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Resumen

Actualmente se conocen 12 especies patdgenas no coléricas del género Vibrio. Estas especies
ademas de ser patdgenas para el ser humano infectan peces y camarones. En los ultimos afios
se ha incrementado el interés sobre la investigacion del género Vibrio en los sistemas
marinos costeros, ya que son la causa principal de afecciones gastrointestinales asociadas al
consumo de moluscos bivalvos. En funcién de lo anterior, tres especies tienen importancia
clinica: Vibrio cholerae responsable del cdlera; Vibrio vulnificus, causa gastroenteritis,
infecciones invasivas de heridas contaminadas y septicemias mortales, y Vibrio
parahaemolyticus, produce gastroenteritis y septicemia. Estas patologias afectan
pescadores, criadores, vendedores y consumidores de productos marinos, individuos
inmunocomprometidos como diabéticos, cirroticos, con afeccion cronica en el higado,
alcohdlicos, personas con VIH. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar especies
patdgenas cholerae, vulnificus y parahaemolyticus, del género Vibrio en muestras de
camarones y moluscos bivalvos analizados durante el periodo abril a mayo de 2015, en el
Departamento de Vigilancia Sanitaria del Laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla
mediante la técnica del nimero mas probable (NMP). Confirmando los resultados mediante
el sistema semi automatizado Vitek Il. Se analizé un total de 65 muestras, de este total 57
fueron de camaron, 5 de almeja y 3 de mejillon de las cuales se obtuvo un aislamiento de 5
cepas de Vibrio parahaemolyticus, 3 cepas de Vibrio vulnificusy 1 cepa de Vibrio
cholerae no O1. Los resultados obtenidos mediante la técnica del nimero mas probable estan por
arriba de la dosis infectiva, por ello es importante evaluar el riesgo que presenta a la poblacién del
estado, ya que ésta, segun las estadisticas, ocupa el quinto lugar con personas infectadas de VIH y el
cuarto, en personas diabéticas y alcohodlicas. Es importante sefialar, que a la fecha no se encuentran
reportes de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en Puebla, sin embargo, tomando en
consideracion lo que marca la bibliografia, la poblacién es un blanco perfecto para contraer alguna
patologia debida a estos microorganismos, lo cual, en caso de suceder, generaria un gasto elevado en
atencion médica; impactando de manera negativa al gasto familiar y al Sector Salud al incrementar

costos en lo referente a la salud publica.

Palabras clave: Vibrio, especies patdgenas, alimentos marinos.
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1. Introduccién

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son de especial importancia por sus altas
tasas de morbilidad y mortalidad entre los grupos méas vulnerables de la poblacion porque
representan una proporcién muy alta en costo de la atencion médica y de hospitalizacion. Dentro
de los productos alimenticios involucrados como causantes de ETAS se encuentran los productos
de la pesca como los moluscos que se alimentan filtrando el agua en donde se cultivan,
concentrando los microorganismos y sustancias presentes en el medio, convirtiéndose en vehiculos

de enfermedades, aumentando su peligrosidad al ser consumidos crudos o ligeramente cocidos.

Dentro de las especies, del género Vibrio, clasificados como patgenos se encuentran V. cholerae,
V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Estas especies han sido descubiertas en zonas costeras de los
Estados Unidos de América y otras partes del mundo. Se han detectado en muestras ambientales
de &reas libres de desaglies o contaminacion por coliformes. En general, las enfermedades causadas
por mariscos, moluscos, como las infecciones causadas por Vibrio sp, tienden a ocurrir cuando la
temperatura del agua es mayor, son comunmente reportadas como causa de enfermedades
gastrointestinales asociadas con el consumo de mariscos que contengan moluscos bivalvos.

El célera es un problema de salud publica de importancia creciente. Tiene tendencia a producir
epidemias y pandemias, con frecuencia de enorme mortalidad, y a permanecer después de forma
endémica en las zonas afectadas. EI nimero de paises afectados sigue aumentando. El continente
mas afectado es Africa (mas del 90% de los casos notificados), sequido de Asia y América. En
Estados Unidos, Europa y Oceania s6lo se notifican casos esporadicos, casi siempre importados.
Los casos notificados seguramente constituyen solo una parte de los reales, dadas las deficiencias
sanitarias de los paises mas afectados. En paises no desarrollados se transmite habitualmente a
través del consumo de agua contaminada, y en paises desarrollados a través de alimentos,
especialmente de origen marino, poco cocinados. El ciclo de transmision se cierra cuando los seres
humanos infectados liberan la bacteria al medio ambiente y contaminan los suministros de agua y
los alimentos. © 4

En Japdn los reportes anuales de Instituciones de Salud Puablica y Centros de Salud sobre
aislamiento de V. parahaemolyticus de origen humano han mostrado un incremento desde 1997.
(14)

Segun los reportes del Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades de los Estados Unidos
de Norteamérica, en 2004 se documentaron 92 casos de infeccion por Vibrio vulnificus, de los
cuales 64 habian desarrollado septicemia y en 28 de estos la puerta de entrada fue una herida en la
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piel. @ En Meéxico se han reportado casos de infeccion por Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus documentados en México documentados en 2013, 2012 y
2011, 413
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2. Marco tedrico

El género Vibrio estd compuesto de méas de 60 especies de bacilos curvos; 12 especies se han
implicado en las infecciones humanas. V. alginolyticus, V. carchariae, V. cholerae, V.
cincinnatiensis, V. damsela, V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, metschnikovii, V. mimicus, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus. Aunque V. cholerae O1, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus

son considerados los agentes de transmision mas significativos. & %1%

Las especies del género Vibrio son Gram negativos, con forma de bacilos curvados, moviles,
flagelados de vida libre y rapido crecimiento. Bioquimicamente se caracterizan por dar positivo en
las pruebas de la catalasa y de la oxidasa. Es una bacteria anaerobia facultativa, y su metabolismo
es fermentativo; pueden metabolizar, entre otros sustratos, la glucosa. Poseen flagelos polares, que
les otorga una movilidad méxima. Toleran pH alcalinos y algunas especies necesitan medios de
alta salinidad para crecer (halofilos). Tiene un antigeno flagelar H que no distingue entre vibriones
patGgenos y no patdgenos, y un antigeno somatico O, que si permite esta distincion.

a) Vibrio cholerae

Es un bacilo que no forma esporas, sobrevive en medios alcalinos a temperaturas entre 22 - 42°C.
La infeccion por Vibrio no es invasiva: estos quedan en el tubo intestinal donde se adhieren a
receptores celulares especificos presentes en las vellosidades de las células epiteliales del intestino.
Alli se multiplican y secretan la enterotoxina que es la causante de la diarrea acuosa, Esta
enterotoxina induce un blogueo de la absorcion de sodio y cloro por las vellosidades y promueve
la secrecidn de cloro y agua por las células de las criptas intestinales, con deposiciones tipicamente
poco dolorosas y muy abundantes (pueden alcanzar los 500-1.000 ml/hora), sin contraccion

violenta, con caracteristico aspecto de agua de arroz y olor a pescado. t21%)

La toxina colérica producida por los vibrios adheridos se secreta, a través de la membrana externa
bacteriana, al ambiente extracelular y se introduce a la célula a través de la union de la subunidad
B pentamérica con el gangliosido receptor GM1. Una vez dentro de la célula, la subunidad A,
compuesta por dos dominios estructurales denominados péptido Ay Az sufre un procesamiento
proteolico.

El péptido A: es la subunidad que posee una actividad enzimética especifica, actla
intracelularmente, incrementando los niveles de AMPc (adenosin monofosfatociclico), cambiando
la tendencia de absorcion del intestino delgado por secrecion. La subsecuente pérdida de agua y
electrolitos conduce a la diarrea severa caracteristica del colera. © Se han identificado formas
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benignas del sindrome colérico relacionadas con vibrios muy similares al causado por la bacteria
del célera. Estos organismos carecen del antigeno O1 por lo que se identifican como V. cholerae
no-O1. Abundan en las aguas marinas cercanas a la costa y son una causa de gastroenteritis leve.

No han sido asociados a epidemias. ‘%

Diagnostico

Técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o de ELISA son més sensibles que el
cultivo e incluso superiores en la deteccion de vibriones en alimentos contaminados, Sin embargo,
el diagndstico de certeza aln se basa en el aislamiento de la bacteria en medios de cultivos
especificos como el agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) o el agar con taurocolato-telurito-
gelatina (TTGA), que inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias entéricas. Las colonias
sospechosas deben ser confirmadas mediante aglutinacién con antisueros especificos como V.
cholerae O1 0 0139. ©

Otra técnica para el diagndstico es mediante un cultivo microbiolégico de alimentos de origen

marino, o un coprocultivo mediante un hisopado rectal. -2
b) Vibrio vulnificus

Hollis et al lo describieron por primera vez en 1976 y se le dominé “Vibrio lactosa positivo”,
posteriormente se le llamo Beneckea vulnificus y finalmente V. vulnificus. ?® Dentro del
género Vibrio la especie vulnificus es una de las 12 de importancia clinica. Es una bacteria que se
encuentra en ambientes marinos y estuario, crece en aguas maritimas con temperaturas
aproximadas de 20°C y salinidad entre el 0.7 y 1.6 %. Se desarrolla predominantemente del mes
de abril al mes de octubre. La infeccidn por esta bacteria puede causar septicemia primaria por dos
mecanismos: al ingerir crustaceos, moluscos crudos o0 poco cocidos, 0 por exponer una herida

abierta al agua de mar. Se asocia a cuadros sépticos de alta mortalidad. 29

En individuos inmunocomprometidos como diabéticos, cirroticos, con afeccion cronica en el
higado, alcohdlicos y sobrecarga de hierro. Actla 24 horas después de la ingestion de la bacteria.
Infecta el torrente sanguineo caracterizado por fiebre, escalofrio, y los niveles de hierro son

elevados en suero hasta la disminucion de la presion sanguinea llegando al shock séptico. ??
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Diagnostico

Se puede realizar hemocultivos o tomando una muestra de la zona lesionada. 22 El cultivo en
TCBS presenta colonias vede-azul de 2-5 mm de didmetro, Posteriormente se realizan pruebas de
halofilismio (diferentes concentraciones de sal 0%, 3%, 6%, 8%, 10% de NaCl). Para descartar

otros tipos de vibrios, se realizan pruebas de oxidasa y pruebas bioquimicas para su confirmacion.
(2,11)

¢) Vibrio parahaemolyticus

Pertenece a la familia Vibrionaceae es un microorganismo halofilico marino ampliamente
distribuido en el agua de las costas, sedimento marino. Esta especie esta integrada por formas
bacilares, sin esporas, ni capsulas y se desplazan mediante un Unico flagelo polar, anaerobias
facultativas con metabolismo oxidativo y fermentativo. Su crecimiento es mas activo entre valores
de pH 7,5 a 8,5. La temperatura del agua es el factor mas importante que controla los niveles
ambientales de V. parahaemolyticus, las densidades se incrementan a partir de los 10°C hasta los

30°C. Crecen entre 15-43°C, con temperatura 6ptima a 37°C. (19

Puede estar presente en alimentos marinos, como los pescados y mariscos, tienen un importante
papel en la transmision de este agente etiologico cuando se consumen crudos o insuficientemente
cocinados. Los mariscos, especialmente los moluscos bivalvos, como ostiones y almejas acumulan

cantidades importantes del microorganismo. %23

Crece en condiciones de salinidad entre el 3 al 8 %, con un tamario de 1.4 — 2.6 um de longitud por
0.5 — 0.8 um de didmetro, tiempo de generacion estimado en 10 a 12 minutos; fermenta glucosa

sin produccidn de gas, fermenta manitol, arabinosa y manosa, pero no fermenta sacarosa, lactosa.
(23)

La intoxicacion causa tres entidades clinicas reconocidas: gastroenteritis, septicemia e infeccion de
heridas. El cuadro intestinal es el mas frecuente, caracterizado por diarrea acuosa y colicos

abdominales, que pueden acompafiarse de nauseas, vomitos, fiebre y cefalea. ¢
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Diagnostico

El microorganismo es demostrable mediante coprocultivo, a través de un hisopado rectal y
cultivado en agar TCBS presentando colonias verdes-azul de 2.5 mm de diametro. @® Analisis
microbiologico de alimentos cultivados en agar TCBS presentando colonias verdes-azul de 2.5 mm

de diametro. 17:23)
Tratamiento

Para tratar cualquier infeccion de los 3 vibrios antes mencionados, el pilar basico es la adecuada y
precoz rehidratacion. La mayoria de los casos pueden tratarse con solucién liquida oral; el
tratamiento intravenoso s6lo es necesario en los casos mas graves. La antibioterapia disminuye la
duracion de los sintomas y la excrecion de vibriones por heces. La doxiciclina en dosis Unica es el

tratamiento actual de eleccion. -9 10.13.19)
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3. Marco de referencia

+ En el 2004 Baizabal y col, En el Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades de
los Estados Unidos de Norteamérica documentaron 92 casos de infeccién por Vibrio
vulnificus, de los cuales 64 habian desarrollado septicemia y en 28 de estos la puerta de
entrada fue una herida en la piel.

+ EI 20 de noviembre de 2010 el Ministerio de Salud Publica y Poblacion (MSPP) de Haiti
notifico 60 240 casos de colera en todo el pais, 1415 de ellos mortales. La tasa de letalidad
en los hospitales fue del 2.3%; el 67% de las muertes se produjo en los servicios de salud,
y el 33% en la comunidad. ¥

* E13de octubre de 2010 se registraron 40 468 casos, 1879 de ellos mortales, en cuatro paises
(Camerun, Chad, Niger y Nigeria). A esta incidencia inusualmente elevada de célera
contribuyeron factores como la estacion de las lluvias y las inundaciones, las malas
condiciones higiénicas y los movimientos de poblacion de la zona. ¥

* En el afio 2010 Monsreal y col, en Japdn los reportes anuales de Instituciones de Salud
Publica y Centros de Salud sobre aislamiento de V. parahaemolyticus de origen humano
mostraron un incremento desde 1997. De acuerdo a los informes sobre brotes durante 1996-
1998, mensualmente la intoxicacion alimentaria por V. parahaemolyticus prevalecid mas
en verano. También aumentaron en otros paises como Tailandia. *® En Japon, es un agente
diarreico extremadamente importante, causo entre 50 y 70% de los casos de enteritis
transmitidas por alimentos, todos los brotes fueron asociados directa o indirectamente con
alimentos provenientes del mar. En el afio 1950, investigadores japoneses encabezados por
Fujino identificaron por primera vez a Vibrio parahaemolyticus como el causante de
intoxicacion alimentaria. 2

* EL 23 de Julio de 2012, La Republica Democrética del Congo (RDC) notifico un gran
aumento del nimero de casos de colera en la zona de conflicto armado de Kivu Norte. De
acuerdo con el informe, se notificaron 368 casos nuevos. Las zonas més afectadas fueron
Birambizo, Goma, Karisimbi, Kiroshe, Mutwanga, Mweso y Rwanguba. 4

* Enel afio 2012, Mufios y col, en Sucre Venezuela identificaron bacterias del género Vibrio
en moluscos bivalvos. Observando que la mayoria de las cepas aisladas corresponden a V.
alginulyticus seguida de V. parahaemolyticus. Lo cual indica que existen condiciones
favorables para su habitat, por lo que se debe considerar su vinculacién con posibles

infecciones adquiridas por el consumo de alimentos marinos crudos o mal cocidos. %)
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+ Enel afo 2013 (COFEPRIS) notifico en el pais 180 casos confirmados de célera por Vibrio
cholerae O1 Ogawa, uno de ellos mortal. De estos 180 casos, 2 fueron registrados en el
Distrito Federal, 159 en el estado de Hidalgo, 9 en el estado de México, 2 en el estado de
San Luis Potosi, y 8 en el estado de Veracruz, lo cual demuestra la necesidad de permanecer
en constante alerta, dada la cercania del estado de Puebla con las entidades afectadas por el

brote.
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4. Planteamiento del problema

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s), constituyen un importante problema de
salud a nivel mundial. Estas enfermedades se producen por el consumo de agua o alimentos
contaminados con bacterias, parasitos o bien las sustancias tdxicas que ellos producen. Durante la
temporada de calor se incrementa el consumo de productos del mar y la venta de estos en diferentes
establecimientos en el estado de Puebla, por ello, es necesario tener un control sanitario para poder
cuidar la salud del consumidor y poder identificar a microorganismos patdgenos que puedan estar
presentes en estos alimentos y que pudieran presentar un riesgo potencial para la poblacién al estar

pasando desapercibidos.

El mas reciente brote de cdlera en México en septiembre del 2013 demuestra la susceptibilidad de
la poblacion frente a estos patdgenos y muestra la importancia de la vigilancia y control sanitario
de los alimentos de origen marino. Tomando en consideracion que en el Laboratorio de Salud
Publica solo se busca la especie cholerae del género Vibrio, pudieran estar pasando desapercibidas
otras especies como parahaemolyticus y vulnificus los cuales segln la bibliografia son causantes
en enfermedades importantes en el ser humano; por lo tanto, se desconoce si se encuentran o no
presentes en los alimentos de origen marino sobre todo en aquellos que se llegan a consumir crudos
o insuficientemente cocidos, lo cual acontece un problema ya que al no encontrar a Vibrio cholerae
el resultado se da como negativo y no se le da seguimiento a este tipo de productos, lo que

posteriormente pudiera generar un riesgo para la poblacién del estado de Puebla.

¢Se encuentran presentes las especies patdgenas cholerae, vulnificus y parahaemolyticus del
género Vibrio en muestras de camarones y moluscos bivalvos de mercados y supermercados del
Estado de Puebla?
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5. Justificacion
En los ultimos afios se ha incrementado el interés sobre la investigacion de algunas especies del

género Vibrio en los sistemas marinos y alimentos debido a las enfermedades causadas en la
poblacién mundial, por ello es necesario ofrecer a la poblacion alimentos seguros libres de
contaminacion por este tipo de microorganismos. Una deficiente calidad sanitaria de los alimentos
se traduce en dafios de variada naturaleza para las poblaciones implicadas. Los dafios incluyen
presentacion de enfermedades, gastos de atencion médica, pérdidas econémicas por deterioro de

los alimentos, dafio al turismo, y causa de muerte.

En el Laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla se realiza la busqueda intencionada de
microorganismos de interés sanitario entre ellos Vibrio cholerae en pescados y mariscos, pero se
desconoce si estan 0 no presentes otras especies de importancia de este género como vulnificus y

parahaemolyticus, las cuales, segun la bibliografia, causan gastroenteritis y septicemias.

Tomando en consideracion que en 2013 se notificaron en el pais 180 casos confirmados de colera
por Vibrio cholerae O1 Ogawa, uno de ellos mortal; 2 registrados en el Distrito Federal, 159 en el
estado de Hidalgo, 9 en el estado de México, 2 en el estado de San Luis Potosi, y 8 en el estado de
Veracruz, lo cual demuestra la necesidad de permanecer en constante alerta, dada la cercania del
estado de Puebla con las entidades afectadas por el brote. De igual manera, cabe destacar que
existen reportes donde se menciona la presencia de las especies vulnificus y parahaemolyticus, los
cuales se encuentran presente de entre un 23 y un 27% para el primero y hasta un 16% del segundo.
Por lo tanto, surge el interés de conocer si se encuentran o0 no presentes en moluscos bivalvos y
camarones ya que pudieran ser considerados como un riesgo latente para la poblacién en general,

ya que este tipo de alimentos se llegan a consumir crudos o insuficientemente cocidos en el estado.

Con base a lo anterior el presente trabajo pretende poner de manifiesto la presencia de las tres
especies de este género consideradas patdgenas y que son transmitidas por alimentos de origen
marino especialmente moluscos bivalvos y camarones; y de esta manera brindar la informacion
necesaria a las autoridades sanitarias que permita sentar las bases para considerar su posterior
busqueda de manera rutinaria y de esta manera contribuir al cuidado de la salud de la poblacion en

general.
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6. Objetivos

a) General
1. Aislar e identificar especies patdgenas cholerae, vulnificus y parahaemolyticus, del género

Vibrio en muestras de camarones y moluscos bivalvos analizados durante el periodo abril
a mayo de 2015, en el Departamento de Vigilancia Sanitaria del Laboratorio de Salud
Publica del Estado de Puebla.

b) Particulares
2. Procesar muestras de camarones y moluscos bivalvos ( mejillon, almeja, ostras ) de acuerdo
a la técnica del numero mas probable.
3. Aislar e Identificar a Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus mediante
la técnica del nimero més probable y cultivo microbiolégico.

4. Confirmar resultados mediante el sistema semi- automatizado Vitek 1.
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7. Disefno del estudio:

a) Tipo de estudio

Observacional, descriptivo, transversal, prospectivo.
b) Universo de trabajo

Poblacion fuente

Todas las muestras de alimentos que ingresan en la coordinacion de Vigilancia Sanitaria del

Laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla, en el periodo abril a mayo de 2015.

Tamafio de la muestra

57 muestras de camaron, 5 de almeja y 3 de mejillon recibidas en la Coordinacion de Vigilancia
Sanitaria del Laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla durante el periodo abril a mayo de
2015 y cumplan con los criterios de inclusion.

c) Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

e Muestras de camarones y moluscos bivalvos ( mejillon, almeja, ostras, navaja ).

e Cantidad minima de 160 g.

e Muestras recibidas dentro de las 24 h de su recoleccion.

e Muestras transportadas a temperatura de refrigeracion (2-8°C)

e Muestras acompafiadas de un acta de muestreo o solicitud de analisis con datos necesarios.
e Muestra perfectamente identificada mediante una etiqueta completamente requisitada.

Criterios de exclusion

e Cantidad insuficiente
e Muestreo con mas de 24 h de haber sido tomada.
e Muestras mezcladas en un mismo recipiente.

e Recipiente no autorizado por la SSA.
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Criterios de eliminacion

e Todas aquellas muestras de camarones y moluscos bivalvos que ingresen al laboratorio y que

no cumplan con los criterios de inclusion
d) Disefio estadistico

Para la presentacion de la informacion se utilizara una estadistica descriptiva; mediante el uso

de tablas de frecuencia y gréfica de barras.
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8. Material y metodologia

Estimacion de la densidad microbiana por la técnica del nimero mas probable (NMP).
Aplicacion.

Este método es aplicable a cualquier grupo bacteriano de interés sanitario, especialmente en
productos que se encuentran en bajas concentraciones de microorganismos (10 por gramo o ml).
Ejemplo: Leche, agua, alimentos; que por su consistencia pueden interferir con la exactitud de la
cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C.).

Fundamento.

Se basa en la dilucion de la muestra en tubos multiples, de tal forma que todos los tubos de la menor
dilucion sean positivos y todos los tubos de la dilucién mas alta sean negativos. El resultado

positivo se demuestra por la presencia de gas o crecimiento microbiano.

Para obtener el NUimero Mas Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoria de la
probabilidad, lo cual tiene como condicion lo siguiente:

- Una distribucion aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.
- Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.

- Los microorganismos presentes en la muestra creceran en el medio, cuando son incubados y

se mantengan en las condiciones adecuadas para su desarrollo.

Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra debera diluirse para dar cumplimiento a las
condiciones. La forma mas comun de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y
usando un inoculo en series de 3, 5 0 10 tubos en serie. A medida que el nmero de tubos inoculados

para cada dilucion aumentan se reducen los limites de confianza.
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9. Estimacion de la densidad microbiana por la técnica del nimero mas probable (NMP).
Cuantificacion de los Vibrio choleare, Vibrio vulnificus y Vibrio parahaemolyticus, en
alimentos de origen marino.

Prueba presuntiva.

1. Preparacion de la muestra.

a) Crustaceos.

Para el caso de camarones, utilizar todo el cuerpo hasta completar 50 gramos; si el carideo es muy

grande utilizar, porciones de todas las partes del cuerpo.

b) Moluscos bivalvos.

En general se debe tener un minimo de 10 a 12 piezas de moluscos seleccionar animales

completos, desconcharlos y obtener 50 gramos entre licor y carne.

2. Preparacion de las diluciones decimales.

a) crustaceos.

Adicionar 450 ml de agua peptonada como diluyente para obtener la dilucién 1:10, homogenizar
por 1 minuto en licuadora y preparar diluciones decimales adicionando 1 ml de la dilucién 1:10 a
un tubo que contenga 9 ml de agua peptonada hipersalina para formar la dilucién 1:100 y de esta
tomar 1 ml y adicionarlo a un tubo que contenga 9 ml de peptona hipersalina para formar la dilucion
1:1000.

b) Moluscos bivalvos.

Adicionar 450 ml de agua peptonada como diluyente para obtener la dilucion 1:10, homogenizar
por 1 minuto en licuadora y preparar diluciones decimales adicionando 1 ml de la dilucién 1:10 a
un tubo que contenga 9 ml de agua peptonada hipersalina para formar la dilucién 1:100 y de esta
tomar 1 ml y adicionarlo a un tubo que contenga 9 ml de agua peptonada hipersalina para formar
la dilucion 1:1000.

3. Enriquecimiento.
Por duplicado, Inocular 1 ml de cada dilucién en tres tubos que contengan 10 ml de agua peptonada

hipersalina e incubar por 18-24 horas a 35-37 °C.
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Prueba confirmatoria.

4. Lectura de la prueba presuntiva: Observar y elegir los tubos de ambas series que presenten
turbidez; homogenizar.

5. Aislamiento: Tomar de estos una asada y sembrar mediante el método de estria cruzada en
placas de TCBS e incubar por 18-24 horas a 35-37 °C.

6. Lectura de placas de TCBS.

Seleccionar de 2-3 colonias amarillas grandes, lisas, (positivas para la fermentacion de la sacarosa)

y ligeramente achatadas, con el centro opaco y los bordes transltcidos; y de 2-3 colonias verde

azules redondas, opacas de 2- 3 mm de didmetro. Sembrar en base de agar con 2% de NaCl, e

incubar por 18-24 horas a 35-37 °C.

7. ldentificacién bioquimica.

Realizar pruebas de género (oxidasa, catalasa, string). En caso de ser positivas, proceder a la
siembra de las siguientes pruebas bioquimicas TSI, LIA, MIO, ARGININA, T1No, T1N3 T1Ne, T1Ns,
T1N1o, € incubar por 18-24 horas a 35-37 °C. Y adicionar NaCl en diferentes concentraciones de

acuerdo a la siguiente tabla.

[]1NaCl 0% 3% 6% 8% 10%

Nota: a menos que se especifique otra cosa todos los medios de esta seccion deberan contener de
2 a3 % de NaCl. @9

8. Estimacion del NMP.

Realizar lectura de las pruebas

Considerar positivos aquellos que hayan sido confirmados mediante pruebas bioquimicas
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10. Diagramas de trabajo

a) Esquema general de trabajo.

Lt e el e o) B 2 PLle.
—
e

Fuente: Disefio del estudio.
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11. Esquema de trabajo base para la determinacion de Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, en alimentos de origen marino, en base a la técnica del
namero mas probable. (Prueba presuntiva)

10 ml de agua
peptonada
hipersalina +
1ml de Dilucién
1:10.

Moluscos bivalvos y
crustaceos

450 ml de agua
peptonada

Agitar
vigorosamente 1
minuto

1mi

Incubar a 35-37 °C
18- 24 h.

por

9 ml de agua
peptonada
hipersalina +
1ml de Dilucién
1:10

1mi

450 ml de agua
peptonada + 50 g de

1ml

10 mi
peptonada
hipersalina + 1ml de
Dilucion 1:10.

de agua

Dilucién 1:10

= 9 ml de agua

peptonada
hipersalina +
1ml de Dilucidn

1ml

10 ml de agua peptonada
hipersalina + 1ml de
Dilucién 1:100.
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12. Cuantificacion de los Vibrio choleare, vulnificus y parahaemolyticus.

Tubos positivos turbios

=] = = =] = =] = = =]
Lectura de la prueba presuntiva
Serie incubada a 35-37°C Tubos con turbidez
Estria cruzada
TCBS
. o \ 4
Colonias amarillas Colonias verdes - azules
AST AST
Oxidasa,
catalasa,
string
Negativa Positiva
B [ i ] v (T n B
Descartar
TSI LIA MIO ARG CITRATO TiNo TiN3 TiNe TiNg TiN1o

Incubar a 35-37 °C

18-24h

Lectura de pruebas BIOQUIMICAS

Fuente: NOM-112-SSA1-1994

NOM-242-SSA1-2009
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13.Confirmacion mediante Vitek 11

a8
Incubar a 35-37 °C 3 ml de
solucion Ajustar turbiedad
18-24 h hipersalina Justar !
a 0.50-0.63
McFarland
v
|
S {1 01 11 L |
\ - | |
Tarjeta Cassette

Inoculacién

Sellado e incubacién de
tarjetas.

Lectura de reacciones Obtencion de
resultados

Fuente: Disefio del estudio
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14.Resultados y discusion
Las infecciones causadas por la mayoria de las especies de Vibrio estan usualmente asociadas a la

ingestion de camarones y moluscos contaminados; los sintomas que manifiesta el paciente van
desde gastroenteritis, infeccion en la piel, septicemia, llegando a la mortalidad en el caso de
pacientes inmunocomprometidos. Ademas, pueden actuar como patdgenos de organismos
acuaticos de importancia comercial.

El estado se integra por 217 municipios agrupados en 10 Jurisdicciones Sanitarias (J.S.), las cuales
varian en caracteristicas geograficas, lo cual determina las caracteristicas fisiograficas, clima,
vegetacion, fauna y uso de suelo. En el trabajo realizado se obtuvieron muestras de solo 6

jurisdicciones, de las 10 que conforman el estado.(Tabla 1)

Tabla 1. Jurisdicciones del estado de Puebla.
No. de Nombre de No. de Nombre de
jurisdiccion jurisdiccion jurisdiccion jurisdiccion
1 Huauchinango 6 Puebla
2 Chignahuapan 7 Iz(car de
Matamoros
3 Zacapoaxtla 8 Acatlan de
Osorio
4 San Salvador el 9 Tepexi de
Seco Rodriguez
5 Huejotzingo 10 Tehuacén

Fuente: Ortega y col en 2009 (http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n090909/090909.pdf)

Se procesaron 65 muestras en total, procedentes de 6 jurisdicciones y un establecimiento particular,
de las cuales, 57 fueron de camaron, 5 de almeja y 3 de mejillén (Gréfico 1). EI nimero de muestras
por jurisdiccion fue: 6 de la jurisdiccion 3 (9%); 12 de la jurisdiccidn 5 (19%); 31 de la jurisdiccion
6 (48%); 3 de la jurisdiccion 7 (5%);1 de la jurisdiccion 8 (2%); 3 de la jurisdiccion 10 (5%); 8 del
particular (12%) (Gréafico 2) y fueron analizadas en el laboratorio de Salud Publica del Estado de

Puebla en el periodo de abril — mayo de 2015.
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Grafico 1. Tipo y nimero de muestras.

Fuente: Resultado del estudio.

C19%@12)

489%(31) /

mJURISDICCION 3 = JURISDICCION 5 =JURISDICCION 6
JURISDICCION 7 mJURISDICCION 8 mJURISDICCION 10
mPARTICULAR

N

65

Grafico 2. Numero de muestras obtenidas por jurisdiccion y un particular.

Fuente: Resultado del estudio.
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Se muestra el namero de muestras positivas al genero Vibrio de un total de 65 que se recibieron en
el laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla, resulto (9) de muestras positivas contra (56)

muestras negativas de un total de (65) muestras grafico 3.

N=65

Negativas
(56)

u Negativas m Vibrio

Grafico 3. NUmero de muestras positivas al género Vibrio

Fuente: Resultados del estudio.

En la tabla 2 se muestra el nimero de cepas aisladas de acuerdo a las 3 diferentes especies de
Vibrio aisladas obteniendo Vibrio parahaemolyticus (5/65), Vibrio vulnificus (3/65) y Vibrio
cholerae (1/65). Esto es de un nimero total de 65 nuestras de las cuales solo 9 presentaron

crecimiento positivo a especies del género Vibrio de interés en este estudio.

Tabla 2. Numero de muestras y jurisdiccion por especie del género Vibrio.

Puebla (4) camarén,
Huejotzingo (1) almeja
Puebla (2) camarén
Particular (1) camaron

Zacapoaxtla (1) camar6n
9

Fuente: Resultado del estudio.
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De las 65 muestras analizadas de las 6 jurisdicciones y un particular, sélo se identifico al genero
Vibrio en 3 de éstas (3,5,6) y en las muestras del particular obteniendo un total de 9 cepas,
presentando la jurisdiccién 6 el porcentaje méas alto con un 67 %, seguido de la jurisdiccion 3,y 5
y el particular con un 11 %. De el resto de las jurisdicciones no se obtuvieron aislamientos del

género (Grafico 4).

11%(1)

67%(6)

JURISDICCIGON 3 = JURISDICCION 5 JURISDICCION 6 PARTICULAR

Gréfico 4. Porcentaje total de cepas aisladas del género Vibrio de la jurisdiccion 3, 5, 6 y particular.

Fuente: Resultado del estudio.

Al presentar la jurisdiccion 6 el porcentaje mas alto de aislamiento (67 %) se puede deducir que
tiene una relacion l6gica con el numero de muestras procedentes de ésta que fueron 31/65 muestras
recibidas, esto podria estar relacionado con que la jurisdiccion 6 es Puebla capital y, es importante
recordar que se encuentra un numero considerable de marisquerias y pescaderias que en algunos

casos la venta se realiza al aire libre.

De las 9 cepas identificadas como Vibrio, 5 fueron positivas a Vibrio parahaemolyticus, 3 a Vibrio
vulnificus y 1 muestra positiva a Vibrio cholerae no O1 (Tabla 3).

Las 9 cepas fueron procedentes de muestras de las jurisdicciones 3,5,6 y el particular. Las 3
especies, segun la bibliografia, causan algun tipo de dafio al ser humano, esto dependera del estado

fisiolégico en que este se encuentre y la cantidad de microorganismos que ingiera, Vibrio cholerae
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fue aislada de camaron, una cepa de Vibrio parahaemolyticus fue aislada de almeja y 4 de camarén,

las 3 cepas de Vibrio vulnificus fueron aisladas de camarén.

Tabla 3. Especies de Vibrio aisladas en 6 jurisdicciones y un particular.

. Jurisdiccion  cholerae  parahaemolyticus  vulnificus
s

5 1
6 4 2
A

8

-

- Particular !
_Total de colonias 1 5 3

Fuente: Resultados del estudio.

Las muestras se procesaron mediante la técnica del nimero mas probable (NMP) obteniendo los
siguientes resultados (Tabla 3), se puede considerar que la dosis infectiva para Vibrio
parahaemolyticus es de 10°-10" UFC/g, el periodo de incubacion es de 12-24 horas, Se han
reportado casos de infecciones extraintestinales en el ojo, oido, tracto urinario y en heridas
superficiales, ademas de procesos de septicemia asociado a enfermedades como alcoholismo,
enfermedad renal, vascular, VIH, diabetes. Para Vibrio vulnificus se reporta que la dosis infectiva
es de menos de 100 organismos, En individuos inmunocomprometidos como diabéticos, cirréticos,
con afeccién crénica en el higado y alcoholicos, actla 24 horas después de la ingestion de las
bacterias. invade el torrente sanguineo caracterizado por fiebre, escalofrié, y los niveles de fierro

son elevados en suero hasta la disminucion de la presion sanguinea llegando al shock séptico.

La dosis infectiva de Vibrio cholerae requerida para causar enfermedad clinica varia de 100-10
000 organismos / g. El periodo de incubacién de la bacteria es de 24 - 48 horas. Los sintomas se
inician con ataque subito de diarrea acuosa, seguido por vomito, Todas las personas estan en riesgo,
pero los nifios y los ancianos son los que se encuentran en mayor peligro y son mas severamente
afectados. Ademas, las personas con grupo sanguineo “O” son mas susceptibles y la causa de esto
es desconocida. Con base a los resultados obtenidos nos damos cuenta que la dosis es menor de lo
obtenido en este estudio, lo cual demuestra que la poblacion pudiera encontrarse en riesgo de

contraer alguna patologia relacionada con estos microorganismos.
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Tabla 3. Resultados obtenidos por técnica del nimero mas probable.

240 NMP/g
> 1, 100 NMP/g
> 1, 100 NMP/g
> 1, 100 NMP/g

1,100 NMP/g
1,100 NMP/g
> 1, 100 NMP/g
1,100 NMP/g
1,100 NMP/g

I

Fuente: resultados del estudio.

En el grafico 5 se muestra el porcentaje de cepas aisladas de acuerdo a las 3 diferentes especies de
Vibrio aisladas obteniendo Vibrio parahaemolyticus 56 %, Vibrio vulnificus 33% y Vibrio cholerae
11%.

= vulnificus - parahaemolyticus ® cholerae

Grafico 5. Porcentaje por especie del género Vibrio.

Fuente: Resultados del estudio.
Para la identificacion de dichos microorganismos se requiere la combinacion de diferentes ensayos,
entre ellos el uso de medios de cultivo selectivo, realizacion de pruebas bioquimicas y aplicacién
de sistemas comerciales automatizados. Los métodos bioquimicos automatizados han sido motivo
de constante actualizacion en los ultimos afios y han demostrado un progresivo aumento en el nivel
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de certeza en la identificacion, como se ha mostrado en la utilizacion de este tipo de sistemas en
este trabajo. Con respecto a los resultados obtenidos en este estudio se pone de manifiesto la
insalubridad de los alimentos de origen marino, especificamente el camaron, el cual se vende en
algunos lugares del estado sin estar en cadena en frio, comercializando este tipo de alimentos en
banquetas al aire libre con temperaturas altas, lo cual incrementa la proliferacion de los
microorganismos. Las personas que se dedican a la manipulacion de este tipo de alimentos estan

en riesgo latente de llegar a contraer algdn tipo de patologia.

Los moluscos bivalvos son un vehiculo bien documentado de transmision de enfermedades
causadas por las especies de Vibrio, (Rodriguez y col., 2014) especialmente por Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Vibrio cholerae. Representando un riesgo intrinsecamente
mayor que otros alimentos de origen marino debido a su actividad como animales filtrantes que
concentra los patdgenos presentes en el agua. A menudo se consumen Vivos, crudos o despues de
un cocimiento insuficiente.
La mejor medida para la prevencion de la infeccion es realizar una adecuada higiene personal y
ambiental, medidas preventivas que pueden resumirse en 3 puntos fundamentales:

e Suministro adecuado de agua potable.

e Desecho higiénico de las heces humanas.

e Buena higiene en los alimentos.
Las medidas para la higiene efectiva de los alimentos incluyen cocinar bien la comida, refrigerarla;
prevenir la contaminacion de tipo cruzada.
Con respecto a los sistemas semi automatizados de identificacion como el Vitek 1l se puede decir
que tiene una sensibilidad del 71.1 % y especificidad del 100 % segun lo reportado por Oderiz y
col en el afio 2011, por lo tanto, es importante la utilizacion de este tipo de sistemas para la
identificacion de microorganismos. Sin embargo, el cultivo microbiolégico sigue siendo
considerada la prueba de oro para la identificacion. La confirmacion de los aislamientos de las
muestras analizadas se realizo al 100 %, los resultados obtenidos por el sistema Vitek 11 presentan
porcentajes de probabilidad bastante confiables con lo cual se demuestra que dicho método
constituye una herramienta con un nivel de confianza confiable en la identificacion de

microorganismos.
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15. Conclusiones

1. Selogro aislar e identificar 5 cepas de Vibrio parahaemolyticus, 3 cepas de Vibrio
vulnificus y 1 cepa de Vibrio cholerae mediante la técnica del nimero méas probable y
cultivo microbioldgico.

2. 56 muestras resultaron negativas a las especies del género Vibrio de interés.

3. los aislados obtenidos por la técnica del nimero mas probable y cultivo microbiol6gico
fueron satisfactorios al confirmarlos por Vitek Il.
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15. Sugerencia
Buscar de manera rutinaria en el laboratorio de Salud Publica del Estado de Puebla Vibrio cholerae,

Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus que permitira evaluar la calidad sanitaria de los
productos del mar consumidos por la poblacion. En este sentido en este trabajo se combind la
técnica probable para su aislamiento e identificacion. Basandose inicialmente en la NOM-242-
SSA1-2009 (peso y diluyente) y en la Fuente: NOM-112-SSA1-1994 del NMP.
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Anexo 1

v" Botellas de dilucion
TermoOmetro de méximas para autoclave calibrado
Tubos de ensaye de tapdn de rosca 16x150mm
Tubos de ensaye de tapdn de rosca 25x200mm
Tubos de ensaye de tapdn de rosca 13x100mm
Espéatulas
Cuchillos
Pinzas
Matraces Erlenmeyer o botella de polipropileno de 500 ml y 1000ml
Desconchadores
Asas bacterioldgicas

Frascos de 500 ml

LSRN N N N N N U N N NN

Cajas Petri
Probetas de 100, 200 y 1000ml
Equipo:

\

v"Incubadora con termometro verificado

v’ Balanza granataria

v Autoclave con termometro calibrado

v" Horno

v" Potenciémetro
Reactivos y medios de cultivo:

v Regulador de fosfatos pH 7.4
Agua peptonada alcalina (APA) con 3% de NaCl
Agar tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS)
Caldo triptona y caldo tripona con cloruro de sodio (concentraciones de 3, 6,8 y 10%)
Agar soya tripticasa con 2% de NaCl
Agar medio MIO

NN
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