres, 2010
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310. Escherichia coli enel Pera

En nuestro pais un acontecimiento importante fue el primer aislamiento de E.
coli enterohemorragica serotipo 0157: H7, aislado de un nifio lactante de 11 meses
(Huguet et al., 2002). La infeccion por E. coli es la tercera causa de muerte de nifios
menores de 5 afios (Riveros y Ochoa, 2015). E. coli es uno de los patdgenos mas
frecuentes en los hospitales peruanos, los pacientes neonatos presentan mayor caso de
infecciones por esta bacteria (Ministerio de Salud, 2001).

En un estudio retrospectivo de la prevalencia de DEC en Per( empleando cepas
de E. coli aisladas en pacientes pediatricos, la presencia de EAEC, EPEC, ETEC vy
DAE fue de 10, 8, 7, a 5%, respectivamente, siendo ETEC el que presentd mayor
frecuencia entre nifios de 13- 20 meses (Rivera et al., 2010). De igual manera, en una
coleccion de 20 aislados STEC bien caracterizados, aislados de nifios peruanos, se
encontré Stx1 en 18 cepas, Stx2 en 2, y el gen de intimina (eae) en 16. El serotipo méas
frecuente fue O26:H11, presente en 7 cepas (35%); otros serotipos encontrados fueron
el 0111, O1:H7 y 06, el grupo clonal mas prevalente fue EHEC2 (Riveros y Ochoa,

2015).

311. Escherichia coli en productos acuicolas

De 1973 a 2006, en Estados Unidos, se notificaron 28 brotes de E. coli de los
patotipos E. coli enteroagregativa y E. coli enterohemorragica como agentes
etiologicos asociados al consumo de crustaceos (OMS, 2018). Jain et al. (2008),
informaron de un brote de E. coli enterotoxigénica, asociada al consumo de camarones
mariposa en restaurantes de sushi en Nevada (EE.UU.) en el afio 2004. Esto sugiere

que malas practicas en la manipulacién de alimentos, promueven una contaminacion
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mayor con estas bacterias patdgenas, adicionales a las que ya se encuentran en las
especies acuicolas.

Jain et al., (2008), analizaron muestras de mejillones (Mytilus edulis y M.
galloprovincialis), ostras (Cassostrea gigas) y berberechos (C. edule) provenientes de
las zonas costeras y entornos de estuarios en Francia, obtuvieron como resultado el
primer aislamiento de cepas de ETEC Stx1 en estas especies.

Albuquerque (2013), manifiesta que la presencia de E. coli en los mariscos
puede representar un riesgo para los consumidores si esta relacionado con cepas
patogenas, especialmente con E. coli diarreogénicas, es por ello que es de suma
importancia el mantenimiento de la calidad microbiologica del agua, el cuidado
postcosecha, las condiciones adecuadas de higiene en el proceso de manipulacion y
para los alimentos procesados, se deben garantizar la seguridad bacteriologica durante
todo el proceso. Ademas de esto es extremadamente recomendable no consumir

mariscos crudos 0 poco cocidos.

312. Concha de abanico Argopecten purpuratus (Lamark 1819)

La concha de abanico se encuentra distribuida en la costa del Océano Pacifico
tropical que abarca desde la costa nicaragliense hasta la region norte de Chile. En el
Per(, se encuentra principalmente en la costa central y norte (Fondo Nacional de
Desarrollo Pesquero 2004). Tradicionalmente, la obtencion de concha de abanico se
restringia Unicamente a la extraccion a nivel artesanal, sin embargo, desde la segunda
mitad del siglo pasado se empez6 a delimitar areas para su cultivo a mayor escala

(Ruiz, 2012).
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El cultivo se lleva a cabo principalmente en los sistemas “suspendido” 0
denominados “long - line” y en menor medida en sistemas de “fondo”. Las fases de
cultivo incluyen: captacion de semilla, cultivo intermedio (3 a 6 meses) y engorde (6
meses, hasta que alcancen 5 a 8 cm.), culminando en la cosecha (FONDEPES, 2004).
Se considera que los principales factores que contribuyen al desarrollo de este cultivo
en el pais, son la existencia de abundante semilla de la especie en el medio natural,
clima apropiado para alcanzar tallas comerciales en corto tiempo; dominio de la
técnica de maduracion sexual artificial, alta productividad del mar peruano que provee
de alimento natural a la especie y una alta demanda con precios atractivos en el
mercado internacional (Ministerio de la Produccion, 2011).

El mercado local en su mayoria se abastece de los bancos naturales de conchas
de abanico, siendo los mas importantes los que se encuentran en la Bahia de Sechura,
Isla Lobos de Tierra, Isla Blanca, Bahia de Samanco, Los Chimus, Las Salinas,
Guaynuma, Tortugas, Bahia Independencia, Bahia de Paracas, Lagunillas, Isla San

Lorenzo e Isla El Fronton (FAO, 2011)(FAO, 2008) (fig. 6).
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-12.07825
-77.234767

Figura. 6. Principales bancos naturales de concha de
abanico en la costa peruana.

Fuente: FAO, 2008.
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313. Contaminacion de ambientes marinos en la regién Ancash

En una evaluacion microbiologica realizada en el ambiente marino  del
departamento de Ancash se hallé que, en la superficie, el promedio de los coliformes
totales vario de < 2 a 2400 NMP/100 mL, las concentraciones més altas se registraron
en las bahias El Ferrol, Tortugas y Casma, sobrepasando lo permitido por los
Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para el Agua, situdndola en la categoria
4 (Ministerio del Ambiente, 2017). En cuanto a coliformes termotolerantes también
varid de <2 a 2400 NMP/100 mL vy la distribucion presenté similar tendencia que el
de los coliformes totales y en los sedimentos se registraron concentraciones que
variaron de < 30 a 24000 NMP/100 ml, los valores mas altos se registraron en la bahia

del Ferrol (IMARPE, 2015).

IMARPE (2009), en una evaluacion realizada en la bahia de Samanco, se
encontré que los niveles de coliformes totales a nivel superficial fueron de < 30 a 230
NMP/100 mL, y la distribucion horizontal presenté la concentracion mas alta en la
zona central de esta bahia, mientras que la que se encontraba cerca al litoral se
mostraron las concentraciones proximas a 30 NMP/100 mL. En cuanto a coliformes
tolerantes, detectados a nivel superficial, los valores fluctuaron entre < 30 a 90
NMP/100mL, mientras que en la distribucion horizontal presentd un comportamiento

similar a los coliformes totales.
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IV. JUSTIFICACION

La concha de abanico es el molusco de mayor demanda en nuestro pais y su
principal forma de consumo bajo la forma cruda. Debido a sus hébitos filtradores y a
que su ambiente estd  generalmente contaminado con desechos de la actividad
antropogeénica, esta especie acumula bacterias con potencial patogénico para la salud

humana, como E. coli, sin mostrar lesiones aparentes.

Los monitoreos sanitarios de los centros de cultivo y extraccion de la concha
de abanico son poco frecuentes, emplean técnicas microbiologicas clasicas y se
centran, principalmente, en cuantificar la carga de coliformes, que frecuentemente
resulta elevada. Todo esto indica un riesgo de infeccion alimentaria para los

consumidores.

Por lo tanto, es importante realizar estudios que permitan caracterizar el
potencial patogénico y genotipos de las E. coli aisladas de la concha de abanico, con
técnicas mas sensibles como las basadas en PCR. Estas técnicas ya son realizadas en

nuestros paises vecinos, pero, lamentablemente, alin son escasas en nuestro medio.

Esperamos que este estudio permita conocer los diferentes patotipos de E. coli
presentes en la concha de abanico y que esta informacién pueda ser utilizada en
programas de alerta sanitaria y estudios epidemiologicos moleculares sobre la

patogenicidad de esta bacteria.
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V. OBJETIVOS
Objetivo general
Detectar molecularmente los factores de virulencia y analizar la diversidad
genética de E. coli aisladas de la concha de abanico (A. purpuratus) procedentes del
departamento de Ancash- Pert”.
Obijetivos especificos

e Aislar e identificar bioquimicamente cepas de E. coli presentes en la concha de
abanico (A. purpuratus).

e Identificar molecularmente la presencia de los genes Stx1, Stx2, eae, LT, STa,
Aggr, bfp, y Aaf que codifican la produccion de algunos factores de virulencia en
los aislados.

e Evaluar la diversidad genética de las E. coli aisladas por la técnica de RAPD-

PCR.
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VI. MATERIALES Y METODOS

FLUJOGRAMA DE LA INVESTIGACION

[ RECOLECCION DE MUESTRAS ]

{

[ PROCESAMIENTO DE MUESTRAS J

|

PRUEBAS PRESUNTIVAS (OXIDASA
Y CATALASA)

|

{ PRUEBAS CONFIRMATIVAS BIOQUIMICAS J

(LIA, KLIGUER, INDOL, UREA, CITRATO)

}

[ EXTRACCION DE DNA )

{
| |

DETECCION DE DETECCION DE LA

FACTORES DE DIVERSIDAD
VIRULENCIA: Stx1, Stx2, GENETICA
eae, LT, STa, Aggr, bfp y MEDIANTE LA

TECNICA RAPD-

Aaf, MEDIANTE PCR
PCR.
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Lugar de estudio

Las muestras fueron recolectadas de la bahia de Samanco y Tortugas, provincia
del Santa, departamento de Ancash (fig. 7). Estas bahias presentan intensa actividad
antropogeénica, como la pesca artesanal y el cultivo de concha de abanico (Anexo 3 a
y b). Dentro de los pardmetros fisicos-quimicos del agua, presentan una temperatura
promedio de 20 a 22 °C, pH de 7 a 7.5 y una salinidad de 36 ppm, parametros
adecuados para el cultivo de conchas abanico. Los lugares donde se realizd la
extraccion se encuentran en las siguientes coordenadas: Lat.: 9° 21°46.890 | Lon.: -
78°24736.91690 y 9°12°5.608 | Lon.: -78°32"21.058. Las muestras se trabajaron con
la debida autorizacion de las concesiones de conchas de abanico, cuya identidad se

mantendra en estricta confidencialidad

Escala :2

Figura. 7. Area de estudio: Bahias de Samanco y
Tortugas (Ancash).

Fuente: Catastro Acuicola
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Tamarno de muestra

Cada muestra estuvo constituida por la homogenizacion de todas las partes
blandas de tres conchas de abanico. Se recolectaron 89 muestras de las é&reas de
estudio, bahia de Samanco y Tortugas. Se tomaron muestras de bancos naturales y
centros de cultivo (suspendidos y corrales). Se recolectaron 51 muestras de la bahia
de Samanco, 18 procedieron de sistema de cultivo suspendido; 18 muestras fueron de
sistema de cultivo de fondo, y 15 muestras de bancos naturales.

Para el caso de la bahia de Tortugas se recolectaron 38 muestras, 12
pertenecieron al sistema de cultivo suspendido, 13 del sistema de cultivo de fondo y
finalmente 13 muestras fueron de bancos naturales.

Se realizaron 8 muestreos semanalmente, 4 muestreos a la bahia de Samanco
y Tortugas respectivamente, donde se recolectaban un total de 30 a 40 conchas por
muestreo. Las muestras fueron conservadas sobre hielo hasta su llegada al Laboratorio
de Microbiologia de Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (FMVZ-UPCH).

Enriquecimiento de E. coli

El enriquecimiento de la muestra fue realizado siguiendo la metodologia
utilizada por el Manual Analitico Bacteriologico (BAM) de la FDA (2016), para esto
se trabajé para cada muestra por independiente. Se sacrificaron las conchas de abanico
abriendo las valvas, luego se homogenizaron en un mezclador (licuadora) tomando 25
g de las partes blandas de las muestras con 225 mL de caldo de peptona tamponada,
durante 60 segundos (anexo 4a). Posteriormente, el homogenizado fue enriquecido en

tubos de ensayo conteniendo 10 mL de caldo LST (para la evaluacion de coliformes
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totales) conteniendo una campana Durhan en el interior, luego se incub6 a 37° por 24
horas.

Los tubos que formaron burbujas (gas), fueron sembrados nuevamente en
tubos de ensayo con caldo E.C. para la evaluacion de coliformes termotolerantes,
también conteniendo tubos Durhan en su interior, los que se incubaron a 44° por 48

horas (anexo 1).

Aislamiento e identificacion bacteriana

Después del enriquecimiento, se tom6 un tubo de cada muestra positiva, estas
se inocularon en agar Mac Conkey en condiciones aerobias a 37 ° C durante 24 h. Las
colonias que fueron de color rosa a rojo, caracteristicas de las enterobacterias,
posteriormente se les realizaron la coloracion Gram.

Las colonias que presentaron bacilos Gram negativos cortos en forma de
bastones (anexo 2), se les presumié como positivas, posteriormente, todas estas
muestras fueron sembrados en agar HiCrome E. coli a 44°C, por 48 horas (medio mas
sensible para E. coli) y las colonias positivas de coloracion turquesa, dada por la
fermentacion de la S-glucoronidasa, fueron repicadas en agar TSA para los posteriores
andlisis. La identificacion presuntiva fue realizada por un resultado positivo a pruebas
de la catalasa (+) y oxidasa (-), mientras que la identificacion definitiva a nivel de
especie fue empleando las pruebas bioguimicas convencionales (agar LIA, KLIGER,
CITRATO, SIM y UREA).

Posteriormente una colonia representativa de cada aislado fue enriquecida en 5
mL de caldo BHI en aerobiosis a 37° por 24 horas, luego se le coloco en un tubo
Eppendorf, se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos con una centrifuga marca

Spectrafuge, con este proceso se obtuvo el precipitado bacteriano, finalmente fueron
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guardadas en una refrigeradora convencional marca COLDEX 450 k

COOLSTYLE390 a-20 °C.

Extraccion de DNA

El DNA bacteriano fue extraido empleando el kit comercial “kit DNAeasy blood
& Tissue (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de
ADN se determind mediante espectrofotometria empleando un NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific), con ello se obtuvo los datos de concentracion y pureza de los ADN (anexo
4b).

Para llegar a la concentracion deseada de ADN (85ng) se utilizé la formula
C1lV1=C2V2, los ADNs extraidos se diluyeron con agua ultrapura y homogenizaron

empleando un Vortex.

Determinacion de los genes de virulencia

La determinacion de los genes que codifican la produccion de los factores de
virulencia de las E. coli diarrogénicas fue realizada por PCR- Mdltiplex, para los genes
Stx1, Stx2, eae, LT y STa y los genes Agg y Aaf a, mientras que para el gen Bfp se le
realizd6 un PCR convencional empleando primers y protocolos estandarizados por
Barbosa et al. (2016) y Canizalez-Roman et al. (2013) (Tabla01).

Se empleo la cepa edl933 como control positivo para los genes Stx1, Stx2 y eae
(Proporcionada por la Universidad de Sao Paulo- Brasil (fig. 9).

Todas la reacciones de amplificacion se realizaton empleando el Termociclador

Mastercycler Nexus (Eppendorf, EEUU).
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Antes de realizar los PCR, se realizd la dilucion de los primers, estos se
encontraban liofilizados a una concentracion de 50nmol, quedando a una
concentracion finalde 10 pmol.

Para el PCR- Multiplex para los genes Stx1, Stx2, eae y LT, las reacciones de
amplificacion de DNA se llevaron a cabo en volimenes de 25 pL, la mezcla de PCR
contenia 12.5 de 2x buffer PCR GoTag® Green Master Mix (conteniendo 1.5mM de
MgCl), dNTP (0.2 mM) y Platinum Taq polimerasa (0.5 U)); 1 pL de cada primer
(10 pmol); 1 uLde DNA (85 ng) y 3.5 pLde agua ultrapura.

El ciclo de amplificacion consistio de un paso de desnaturalizacion inicial de
95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos, cada ciclo consistio6 de una paso de
desnaturalizacion a 95 °c por 1 minuto, hibridacion a 55°C por 1 minuto, extension a
72°C por 1 minuto; y una extension finala 72°C por 5 minutos.

Para el caso PCR Multiplex para los genes Agg y Aaf, las reacciones de
amplificacion de DNA se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL. la mezcla de
PCR contenia 12.5uL de: 2x buffer PCR GoTag® Green Master Mix (MgCl (1.5
mM), dNTP (0.2 mM), Platinum Tagq polimerase (0.5 U)); 1 de cada primer pL de
primers (10pmol/ uL); 1 uLde DNA (85 ng) y 7.5 pL de agua ultrapura.

El ciclo de amplificacion consisti6 de un paso de desnaturalizacion inicial de
94°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos, cada ciclo consisti6 de un paso de
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacion a 42°C por 30 segundos,
extension a 72°C por 30 segundos; y una extension final a 72°C por
5 minutos.

Para el gen Bfp, se realizd un PCR convencional, donde las reacciones de

amplificacion de DNA se llevaron a cabo en volimenes finales de 25 L, la mezcla de
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PCR contenia 12.5 pL de 2x buffer PCR GoTag® Green Master Mix (MgClz (1.5
mM), dNTP (0.2 mM), Platinum Taq polimerase (0.5 U)); 1 uL de cada primer (10
pmol); 1 uL.de DNA (85 ng) y 9.5 pL de agua ultrapura.

El ciclo de amplificacion consistié de un paso de desnaturalizacion inicial de
94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos, cada ciclo consisti6 de un paso de
desnaturalizacién a 94°C por 45 segundos, hibridacion a 42°C por 45 segundos,
extension a 72°C por 45 segundos; y una extension final a 72°C por 5 minutos.

Cada muestra se analizd por duplicado. Todos los productos de amplificacion fueron
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al (1%), utilizando buffer TAE
1X como diluyente. Posterior a la corrida electroforética los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (0.5 mg/mL) por 15 minutos. Los productos de amplificacion fueron
visualizados con transiluminador de luz UV (Bio- Imaging systems). Se utilizd6 como

marcador de peso el 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Brasil).
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Tabla 1. Primers utilizados en la deteccidn de genes de virulencia de E. coli.

Primers Secuencia de Oligonucledtidos Amplicon Referencia
5' —s 3 (bp)
Stx1 AGA GCG ATGTTACGGTTT G 388 Jackson et al. (1987a)
TTG CCC CCA GAG TGG ATG
Stx2 TGG GTTTTTCTT CGG TACC Jackson et al.(1987b)
GACATTCTGCTTGACTCTCTT 807
Eae AGG CTT CGT CAC AGT TG Yu y Kaper (1992)
CCA TCG TCA CCA GAG GA 570
LT  TTACGG CGT TAC TAC CCT CTC TA Furrer et al. (1990)
GGT CTC GGT CAG ATATGT GATTC 275
TCCCCTCTT TTAGTC AGT CAA
CTG
S GCACAG GCA GGA TTACAA CAA Ngeleka et al. (1990)
AGT 163
Aggr GTA TAC ACA AAA GAA GGA AGC Ratchtrachenchai (1997)
ACA GAATCG TCAGCATCAGC 254
Bfp TTT ACTACCAGTCTGC GTCT Canizales et al. (2013)
ATGCCGCTTTATCCAACCTG 282
Aaf ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC
378 Vidal et al. (2005)

CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG

Fuente: Barbosa et al., 2016; Canizales et al., 2013.
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Determinacion de la diversidad genética

La diversidad genética de los E. coli aislados de conchas de abanico se
determind empleando la técnica de RAPD-PCR (Williams et al. 1990), empleando
cuatro iniciadores arbitrarios: OPA-03 (AGT CAG CCA C), OPA-12 (TCG GCG
ATA G), OPA-17 (GAC CGC TTG T), OPA-18 (AGG TGA CCG T).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en volumenes de 25 L, la
mezcla de reaccion del RAPD- PCR consistio de: 12.5 pL de 2x buffer PCR GoTaq®
Green Master Mix (MgClL (1.5 mM), dNTP (0.2 mM), Platinum Taq polimerase (0.5 U);
1 pL de cada iniciador (10 pmol; 1 uLde DNA (85 ng) y 10.5 pL de agua ultrapura. La
amplificacion se realizd con las siguientes condiciones: Un paso de desnaturacion inicial de
94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos, cada ciclo consistio de un paso de
desnaturacion a 94°C por 1 minuto, hibridacién a 42°C por 2 minutos, extension a 72°C
por 2 minutos; y una extension finala 72°C por 10 minutos. La cepa

E. coli ATCC 35218 fue incluida en el analisis bajo las mismas condiciones.

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas por duplicado en un
termociclador (Mastercycler nexus gradient (Eppendorf, EEUU). Todos los productos
de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa (1%), utilizando
buffer TAE 1x como diluyente, posteriormente los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio (0.5 mg/mL) por 15 minutos y visualizados con transiluminador de luz marca Bio-
Imaging systems. Se utilizo como marcador de peso el 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
Brasil) y 1 kb Plus DNA Ladder.

Los diferentes perfiles genéticos fueron analizados y empleados para la

construccion de los dendogramas empleando el programa NTSYS (Applied
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Biostatitics, Inc. version 2.21), utilizando los coeficientes de similaridad de Jaccard,

Dice, Simple Matching (SM) y UN1.

Anélisis de datos
Los datos fueron analizados mediante la prueba estadistica del Chi — Cuadrado,
utilizando el programa estadistico WIN EPI. Esta prueba fue realizada para comparar

la frecuencia de asilamiento de E. coli entre las dos bahias enestudio.
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VIl.  RESULTADOS

De las 89 muestras analizadas, 51 muestras de la bahia de Samanco y 38 de la
bahia de Tortugas, 85 muestras dieron positivas para coliformes totales en los caldos
LST (formacion de burbuja), de las cuales 80 fueron positivas para coliformes

Termotolerantes en caldo E.C.

Las 80 colonias mostraron coloraciones rojizas en agar MacConkey (fig. 8a),
de las cuales 68 fueron positivas para E. coli en agar HiCrome como colonias turqueza
(fig. 08b). Se realizo tincion Gram a 20 colonias al azar, se observaron bacilos tefiidos
de color rojo (anexo 2) de estas fueron confirmadas con las pruebas bioquimicas,
resultando todas positivas para E. coli, obteniéndose un 75.55% de positividad. De las
68 muestras positivas, 35 fueron procedentes de la bahia de Samanco y 33 de la bahia
de Tortugas, obteniéndose un porcentaje de positividad del 68.63% Yy 86.84%

respectivamente.

Figura. 8. Crecimiento de E. coli en cultivo

a) Cultivo bacteriano realizado en agar MacConkey, se observan las colonias color rosa,
producido por la fermentacion de la lactosa. b) Muestra con colonias turquesas crecidas en
agar HiCrome, color caracteristico de Escherichia coli en este medio
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Se encontr una mayor frecuencia de E. coli en las muestras provenientes de la

bahia de Tortugas que de la bahia de Samanco (p=0.0453, tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de E. coli en las bahias de Samanco y Tortugas.

Procedencia Total Positivas Porcentaje
(%)
Bahia de Samanco 51 35 68.6
Bahia de Tortugas 38 33 86.8

Latabla 2, muesta que existe diferencia estadistica significativa entre las areas de

estudio a un nivel de 0.05, segun prueba de Chi-Cuadrado.

Dos de los 35 aislados de E. coli procedentes de la bahia de Samanco
albergaron los genes Stx1 y Stx2, estos aislados pertenecen a los primeros muestreos
realizados en esta zona. Para el caso de la bahia de Tortugas sélo en un aislado de E.
coli, de los 33 en total, se encontro que el gen Stx1. Ambos genes pertenecen al patotipo
STEC. La figura 10 muestra el resultado de la amplificaicon de estos genes

produciendo amplicones de 388 bp para Stx1 y 807 bp para el gen Stx2
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Stx2
(807 bp)
1000 bp eae
500 bp (570 bp)
Figura 9. Electroforesis de productos PCR.
Stxl

Carril 1: marcador de peso molecular 100 bp DNA, carriles: 2-5'y 7: controles (388 bp)
negativos (agua molecular). Carril: 6 edl933, Stx1 y Stx2. Carril 8: cepa control
edl933 eae (570bp).

Stx2 (807 bp)

Stx1 (388 bp)

Stx1
(388 bp)

Figura.10. Electroforesis de productos PCR.

Carriles 2-5, 7,9 y 10: muestras negativas de la bahia de Samanco. Carriles 6 y 8:
amplificaion positva para los genes Stx1 y Stx2 en dos muestras provenientes de la
bahia de Samanco. Carril 12: amplificacion positiva para el gen Stx1, en una muestra
procedente de la bahia de Tortugas. Carriles 13-19: muestras negativas de la bahia de
Tortugas, Carriles 1 y 20: marcador de 100 bp DNA Ladder .
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Solo uno de los 33 aislados de E. coli de la bahia de Tortugas present6 el
amplicon correpondiente al gen eae, gen caracteristico de STEC, que tiene un tamafio

de 570 bp (Fig 11).

eae
(570 bp)

Figura. 11. Amplificacion mediante el PCR-Multiplex del gen eae.

Carril 1: marcador de DNA 1 kb; Carril 2, 4 y 5: muetras negativas de la bahia de
Tortugas. Carril 3: Amplificacion positiva para el gen eae en una de las muestras
proveniente de la bahia de Tortugas.

De las 51, muestras de la bahia de Samanco 18 procedieron de sistema de
cultivo suspendido, de las cuales 10 fueron positivas para E.coli; 18 muestras fueron
de sistema de cultivo de fondo, todas positivas para E. coli de las 15 muestras de
bancos naturales, 7 muestras positivas para E. coli. Dos muestras presentaron
amplificacion para los genes Stx1 y Stx2, ambas procedentes del sistema de cultivo de
fondo (fig.10 y tabla 3). De las 38 muestras de la bahia de Tortugas, 12 pertenecieron
al sistema de cultivo suspendido, resultando todas positivas para la bacteria en estudio,

13 del sistema de cultivo de fondo, también todas positivas para E. coli y finalmente
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13 muestras fueron de bancos naturales, siendo 8 de estas positivas para E. coli. Al
igual que el caso anterior, las dos muestas independientes que contenian los genes Stx1

y eae (fig. 10, 11 y tabla 3) fueron del sistema de cultivo de fondo.

Tabla 3. Genes de virulencia de E. coli diarrogénicas encontrados en las bahias de

Samanco y Tortugas.

Patotipos
Total muestras Total
Procedencia positivas a E. EHEC ETEC EAEC EPEC (%)
coli
Stx1 Stx2 Lt Sta AggR Aaf eae Bfp
B. Samanco 35 2(5.71) 2(5.71) 0 O 0 0 0 0 571(2)
B. Tortugas 33 1(3.03) 0 0 0 0 0 1(3.03) 0 6.06(2)
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Cuatro iniciadores arbitrarios fueron empleados en este estudio (OPA-3, OPA-
9, OPA-12 y OPA-18) pero solamente el iniciador OPA-3 fue utilizado para la
evaluacion final de las muestras, debido al mayor nimero de bandas amplificadas,

repetibilidad y la nitidez de estas por la técnica molecular de RAPD-PCR (fig. 12).

Figura. 12. Estandarizacion de la técnica RAPD- PCR.

Carril 2 a 6: (OPA 3, OPA 12, OPA 17 y OPA 18, a 10 pmol y con 60 ng/ uL
(DNA). Carril 7 a 9: OPA 3, OPA 12, OPA 17, a 20 pmol y con 85ng/ uL (DNA).
Carriles 1 y 10, marcadores de peso molecular 100 bp DNA Ladder y 1 kb Plus

DNA Ladder, respectivamente.

Se evaluaron los 68 aislados de E. coli de las dos bahias de estudio, mediante
RAPD-PCR. En la figura 13, se observa las bandas amplificadas para ocho muestras,
cuatro provenientes de la bahia de Samanco y cuatro de la bahia de Tortugas,

empleando el iniciador OPA-03.
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Figura. 13. Amplificacion mediante la técnica RAPD- PCR.

La figura muestra los resultados obtenidos a partir de ocho cepas de Escherichia coli,
usando el iniciador OPA 3 en la prueba de RAPD-PCR. Carril 1: marcador molecular
de 100 bp DNA. Carriles 2 - 5: E. coli aisladas de la bahia de Samanco. Carriles 6- 9: E.
coli aisladas de la bahia de Tortugas). Carril 10: marcador molecular 1 kb Plus DNA.

Para el andlisis de la diversidad genética, se construyd el dendograma

empleando el programa NTSYS 2.0, con el coeficiente UPGMA DICE.

Todos los aislados de E. coli analizados fueron agrupados en 19 cluster (I —

X1X), con una similitud de 85%. EI clister | alberga 8 colonias en dos subgrupos (A vy

B). La primera se subdivide en dos subgrupos mas (1 y 2). El claster 1Al contiene 3

aislados homologos, el cluster 1A2 posee dos aislados homologos. Mientras que el

cluster 1B, presenta 3 colonias similares (figura 14).

El cluster 11 posee 4 colonias, contiene 2 subgrupos (A y B), el subgrupo A

presenta dos divisiones (1 y 2). Todos los aislados pertenecientes a este cldster no
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presentaron homologia. EI cluster Ill, solo contiene a la colonia C123MTB,
procedente de la bahia de Tortugas y que tiene un 83% de similitud con el cllster II.
El cluster 1V alberga dos subgrupos (A y B) y present6 el mayor ndmero de
subdivisiones en el subgrupo A, este a la vez muestra 12 colonias con patrones
similares, 7 son de la subdivision 1.1.1, 2 de 1.1.2 y 3 colonias similares en la
subdivision 1.2. Lo caracteristico de estas colonias homologas es que la primera y
tercera subdivision de estas colonias procede de las dos bahias de estudio. Asi mismo,
la subdivision también del subgrupo A (2.1 y 2.2) presentan dos aislados que albergan
genes de virulencia de E. coli diarrogénicas y ambas proceden de la bahia de Tortugas
(C33MTA Y C73MTB), el primero contiene el gen Stx1 del patotipo EHEC y el
segundo aislado el gen eae, también del patotipo EHEC. Por otro lado, el subgrupo B
posee una sola colonia C63MTA, con caracteristicas distintas a las colonias
anteriormente mencionadas, pero tiene el mismo origen.

El V cluster también contiene dos subgrupos (A y B), el primero tiene una
subdivision (Al y A2), la segunda posee la colonia C31MSB procede de la bahia de
Samanco y contiene a los genes Stx1 y Stx2, del patotipo EHEC. Mientras que el
subgrupo B, con un aislado, C23MTB de la Bahia de Tortugas. El clister VI posee
una colonia (C24MSB), es la colonia que tienes mayor diferencias y caracteristicas
con las otras estudias y procede de la bahia de Samanco. El cluster VII, también posee
una sola colonia (C123MTA), pero posee una similitud del 85% con el claster VIII.
El claster VIII presenta dos subgrupos (A'y B). A contiene subdivisiones (1 y 2), Al
se subdivide atn en dos subdivisiones mas (1.1 y 1.2), estas Ultimas subdivisiones
poseen cinco colonias con patrones de amplificacion similar, dos en 1.1 procedentes

de la bahia de Tortugas y tres colonias homélogas en la segunda subdivision que
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proviene de la bahia de Samanco. El subgrupo B formado por la colonia C22MSB, que
alberga los genes Stx1 y Stx2, caracteristicos del patotipo EHEC y procede de la bahia
de Samanco. El claster IX muestra dos subgrupos (A'y B), ambos aislados provienen
de labahia de Tortugas.

Por otro lado, el claster X limitadamente con una sola colonia. EIl clister XI,
con dos subgrupos (A y B), A2 presenta tres colonias con patrones de amplificacion
similares, las cuales provienen de la bahia de Tortugas; el sub grupo B, posee un solo
aislado C31MSB. Del mismo modo, el clister XII muestra una sola colonia,
C113MTB de la bahia de Samanco.

El claster XIlII, presenta dos subgrupos (A'y B). A alberga 3 colonias
homologas que proceden de la bahia de Tortugas. El clister XIV, con dos colonias de
las dos bahias de estudios, con un 86% de similitud. EI claster XV alberga dos
subgrupos (A y B), solo Al posee dos colonias con patrones de amplificacion disitntos
C74MSA y C184MSA, ambas colonias provienen de la bahia de Samanco. En el
clister XVI y XVIII, se muestra solo un aislado C114MSB y C74MSB
respectivamente, ambas proceden de la bahia de Samanco. El cluster XVII, con dos
subgrupos (A y B), ambos subgrupos poseen dos colonias con patrones de
amplificacion  similares A:(C34MSB, C84MSB) y B:(C24MSB, C134MSB).
Finalmente, el cluster XIX alberga dos subgrupos (A y B), el subgrupo contiene
colonias patrones de amplificacion similares CI3MTA y C124MSB, de las bahias de
Tortugas y Samanco, respectivamente.

Las colonias positivas a los genes Stx1 y Stx2 provenientes de la bahia de
Samanco, no muestran perfiles genéticos similares, ubicandose en los clusters V y IX,

mientras que los genes Stx1 y eae, provenientes de la bahia de Tortugas pertenecen al
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mismo cluster (1V), presentando estas colonias un 93% de patrones de amplificacion

similares (fig. 14).
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Figura.14. Relaciones genéticas de E. coli provenientes de la bahia de Samanco y la bahia
de Tortugas.

Dendograma construido con el programa NTSYS 2.0, coeficiente DICE y el método de
agrupamiento UPGMA.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados encontrados en este estudio ponen en evidencia la presencia de
genes de codifican la produccion de toxinas presentes en conchas de abanico, situacion

que podria preentar serios riesgos a la salud publida.

Las cepas de E. coli patdgenas son detectables empleando técnicas de biologia
molecular mediante la amplificacion de genes que codifican factores de virulencia
especificos (Torres et al., 2010). En este estudio se evalué la presencia de E. coli en
las muestras de conchas de abanico provenientes de dos bahias de suma importancia
para el cultivo de esta especie en la region Ancash (bahia de Tortugas y Samanco),
ambas bahias mostraron elevadas frecuencias de aislamiento de E. coli, 68.6% en la
bahia de Samanco y 86.8% en la bahia de Tortugas, existiendo diferencia significativa

entre ambas (p= 0.0453), segun la prueba estadistica de Chi- Cuadrado.

Los datos obtenidos en nuestro estudio coinciden con otro realizado por el
Instituto del Mar del Peri (IMARPE, 2015), en las principales bahias de Ancash,
donde se indico que la Bahia de Tortugas posee elevado numero de coliformes totales,

que sobrepasan los limites de calidad para aguas.

La pesca y la maricultura (cultivo de conchas de abanico) son las actividades
principales en las bahias de donde proceden las muestras estudiadas (IMARPE, 2009).
El cultivo de la concha de abanico es una actividad econémica importante en las bahias
de donde proceden las muestras estudiadas (IMARPE, 2009). Lamentablemete, debido
a que los desperdicios generados por esta industria son eliminados directamente al mar

ya que los pescadores no cuentan con servicios sanitarios, se contamina el mar donde
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crece esta especie acuicola, con heces que contienen bacterias intestinales,

principalmente E. coli.

La presencia de E. coli en ambientes marinos no es un acontecimiento extrafio
(CDC, 2017), si bien es cierto este microorganismo esta adaptado para vivir en las
entrafias de los animales calientes, también se ha encontrado en el suelo, agua, estiércol
y en todo el entorno natural. Esta bacteria es considerada un riesgo de contaminacion
no solo en el agua, sino también en los productos alimenticios, y en los Ultimos afios
se han reportado un aumento en el numero de alimentos rechazados debido a la

contaminacion por este patégeno (Kaper et al., 2004).

En Ecuador, Larredtegui (2003) hicieron estudios microbiologicos en el Estero
Puerto Hondo, encontrando Coliformes totales con un rango de 115 - 256 ufc/mL en
muestras de agua y 35 - 45 ufc/g en moluscos (Ostrea), indicando que esta area no
tiene un alto grado de contaminacién microbioldgica. Estsos resultados concueradan
con lo que hallamos durante el muestreo ya que los valores de E. coli que detectamos
también fueron bajos. Aun asi, estas bajas concentraciones no aseguran que los

productos acuicolas sean completamente seguros para su consumo.

Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos previamente con otros
moluscos. Quifiones et al. (2000), en un estudio realizado con almejas, encontraron la
presencia de coliformes fecales en el 100% de las muestras evaluadas. Siguencia
(2010), demostré que todas las muestras analizadas de Mytella guyanensis y Ostrea
columbiensis, colectadas en Estero Puerto Hondo, presentaron acumulacion de
coliformes totales y E. coli con un rango de 25 -815 UFC/g. y de 20 - 350 UFC/qg.

respectivamente.
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En otro estudio realizado en el Mercado Mayorista Pesquero de Ventanilla-
Callao, a partir de productos marinos como A. purpuratus, aunque procedentes de otra
zona, también se identificaron altos niveles de coliformes fecales e incluso la presencia
de Salmonella sp. (Carbajal et al., 2003), resaltando, nuevamente, el potencial que

tiene esta especie acuicola como vehiculo de patdgenos intestinales.

Por todo esto, es importante considerar andlisis moleculares de la bacteria,
ademas del monitoreo de los niveles de contaminacion porque las diferencias entre las
cepas de E. coli patdgenas a menudo son detectables solo a este nivel y muchas de
estas diferencias causan cambios en la fisiologia 0 estado de salud del hospedero

cuando son consumidas (Nataro y Kaper, 1998).

Kaper et al. (2004) afirman que existe una gran diversidad de cepas de E.
coli que causan diversas enfermedades intestinales y extraintestinales por medio de
factores de virulencia que afectan a una amplia gama de procesos celulares.

En nuestro estudio se han encontrado los genes stx1l, stx2 y eae en bajo
porcentaje de las muestras estudiadas; dos colonias de la bahia de Samanco albergaban
los genes Stx1 y Stx2 (5. 71%), mientras que, en la bahia de Tortugas, se obtuvieron
dos aislados que contenian los genes Stx1 y eae en muestras independientes (fig.12)
con un porcentaje del 3.03% de todas las muestras evaluadas de esta bahia. Estos genes
de virulencia estan involucrados en la patogénesis de ciertas E. coli diarrogénicas,
como es el caso del Stx con sus dos variantes Stxl y Stx2, son los principales
mecanismos de patogenicidad de la EHEC (Jackson et al., 1987) y se pueden aislar
bacterias que sinteticen una de las toxinas o ambas (Nataro y Kaper, 1998), por otro
lado, el gen eae también participa en la adherencia de EPEC a las células huésped en

los sitios de las lesiones A / E (Nataro y Kaper, 1998).
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Es importante mencionar que los tres genes de virulencia encontrados en
nuestro estudio, fueron procedentes de los sistemas de cultivo de fondo, que, esta méas
proximo al litoral, zona donde ocurre mayor contaminacién. Asimismo, las especies
de este cultivo estan en contacto con el fango siendo importante que se tome mayor
énfasis a los monitoreos y estudios a este tipo de cultivo.

Los genes encontrados en este estudio, también se han reportado en otros
estudios, donde han evaludo productos pesqueros, como el caso de Barbosa et al.
(2016), quienes reportaron la presencia de dos genes de virulencia, eae, indicativo del
patotipo enteropatdégeno (EPEC) y el gen Sta, que esta presente en el patotipo de E.
coli productora de enterotoxinas (ETEC). Ademas, Baliere et al. (2015), detectaron la
presencia del gen stx, involucrado en la produccion de la toxina shiga, en el 30% de
lotes de moluscos estudiados y el gen eae, en un gran porcentaje de los mariscos

evaluados.

Sanath et al. (2001), empleando también la técnica de RAPD-PCR, encontraron
elevada diversida genética de aislados de E. coli en muestras de peces y moluscos.

Los perfiles genéticos obtenidos empleando la técnica de  RAPD-PCR
demostraron la gran diversidad genética de los aislados de ambas bahias,
permitiéndonos identificar 19 grupos (clusters) con 85 % de similitud, en el
dendograma construido (Fig. 14). Asimismo, hemos detectado la presencia de
diferentes subpoblaciones entre los lugares de muestreo, como también colonias
similares al 100%. Fue interesante encontrar tres cepas similares al 100%, donde dos
de estos procedian de la bahia de Samanco y una colonia provenia de la bahia de
Tortugas, esto podria estar asociado con la presencia de abundantes poblaciones de

lobos marinos y aves marinas que habitan en estas zonas (IMARPE, 2009).
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Otras técnicas moleculares de tipaje también se han utilizado para el estudio de
diversidad genética. Salinas et al. (2010), detectaron la presencia de cepas EPEC en
aguas de bahias del norte de Chile, las cuales genotipificaron con la técnica de ERIC-
PCR (amplificacion de secuencias intergénicas de consenso  repetitivas  de
enterobacterias) revelando que existe una elevada diversidad genética de E. coli en la
costa norte de Chile. Similares resultados obtuvieron Leung et al. (2004), mediante la
técnica de BOX-PCR, afirmando que las cepas de E. coli de humanos y animales se
relacionan genéticamente segiin su procedencia, esto realizado en un estudio en

Canada.

Si bien es cierto que se han encontrados bajos porcentajes de genes de virulencia
de las E. coli patogénicas, la sola presencia de estos es un indicativo del riesgo que
corre la poblacion al consumir estos moluscos, y debe servir para que las autoridades
exijan una correcta depuracion de estos moluscos, buscando disminuir la viabilidad de

esta bacteria.
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IX.  CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaton bioquimicamente 35 cepas de E. coli de la bahia de
Samanco y 33 cepas de E. coli de la bahia de Tortugas.

La frecuencia de E. coli fue mayor (86.8%) en la bahia de tortugas que en la
bahia de samanco (68.6%).

Se detect6 la presencia de los genes Stx1 y Stx2 (n=2) en muestras de la bahia
de Samanco y Stx1 (n=1) y el gen eae (n=1) en las muestras evaluadas de la
bahia de Tortugas.

Los aislados de E. coli son diferenciables genéticamente segun los patrones de
diferenciacion de la técnica RAPD- PCR empleando el iniciador OPAS3, sin

embargo, se detecto la presencia de bacterias con perfiles idénticos.
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X.

RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar estudios microbioldgicos en lugares de mayor extraccion de
la concha de abanico, durante diferentes estaciones, con el finde conocer la

situacion sanitaria de estos productos durante todo el afio.

Asimismo, se recomienda estudios  adicionales, empleando  técnicas
moleculares, para detectar factores de virulencia adicionales o genes que
confieren resistencia a antimicrobianos, con el fin de reforzar programas de

vigilancia epidemioldgica y medir sus efectos sobre la salud puablica.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Siembra realizada en caldo E.C.

Anexo. 2. Coloracién Gram, realizado a las colonias de Escherichia coli
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Anexo.3. Zonas de Estudio

d) Bahiade Tortugas

b) Bahiade Samanco
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Anexo. 4. Procesamiento de muestras

a Homogenizado de las muestras

b. Cuantificacion del DNA
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