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RESUMEN

El objetivo fue implementar el método de deteccion de Adenovirus en moluscos bivalvos
mediante la técnica de PCR. En esta investigacion se trabajo con las especies Argopecten
purpuratus, Gari solida y Tagelus dobeii. Para ello se trabajo con muestras donadas por
SANIPES, quienes muestrean como parte del control de inocuidad para la exportacion. A
estas muestras se les extrajo el hepatopancreas, una parte se destinG para inocularlo
artificialmente con Adv 40 ®, Adv 41 ® luego que se confirmara negativo para adenovirus
(40, 41) por PCR, la extraccion de acidos nucleicos se realizo en base a la metodologia del
QlAamp™ mini Kit®, se cuantifico por espectrofotometria, se realizd la deteccion de
adenovirus por PCR, se procedio a una corrida de electroforesis y finalmente se visualizaron
las bandas. Se usaron virus control Adv 40, Adv 41, Parvovirus como control negativo, se
obtuvo un limite de deteccion de 70 pb, una especificidad y sensibilidad de 66.6 % para Adv
40 y 41. Por todo ello el método demostro ser rapida y especifica para la deteccion de Adv 40
y 41, por otro lado la incidencia de adenovirus en las muestras proporcionadas por SANIPES
fueron nulas es por ello que se recomienda muestrean en zonas que no sea de clasificacion A

o B.

Palabras clave: Argopecten purpuratus, Gari solida, Tagelus dobeii, Adenovirus, PCR.
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ABSTRACT

The objective was to implement the method of detection of Adenovirus in bivalve molluscs
by the technique of PCR. In this research we worked with the species Argopecten purpuratus,
Gari solida and Tagelus dobeii. For this purpose we worked with samples donated by
SANIPES, who sampled as part of the control of safety for export. These samples were
extracted from the hepatopancreas, one part was destined to artificially inoculate it with Adv
40 ®, Adv 41 ® after it was confirmed negative for adenovirus (40, 41) by PCR, nucleic acid
extraction was performed based on the Methodology of the QIAamp ™ mini Kit®, was
quantified by spectrophotometry, the detection of adenovirus was performed by PCR, a run of
electrophoresis was performed and the bands were finally visualized. A control virus of Adv
40, Adv 41, Parvovirus was used as a negative control, a detection limit of 70 bp, a specificity
and sensitivity of 66.6% was obtained for Adv 40 and 41. Therefore, the method proved to be
fast and specific for the Detection of Adv 40 and 41, on the other hand the incidence of
adenovirus in the samples provided by SANIPES were null that is why it is recommended to

sample in areas other than classification A or B.
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INTRODUCCION

En el Pert existen seis géneros y diez especies de pectinidos, de los cuales solo la Argopecten
purpuratus es de importancia comercial, la cual habita en zonas costeras que se extienden

desde Panamaé hasta Chile (Gonzélez, 2010).

En el litoral peruano, las principales areas de cultivo de concha de abanico se encuentran en
las costas de Ancash, en zonas como Samanco y Guaynumad; mientras que en Lima, sobresale
la zona de Pucusana. Asimismo, destacan bancos naturales ubicados en Pisco, Paracas,
Sechura (Piura), Lobos de Tierra (Lambayeque), Bahia de Independencia e Isla San Lorenzo
en Lima (PENX, 2013). Nuestro pais, exporta concha de abanico a los cinco continentes,
siendo nuestros principales clientes Francia, EE.UU, Australia, Vietnam y Nueva Zelanda

(PRODUCE, 2013).

Asi mismo cabe recalcar que los bivalvos son bioacumuladores de bacterias y virus (Muniain
et al., 2003). Esto se debe a que los moluscos bivalvos se alimentan principalmente de
suspensiones, filtrando selectivamente pequefias particulas de fitoplancton, zooplancton,

virus, bacterias y materia inorganica del agua circundante (Oliveira et al., 2011).

“Muchos de estos patdgenos, como los virus que provocan gastroenteritis y hepatitis
infecciosa o las bacterias que causan fiebre tifoidea, estan relacionados normalmente con una
contaminacion por aguas fecales humanas” (FAO, 2010); siendo reportados varios incidentes

de moluscos asociados a gastroenteritis viral (Umesha, 2008).

Desde el 2011, “la Organizacién de las Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura
viene emitiendo la alerta sanitaria para los virus: Rotavirus, Hepatitis E (HEV), Astrovirus,

Aichi virus, Sapovirus, Enterovirus, Coronavirus, Parvovirus y Adenovirus que pueden ser
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alimentos puede ser ain mas grande” (FAO, 2011, p. 72). Segln Oliveira et al. (2011) el
adenovirus es un agente biologico que se encuentra implicado en enfermedades relacionadas

con los mariscos.

Por todo lo expuesto anteriormente es de importancia que se tenga de conocimiento la
presencia de este agente viral en los moluscos bivalvos porque en los siguientes afos los
paises a los que exportamos nuestros moluscos van a exigir que tengamos un mecanismo de
control e identificacion de dichos virus. Siendo motivo de esta investigacion implementar un
método en base a técnicas de diagndstico molecular que nos permitan detectar la presencia de

este virus en muestras de moluscos bivalvos.
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CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

Los moluscos bivalvos representan una fuente importante de alimento para el ser humano y
también fuente de recursos econémicos. Son animales filtradores y bombean una gran
cantidad de agua en poco tiempo, pueden bioacumular diversas particulas y microorganismos
presentes en el agua como agentes patdégenos para el ser humano por ejemplo los virus
entéricos que son muy resistentes al medio ambiente, causando enfermedades de transmision
alimentaria, ya que suelen consumirse crudos o poco cocidos.

En el Pert no hay estudios sobre presencia de Adenovirus en moluscos bivalvos. Desde el
2011 “la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO)
viene emitiendo la alerta sanitaria para los virus: Rotavirus, Hepatitis E (HEV), Astrovirus,
Aichi virus, Sapovirus, Enterovirus, Coronavirus, Parvovirus y Adenovirus que pueden ser
transmitidas por alimentos y las evidencias sugieren que la lista de virus transmitidas por
alimentos puede ser aun més grande” (FAO, 2011, p.72).

La propagacion del Adenovirus a través del agua y alimentos (moluscos bivalvos), en
condiciones higiénicas deficientes, podria desempefiar un papel importante, por tanto es
necesario la implementacion de un método estandarizado en el pais para la deteccién de

Adenovirus en moluscos bivalvos.
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1.1.1 Problema principal

e Cuél sera el método para detectar Adenovirus en moluscos bivalvos mediante la

técnica de la PCR?

1.1.2 Problemas secundarios
e ;Cual sera la estandarizacion del método para la extraccion de ADN viral?

e ;Qué porcentaje de sensibilidad y especificidad se obtendréa del método?

e ;Cuanto serd la incidencia o prevalencia de Adenovirus en las muestras recolectadas?

1.2 Objetivos de la investigacion

1.2.1 Objetivo principal
- Implementar el método de deteccidn de adenovirus en moluscos bivalvos mediante la

técnica de PCR.

1.2.2 Obijetivos secundarios
- Cdlculo del limite de deteccién para Adenovirus 40 y 41

- Célculo de la sensibilidad y especificad relativa para Adenovirus 40 y 41

- Célculo de la prevalencia de Adenovirus en muestras de moluscos bivalvos

1.3 Formulacioén de hipotesis
1.3.1 Hipotesis principal
- La implementacion del método detecta adenovirus en moluscos bivalvos mediante la

técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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1.4 Importancia

- Al no haber estudios previos en el Per( acerca de la presencia de Adenovirus en
moluscos bivalvos, este estudio serviracomo referente para estudios posteriores incluso
para la normatividad vigente.

- La estandarizacion del método de PCR para la deteccion de Adenovirus en
moluscos bivalvos de los géneros Argopecten purpuratus, Gari solida y Tagelus
Dombeii asi como de todo el proceso de deteccion (acondicionamiento,
extraccion, cuantificacion y visualizacion) servira como referencia para la
deteccion de Adenovirus en laboratorios certificadoras o plantas pesqueras dedicadas
a la exportacién de estos moluscos.

- Probablemente los bloques econdmicos como la Union Europea y EEUU, consideren
requisito para la exportacion de moluscos bivalvos, la deteccion de Adenovirus
porque se viene incrementando su prevalencia en la salud, actualmente solo se
considera la deteccion de Hepatitis A (HAV) y Norovirus (NoV), con este
estudio se podra emplear este método estandarizado en la deteccion de este virus
endémico en moluscos bivalvos como método normalizado de deteccion.

- Al determinar la distribucionde Adenovirusen conchas de abanico, se podré identificar
las areas donde existe una mayor contaminacion, lo cual indicaria un deficiente
tratamiento de aguas residuales o del estatus sanitario, pudiendo establecer
estrategias puntuales para que se pueda mejorar dichas areas. Esto no solo
beneficiaria a la calidad sanitaria de 10s moluscos bivalvos, ya que estos animales se
usan como bioindicadoresademas servira para mejorar la calidad sanitariade los demas

productos hidrobioldgicos.
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CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA

1.5 Antecedentes tedricos

La concha de abanico o vieira es un molusco filtrador de 2 valvas, cuyo nombre cientifico es
“Argopecten purpuratus”, pertenece a la familia Pectinidae. Este molusco bivalvo, habita en
zonas costeras que se extienden desde Panama hasta Coquimbo (Chile), entre profundidades
que van desde los 5 m hasta los 30 m, y bajo temperaturas que oscilan entre los 13 °C y 28 °C.
(PENX, 2013).

En el Perq, las principales &reas de cultivo de concha de abanico se encuentran en las costas
de Ancash, en zonas como Samanco y Guaynuma; mientras que en Lima, sobresale la zona de
Pucusana. Asimismo, destacan bancos naturales ubicados en Pisco, Paracas, Sechura (Piura),
Lobos de Tierra (Lambayeque), Bahia de Independencia e Isla San Lorenzo, Lima (PENX,
2013).

Los bivalvos son bioacumuladores de bacterias y bacteriéfagos. Muniain et al. (2003).

La contaminacién de los moluscos bivalvos se produce principalmente porque se alimentan de
suspensiones filtrando selectivamente pequefias particulas de fitoplancton, zooplancton, virus,
bacterias y materia inorganica del agua circundante. Burkhardt et al. (2000; citado por

Oliveira, 2011).

“El adenovirus es un virus ADN de 60-90 nm de diametro. Se caracteriza por no poseer
cubierta externa. El virion tiene forma icosaédrica y se compone de una capside proteica
constituida por 252 capsdmeros, que representa el 87 % del peso, ademas presenta un ndcleo

que contiene el genoma de ADN viral y 4 proteinas internas” (Bernaola & Luque, 2002, p.41).

“Existen 52 serotipos adenovirus inmunitariamente distintos (7 especies: Adenovirus humano
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(mayormente especies HAdV-B y C) y conjuntivitis (HAdV-B y D) gastroenteritis (HAdV-F
serotipos 40 y 41). La forma mas comun es una enfermedad respiratoria; sin embargo,
también pueden causar otras enfermedades como cistitis, y sarpullido, dependiendo del

serotipo de adenovirus que cause la infeccion” (Rodriguez, 2012, p.60).

Yates et al. (2014) menciona que los adenovirus infectan el tracto respiratorio, los ojos y el
tracto gastrointestinal. La gastroenteritis en los nifios pequefios es causada por adenovirus

Grupo F, que comprende serotipos 40 y 41.

La particula virica es resistente a pH acido, a la bilis y enzimas proteoliticos, lo que permite la
multiplicacion en el intestino humano, Asimismo, la ausencia de membranas o estructuras
lipidicas hacen que sean resistentes a disolventes organicos. Green et al. (1963; citado por
Rodriguez, 2012).

Los Adenovirus pueden ser considerados utiles como indice molecular de contaminacion viral

en los mariscos. Muniain et al. (2003).

En 1977, Appleton & Pereira, reportaron en Reino Unido 33 casos de gastroenteritis viral
transmitidas por consumo de mariscos afectando a 800 personas. Desde entonces, varios
incidentes de moluscos asociados gastroenteritis viral han sido reportados. Lees (2000; citado

por Umesha, 2008).

El Adenovirus es un agente biolégico que se encuentra implicado en enfermedades
relacionadas con el marisco, puede presentar un periodo de incubacion que va de 10 a 70 h

con una duracion que va desde 2 a 9 dias. Oliveira et al. (2011)

Rigoto (2005) prob6 tres metodologias para detectar adenovirus de serotipo 5 (Ad5) humano

para detectarlos en ostras en Florian6polis (Brasil) durante un periodo de 6 meses
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concluyendo que el uso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada fue crucial
para mejorar la sensibilidad de la deteccion de adenovirus humano en extractos de carne de
ostra; el método PCR-convencional y el PCR-cultivo celular integrada (ICC/PCR) no mejoro

la deteccion de adenovirus en las ostras sembradas artificialmente.

La PCR es una reaccién enzimatica in vitro, cuya mision es copiar millones de veces una
secuencia especifica de ADN blanco mediante una poderosa catélisis llevada a cabo por una
enzima conocida como ADN polimerasa, de tal manera que cantidades pequefias de ADN
pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente para analizarse con diferentes fines. Tamay de

Dios et al. (2013).
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1.6 Marco tedrico

1.6.1 Concha de Abanico (Argopecten purpuratus)

1.6.1.1 Clasificaciéon taxonémica

Phylum: Molusca

Clase: Bivalva

Sub-clase: Lamenlinobranchia
Orden: Filibranchia

Saper familia: Pectinacea
Familia: Pectinadae

Género: Chlamys

Especie: Argopecten purpuratus.

Figura 1. Concha de abanico Argopecten purpuratus (Elaboracién propia)
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1.6.1.2 Aspectos bioldgicos de la especie

1.6.1.2.1 Caracteristicas morfol6gicas

Concha solida, circular, moderadamente convexa, mas larga que alta, equivalva, concha
simétrica, la valva izquierda algo mas abombada que la derecha. Simetria equilateral, orejas
casi iguales, contorno circular. Periostraco opaco. Coloracion externa blanca con purpura
encima de las costillas, alternativamente rosado y marron. A veces completamente blanco,
crema 0 naranja moteado de crema o purpura. Ornamentacion externa del disco formado por
23 a 29 costillas radiales, anchas, lisas y almenadas, que se aplastan hacia el margen ventral.
Generalmente la valva derecha con una costilla menos que la izquierda. Ornamentacién
interna formada por placas que se extienden desde el borde hasta un punto situado a nivel de

la parte superior de la impresion del abductor (Maeda, 2002).

landula digesti
Palpos labiales Glandula digestiva

Estomago
Pie

Ventriculo
Auricula
Musculo aductor
Nefridio liso

Testiculo Musculo aductor

estriado
Ovario Ano
Intestino Ocelo
ranqui
Tentaculos Branquiss

Figura 2. Anatomia interna de la concha de abanico (Asturnatura, 2015)
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1.6.1.2.2 Sistema digestivo

El hepatopancreas es un drgano de enorme importancia para el proceso de digestion en los
moluscos, se comunica con la parte anterior del intestino medio a través de conductos.
Consiste en una estructura ramificada de tubos de extremo ciego tapizados de epitelio. Una de
las diversas funciones de este organo consiste en la secrecion de enzimas digestivas que
desembocan a través de conductos en el intestino medio y luego retornan al estdmago. Las
particulas alimenticias provenientes del intestino medio también ingresan en el
hepatopéncreas, y una gran parte de la digestion y de la absorcién extracelular tiene lugar en
el interior de este 6rgano (Hill et al., 2006). Ademas, las células del hepatopancreas
desempefian funciones importantes de almacenamiento y secuestro, dado que almacenan
lipidos y glucégeno y pueden secuestrar toxinas. Los datos disponibles indican que el
hepatopéancreas es la fuente mas importante de enzimas digestivas y el sitio principal de

absorcién de nutrientes (Hill et al., 2006).

1.6.1.2.3 Reproduccion

La concha de abanico es una especie hermafrodita, que libera gametos al medio acuéatico
(mar), en donde se lleva a cabo la fecundacion, proceso embriolégico, desarrollo de la larva,
asentamiento larval y la metamorfosis; se conoce también las condiciones ambientales y la
alimentacion, tanto en la etapa larvaria como en los adultos, esto hace posible llevar a cabo la
reproduccion de desove, fecundacion y cultivo larvario. El desove requiere saber identificar
bien los animales maduros y en condiciones de desovar, ya sea provenientes del ambiente
natural o previamente acondicionados en Hatchery; de tal manera que se encuentren en las

mejores condiciones de evacuar gametos viables y en cantidades adecuadas a las necesidades.
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gametos asi como las caracteristicas de los gametos y sus concentraciones y las proporciones
para una buena fecundacién (Alvarado et al, 1996). En la mayoria de las especies de bivalvos
de interés comercial, los gametos se expulsan al medio exterior, donde tiene lugar la
fecundacién. El esperma es expulsado a través de la abertura o sifon exhalante en un chorro
fino y constante. La expulsion de los dvulos es més intermitente y se emiten en nubes desde la
abertura exhalante o sifon (Alvarado et al, 1996). En las figuras 3 y 4 se observa la liberacion

de gametos (espermiacion) y desove respectivamente.

Figura 3. Espermiacion de la Concha de abanico (Alvarado et al, 1996)

Figura 4. Desove de la Concha de abanico (Alvarado et al, 1996)
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1.6.1.2.4 Alimentacién

Se alimentan de suspensiones filtrando selectivamente pequefias particulas de fitoplancton,

zooplancton, virus, bacterias y materia inorganica del agua circundante (Oliveira et al., 2011).

1.6.1.2.5 Habitat

Habita normalmente en las zonas protegidas en donde hay presencia de conchuelas, fondo
rocosos, pedregosos, arenosos, areno-fangosos, limosos y algosos, especialmente en pequefios

bosques formados por las macroalgas Rodhymenia sp. (Rodriguez, 2012).

1.6.1.2.6 Relaciones ecologicas

Argopecten purpuratus es una especie benténica que habita en bahias someras y de aguas
relativamente tranquilas, con temperaturas que varian entre los 13 °C y 28 °C, y niveles de
oxigeno entre 0,2 y 9 ml/litro. La especie tiene una dindmica de poblacion irregular,
abarcando periodos de gran abundancia hasta periodos de escasez (Gonzalez, 2010). La
especie es afectada positivamente durante eventos como El Nifio considerados muy intensos,
asi como no son afectadas de manera significativa durante eventos EI Nifio de menor

intensidad (Gonzélez, 2010).

1.6.1.2.7 Presencia de predadores

En el medio ambiente, los pectinidos son presa natural de peces, erizos, caracoles, estrellas de
mar, crustaceos y otros organismos. Estas especies poseen diversos mecanismos de defensa,
siendo el mads comun el cierre rdpido de sus valvas, asi como su capacidad “nadadora”
suficiente para escapar de su predador. Otros predadores de los bivalvos son los gusanos
perforadores del genero Polydora sp, que pueden penetrar en las valvas y debilitar la matriz

de éstas, facilitando la depredacion por otros organismos. (BermUdez et al., 2004)
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1.6.1.2.8 Distribucion geogréfica

El area de distribucion de la concha de abanico se encuentra entre Paita, Peru (5° S, 81° W) y
Tongoy, Chile (30° S, 71° W), y las poblaciones mas productivas se ubican en bahia

Independencia, Perd y Tongoy, Chile (Gonzéalez, 2010).

1.6.1.3 Cultivo de la especie

1.6.1.3.1 Condiciones ambientales

La temperatura varia entre 19,7 °C en verano y 16,3 °C en invierno, el oxigeno disuelto en el
agua 6,1 mg/l en verano y 3,0 mg/l en invierno (Loayza & Tresierra, 2014). Aunque las
condiciones pueden variar dependiendo de los valores de salinidad, aglomeracion de ostiones,
cantidad de alimento disponible en el agua, y las condiciones adversas como episodios de

marea roja (Mendoza, 2011).
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1.6.1.3.2 Sistema de cultivo

El cultivo se lleva a cabo principalmente en sistemas “suspendido” o denominados “long -

line” y en menor medida en sistemas de “fondo” (Mendoza, 2011).

Long — Line

Es una estructura flotante de forma trapezoidal, que estd formada por la linea madre
propiamente dicha, y que viene a ser la parte en la cual se unen todas las unidades de cultivo,
esto a través de las orejas que se encuentran en un metro entre si. Esta linea tiene la capacidad
para 100 “orejas” distantes a un metro entre cada una de ellas en el que se unen los sistemas,
lo que significa que normalmente se tiene 100 unidades de sistemas de cultivo en un long-line

(Mendoza, 2011).
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Figura 5. Sistema de cultivo Long-Line (Mendoza, 2011)
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Fondo

Es aquella técnica en la cual los recursos o las estructuras que los sustentan estan en directa
relacion con el sustrato, es decir, que se utiliza los fondos marinos como soporte del cultivo.
Se realiza un corral de malla o red de forma circular o rectangular en el fondo, cuya parte
basal va pegada al fondo se le hace como una especie de bolsillo donde se colocan piedras
para que el corral no se mueva y la parte superior del corral va adheridas botellas descartables,
para que ese lado de la red flote. En el interior se colocan las conchitas o el recurso que se

quiera cultivar (Maeda, 2002).

Figura 6. Sistema de cultivo de fondo (Maeda, 2002)
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1.6.1.3.3 Etapas de produccion del cultivo de conchas de abanico

Se inicia con la captacion de semilla, cultivo inicial, cultivo intermedio (3 a 6 meses) y

engorde (6 meses, hasta que alcancen 5 a 8 cm.), culminando en la cosecha (Mendoza, 2011).

Captacion de semilla

Mediante el sistema de produccién artificial o Hatchery podemos determinar o definir 5
etapas fundamentales:

a. Seleccion y acondicionamiento de productores

b. Desove y fecundacion

c. Cultivo de larva

d. Metamorfosis y asentamiento larvar

e. Cultivo de post — larva
Una vez fijadas las larvas en los colectores son llevadas al mar para su crecimiento. Dicho
periodo dura aproximadamente 2 a 3 meses. La talla de recoleccion de las semillas es de 5 a
10 mm. La densidad obtenida procedente de los colectores varia entre 500 a 1000 semillas de

concha de abanico (BermuUdez et al., 2004).

Cultivo inicial

A partir de esta etapa se inicia con la primera actividad, que es el desprendimiento de las
semillas de los colectores, las mismas que son tamizadas por tallas para luego ser cubicadas y
contadas, luego sembrarlas en linternas LO con las mismas densidades por piso dependiendo
de las tallas. Con el traslado de semillas al sistema L1 termina la etapa inicial, con siembra de

150 unidades por piso con rango de tallas de 20 — 30 mm (Bermudez et al., 2004).
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Cultivo intermedio

Después de haber permanecido por espacio de tres meses los moluscos en linterna L1, se
realiza el desdoble para pasarlo a L1 y L2, con densidades de 80 y 60 unidades por piso con
tallas de 30 — 40 mm y 50 — 55 mm, segun el tamafio que han alcanzado los moluscos y el
tiempo que el sistema ha sido sembrado, lo cual dependerd de las condiciones ambientales

tales como parametros fisicos, quimicos y biologicos (Bermudez et al., 2004).

Engorde

Después de los 90 dias de haber sido sembrado el recurso en linternas L2, estas son llevadas
al sistema L2-L3, como resultado del desdoble o desactivacion de dicho sistema, con
densidades de 30 — 40 unidades por piso con tallas de 60 — 65 mm y 70 — 75 mm, esto
dependiendo del tipo de sistema y al tamafio que alcanzaran los bivalvos (Bermudez et al.,
2004).

Cosecha

Ultima etapa del cultivo, se realiza después de aproximadamente 90 dias de su siembra en el
Gltimo sistema, es decir, que en esa fecha se extraen todos los individuos con tallas superiores
a los 75 mm, alcanzando el recurso su talla y peso comercial, estando lista para su venta y/o

procesamiento en planta (Bermudez et al., 2004).

1.6.1.3.4 Problematica del cultivo

Segun Bermudez et al. (2004) el cultivo de concha de abanico en sistemas suspendidos se

encuentra afectado por multiples enfermedades que agravan el desarrollo y supervivencia de
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organismos que ocasionan estas enfermedades estan dentro de los siguientes grupos: virus,
bacterias, hongos, protozoarios y parasitos. En las zonas de Per( y Chile los problemas

patologicos més redundantes manifestados en concha de abanico son los siguientes.

Castracion de las gonadas

Producida por las larvas de parésitos trematodes digeneos, en donde los individuos presentan
extrafas vetas coloreadas en el musculo aductor. Técnicamente se encuentran castrados, se
observa una carencia del tejido ovarico. Asi mismo hay invasion de las branquias y del
interior del musculo aductor. Esto lo vuelven presas faciles de sus predadores (Bermudez et

al., 2004).

Vibriosis

Enfermedad producida por el agente patdgeno Vibrio anguillanarum y otros vibrios. Afecta a
los bivalvos en estadio temprano. Es de transmision directa de “stock™ de reproductores a

larvas, logrando producir altas tasas de mortalidad (Bermudez et al., 2004).

Parasitosis por gusanos poliquetos

El agente principal de esta parasitosis es el nematodo Polydora sp. Las larvas de este se
asientan sobre la concha del bivalvo, perforando la parte calcarea de la concha, en forma de U
generalmente, lo que la debilita y vuelve quebradiza. Puede afectar el musculo aductor,

generando infecciones secundarias (Bermudez et al., 2004).
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Figura 8. Paréasitos en branquias de Argopecten purpuratus Bermudez et al. (2004).
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Bioincrustantes

También llamados biofouling, son organismos que se adhieren sobre estructuras duras que se

sumergen o estan en contacto continuo con el agua de mar (Pacheco et al., 2005).

1.6.1.4 Situacion actual de la produccion de concha de abanico en el Peru

1.6.1.4.1 Produccion nacional

En el 2015 la cosecha fue de 23 028.58 t y cantidad de las exportaciones a Francia fue en
promedio de 4 763.35 t. Mientras que en EE.UU fueron de 2 241.91 t; el valor de las
exportaciones para Francia y EEUU fueron de (US$) 41 856 384 y 10 812 763

respectivamente (PRODUCE, 2015).

1.6.1.4.2 Produccion mundial

Los principales paises productores de ostiones y vieiras a nivel mundial son en primer lugar
China con 3 503 millones de t seguido por Corea con 241 259 t, Japén con 475 847 t, EEUU
de Norteamérica con 135 798 t y Francia con 104 640 t, en la Regién de América Latina y El
Caribe el principal productor es Pert que incluyendo la cosecha de sus areas de repoblamiento
alcanzo las 58 101 t seguido por Chile con 16 861 t; el Pert con sus 58 101 t de concha de
abanico se encuentra en el Puesto N° 6 a nivel mundial y en el Puesto N° 1 a nivel de la

Regional de produccion de ostiones y vieiras. (Mendoza, 2011).
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1.6.2 Almeja (Gari sélida)

1.6.2.1 Clasificaciéon taxonémica

Phylum Mollusca

Clase Pelecypoda

Subclase Heteredenta

Orden Veneroida

Super — Familia Tellinacea
Familia: Psammebiidae

Género: Gari Schumacher, 1817
Especie: Gari sélida (Gray, 1828)

Nombre comun: Almeja, concha blanca

Figura 9. Almeja Gari solida (Elaboracion propia)
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1.6.2.2 Aspectos bioldgicos de la especie

1.6.2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

Externa

La almeja es un molusco de simetria bilateral, protegido por dos valvas achatadas,
lateralmente ovoides, de color blanco, que se articulan en la parte dorsal mediante una bisagra
que recibe el nombre de charnela.

Las valvas estdn marcadas exteriormente por una serie de lineas concéntricas paralelas al
borde libre, las cuales parten de una pequefia protuberancia llamada umbo o apica (Pérez,

1987).

Interna

Dentro de las valvas, tenemos el cuerpo gque consta de un pie muscular de color rosado claro y
la masa visceral. El cuerpo de consistencia blanda se halla cubierto por un repliegue de la piel
que se llama manto, este consiste en dos mitades o lobulos paleales que tienen exactamente la
misma forma de las valvas de la concha que ellos segregan.

Estos I6bulos circunscriben una cavidad espaciosa y estan soldados a lo largo de sus borbes,
excepto en dos partes dejando dos aberturas:

Una en la extremidad posterior donde el manto se propaga entre las valvas para formar los
sifones y otros en la parte de la que sale el pie. En cada lado entre el pie y el 16bulo del manto
se amplifica la cavidad paleal en la que se hallan las branquias que son de forma laminar y

filamentosa (Pérez, 1987).
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1.6.2.2.2 Reproduccion

Presenta sexos separados, sin dimorfismo sexual; en el extremo norte de Chile, presenta en
general un ciclo reproductivo continuo con emisiones parciales a lo largo del afio, pero con
eventos de desove importantes tanto en primavera como en invierno. De manera similar, en la
zona sur austral presenta un ciclo reproductivo continuo a traves del afio, donde la evacuacion
de gametos se incrementa en los periodos febrero-marzo, mayo-junio y diciembre-enero. En
cambio en la zona centro sur ocurre s6lo un evento reproductivo importante en el afio, con
desoves en febrero y un amplio periodo de reposo reproductivo. La talla de primera madurez
sexual para poblaciones del sur fluctia en el rango de 35,0 a 39,9 mm de longitud en los
machos y entre los 40,0 a 44,9 mm de longitud en las hembras. El diametro de los ovocitos
alcanza los 65 + 3 um de diametro. El estado de larva D se alcanza entre las 36-37 horas post-
fertilizacion, a una temperatura de 15 + 0,8 °C. Durante el desarrollo temprano de la especie,
destaca la presencia de una amplia cubierta gelatinosa que rodea al ovocito (174 = 10 pm de
didmetro) y que se mantiene hasta el estado de larva D. la metamorfosis de las larvas se

alcanza a los 38 dias de cultivo a una temperatura de 14 + 0,5 °C (Contreras & Puebla, 2013).

1.6.2.2.3 Alimentacién

Por un sifon entra el agua para la respiracién de las branquias y por el mismo pasan
organismos plancténicos para la alimentacion; por el otro sifon salen los residuos de la
digestion y también el diéxido de carbono formado en el proceso de la respiracion (Pérez,

1987).
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1.6.2.2.4 Crecimiento

Después de la fecundacion pasan por un estado de larva (veliger) que vive a merced de las
corrientes, hasta que a los 15 dias aproximadamente comienzan a adoptar una vida bentdnica
y pasan a vivir enterradas. En este momento tiene lugar una metamorfosis en la que pierden el
organo natatorio y desarrollan el pie, las branquias y los sifones; Su crecimiento depende de la

temperatura del agua, y de la abundancia de alimento (JACUMAR, 2008).

1.6.2.2.5 Habitat

Gari solida habita tanto en sustratos de arena fina como en sustratos de grava arena gruesa y
se alimenta principalmente de plancton y detritus organico. Se encuentra principalmente a

profundidades de 10-20 m (Contreras & Puebla, 2013).

1.6.2.2.6 Relaciones ecologicas

Se encuentra compartiendo habitat con Semele sélida, Protothaca thaca y Venus antiqua
(Contreras & Puebla, 2013). Estando debajo de la arena quedan en comunicacién con el agua

mediante dos tubos llamados sifones (Pérez, 1987).

1.6.2.2.7 Distribucion geogréafica

Su distribucion latitudinal, segun distintos autores, se extiende desde Talara (Per) a 4° S,
hasta el Archipiélago de Los Chonos (Chile) a 45° S mientras que otros autores restringen su
distribucion desde Callao (Pert) a 12° S hasta el Archipiélago de Los Chonos, Chile a 45° S

(Contreras & Puebla, 2013).
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1.6.2.2.8 Produccion mundial

Durante el afio 2000, China encabezd la lista de exportadores con 69 500 t por valor de U$S
81 millones. Otros grandes participantes fueron Corea del Norte (46 500 t) Corea del Sur,

Tailandia y Canada (Contreras & Puebla, 2013).

1.6.3 Navajuela (Tagelus dombeii)

1.6.3.1 Clasificacion taxonémica

Phylum Mollusca

Clase Bivalvia

Familia Solecurtidae
Nombre comdn Navajuela

Especie Tagelus dombeii

Figura 10. Navajuela Tagelus dombeii (Zufiga, 2003)

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




1.6.3.2 Aspectos bioldgicos de la especie

1.6.3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

La concha es estrecha, alargada con los bordes dorsal y ventral casi paralelos entre si 'y sus
extremos redondeados. La escultura externa presenta suaves lineas concéntricas de
crecimiento. Las valvas tienen una coloracién blanco violaceo, con dos finos rayos blancos
que salen desde el umbo hacia el borde ventral posterior. El periostraco es delgado, café
amarillento a café oscuro. Las marcas musculares son notorias, el aductor posterior es mas
redondeado que el anterior. Los umbos son pequefios, casi centrales. La charnela tiene dos
dientes cardinales, los de la valva derecha son mas grandes y altos, en la valva izquierda, el
cardinal posterior es grande y puntiagudo. Es comun encontrarla en la bahia de Mejillones,

hasta 20 m de profundidad, enterrradas en sustratos arenosos (Zufiga, 2003).

1.6.3.2.2 Reproduccién

Tagelus dombeii es una especie gonocorica, sin dimorfismo sexual externo. Como estrategia
reproductiva, utiliza la fertilizacion externa. La gonada abarca desde el interior distal del pie
hasta la masa visceral o estomago del individuo (Mendis, 2010). La talla de primera madurez
sexual se alcanza a los 38 mm de longitud de la concha. El desarrollo embrionario temprano
abarca 24 horas, en donde ocurre una serie de cambios sucesivos hasta llegar al estado
trocdfora, cuyas caracteristicas principales son el mechon apical y una gran banda ciliada que
lo mantiene en la superficie del agua. El estado larval planctotrofico se alcanza 48 horas post-
fertilizacion y dura 22 dias a 14-16 °C. La primera larva veéliger es del tipo larva D. A este
estado le sigue la larva véliger umbonada (10 dias post-fertilizacion) y luego el estado

pediveéliger (17 dias post-fertilizacion), alcanzado un tamafio de 200 pm en sentido antero-
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(exhalante) 29 dias post-fertilizacion (520 pum antero-posterior y 430 um dorsoventral), y
paralelamente se desarrollan las branquias, el pie y musculo aductor posterior. Treinta y ocho
dias post-fertilizacion ocurre la formacion del sifon inhalante y masculo aductor anterior; las
branquias se sitlan por sobre la glandula digestiva, en la regién posterior del animal cercana a

los sifones (Mendis, 2010).

1.6.3.2.3 Alimentacién

Bajo condiciones de laboratorio se ha descrito como un organismo que presenta metabolismo
anaerdbico facultativo debido a una adaptacion fisiologica al estrés andxico (Mendis, 2010).
Esta especie es capaz de bioacumular mercurio y metilmercurio por lo que puede ser utilizada

como bioindicador de contaminantes marinos (Mendis, 2010).

1.6.3.2.4 Habitat

Se encuentra en el intermareal entre 1 a 16 m de profundidad. Los adultos habitan
preferentemente en sustrato arenoso de tipo fino, alcanzando una profundidad de 5 m

aproximadamente, mientras los juveniles arenas fangosas hasta los 16 m (Mendis, 2010).

1.6.3.2.5 Distribucion geogréfica

Desde Panamaé hasta el Golfo de Corcovado (Chile) (Zafiga, 2003).
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1.7 Adenovirus (Adv)

1.7.1 Morfologia y estructura

Los adenovirus son virus icosaedros, desnudos, de aproximadamente 90 nm de diametro,
cuyo virion contiene ADN (13 %), proteinas (87 %) y pequefias cantidades de carbohidratos
(Pina, 2001). La cépside externa esta conformada por 252 subunidades de proteinas
denominadas capsomeros, de las cuales 240 son hexonas y 12 son pentonas, desde cuya base
se proyectan las fibras (ver figura 11) donde se encuentran las glicoproteinas responsables de
la adhesion a las células endoteliales y responsables de su capacidad hemaglutinante (Pina,
2001). El genoma de adenovirus es una molécula lineal de ADN de doble cadena y 36 000

pares de bases (pb) aproximadamente (Gonzalez, 2012).

B c single-stranded DNA
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Figura 11. Estructura del adenovirus (Gonzélez, 2012)
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1.7.2 Taxonomiay clasificacion

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, que esta dividida en cuatro géneros:
Aviadenovirus, Mastadenovirus, Siadenovirus y Atadenovirus. (Gonzalez, 2012). Los
adenovirus humanos, se encuentran incluidos dentro del género Mastadenovirus y estan
subdivididos en 6 especies, de la A — F (Tabla 1), sobre la base de criterios inmunologicos,
bioquimicos y de acuerdo a su tropismo, en estas 6 especies estan contenidos los 51 serotipos

que infectan al hombre.(Gonzélez, 2012).

Tabla 1. Clasificacion del adenovirus humano de acuerdo al tropismo

ESPECIES SEROTIPOS TROPISMO
A 12,18, 31 Intestino
B:1 3,7,16,21 Tracto respiratorio,
conjuntiva, tracto intestinal
B:2 11, 14, 34, 35, 50 Tracto urinario, tracto
respiratorio
C 1,2,56 Tracto respiratorio, tracto
intestinal
D 8-10, 13, 15,17, 19, 22 — 30 Conjuntiva, tracto intestinal
32, 33, 36 - 39, 42 — 49, 51
E 4 Tracto respiratorio,
conjuntiva
F 40, 41 Intestino

Fuente: Gonzélez, 2012.
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1.7.3 Replicacion viral

1.7.3.1 Union a la célula

“Es lento, y toma varias horas. Implica la interaccion de la glicoproteina denominada fibra
con receptores celulares (moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | y
receptores coxsackie — adenovirus)” (Bernaola & Luque, 2002, p.43). Los receptores
coxsackie-adenovirus son conocido como CAR por sus siglas en ingles Coxackie and

adenovirus receptor (Alba, 2007).

1.7.3.2 Internalizacion

“Implica la interaccion del pentéon con las integrinas avp3 y avp5. La internalizacion es
regulada por segundos mensajeros celulares, que favorecen la progresion del ciclo celular, y la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, el cual a su vez jugaria un rol importante en la

penetracion del virus (endocitosis mediada por clatrina)” (Bernaola & Luque, 2002, p.43).

1.7.3.3 Penetracion

“Se da por endocitosis en vesiculas revestidas por clatrina. La membrana de la vesicula
fagocitica se rompe por accién toxica del pentén. Se produce entonces la liberacion de la
particula viral dentro del citoplasma, con pérdida de proteinas de la capside y denudamiento

del DNA viral” (Bernaola & Luque, 2002, p.43).
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1.7.3.4 Migracion

“El core migra desde el citoplasma al ndcleo via microttbulos y el DNA viral entra al ndcleo
a través de los poros nucleares. Una vez en el nacleo el DNA viral es convertido en un
complejo histonas celulares-DNA viral, y pueden iniciar la replicacion” (Bernaola & Luque,

2002, p.43). Ver la figura 12.
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Figura 12. Ingreso del adenovirus al nicleo (Bernaola & Luque, 2002)

1.7.3.5 Replicacion

“La replicacion del DNA ocurre en el nicleo, la proteina viral (TP) actia como primer o
cebador (Figura 13). Dos proteinas mas codificadas por el virus participan en la replicacion:
Ad DBP y Ad DNA pol. Ademas tenemos proteinas celulares en el ndcleo que participan en
la replicacion del genoma viral. Se producen ademas durante la replicacion viral las siguientes
proteinas: Proteinas tempranas inmediatas: E1A, proteinas tempranas: E1B, E2A, E2B, E3,
E4 y proteinas tardias: proteinas virales” (Bernaola & Luque, 2002, p.43). Tal como se

observa en la figura 13.
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Figura 13. Replicacién del adenovirus (Bernaola & Luque, 2002)

1.7.4 Epidemiologia

Las infecciones por Adenovirus ocurren a nivel mundial, de forma endémica, esporadica y
epidémica. De manera general estos patrones correlacionan bien con el serotipo viral y la edad
de la poblacion susceptible, que en el 80 % de los casos suelen ser los nifios menores de 4
afios (Pina, 2001). Aunque el hospedero tiene la capacidad de eliminar la infeccion generando
una respuesta inmune potente, el hecho de que esta respuesta sea serotipo-especifica, hace
posible que individuos de todas las edades puedan infectarse con diferentes serotipos de
Adenovirus a lo largo de toda la vida (Gonzales, 2012). Los adenovirus serotipos 40 y 41 se
han demostrado ser los segundos agentes etiologicos mas importantes de gastroenteritis (sélo
superada por rotavirus), responsables de 4-20 % de gastroenteritis en los nifios menores de 5
afios de edad, que pueden excretar 10! particulas de virus por gramo de heces durante la
infeccion (McMinn, 2013). “En paises como China, Guatemala y Estados Unidos se han

reportado del 5 al 18 % de infecciones causadas por este agente viral y en menor porcentaje (2

%) en Tailandia y Brasil” (Garcia et al., 2015).
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1.7.5 Morbilidad y mortalidad

Las enfermedades que los adenovirus causan en el humano tienen un variado espectro clinico
que depende sustancialmente del serotipo infectante (Stroparo et al., 2010) Este espectro es
amplio, con un rango que incluye desde la infeccion asintomaética, infeccion respiratoria (leve,
moderada y severa), conjuntivitis, miocarditis, cistitis hemorragica, meningoencefalitis,
hepatitis y gastroenteritis (Gonzalez, 2012).

En muchos pacientes la enfermedad es localizada (gastroenteritis, Infecciones del tracto
urinario, Infecciones del tracto respiratorio), pero la diseminacion ocurre entre el 10 y el 30 %
de los casos, con una tasa de mortalidad de hasta un 26 % de forma general, pero que puede
ser mucho mas elevada en los casos de neumonia (73 %) y de Enfermedad diseminada (61 %)
(Weigt et al., 2011). La mortalidad se correlaciona con un aumento en la carga viral en
plasma, linfopenia severa, aislamiento viral en més de un sitio y enfermedad severa del injerto

contra el huésped (Gonzélez, 2012).

1.7.6 Dinamica viral en el medio ambiente

En las zonas cercanas a grandes nucleos de poblacidn, entre ellas lagos, rios y demés medios
acuaticos, se recibe aportes de grandes concentraciones de virus que son excretados por el
hombre y otros animales a través de las heces y la orina de individuos infectados (figura 14),
incluso sin que presenten signos de enfermedad aparentes. La duracion del periodo de
excrecion fecal depende del virus. Los adenovirus entéricos se encuentran en las heces 7-14
dias despues del inicio de la sintomatologia clinica, entre 3-4 dias en el caso de rotavirus
pudiendo llegar a excretarse hasta 10! particulas de rotavirus por gramo. En el caso de
poliovirus, la excrecion comienza a las 24 h del inicio de la infeccion y se prolonga durante
varios meses. La concentracion de estos virus en las aguas residuales puede llegar a ser de 10°

UFC/I (Pina, 2001).
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Figura 14. Dinamica viral en el medio ambiente (Pina, 2001)
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1.7.7 Efectos de las condiciones medioambientales sobre el adenovirus

Los adenovirus por su caracteristica de ser virus desnudos, son resistentes a los solventes
orgénicos como el éter y el cloroformo, ademas son capaces de sobrevivir por largos periodos
en medios liquidos o en superficies (Horwitz, 2001). Asi mismo son estables a pH 3,
resistentes a las enzimas intestinales y se replican en las células epiteliales del intestino

(Rodriguez, 2012).

1.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1.8.1 Fundamento

La técnica se basa en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada por
la ADN polimerasa. Esta enzima realiza la sintesis de una cadena complementaria de ADN
en sentido 5°-3"usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de doble
cadena. Para crear esta region de doble cadena, se utilizan los denominados iniciadores
(primers). Estos son una pareja de oligonucledtidos disefiados de tal manera que sean
complementarios a cada uno de los extremos del fragmento de ADN que se quiere
amplificar. Este proceso se lleva a cabo mediante ciclos alternados de temperaturas altas y
bajas, que permiten separar las hebras de ADN formadas entre si tras cada fase de
replicacion vy, la union nuevamente de estas hebras con la polimerasa para que vuelvan a
duplicarse. Todo el proceso de la PCR estd automatizado mediante un aparato llamado
termociclador, el cual permite calentar y enfriar los tubos de reaccién controlando la
temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion. La automatizacion del proceso se
debe al descubrimiento de la enzima Taq polimerasa termoestable, extraida del Thermus

aquaticus, que elimind el inconveniente de agregar enzima fresca en cada paso de la
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1.8.2 Caracteristicas de la PCR

Rodriguez & Barrios (2009) afirma: “La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, conocida
como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), desarrollada en 1983 por
Kary Mullis que permite la sintesis (in Vitro) de secuencias especificas de &cido

desoxirribonucleico (ADN)” (p.2).

1.8.2.1 Sensibilidad

La sensibilidad analitica (o limite de deteccién) se define como la cantidad mas pequefia de
copias de genomas de agentes infecciosos que puede detectarse y distinguirse a partir de un
resultado cero. Para determinar la sensibilidad analitica se utiliza una dilucién de punto final
hasta que el ensayo ya no pueda detectar la diana en cuestion en mas del 5 % de las réplicas (2
desviaciones estandar). Los fragmentos clonados de los productos de la PCR en estudio se
pueden usar como muestras estdndar, bien como ADN o para dianas de ARN,
transcribiéendose el ARN in vitro a ADN. La especificidad analitica se define como la
capacidad de un ensayo para distinguir entre el agente diana y otros agentes infecciosos. Esa
capacidad se determina analizando los patdgenos estrechamente relacionados mediante la

prueba en cuestion (Chapter, 2006).

1.8.2.2 Especificidad

“Los productos de la PCR o amplicones estan representados mediante bandas de un tamafio
especifico y se comparan con un marcador de peso molecular conocido para determinar la
especificidad de la reaccion. Se cuantifica mediante el nimero de pares de bases (pb)”

(Tamay de Dios et al., 2013, p.74).
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1.8.3 Componentes de la PCR

1.8.3.1 Desnaturalizacién

“En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de 95 °C
durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia del templado, es decir, si la
cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper sus uniones debido a que el
apareamiento de estas bases estd formado por tres enlaces, uno méas que las bases de A-T.
Ademas, depende de la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto
varia de acuerdo al modelo del equipo. Al final de esta etapa tendremos las cadenas separadas

que serviran como templado para el siguiente paso” (Tamay de Dios et al., 2013, p.72).

1.8.3.2 Alineamiento

“En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente separado e
hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el complejo templado-primers,
es importante que la temperatura de hibridacion o temperatura melting (Tm) sea la Optima;
ésta generalmente oscila entre 50-60 °C. Si el disefio de los primers es el correcto y la
temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera eficiente” (Tamay

de Dios et al., 2013, p.72).

1.8.3.3 Extension

“En esta etapa, la Tag polimerasa actua sobre el complejo templado-primers y empieza su
funcion catalitica a una velocidad muy réapida; agrega dNTP’s complementarios para crear las
cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la sintesis del
ADN, es decir, de 5” a 3’. La temperatura éptima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa

temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con
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un tamafo dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el

investigador” (Tamay de Dios et al., 2013, p.73).

1.8.4 Tipos de PCR

1.8.4.1 PCR anidada

En los ensayos de la PCR anidada se utilizan dos ciclos de amplificacién con cuatro
cebadores, denominados cebadores externos e internos. En general, si se comparan las
pruebas de PCR anidada con las pruebas de PCR simple, las primeras proporcionan una
sensibilidad y especificidad analiticas superiores. La sensibilidad analitica tipica es < 10
copias de genoma del agente infeccioso, y la especificidad analitica también aumenta porque,
en la PCR anidada, cuatro oligonucledtidos tienen que unirse especificamente a las dianas

seleccionadas para producir una reaccion positiva (Chapter, 2006).

1.8.4.2 PCR mudiltiple

En la PCR multiple se pueden detectar y diferenciar de forma simultanea varios agentes
infecciosos en un unico recipiente de reaccion individual. Se ha descrito que la técnica de la
PCR “clasica” también es util para el desarrollo de sistemas multiples. Sin embargo, el
empleo de los métodos de la PCR anidada “clasica” para la construccion de un ensayo
multiple resulta complicado debido al gran nimero de cebadores que pueden “competir” entre
si en la misma mezcla reactiva. En contraste con lo anterior, el concepto de la PCR en tiempo
real (pares de cebadores Unicos) proporciona excelentes posibilidades para la construccion de

sistemas multiples muy sensibles (Elnifro et al, 2000).
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1.8.4.3 PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR)

Los genomas de muchos agentes infecciosos contienen &cido ribonucleico (ARN) que no se
puede amplificar directamente mediante PCR. Para la amplificacion por PCR, se necesita un
ADN diana de doble cadena, pero ésta no esta disponible en los virus de ARN. Ese problema
puede resolverse mediante la introduccion de un estadio previo antes de comenzar la PCR.
Mediante la utilizacion de transcriptasa inversa, es posible transcribir el ARN a ADN
complementario (ADNCc), que es ADN de doble cadena, y por ello puede utilizarse en ensayos
PCR (el procedimiento se denomina RT-PCR). Tradicionalmente, la reaccion de la
transcripcion inversa se realiza en un tubo aparte, y el ADNc producido se transfiere después
a un tubo nuevo para la reaccion de la PCR. Sin embargo, ya se dispone de ADN -
polimerasas termoestables y con actividad de transcriptasa inversa. La utilizacion de estas
enzimas en tampones especificos posibilita que la reaccion propia de la RT-PCR tenga lugar

en el mismo tubo en secuencia directa, sin manipulacion adicional (Chapter, 2006).

1.8.4.4 PCR en tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real es una amplificacion en la que los productos de la PCR se detectan de
forma directa durante los ciclos de amplificacion utilizando sondas marcadas con
fluorescencia. Diversos métodos en tiempo real, tales como los que se realizan con las sondas
fluorescentes TagMan o Molecular Beacon, se han convertido en herramientas populares para
la deteccion de agentes infecciosos. La PCR en tiempo real se ha utilizado para la deteccion
de bacterias, virus o parasitos de una amplia variedad de especies animales. Estos nuevos
ensayos tienen varias ventajas sobre los métodos “clasicos” de la PCR simple o anidada. Sélo
se utiliza un par de cebadores, aportando una sensibilidad que a menudo esta proxima o es

igual a la PCR anidada tradicional, pero con un riesgo de contaminacion mucho mas bajo. La
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del lado del recipiente de reaccion, de forma que no es necesario el manejo posterior de los
productos de la PCR. Estos procedimientos llevan un tiempo considerablemente menor si se
compara con la deteccion tradicional de los productos de la PCR en geles de agarosa,
seguidos de la tincién con bromuro de etidio, con lo que, de nuevo, se reduce el riesgo de
contaminacion. En comparacién con los meétodos clasicos de amplificacion, una ventaja
adicional de la técnica de la PCR en tiempo real es que es posible realizar ensayos

cuantitativos (Mackay et al., 2002).

1.9 Espectrofotometria de &cidos nucleicos

El ADN puede cuantificarse directamente en forma diluida, midiendo la absorbancia A (o
densidad dptica, DO) de luz ultravioleta. Si la muestra es pura, es decir, no contiene
cantidades significativas de contaminantes como proteinas, fenol o agarosa, la medicion
espectrofotométrica de la irradiacion ultravioleta absorbida por las bases es sencilla y exacta.
En este método, los tampones acuosos con escasa concentracion idnica (por ejemplo, tampon
TE) resultan idoneos. La concentracion de acidos nucleicos suele determinarse midiendo a
260 nm y comparando con un blanco. La interferencia de contaminantes puede determinarse
calculando un «cociente». Dado que las proteinas absorben a 280 nm, se emplea el cociente
A260/A280 para calcular la pureza de los acidos nucleicos. Los cocientes respectivos del
ADN puro es aproximadamente de 1,8 y 2,0. Una absorcion a 230 nm significa que la muestra
estd contaminada con hidratos de carbono, péptidos, fenoles, compuestos aromaticos u otras
sustancias. El cociente A260/A230 de las muestras puras es de 2,2 aproximadamente.

(Somma et al., 2007)
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1.10 Electroforesis de acidos nucleicos

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los amplicones son
visualizados a través de una electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis consiste en la
separacion de grandes moléculas como los &cidos nucleicos a traves de una matriz sélida que
funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su
tamafo y carga eléctrica, esta separacion se hace bajo un buffer o tampon. En el caso de los
acidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga negativa, por lo que durante la
electroforesis migran hacia el polo positivo. Cuando los amplicones son corridos en el gel,
éstos deben ser cargados junto con un marcador molecular que contenga un numero
determinado de segmentos de ADN conocidos, lo que facilita la identificacion de los
amplicones. El tamafio estd dado por el numero de pares de bases del amplicon.
Posteriormente a la electroforesis se agrega al gel un compuesto conocido como bromuro de
etidio, una molécula intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena, para la
visualizacion de los amplicones. Se introduce en una maquina llamada fotodocumentador, el
cual toma una foto digital al gel de agarosa expuesto a luz UV. Cuando es excitado con luz
UV emite una sefial que permite la visualizacion de los amplicones en forma de bandas. Es
importante manipular con mucho cuidado el bromuro de etidio porque se sabe que es

mutagénico y teratogeno (Tamay de Dios et al, 2013).
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CAPITULO I

METODOLOGIA DE TRABAJO

1.11 Materiales, equipos y reactivos

1.11.1 Materiales

1.11.1.1 Relativos al procesamiento de la muestra

e Tijeras

e Mangos de bisturi N° 3, N° 4
e Bisturi N°20, N°10

e Placas Petri

e Pinzas

e Cuchara espatula

e Tubos falcon de 15 ml

e Microtubos de 2 ml

e Gradilla para microtubos

e Gradilla para tubos falcon

1.11.1.2 Relativos a la contaminacion viral

. Tips

o Tubos falcon de 15 ml
. Pipetas

o Crioviales
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1.11.1.3 Relativos a la extraccion de &cidos nucleicos
e Tipsde 20 pl, 100 pl, 1000 pl
e Micropipeta de 20 pl, 100 pl, 1000 pl
e Microtubos de 1,5 mly 2 ml

e Gradilla para microtubos

1.11.1.4 Relativos a la espectrofotometria

e Papel lente
e Micropipeta de 10 pl

e Tipsde 10 pl

1.11.1.5 Relativos a la reaccion en cadena de la polimerasa

e Microtubos de 200 pl
e Micropipeta de 10 pl, 100 pl, 200 pl
e Tipsde 10 pl, 100 pl, 200 pl

e Gradilla para microtubos

1.11.1.6 Relativos a la electroforesis
e Micropipeta de 10 pl
e Tips de 10 pl
e Parafilm

e Agarosa Grado Molecular
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1.11.2 Equipos

1.11.2.1 Relativos al procesamiento de la muestra

e Homogeneizador de tejidos TH (Omni International, USA)

e Balanza analitica (Ohaus, USA)

1.11.2.2 Relativos a la contaminacion viral

e Tanque nitrogeno liquido (Taylor Warton, USA)

e Cabina de flujo laminar (Air Clean, USA)

1.11.2.3 Relativos a la extraccion de acidos nucleicos

e Bafio maria (Thomas Scientific, USA)
e Centrifugadora Mini Spin (eppendorf, Alemania)
e Agitador vortex (Thermo scientific, USA)

e Equipo de extraccion de &cidos nucleicos MiniMAG (Biomeriux, Francia)

1.11.2.4 Relativos a la espectrofotometria

e Espectrofotometro de microvolimenes Nanodrop 2000 (Thermoscientific,

USA)

1.11.2.5 Relativos a la reaccion en cadena de la polimerasa

e Termociclador Veriti 96 (Applied Biosystem, USA)

1.11.2.6 Relativos a la electroforesis

e Equipo de electroforesis horizontal (BioRad, USA)

e Fotodocumentador Gel Doc XR System (BioRad, USA)

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




1.11.3 Reactivos

1.11.3.1 Relativos a la extraccion de acidos nucleicos

e Proteinasa K
e Buffer de lisis NucliSens (Biomeriux, France)

e Kit de extraccion de &cidos nucleicos NucliSens (Biomeriux, France)

1.11.3.2 Relativos a la espectrofotometria

e Buffer de elucion NucliSens (Biomeriux, France)

1.11.3.3 Relativos a la reaccion en cadena de la polimerasa

e Agua de grado molecular
e Cebadores

e Polimerasa Hot Start High Fidelity (Quiagen, USA)

1.11.3.4 Relativos a la electroforesis

e Buffer TBE 0.5 X (Anexo 3)
e Bromuro de Etidio
o Buffer de carga (Thermoscientific, USA)

e Marcador de peso molecular 100 pb (Thermoscientific, USA)
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1.12 Procedimiento

1.12.1 Ubicacion

Los analisis se realizaron en el area de Biologia Molecular del Instituto Tecnoldgico de la
Produccion (ITP) ubicado en la Carretera a Ventanilla Km. 5.2 en la provincia constitucional

del Callao.

1.12.2 Muestreo

Las muestras usadas en estas investigacion fueron donadas por el Servicio Nacional de
Sanidad Pesqueras (SANIPES), las cuales son correspondientes a los muestreos realizados en
el litoral peruano como parte del control de inocuidad alimentaria en moluscos bivalvos para
exportacion segun la Norma Sanitaria de Moluscos Bivalvos, aprobada mediante D. S. N°07-

2004 PRODUCE.

1.12.3 Extraccion del hepatopancreas

Se procedi6 a extraer manualmente el hepatopancreas de las muestras de Argopectum
purpuratum, Tagelus dombeii y Gary solida en condiciones de esterilidad (Figura 15), y se
homogenizo de forma eléctrica (Figura 16) hasta obtener un pool de todos los individuos. El

pool de hepatopancras se conservo a -20 °C hasta su analisis.
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Figura 16. Homogenizacién del hepatopancreas (Elaboracion propia)
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1.12.4 Virus control

Como control de calidad se usé la cepa viral de Adenovirus 40 ATCC® VR-931 y Adenovirus
41 ATCC® VR-930. Estas cepas virales tenfan un titulo de 5 x10° particulas virales/ml cada

uno.

1.12.5 Inoculacion artificial

El pool de hepatopéancreas procesado de las muestras de A. purpuratus se confirmé negativo
para adenovirus 40 y 41 por PCR. Este pool se dispenso en microtubos de 2 ml a razén de 25
mg/tubo. Para la inoculacion artificial se realizd 3 diluciones logaritmicas de los stocks de
adenovirus 40 y 41 en PBS. Se procedio a inocular 100 ul de cada dilucién viral en los
microtubos con el pool de hepatopancreas y se agito vigorosamente. Esta inoculacion se

realiz6 por quintuplicado, como control negativo se utiliz6 PBS.

1.12.6 Deteccion de adenovirus mediante PCR

Para la deteccion de Adenovirus 40 y 41 en las muestras colectadas se procedio a la
extraccion del ADN a partir del cual se corrieron muestras para la amplificacion de un

fragmento del gen que codifica el hexon de los adenovirus 5, 40 y 41.

1.12.6.1 Extraccion de cidos nucleicos
La extraccion de acidos nucleicos se realizé en base a la metodologia usada en el QlAamp™
mini kit (Quiagen, Alemania). En resumen, se afiadieron proteinasa K y 200 ul de tampén AL

y la muestra se incub6 a 56 °C. Después de la incubacion, se afiadieron 200 ul de etanol al 95
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columna se lavo una vez con tampon AWL1 y luego con tampén AW2. EI ADN se eluyd en
100 pl de tampon AE. Posteriormente se cuantifico y evalud la calidad del material genético
mediante electroforesis con un gel de calidad (agarosa al 2 %) tefiido con bromuro de etidio.
Las muestras de ADN se conservaron a -20 °C hasta su andlisis. Se cuantifico la

concentracion de DNA en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA).

1.12.6.2 Iniciadores

Se utilizaron iniciadores para la amplificacion del fragmento del gen que codifica el Hexon de

adenovirus 40 y 41; descrito por Hernroth et al. (2002) el cual se describe en la tabla 2.

Tabla 2. Iniciadores para la amplificacion del fragmento del gen que codifica el Hexon de los

adenovirus 40 y 41

Iniciadores Posicion Secuencia

HAdF 18 868 — 18 887 5- CWTACATGCACATCKCSGG-3

HAdR 18919 - 18938 5-CRCGGGCRAAYTGCACCAG-3

Fuente: Hernroth et al., 2002

1.12.6.3 Controles

Como control positivo se utilizd DNA de la cepa viral de Adenovirus 40 ATCC®VR-931 y
Adenovirus 41 ATCC® VR-930, como control negativo DNA de H-1 parvovirus (ATCC®
VR-356™), Adicionalmente se utiliz6 como blanco un tubo sin DNA como control del

sistema.
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1.12.6.4 Condiciones de PCR

El programa de amplificacion consistié en: un ciclo a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de 1
minuto de desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de hibridacion-extension a 60 °C, una extension
de 1 min a 72 °C, finalmente un ciclo a 72 °C durante 1 minuto como prevision y se almacena
a4-°C.

El tiempo total de andlisis fue de 2 horas. El programa fue implementado en un termociclador

modelo Veriti™ 96-well (Applied Biosystems, USA).

1.12.6.5 Mezcla de reaccion de la PCR

Para la reaccion de amplificacion se utilizaron las siguientes cantidades de reactivos: 5 ul de
buffer 5X, 1 ul de primer HAd (Forward + Reverse) a una concentracion de 900 nM, 0,2 ul de
HotStarTag DNA polimersasa (Quiagen, Alemania) y 12,8 ul de agua grado molecular. Las

reacciones fueron preparadas en tubos Eppendorf libres de nucleasas.

1.12.7 Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2,0 %.
Se utiliz6 TBE 0,5X como buffer de corrida, el gel se corri6 a 90 V durante 40 min
aproximadamente, posteriormente se tifio con bromuro de etidio a una concentracion de 1.0
ug.mL* para su observacion en el fotodocumentador de geles Gel Doc XR System utilizando

el sistema de visualizacién Image Lab Software.
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1.12.8Especificidad y sensibilidad

Para determinar la especifidad, los iniciadores para la amplificacion del gen Hexon para
Adenovirus 40 y Adenovirus 41 fue evaluado con DNA proveniente de H-1 parvovirus
(ATCC® VR-356™), con el fin de descartar amplificaciones especificas mediante PCR. Para
determinar la sensibilidad del método las muestras inoculadas artificialmente con diluciones

de Adenovirus 40 y Adenovirus 41, estas fueron analizadas mediante la técnica de PCR.

1.12.9 Andlisis estadistico

1.12.9.1 Calculo de especificidad y sensibilidad

El calculo especificidad (E) y sensibilidad (S) se realizo utilizando la tabla 2x2, que compara
los resultados de la prueba en las muestras inoculadas y muestras no inoculadas. En la tabla 3

se detalla el procedimiento seguido para el célculo.

Tabla 3. Tabla 2x2 para comparar los resultados de la PCR en muestras inoculadas y no

inoculadas
Muestras probadas
Inoculada No inoculada Total
Resultado de Positiva A b a+b
PCR Negativa 0 d c+d
Total a+c b+d n
Kolimon (1990)
En donde:
E=d/(b+d)
S=al/(a+c)
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1.12.9.2 Incidencia de adenovirus
Se realiz6 mediante el programa STATA 12. Con lo cual se obtuvo la frecuencia y el
porcentaje de muestras contaminadas por Adenovirus en relacion a la especie de molusco

analizada.

CAPITULO IV

Resultados

1.13 Validacion de la técnica de PCR

1.13.1 Concentracién minima de deteccion de amplicon para ADV 40

De las tres diluciones (5x10% 5x10? y 5x10' particulas/ml) que se realizaron para la
determinacion de la concentracion minima detectable del amplicén por la técnica de PCR para
Adenovirus 40, se generaron resultados de amplificacion positivos para las diluciones 5x10° y

5x102 (70 pb) como se observa en la Figura 17.
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Figura 17. Prueba de deteccion minima de DNA por la PCR para el gen Had para la sepa viral Adenovirus 40 (Elaboracion propia)

Por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Pozos: 1) Marcador GeneRuler 50 pb (Thermo Scientific, USA), 2) Dilucién 5x10%, 3) Dilucion
5x102, 4) Dilucién 5x10%, 5) Blanco, 6) H20, 12) Positivo 5x10°, 13) Positivo 5x10?, 14) Positivo 5x10%, 15) Marcador GeneRuler 50 pb Asi

mismo, se puede observar una reduccion en el tamafio de las bandas de amplificacion entre Adilucion 5x10° y 5x102
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1.13.2 Especificidad y sensibilidad relativa para ADV 40

Se obtuvo un 66.6 % en la especificidad del iniciador del (70 pb) en las muestras inoculadas y no inoculadas con Adenovirus 40 ATCC® VR-

931 y analizadas mediante PCR (Figura 18).
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Figura 18. Prueba de especificidad del iniciador del gen Had para la cepa viral Adenovirus 40 (Elaboracion propia)

Por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Pozos: 1) Marcador GeneRuler 50 pb (Thermo Scientific, USA), 2) Dilucién 5x103, 3) Dilucion
5x102, 4) Dilucién 5x10%, 5) Blanco, 6) H20, 7-11) DNA de H-1 parvovirus, 12) Positivo 5x103, 13) Positivo 5x102, 14) Positivo 5x10?, 15)
Marcador GeneRuler 50 pb. En la Figura 18 se puede observar que no hubo amplificacién del gen HAd para las muestras de DNA de H-1

parvovirus, lo que prueba la especificidad de estos indicadores.
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En la tabla 4 se percibe que de todas las muestras inoculadas a Adenovirus 40 solo 10 fueron

positivas y las muestras que no fueros inoculados fueron negativas a la presencia del virus.

Tabla 4. Especificidad y sensibilidad de la PCR para deteccion de ADV 40

Muestras probadas
Inoculada No inoculada Total
Resultado de | Positiva 10 0 10
PCR Negativa 5 6 11
Total 15 6 21
E 100 % S 66,6 %

E: Especificidad; S: Sensibilidad (Elaboracion propia)

1.13.3 Concentracién minima de deteccién de amplicon para ADV 41

De las tres diluciones (5x10% 5x10% y 5x10% particulas/ml) que se realizaron para la
determinacion de la concentracion minima detectable del amplicén por la técnica de PCR para
Adenovirus 41, se generaron resultados de amplificacion positivos para las diluciones 5x10° y

5x102 (70 pb) como se observa en la Figura 19.
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Por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Pozos: 1) Marcador GeneRuler 50 pb (Thermo Scientific, USA), 2) Dilucién 5x10%, 3) Dilucion
5x102, 4) Dilucién 5x10%, 5) Blanco, 6) H20, 12) Positivo 5x10%, 13) Positivo 5x10?, 14) Positivo 5x10%, 15) Marcador GeneRuler 50 pb

Asi mismo, se puede observar una reduccion en el tamafio de las bandas de amplificacion entre dilucion 5x10° y 5x102
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Figura 19. Prueba de deteccion minima de DNA por la PCR para el gen Had para la cepa viral Adenovirus 41 (Elaboracion propia)



1.13.4 Especificidad y sensibilidad para ADV 41

Se obtuvo un 66.6 % en la especificidad del iniciador de (70 pb) en las muestras inoculadas y no inoculadas con Adenovirus 41 ATCC® VR-930

y analizadas mediante PCR (Figura 20).
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Figura 20. Prueba de especificidad del iniciador del gen Had para la cepa viral Adenovirus 41 (Elaboracién propia)

Por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Pozos: 1) Marcador GeneRuler 50 pb (Thermo Scientific, USA), 2) Dilucion 5x10%, 3) Dilucion
5x102, 4) Dilucién 5x10%, 5) Blanco, 6) H20, 7-11) DNA de H-1 parvovirus, 12) Positivo 5x10%, 13) Positivo 5x10?, 14) Positivo 5x10?, 15)

Marcador GeneRuler 50 pb. En la Figura 20 se puede observar que no hubo amplificacién del gen HAd para las muestras de DNA de H-1

parvovirus, lo que prueba la especificidad de estos indicadores.
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En la tabla 5 se percibe que de todas las muestras inoculadas a Adenovirus 41 solo 10 fueron

positivas y las muestras que no fueros inoculados fueron negativas a la presencia del virus.

Tabla 5. Especificidad y sensibilidad de la PCR para deteccion de adenovirus 41

Muestras probadas
Inoculada No inoculada Total
Resultado de | Positiva 10 0 10
PCR Negativa 5 6 11
Total 15 6 21
E 100 % S 66,6 %

E: Especificidad; S: Sensibilidad (Elaboracion propia)

1.13.5 Incidencia de adenovirus en muestras de moluscos bivalvos

Los resultados obtenidos en el analisis por PCR de las muestras de moluscos bivalvos (concha
de abanico, almeja, navajuela) donada por el Servicio Nacional de Sanidad Pesqueras

(SANIPES) no demostraron la presencia de adenovirus en estas.
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CAPITULO V

Discusion
A nivel mundial, las enfermedades trasmitidas a través de agua y alimentos contaminados
constituyen un problema que en las ultimas décadas se ha complicado considerablemente
(Koopmans et al., 2002). “Muchos de estos patdgenos, estan relacionados normalmente con
una contaminacion por aguas fecales humanas, y entre ellos se encuentran los virus que
provocan gastroenteritis o las bacterias que causan fiebre tifoidea” (FAO, 2010). “Se ha
emitido una alerta sanitaria por parte de la FAO, desde el 2011, para los virus Rotavirus,
Hepatitis E (HEV), Astrovirus, Aichi virus, Sapovirus, Enterovirus, Coronavirus, Parvovirus
y Adenovirus y su incidencia en la trasmision por alimentos” (FAO, 2011, p.72). Esta bien
documentado que Adenovirus 40 y 41 estan asociados a cuadros de diarrea aguda (Noel et al.,
1994) y que es el segundo agente etioldgico de este sindrome en nifios (Blacklow et al.,
1991). Segun Oliveira et al. (2011) el adenovirus es un agente bioldgico que se encuentra
implicado en enfermedades relacionadas con los mariscos, asi mismo en el Perd, existen

evidencias que el adenovirus se encuentra circulando en la poblacion.

Con el objetivo de contribuir a la implementacion de planes de vigilancia sanitaria, en el
marco de estas tesis de pregrado, se propuso implementar por primera vez en el Per(, un
método de deteccion del genoma de adenovirus 40 y 41 en muestras de hepatopancreas de
moluscos bivalvos. Esta metodologia implica la amplificacion en tiempo final de un
fragmento conservado de 70 pb del gen HAd, y para el cual usamos los iniciadores propuestos

por Hernroth et al. (2002).

En los Gltimos afios el interés por evaluar y controlar la contaminacion virica de los moluscos
bivalvos ha conducido al desarrollo y aplicacion de diversos métodos de recuperacion de las

particulas viricas a partir de sus tejidos, y al desarrollo de estrategias para valorar el riesgo
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sanitario que representan para la salud. Asi mismo el analisis de la contaminacién virica de
los moluscos bivalvos requiere en primer lugar de un método de recuperacion de virus
suficientemente eficiente, lo cual suele ser el paso limitante (Pina, 2001). En este trabajo se
ha usado una metodologia de gran simplicidad que es el método QIAamp™ mini kit
(Quiagen, Germany), el cual permite la extraccion y concentracion de los virus acumulados
por los moluscos bivalvos y esta basado en la purificacion de acidos nucleicos a base de
membrana de silice. Estudios posteriores han confirmado que la utilizacion de esta
metodologia proporciona buenos resultados frente a otras metodologias (Butot et al., 2007;

Beuret et al., 2006; Wei et al., 2010; Al-Mendalawi., 2011).

Asi mismo, el mayor obstaculo para la aplicacion rutinaria de técnicas de amplificacion
molecular de acido nucleicos es la presencia de inhibidores de la reaccion (Wilson, 1997),
siendo alguno de estos los presentes en los tejidos de los moluscos, como los polisacaridos
(Atmar y col., 1993). En nuestro caso, al usar solo el hepatopancreas de los moluscos,
reducimos la concentracion de los inhibidores, y concentramos la carga viral, debido a que

estos tienden a ser acumulados en el tracto digestivo (Schwab y col., 1998)

La eficiencia del método de extraccion y deteccion molecular aplicada se evalué a partir de
muestras de concha de abanico, almeja, navajuela 25 mg de hepatopancreas inoculados con
100 ul de Adenovirus 40 o 41. De las tres diluciones que se realizaron para la determinacion
de la concentracion minima detectable del amplicon por la técnica de PCR para Adenovirus
40 y 41, se generaron resultados de amplificacion positivos para las diluciones 10° y 102 (70
pb). Siendo la sensibilidad observada de 66,6 %, y detectando un minimo de 500 particulas
virales por muestra. Esta sensibilidad no es similar a la obtenida en otros estudios, en donde
oscilaba entre 10 a 100 particulas virales por muestra (Jothikumar et al., 2005; Rigotto et al.,

2005). Sin embargo, el nivel minimo detectable es establecido por el laboratorio en donde se
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capacitacion del analista, el buen funcionamiento de los equipos, calibraciones de equipos,
calidad del DNA, calidad de los iniciadores, instalaciones adecuadas, entre otros aspectos

(Rosas, 2014).

Asi mismo, a pesar de la alta sensibilidad que confiere la técnica de PCR, es su limitacion méas
seria, ya que la amplificacion exponencial de DNA puede conseguirse incluso a partir de una
sola celula, cualquier resto celular o reactivos contaminados puede presentar un riesgo de

resultados falsos (Armedariz y Barreiro, 2013).

Se pudo observar también, que no hubo amplificacion del gen HAd para las muestras de DNA
de H-1 parvovirus, teniendo este método una especificidad del 100 % para adenovirus, siendo

los resultados similares a lo observado en el trabajo realizado por Hernroth et al. (2002).

El método desarrollado constituye una herramienta para evaluar la contaminacion virica de
los moluscos bivalvos, a pesar de esto la aplicacion de esta metodologia en muestras
naturales, no dio resultados positivos, debido a que estas provenian de zonas de cultivo de
calificacion A, lo cual guarda mucha relacién con los resultados obtenidos por Serracca et al.
(2010), en donde indica que la mayor presencia de estos virus en moluscos se encuentra cerca

de zonas con gran afluencia de desechos sanitarios.

Los resultados presentados en este estudio aportan datos sobre la eficiencia superior de las
técnicas moleculares frente a otras metodologias, por lo que se deberia considerar el test de
deteccion molecular de adenovirus humanos como posible indice de la presencia de virus
humanos como contaminantes de los moluscos bivalvos, aunque son necesarios estudios mas

extensos que se estan desarrollando en la actualidad.
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Conclusiones

La técnica de PCR desarrollada en el presente estudio demostro ser rapida y especifica para la
deteccion de Adenovirus 40 y 41. De manera general, para las muestras de moluscos se
obtuvo una sensibilidad medianamente alta (66,6 %) de la técnica de PCR con una
concentracion minima detectable de 500 particulas virales y también una especifidad de los
iniciadores utilizados que fue del 100%, indicando el potencial de deteccion de Adenovirus 40

y 41.

La incidencia de Adenovirus 40 y 41, en las muestras proporcionadas por el Servicio Nacional
de Sanidad Pesqueras (SANIPES), las cuales son correspondientes a los muestreos realizados
en el litoral peruano como parte del control de inocuidad alimentaria en moluscos bivalvos

para exportacion, fue nula.

Recomendaciones

Realizar anélisis de deteccién de Adenovirus mediante esta metodologia, en zonas que no sea
de clasificacién A o B, debido a que esta se encuentra casi siempre libres de la presencia de
virus entéricos y asi obtener una prevalencia real de este virus presente en los moluscos

bivalvos de mayor consumo en el Peru.
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ANEXOS

Anexo 1 Relacion de equipos
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Figura 21. Balanza electronica
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Figura 23. Vortex

Figura 24. Centrifugadora
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AirClean 600

AirClear

Figura 26. Cabina de flujo laminar

Figura 27. Termociclador
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Figura 28. Equipo de electroforesis

Figura 29. Fotodocumentador
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Anexo 2 Reporte Programa Stata 12
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47 concha de abanico 26/11/2015 09/02/2016  10/02/2016 127.8 10/02/2016 no Label
48 concha de abanico 27/11/2015 09/02/2016  10/02/2016 126 10/02/2016 no Type
49 concha de abanico 27/11/2015 09/02/2016  10/02/2016 115.9 10/02/2016 no Format
50 concha de abanico 21/11/2015 09/02/2016 10/02/2016 137.3  10/02/2016 no Value Label s
51 Almeja 01/12/2015 26/02/2016 29/02/2016 126.5 03/03/2016 no Notes T
52 Almeja 24/11/2015 26/02/2016  29/02/2016 133.3  03/03/2016 no B Data
53 Almeja 01/12/2015 26/02/2016 29/02/2016 136.2 03/03/2016 no | Filename Resultados.dta
54 Navajuela 24/11/2015 26/02/2016  29/02/2016 137.4  03/03/2016 no Eshel
55 Navajuela 26/11/2015 26/02/2016  29/02/2016 130.1 03/03/2016 no N“_” L
56 Navajuela 02/12/2015 26/02/2016  29/02/2016 144.8 03/03/2016 no N \é::l::::ions Ioo
< l-- ‘ ‘ = : e — m“l;l( e m— e I 13 Size 5.08K -
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[ Data Editor (Edit) - [Resultados.dta] -

File Edit View Data Tools

varl0[36]

) Especie Ingreso  Extraccién Cuantifica~n ADN PCR Incidencia - [Vanabhs :'ﬂ
2 57 concha de abanico 02/12/2015 26/02/2016  29/02/2016 162.9 03/03/2016 no 2, Filter variables here
g 58 concha de abanico 10/12/2015 26/02/2016 29/02/2016 155.5 03/03/2016 no Q Variable | Label i -
2 59 concha de abanico 10/12/2015 26/02/2016  29/02/2016 130.8 03/03/2016 no B Especie Moluscos bivahids
—] 60 concha de abanico 13/11/2015 26/02/2016  29/02/2016 132.5 03/03/2016 no B agreso Fechadeingreso

61 concha de abanico 26/11/2015 26/02/2016  29/02/2016 132.2 03/03/2016 no 2 Extraccién e S

62 Concha de abanico 09/12/2015 26/02/2016  29/02/2016 120.3 03/03/2016 no i Cusntificacion Fechs de cuantific..

63 Concha de abanico 09/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 106.7 03/03/2016 no & ADN Cantidad de ADN ...

64 concha de abanico 17/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 109.3 03/03/2016 no & PCR A pRREaon %

65 concha de abanico 17/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 136.6 03/03/2016 no 2 Incidencia Detet cion deades.

66 cConcha de abanico 23/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 144  03/03/2016 no

67 concha de abanico 19/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 134 03/03/2016 no

68 concha de abanico 22/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 147 03/03/2016 no

69 cConcha de abanico 22/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 150.9 03/03/2016 no

70 concha de abanico 22/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 161.3 03/03/2016 no

71 Concha de abanico 23/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 119.7 03/03/2016 no

72 concha de abanico 23/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 144.3  03/03/2016 no Properties '

73 concha de abanico 23/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 129.8 03/03/2016 no B Variables -

74 concha de abanico 23/12/2015 02/03/2016  03/03/2016 127.1  03/03/2016 no Name M

75 Concha de abanico 24/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 157.1  28/04/2016 no Label

76 concha de abanico 19/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 120.6 28/04/2016 no Type

77 Cconcha de abanico 19/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 165.3 28/04/2016 no Format

78 cConcha de abanico 17/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 115.5 28/04/2016 no Value Label s

79 Concha de abanico 19/12/2015 14/04/2016 15/04/2016 123.9 28/04/2016 no Notes T

80 concha de abanico 19/12/2015 14/04/2016  15/04/2016  124.83 28/04/2016 no B Data

81 Concha de abanico 01/12/2015 14/04/2016  15/04/2016  131.57 28/04/2016 no | Filename Resultados.dta

82 concha de abanico 24/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 158.2 28/04/2016 no Ezbel

83 cConcha de abanico 01/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 167.2 28/04/2016 no N°‘_s L

84 Almeja 23/12/2015 14/04/2016  15/04/2016 135.5 28/04/2016 no Va"ab‘esv 1

—r e e e - Observations 100
<[ - i - ' Size 5.08K -
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E Data Editor (Edit) - [Resultados.dta] ‘ Q
File Edit View Data Tools
SHasEs vt

varl0[36]

) Especie Ingreso  Extraccién cCuantifica~n ADN PCR Incidencia - [Vanabhs :'ﬂ
:,:n 85 Almeja 08/11/2015 14/04/2016 15/04/2016 143.7 28/04/2016 no S\, Filter vanablis here g
§ 86 Concha de abanico 19/01/2016 14/04/2016 15/04/2016 147.4 28/04/2016 no E Variable Label
2 87 Concha de abanico 19/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 123.8 28/04/2016 no B Especie Moliscos biiakids
== 88 Concha de abanico 19/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 118.5 28/04/2016 no 7 lngreso Fecha de ingreso
89 Concha de abanico 19/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 188.4 28/04/2016 no 2 Extraccién Facha SAracein v
90 Concha de abanico 19/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 107.7 28/04/2016 no I Cuantificacién Fecha de cuantific...
91 Concha de abanico 19/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 120.7 28/04/2016 no & ADN Cantidad de ADN ...
92 cConcha de abanico 26/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 130.8 28/04/2016 no & PCR Amplificacion de ...
93 Concha de abanico 27/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 142.1 28/04/2016 no 2 Incidencia Deteccion de ade...
94 Concha de abanico 27/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 144.6 28/04/2016 no
95 Almeja 27/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 147.1 28/04/2016 no
96 Almeja 27/01/2016 27/04/2016 28/04/2016 128.5 28/04/2016 no
97 Concha de abanico 03/02/2016 27/04/2016 28/04/2016 130.5 28/04/2016 no
98 Concha de abanico 03/02/2016 27/04/2016 28/04/2016 142.3 28/04/2016 no
99 Concha de abanico 03/02/2016 27/04/2016 28/04/2016 185 28/04/2016 no
100 Almeja 03/02/2016 27/04/2016 28/04/2016 147.7 28/04/2016 no m o
B Variables -
Name B
Label
Type
L Format
T | | Value Label
Notes 3
B Data
B Filename Resultados.dta
Label
Notes
Variables 7 I
i Observations 100
<l i, - ’ Size 5.08K -
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[ Stata/SE 12.0 - C:\Users\Samsung\Desktop\Resuitados.dta - [Results]

File Edit Data Graphics

Statistics User Window Help

e &6 H-IEERIE 00

B w0 <
-]

l Review
Command

T 8X|

_rc

.. tab Especie
.. tab Incidencia

WIW | 0] W W W | 0] Wi | W] | 0] W | W] i | 0] WD | W0 e | 0| W (BN

.. replacevar7 =0i..
.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar7 =0 ...
.. replacevar7 =0i...
.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar7 =0 ...
.. replacevar7 = 0i...

.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar7 =0 ...
.. replacevar7 = 0.
.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar? =0 ...
.. replacevar7 =0i...
.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar7 =0i...

.. replacevar? =0i...
.. replacevar7 = 0i...
.. replacevar7 =0i...
.. rename var7 Inci...

.. label variable Inci...
.. label variable AD...
.. label variable Esp...
.. label variable Inci...
.. save "C:\Users\S...

.. log using "C:\Us...

.. label define Incid...
.. label values Incid...

. save "C:\Users\Samsung\Desktop\Resultados.dta"

» |file C:\Users\Samsung\Desktop\Resultados.dta saved

. log using "C:\Users\S

g\Desk top\C dos.log"

(4] |Variables TREX
Variable Label
Especie Moluscos bi

log type: text

. tab Especie

name: <unnamed>
log: C:\Users\S

g\Desk top\C dos.log

opened on: 23 May 2017, 14:09:47

. label define Incidencia 0 "no" 1 "si"

. label values Incidencia Incidencia

Moluscos bivalves Freq. Pexcent Cum.
Concha de abanico 82 82.00 82.00
Almeja 10 10.00 92.00
Navajuela 8 8.00 100.00
Total 100 100.00
. tab Incidencia
Deteccicn
de
adenovirus Freq. Percent Cum.
no 100 100.00 100.00
Total 100 100.00

log on (text)

=

-
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