UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales

Deteccion molecular de virus entéricos en ostion (Crassostrea sp.)

Amira Sofia Salazar Freire

Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito
para la obtencion del titulo de
Ingeniera en Biotecnologia

Quito, 20 de diciembre de 2023



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales

HOJA DE CALIFICACION

DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA

Deteccion molecular de virus entéricos en ostion (Crassostrea sp.)

Amira Sofia Salazar Freire

Nombre del profesor, Titulo académico

Lorena Mejia Castafieda, PhD y Sonia Zapata Mena, PhD

Quito, 20 de diciembre de 2023



© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y
Manuales de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de
Propiedad Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos
de propiedad intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas
Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacién de
este trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Organica de

Educacion Superior del Ecuador.

Nombres y apellidos: Amira Sofia Salazar Freire
Cadigo: 00213718
Cédula de identidad: 0604291534

Lugar y fecha: Quito, 20 de diciembre de 2023



ACLARACION PARA PUBLICACION

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser
considerado como una publicacion, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a
través de un repositorio institucional. Esta declaracion se alinea con las préacticas y
recomendaciones presentadas por el Committee on Publication Ethics COPE descritas
por Barbour et al. (2017) Discussion document on best practice for issues around theses

publishing, disponible en http://bit.ly/COPETheses.

UNPUBLISHED DOCUMENT

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de
Quito USFQ institutional repository. Nonetheless, this project — in whole or in part —
should not be considered a publication. This statement follows the recommendations
presented by the Committee on Publication Ethics COPE described by Barbour et
al. (2017) Discussion document on best practice for issues around theses publishing

available on http://bit.ly/COPETheses.


http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses

RESUMEN
Las enfermedades transmitidas por alimentos, causadas por patdgenos como los virus
entéricos, representan una amenaza seria para la salud publica. Los mariscos, incluyendo
los ostiones, son organismos filtradores conocidos por ser portadores de virus entéricos
debido a su capacidad para acumular microorganismos. En este estudio se evalud la
presencia de cuatro virus entéricos (rotavirus, adenovirus, norovirus Gl y norovirus Gll)
mediante la técnica molecular RT-gPCR en muestras de ostiones crudos (Crassostrea
spp.) comercializados en el Distrito Metropolitano de Quito. Ademas, se busco
determinar la eficacia del uso de E. coli y colifagos como indicadores de contaminacion
fecal en las muestras. Los resultados revelaron un total de 42 muestras positivas para virus
entéricos, siendo rotavirus el més frecuente (27%), seguido por norovirus Gl (14%),
adenovirus (5%). No se encontro norovirus Gll. En cuanto a E. coli, se obtuvo un total de
66% de muestras positivas. La presencia de colifagos en las muestras analizadas, incluso
en aquellas sin E. coli, subraya la necesidad de considerar este método para evaluar la
seguridad microbiolégica en alimentos que provienen del mar. Estos resultados resaltan
la viabilidad de los virus entéricos en las muestras analizadas y su capacidad infectiva, lo
que representa un riesgo tras consumir este tipo de alimentos sin tratamiento térmico.
Ademas, se resalta el uso de estos moluscos filtradores como un recurso valioso para

monitorear la contaminacion en aguas.
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rotavirus, adenovirus, norovirus, Escherichia coli, colifagos.



ABSTRACT
Foodborne illnesses caused by pathogens such as enteric viruses pose a serious threat to
public health. Seafood, including oysters, are known as filter-feeding organisms that can
carry enteric viruses due to their ability to accumulate microorganisms. This study
assessed the presence of four enteric viruses (rotavirus, adenovirus, norovirus Gl, and
norovirus GII) using the RT-gPCR molecular technique in raw oyster samples
(Crassostrea spp.) expended in the Metropolitan District of Quito. Additionally, the
effectiveness of using E. coli and coliphages as indicators of fecal contamination in the
samples was investigated. The results revealed a total of 42 positive samples for enteric
viruses, with rotavirus being the most prevalent (27%), followed by norovirus Gl (14%),
adenovirus (5%). Norovirus GllI was not detected. Regarding E. coli, 66% of samples
tested positive. The presence of coliphages in the analyzed samples, even in those without
E. coli, underscores the need to consider this method for assessing microbiological safety
in seafood. These results highlight the viability of enteric viruses in the analyzed samples
and their infective capacity, posing a risk when consuming such untreated seafood.
Furthermore, the use of these filter-feeding mollusks as a valuable resource for

monitoring water contamination is emphasized.
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INTRODUCCION

El consumo de agua y alimentos contaminados con microorganismos patdégenos
como virus, bacterias, parasitos, mohos, entre otros, es el principal causante de
infecciones, intoxicaciones o infecciones mediadas por toxinas (Organizacion Mundial
de la Salud, 2022). Cada afio, mas de 200 diferentes agentes causan enfermedades que
afectan a 600 millones de personas que en su mayoria pertenece a nifios menores de 5
afios y personas inmunocomprometidas y con menos recursos y, de esta poblacién mueren
inevitablemente alrededor de 420.000 personas al afio (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2015). Los virus entéricos como los norovirus, los rotavirus y los adenovirus, son
agentes causantes de gastroenteritis (Martinez, et al., 2017), que forman parte de este
problema y se transmiten principalmente a través del consumo de alimentos
contaminados como mariscos crudos (Espinoza, et al., 2022).

Los ostiones (Crassostrea spp.) son moluscos bivalvos filtradores utilizados como
fuente de alimento en Ecuador. Estos se encuentran en diversas regiones costeras, a
menudo adheridos a superficies duras, como rocas (Chavez, 2014). Estos cuerpos de agua
son salobres y marinas ya que se forman cuando las aguas dulces provenientes de rios
fluyen hacia el océano (Bendafia, 2023). Aqui, los ostiones encuentran el equilibrio
adecuado entre agua dulce y salada y las condiciones Optimas para su crecimiento y
reproduccion (Harwell, 2010). Debido a la ubicacion de su habitat natural y al ser
organismos filtradores, los ostiones son propensos a ser portadores de microorganismos
patdégenos como los virus entéricos.

La viabilidad de los microorganismos patdgenos en el ambiente es un factor
critico. Los virus entéricos pueden sobrevivir a diversas condiciones y esto aumenta la
posibilidad de contaminacion de alimentos (Montafio, et al., 2010). Sin embargo, su tasa

de sobrevivencia esta influenciada por diversos factores. Segun Espinosa & Solano, los
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virus entéricos son mas estables cuando tienen particulas sélidas a las cuales adherirse
debido a que las proteinas virales externas les permiten establecer interacciones. Sin
embargo, cuando hay una constante exposicion a valores altos de pH, el virus se puede
inactivar debido al aumento de la repulsion electrostatica (2008). El virus también se
puede inactivar cuando estos son expuestos a la luz ultravioleta y a temperaturas altas, ya
que, pueden causar dafios en las proteinas del virus, por lo que generalmente estos
sobreviven méas en temperaturas cercanas a la congelacion (Bonilla & Mosquera, 2007).
De igual forma, los procesos de manipulacion, procesamiento de alimentos o la
contaminacion cruzada son factores representativos para determinar la prevalencia de
virus en diferentes entornos (Espinoza, et al., 2022).

Para comprender el riesgo asociado a los virus entéricos en ostiones, es
fundamental considerar la dosis infectiva de los virus asociados a gastroenteritis causada
por alimentos, es decir, la cantidad minima de virus necesaria para causar infeccion
(Rodriguez, 2017). Norovirus (NoV), virus de ARN monocatenario sin envoltura, es
conocido por tener una dosis infectiva extremadamente baja. Se calcula que 10 particulas
virales son suficientes para causar enfermedad (Ribes & Buesa, 2010). En cuanto a
Adenovirus (HAdV), virus de ADN bicatenario sin envoltura, la dosis varia de 10 a 10°
segun el serotipo especifico del virus, pero en general, la dosis infectiva también es baja
(Dominguez, et al., 2009). Por ultimo, en el caso de Rotavirus (RV), virus de ARN
bicatenario sin envoltura, se estima que se necesitan alrededor de 10 a 100 particulas
virales para causar infeccion en humanos (Greenberg & Estes, 2009).

A raiz de esto, en Ecuador se han implementado medidas preventivas frente a la
infeccion de virus entéricos. En el caso de rotavirus, se implemento el Plan Nacional de
Inmunizaciones, el cual incluye la administracion de una vacuna disefiada para proteger

contra los serotipos mas comunes de rotavirus que circulan en la poblacion y de esta
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manera, prevenir infecciones en infantes (Ministerio de Salud Publica, 2021). La
efectividad de las vacunas comerciales RotaTeq y Rotarix radica en su capacidad para
abarcar multiples serotipos y, por lo tanto, reducir la incidencia de multiples cepas de
virus. Los serotipos cubiertos por RotaTeq son G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y
G9P[8], mientras que Rotarix se dirige principalmente al serotipo G1P[8] (World Health
Organization, 2021). En cuanto a adenovirus, existen vacunas dirigidas a serotipos
diferentes a los causantes de gastroenteritis (HAdV serotipo 40 y 41). Estas se utilizan en
contextos especificos como entornos militares o regiones donde adenovirus causa
problemas significativos (Tesini, 2022). Con respecto a las vacunas contra norovirus,
actualmente no existe una vacuna disponible para prevenir estas infecciones, su
naturaleza altamente variable y su capacidad para cambiar rapidamente han limitado el
proceso. Esto destaca la importancia de contar con métodos efectivos para identificar la
presencia de estos virus en alimentos y muestras clinicas y asi evitar la propagacion de
estos patdgenos (Carrizo, et al., 2023).

De igual forma, para prevenir enfermedades causadas por agentes patdgenos
como los virus entéricos es recomendable tener buenas practicas de higiene durante el
procesamiento y manipulacién de los alimentos, una coccion adecuada para eliminar
agentes infecciosos y el uso de agua inocua. En la industria de mariscos se emplean varios
métodos para tratar moluscos antes de su consumo (FAO & OMS, 2012). La Ley
Orgaénica para el Desarrollo de la Acuicultura y pesca del Ecuador (2021), establece el
Plan Nacional de Sanidad Animal Acuicola con el fin de “diagnosticar, caracterizar,
vigilar y controlar el estado de salud de los cultivos acuicolas”, esto con el fin de evitar
poner en riesgo la sostenibilidad del producto y de esta manera prevenir o controlar
enfermedades potenciales. Se plantean técnicas de depuracion que consisten en mantener

a los moluscos en instalaciones donde se controlan las condiciones de agua para potenciar
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su capacidad de filtracidén y que estos, expulsen contaminantes intestinales, evitando la
recontaminacion y garantizando la efectiva eliminacion de impurezas (FAO, 2010).

Por otro lado, Escherichia coli es una bacteria coliforme presente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales y, aunque muchas cepas son inofensivas,
algunas pueden causar enfermedad (Rock & Rivera, 2014). Estas bacterias pueden ser
utilizadas como indicadores de contaminacion fecal en el agua y otros entornos, ya que,
al ser comunes en el tracto gastrointestinal, su presencia indica contaminacién fecal
(Larrea, et al., 2013) o el posible contacto con aguas residuales (Pérez, el at., 2013). En
Ecuador, el limite establecido para garantizar la inocuidad del agua destinada para el
consumo humano es la ausencia de E. coli en 100 ml de muestra (Norma Técnica
Ecuatoriana, 2012).

Por otra parte, los fagos son virus que infectan y se replican en bacterias (Ballesté,
et al., 2022), incluyendo bacterias como E. coli. Estos, conocidos como colifagos, son
indicadores de la posible presencia de patdgenos entéricos, ya que su presencia también
sugiere contaminacion fecal (Pullés, 2014). La deteccion de fagos es un método indicador
de la calidad microbioldgica viable, ya que, tienen la ventaja de ser facilmente cultivables
y su deteccion es econdémicamente factible (Tobdn, et al., 2017). Algunos colifagos
pueden ser resistentes (mas que algunas bacterias como E. coli) a condiciones ambientales
adversas debido a estructura sin envoltura (Gomez, et al., 2023), a su tendencia de
adhesion a superficies y, ademas, gracias a que su capacidad de lisis le permite
multiplicarse a medida que infectan mas bacterias (Paz y Mifio, et al., 2003).

A raiz de esto, el objetivo de este trabajo es evaluar la presencia de virus entéricos
(rotavirus, adenovirus, norovirus Gl y norovirus Gll), en ostiones crudos expendidos en

mercados del Distrito Metropolitano de Quito.
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METODOS

Muestreo

Se tomaron un total de 100 muestras de ostién crudo (50 ceviches de ostion y 50
muestras de ostidn sin concha) de un mercado del Distrito Metropolitano de Quito durante
el afio 2023 (de abril a septiembre). Las muestras fueron adquiridas directamente en los
puestos de mercado y se transportaron inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito, donde fueron mantenidas a 4 °C.
Recuento E. coli como indicador de contaminacion fecal

Las muestras fueron analizadas para determinar la presencia de E. coli. Estos
analisis se realizaron por duplicado en placas Compact Dry EC (NISSUI Pharmaceutical
Co Ltd.Tokyo, Japan). Brevemente, en una funda estéril, se diluyeron 11 gramos de cada
muestra en agua peptonada tamponada al 0.1% y se homogeneiz6 durante 2 minutos. Tras
la incubacion a 37 °C durante 24 hrs, se identificaron colonias de color azul/azul parpura
pertenecientes a E. coli. Se expreso el resultado de cada duplicado en UFC/g.
Extraccion viral

Basado en el método estandarizado ISO 15216-1 (Organizacion de
Normalizacion, 2017), para la extraccidn de acidos nucleicos se extrajeron 2,0 + 0.2g de
las glandulas digestivas de los ostiones (10 ostiones componen una muestra) utilizando
pinzas y bisturies estériles. Se troce6 finamente las glandulas digestivas y se transfirio la
pasta a una placa Petri estéril. La muestra homogeneizada se colocé en tubos Falcon e
inmediatamente se afladié 2 mL de la solucion de proteinasa K grado RNA (20 mg/mL)
de Invitrogen™ para luego incubar a 37°C con agitacion (300 rpm) durante 60 minutos
en un bafio de agua y se realizd una segunda incubacidn de las muestras a 60 °C durante
15 minutos en un bafio de arena. Luego, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante

5 min a temperatura ambiente y se transfirio el sobrenadante a un tubo estéril. La
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extraccion del material genético se realizé utilizando el Kit ReliaPrep™ RNA Cell
Miniprep System omitiendo el tratamiento de DNasa (para la posterior deteccion de
HAdV). Una vez extraido el material genético se eluy0 el resultante en 50 pl de agua libre
de nucleasas y se realizaron alicuotas de 5 pl que fueron almacenadas a -80 °C.

PCR de transcripcion inversa

Cada muestra obtenida se sometié a transcripcion inversa mediante la enzima
SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase (Cat. No. 18064-014, Invitrogen) con las
concentraciones de reactivos establecidas en el Anexo 1. Se diluyeron los primers
(Cat.No. 48190011, Invitrogen) a una concentracion de 300 ng/ul y los dNTPS (Cat No,
U151B, promega) a 2.5 mM.

Los tubos con 5 ul del material genético fueron incubados en un termociclador
Bio-Rad a 97 °C durante 5 minutos, brevemente centrifugados y colocados
inmediatamente en una gradilla refrigerada. La solucién de reactivos fue mezclada con
las alicuotas de material genético mediante pipeteo y fueron sometidas a
retrotranscripcion bajo las siguientes condiciones: 25 °C por 10 minutos, 42 °C por 50
minutos, 70 °C por 15 minutos y se mantuvo a 4 °C. El cDNA se mantuvo a -20 °C.
Amplificacién por gPCR multiple.

Para la amplificacion se utilizo el método gPCR multiplex EVPrtPCR planteado
por Pang, Preiksaitis & Lee (2014). Se evalud la presencia o ausencia de Rotavirus (RV),
Adenovirus (HAdV), Norovirus Gl (NoVGI) y Norovirus GIlI (NoVGII) utilizando
primers y sondas especificas que se describen en el Anexo B. Dentro de la cabina de flujo
laminar, se prepard un mix sonda-primer (PP-mix) para cada par de virus, que se describe
en el Anexo C. Para la amplificacion de qPCR para una muestra, en la cabina de flujo
laminar se preparé una solucion que contenia 2x TagMan™ (Fast Universal PCR Master

Mix- Applied biosystems by Thermo Fisher Scientific), 2 ul de PP-mix y 3 ul de cDNA
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(3 ul de agua en el caso del control negativo). Para el control positivo se utilizo 3 ul de
un control sintético (gBlocks gene fragment-Integrated DNA Technologies). Las
muestras fueron corridas en el termociclador Bio-Rad CFX96 Touch Real Time PCR
Detection System en condiciones de ciclado de 95 °C por 20 seg para la denaturacion,
seguido de 45 ciclos de 95 °C por 3 seg y 60 °C por 30 seg. Los resultados positivos para
virus entéricos fueron determinados en base a la calidad de la curva obtenida en la gPCR
(Figura 1) y en base al numero de ciclos necesarios de amplificacion necesarios para que
se emita una sefial de fluorescencia o Cq. Se consider6 como positivo las muestras con
un Cq < 42.
Deteccion de colifagos

Se realizé el aislamiento de fagos de cuatro muestras, dos muestras positivas para
E. coli y dos muestras negativas para E. coli (dos muestras de ostién sin concha y dos de
ceviche). Se realizo el enriquecimiento utilizando 5 ml del medio DSPB y 5 ml de E. coli
(previamente incubada en TSB) en 40 ml de muestra de ceviche y de ostidn sin concha
previamente trituradas y aforadas con agua estéril, y se incubd a 37°C por 24 horas. Se
centrifug6 la mezcla a 4000 rpm durante 20 minutos y se filtro la muestra con ayuda de
una bomba de vacio a través de membranas de 0.45 pl y después con membranas de 0.22
ul. Se realizaron 4 diluciones seriadas en base 10. En un tubo con 5ml de agar nutritivo
(AN) semisdlido, se coloco 200 ul de E. coli previamente incubada en TSB. Después, se
coloco el contenido del tubo sobre una caja de AN solido y, una vez solidificado el agar,
se coloco 10 ul de fagos a diferentes diluciones sobre el agar semisélido, se dejoé reposar
por una horay se incub6 a 37°C por 24 horas. La presencia de fagos se determiné gracias

a la formacién de un halo o calva en el agar.
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RESULTADOS

De las 100 muestras analizadas, 66 muestras de ostiones (66%) mostraron
recuentos de E. coli >10 UFC/g. De estas, 35 muestras pertenecen a ceviche de ostion
(70%) y 31 a ostidn sin concha (62%).

En cuanto a los resultados de virus entéricos, se obtuvo un total de 42 muestras
positivas en ambos tipos de muestras, 20% de ostion sin concha y 22% de muestras de
ceviche. Tanto en ceviche como en ostion crudo no se logré detectar Norovirus Gll y en
ninguno de los casos hubo coinfeccion o la presencia de més de un virus. En la Tabla 1,
se puede observar la distribucién de virus entéricos y E. coli en 50 muestras de ostion sin
concha, siendo rotavirus el virus mas frecuente. En la Tabla 2, se observa la distribucion
de estos agentes en ceviche de ostion. En general, el virus mas frecuente es rotavirus, con
un total de 27 muestras positivas (27%). Por otro lado, el virus con menos prevalencia es
adenovirus con solo 5 muestras positivas (5%). En los dos tipos de muestras, se observa
que E. coli es mas frecuente en muestras positivas para rotavirus.

En el caso de colifagos, en las dos muestras con E. coli se lograron observar halos
en las diferentes diluciones. En el caso del ceviche (C) se observo la formacion de halos
en la muestra sin diluir y en la muestra 10! y en cuanto a la muestra de ostion sin concha
(T) se observo la formacion de halos en la muestra sin diluir y en todas las diluciones
(Figura 2). Por otro lado, en la figura 3 se observan los resultados de las muestras que no
presentaron E. coli. Se pudieron observar halos en todas las diluciones de ostion sin

concha mientras que, en el caso del ceviche, se observo solo en la muestra sin diluir.
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DISCUSION

Los moluscos bivalvos, como los ostiones, son considerados fuente de alimento
en diferentes partes del mundo (FAO, 2007). Su consumo se atribuye a que estos poseen
diversos componentes que son beneficiosos para la salud humana y, ademas, son muy
versatiles en la cocina y son atractivos para diferentes gustos culinarios, siendo
consumidos crudos con mayor frecuencia (Alvarez, et al., 2008). Debido a esto, existe
una gran necesidad de implementar medidas de deteccion de patdgenos en moluscos

destinados a la comercializacion con el fin de garantizar un consumo seguro.

En la presente investigacion, se logr6 detectar diferentes virus entéricos en 42%
de muestras de ostion crudo. Entre los virus analizados, el rotavirus fue el que se detectd
con mayor frecuencia 22% y 32% en las muestras de ostion sin concha y ceviche de
ostién, respectivamente. En América latina, se ha reportado la deteccién de este virus en
diferentes tipos de moluscos bivalvos como es el caso de Panama que report6é un 60% en
muestras de conchas negras (Anadara tuberculosa) (Bourdett, et al., 2022), o en Brasil
(Keller, et al., 2019) que reportd un 65,4% de rotavirus en diferentes moluscos bivalvos,
incluyendo 46,2% en Crassostrea rhizophorae. De igual forma, se reportd 21% en
muestras de Crassostrea gigas en Argentina (Mozgovoj, 2022) y 33.3% en Crassostrea

virginica en México (Quiroz, et al., 2014).

A pesar de la efectividad de la vacuna frente a rotavirus, se puede observar una
alta prevalencia del virus en los diferentes paises. Esto, segun Aguilar y colaboradores
(2020), puede deberse a la presion selectiva del virus frente a las vacunas, causada por
el intento de los virus por evolucionar y tratar de evadir la inmunidad que la vacuna

brinda. Ademas, la diversidad genotipica de rotavirus confiere un reto al momento de
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intentar crear una vacuna efectiva (Hasing, et al., 2009). Lo més probable es que los

serotipos circulantes de rotavirus no son cubiertos por las vacunas actuales.

A nivel mundial, Norovirus se encuentra entre los virus que méas problemas
gastrointestinales causa. Segun Jiménez y colegas, este es el motivo detras del 16,6% de
las hospitalizaciones por gastroenteritis en nifios menores de 5 afios (2021). En este
estudio, se obtuvo un 14% Yy 6% de NoV Gl en las muestras de ostion sin concha y ceviche
de ostion, respectivamente. Varios paises reportan la prevalencia de este genogrupo en
moluscos bivalvos, como es el caso de China con un 11.1% (Zhou, et al., 2017) y de

Reino Unido con un 20.9% en Cassostrea gigas (Lowther, et al., 2012).

Por otro lado, el genogrupo 11 es méas prevalente en muestras clinicas y ha causado
brotes epidémicos en distintas partes del mundo (Montenegro, et al., 2014). En nuestro
caso, no se obtuvieron resultados positivos para NoV GlI en ninguno de los dos tipos de
muestras. La cuantificacion de norovirus en moluscos esta sujeta a problemas de
inhibicién por los componentes presentes en el tejido del marisco (Le Guyader et al.,
2008). Ademas, se menciona la persistencia de Gl frente al Gll en tejido de Crassostrea
gigas debido a componentes, como los carbohidratos, que facilitan la union de los virus

dependiendo del tejido del molusco (Le Guyader, 2012).

En el caso de adenovirus, las muestras analizadas por este estudio demuestran una
frecuencia del 5%. Este virus se ha reportado en diferentes tipos de muestras de mariscos
alrededor del mundo como es el caso de Brasil con un 24,7% en almejas y mejillones,
23% en Crassostrea rhizophorae (Goncalves et al., 2022 ; Keller, et al., 2019 ), 52.3% en
almejas en Marruecos (Upfold, et al.,2021) y 26% en mejillones y almejas en Tunez

(Elamri, et al., 2006). En base a estos reportes se sugiere que el porcentaje de frecuencia
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de virus puede depender del género de molusco bivalvo debido a los componentes de los

tejidos de los mismos, como plantea Le Guyader, et al. (2012).

Los resultados obtenidos muestran prevalencia similar de virus en los dos
diferentes tipos de muestras, 20% en ostion sin concha y 22% en ceviche de ostion.
Rzezutka & Cook, mencionan la capacidad de los virus para retener infectividad en
diferentes ambientes por tiempos prolongados (2004). La estabilidad de los virus en
alimentos depende de varios factores como la temperatura, el pH, la exposicién a la luz
del sol, la superficie a la que se adhieren, entre otros (Sanchez & Bosch, 2016). Los virus
entéricos sin envoltura pueden sobrevivir a diferentes ambientes, ya sean alimentos o
superficies en contacto con agua o alimentos, durante largos periodos de tiempo (Kotwal
& Cannon, 2014). Muchos mariscos pueden ser portadores de virus entéricos, sin
embargo, la coccion de los mismos antes del consumo ayudaria a eliminar a los patdgenos

en pocos minutos (Rzezutka & Cook, 2004).

En cuanto al analisis bacteriano, de las 100 muestras se obtuvo un 66% de
muestras positivas para E. coli. Segun Cordova (2015), algunas de las areas en las que se
encuentran los ostiones, estan expuestas a contaminacion de aguas residuales. E. coli ha
sido utilizada como indicador de contaminacion de moluscos bivalvos en diferentes
paises como en Tailandia que se encontrd E. coli en un 93,1% de muestras de Crassostrea
lugubris y Cassostrea belcheri (Jeamsripong & Atwill, 2019), 100% de muestras de
Crassostrea rhizophorae en Brasil (Rubiao, et al., 2017) y en Canada 23,8% en muestras
de ostras y mejillon (Rees, et al., 2015). La presencia de bacterias indicadoras de
contaminacion fecal sugiere la entrada de aguas residuales en el lecho de moluscos
bivalvos lo que implica la necesidad de implementar précticas adecuadas para eliminar

este tipo de contaminacion (Florini, et al., 2020).
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Si bien es cierto, el uso de bacterias como indicadores de contaminacion fecal es
considerada una alternativa; varios estudios mencionan que existen limitaciones
relacionadas al uso de bacterias como su sensibilidad ante ciertas condiciones ambientales
y su debilidad frente a procesos de desinfeccion en comparacion a otros agentes como los
virus (Murrell, et al., 2013). Ademas, representa una limitante debido a que las
concentraciones de las bacterias varian dependiendo del espacio-temporada (Ogburn &

White, 2009).

Segun Murrell, et al. (2013), los microorganismos indicadores de contaminacion
fecal son aquellos que comparten similitudes patdgenas como los virus entéricos. Un buen
indicador, debe cumplir con el requisito de ser constituyente normal del microbiota
intestinal de los individuos (Bochm & Soller, 2013). En base a esto, el uso de fagos como
indicadores de la presencia de virus entéricos es viable debido a su comportamiento
similar y ventaja de identificacion eficiente (Arcos, et al., 2005). En el analisis realizado
en los dos diferentes tipos de muestras, se pudieron detectar colifagos en las muestras con
y sin E. coli, lo que demuestra la eficiencia del uso de fagos como mejores indicadores
en este tipo de muestras. Un estudio realizado por Romero y colaboradores en 2014,
resalta mayor prevalencia de virus entéricos y coligafos en muestras de agua residual
después del tratamiento, en comparacion con las bacterias indicadoras. Ademas, debido
al similar comportamiento entre los bacteriéfagos y los virus entéricos, su cultivo sugiere
la viabilidad de los mismos (Bellesté, et al., 2022) por lo que el consumo de alimentos

crudos representa un riesgo.

Los resultados de este estudio resaltan la significativa prevalencia de patdgenos
entéricos en moluscos bivalvos lo que plantea un riesgo considerable para la salud
publica. Es importante recalcar que estos alimentos se consumen crudos, por lo que la

presencia de estos patdgenos implica un grave riesgo de infeccion en los consumidores.



23

CONCLUSIONES

La técnica molecular RT-gPCR proporciona una herramienta valiosa para la
identificacion de material genético viral en las muestras analizadas debido a su capacidad
para detectar y amplificar secuencias especificas.

La investigacion realizada revela preocupantes niveles de contaminacion por virus
entéricos, especialmente rotavirus, en ostiones crudos, expendidos en el Distrito
Metropolitano de Quito. A pesar de la efectividad de las vacunas contra rotavirus, la alta
positividad sugiere desafios adicionales en el desarrollo de estrategias para evitar un
riesgo significativo para la salud publica debido a estos patdgenos causantes de

enfermedades gastrointestinales.

Adicionalmente, la presencia de E. coli en las muestras sugiere la contaminacion
fecal en las areas de cultivo de ostiones, lo que subraya la importancia de mejorar las
practicas de control de calidad y saneamiento en la cadena alimentaria. Por otro lado, a
pesar de que E. coli es utilizada como indicador de contaminacion fecal, la deteccion de
colifagos en las muestras, incluso aquellas sin presencia de E. coli, destaca la necesidad
de considerar a los fagos como un método mas sensible, que, ademas, indica la viabilidad

y capacidad infectiva de los virus en las muestras analizadas.

De igual forma, es crucial reconocer el papel significativo que los ostiones
desempefian como indicadores de calidad de agua debido a su capacidad de concentrar
microorganismos patdgenos presentes en su entorno. Estos resultados destacan la
importancia de implementar medidas que garanticen la inocuidad de los productos v,
ademas, resalta la urgencia de medidas mejoradas de deteccidén y prevencion para

garantizar una buena salud publica.
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TABLAS

Tabla 1. Distribucion de virus entéricos y E. coli en muestras de ostion sin concha.

E coli Virus entéricos n = 50
(UFC/g) Rotavirus | Adenovirus | Norovirus Gl
Ausencia

n=19 2 1 7

10-100

n=12 4 - -

>100

n=19 5 1 -

11 2 7
Positivos (22%) (4%) (14%)

39 48 43
Negativos (78%) (96%) (86%)

*No se encontraron coinfecciones ni la presencia de Norovirus GlI

Tabla 2. Distribucion de virus entéricos y E. coli en muestras de ceviche de ostion.

E. coli Virus entéricos n = 50
(UFC/g) Rotavirus | Adenovirus | Norovirus Gl
Ausencia

n=15 - 1 2

10-100

n=24 12 1 1

>100

n=11 4 1 -

16 3 3
Positivos (32%) (6%) (6%)

34 47 47
Negativos (68%) (94%) (94%)

*No se encontraron coinfecciones ni la presencia de Norovirus Gl
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Tabla 3. Frecuencia de E.coli y colifagos en muestras de ostion sin concha y ceviche.

E. coli
Muestra UFC/ml | Titulo viral
Ostioén sinconcha | 2,0x10% | 1,0x10*
Ceviche de ostion | 2,0x10%> | 1,0x10?
Ostion sin concha | Ausencia | 1,0 x 10*
Ceviche de ostién | Ausencia 10
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FIGURAS

Amplification EI

Cycles ] Log Scale

Figura 1. Resultados positivos de la amplificacion por RT-qPCR de virus entéricos. Las
curvas de color azul corresponden a muestras positivas para rotavirus mientras que, la

curva de color verde corresponde al control positivo de adenovirus.

Figura 2. Presencia de calvas de fagos en muestra de ceviche (C) y ostion sin concha

(T), positivas para E. coli



Figura 3. Presencia de calvas de fagos en muestra de ceviche (C) y ostién sin concha
(T), negativas para E.coli

27
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ANEXOS

Anexo 1. Reaccion de transcripcion inversa
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Reactivo Concentracion final
5x first-strand
buffer 1X
0.1 mMDTT 5mM
Rnase Out™
(40U/ul) 1U
Random Primer
(300 ng/ul) 30 ng
dNTP (2.5 mM
each) 0,375 mM
SuperScript™ 11
(200 U/ul) 5U
dH-20 N/A

Anexo 2. Primers y sondas para reaccion de amplificacion por gPCR maultiplex

Primers y sondas para la deteccion de Norovirus Gl y Gl

Nombre Objetivo Sentido Secuencia 5'-3'
Norovirus | Primer TYCGYTGGATGC GNT TYC ATG
NoV1-Fb Gl forward A
Norovirus | Primer
NoV1-R Gl reverse CTT AGA CGC CAT CAT CATTYAC
Norovirus | Primer CAR GARBCN ATGTTY AGR TGG
NoV2-F Gll forward ATG AG
Norovirus | Primer
NoV2-R Gll reverse TCGACGCCATCTTCATTC ACA
NoVGlc-P Norovirus VIC-AGATYG CGR TCY CCT GTC
(VIC/ITAMRA) Gl Sonda CA- TAMRA
NoV2-P Norovirus FAM-TGG GAG GGY GAT CGC AAT
(FAM/TAMRA) |GlI Sonda CT- TAMRA
Primers y sondas para la deteccion de Rotavirus y Adenovirus
Primer
Rota-F 3 forward ACC ATC TAC ACATGACCCTC
Primer
Rota-F-GlI 3 forward ACC ATCTTC ACGTAACCCTC
Primer
Rota-R 3 reverse GGT CAC ATAACGCCCC
Rota-P FAM-ATG AGC ACA ATA GTT AAA
(FAM/TAMRA) 3 Sonda AGC TAA CAC TGT CAA-TAMRA
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Primer
Ad2-F roteina 3 forward CCA GGA CGC CTC GGA GTA
Primer AAA CTT GTT ATT CAG GCT GAA
Ad2-R Hexon reverse GTA CGT
Ad2-P VIC-AGT TTG CCC GCG CCA CCG-
(VICITAMRA) Hexon Sonda TAMRA
Primer
Ad4-F Hexon forward GCA CAG GACGCTTCG GAGTA
Primer CTT GTT CCC CAG ACT GAA GTA
Ad4-R Hexon reverse GGT
Ad4-P VIC- CAGTTCGCCCGYGCMACAG-
(VIC-TAMRA) Hexon Sonda TAMRA

Anexo 3. Solucion de sondas para g°PCR multiplex

Norovirus GI/GII duplex PP mix #1

Reactivo 1X
NoV1-Fb 200 um
NoV1-R 200 um
NoVG1c-P (VIC/TAMRA) 100 pum
NoV2-F 200 pm
NoV2-R 200 pm
NoV2 P (FAM/TAMRA) 100 pum

PCR dH20 -
Rotavirus (NVP)/Adenovirus (Ad-g) multiplex PP mix #2

Rota-F 200 pm
Rota-F-GllI 200 pm
Rota-R 200 um
Rota-P (FAM/TAMRA) 100 pm
Ad2-F 200 um
Ad2-R 200 um
Ad2-P (VIC/ITAMRA) 100 pum
Ad4-F 200 um
Ad4-R 200 um
Ad4-P (VIC/ITAMRA) 100 pm

PCR dH20




