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ABSTRACT

One of the factors of the rapid disappearance of the Titicaca Water Frog (Telmatobius culeus) is the
illegal collection for their consumption in juices. This activity is popular in Lima since people attributed
it healing and aphrodisiac properties. But it is possible that pathogenic microorganisms for humans are
present in the skin of these frogs, such as Vibrio cholerae, V. alginolyticus and V. fluvialis, known to
cause intestinal infections, mostly. Due to environmental conditions and the contamination of Lake
Titicaca, it was proposed that these bacteria of the genus Vibrio could be present in the skin of wildlife
T. culeus. The study was carried out in March 2018, samples were collected by swabbing the cutaneous
surface of 35 frogs captured at two points of Lake Titicaca (North Perka and Chifrén). The samples were
sent to the microbiology laboratory of the Universidad Peruana Cayetano Heredia where they were
grouped, enriched and cultivated in the TCBS and TSA agar medium. Subsequently, biochemical tests
were carried out and lastly, the samples were sent to the National Health Institute (INS), where an API
20 E kit was used for identification. No bacteria of the genus Vibrio were identified. The results indicated

the presence of Aeromonas hydrophila, Shewanella putrefaciens and Shewanela spp.

Keywords: Telmatobius culeus, Vibrio, epidemiology, microbiology



RESUMEN

Uno de los factores de la rapida disminucidn de la poblacién de la rana gigante del Titicaca (Telmatobius
culeus) es la colecta ilegal para su consumo en jugos. Esta actividad es popular en Lima puesto que se
le atribuyen propiedades curativas y afrodisiacas, pero es posible que microorganismos patégenos para
el humano estén presentes en la piel de estas ranas, tales como Vibrio cholerae, V. alginolyticus y V.
fluvialis, conocidos por ocasionar mayormente cuadros de infeccion a nivel intestinal. Debido a las
condiciones ambientales y contaminacion del lago Titicaca, se plante6 la hipdtesis de que estas bacterias
del género Vibrio podrian estar presentes en la piel de T. culeus de vida libre. El estudio se llevd a cabo
en marzo del 2018, se realizaron hisopados de la superficie cutdnea de 35 ranas capturadas en dos puntos
del lago (Perka Norte y Chifron). Las muestras se enviaron al laboratorio de microbiologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia donde se agruparon, enriquecieron y cultivaron en los medios
Agar TCBS y TSA. Posteriormente se usaron pruebas bioquimicas y se enviaron al Instituto Nacional
de Salud, donde se utiliz6 el kit API 20 E para su identificacion. No se identificaron bacterias del género
Vibrio. Los resultados indicaron la presencia de Aeromonas hydrophila, Shewanella putrefaciens y

Shewanela spp.

Palabras clave: Telmatobius culeus, Vibrio, epidemiologia, microbiologia



INTRODUCCION

El lago Titicaca se encuentra en la regién altiplanica de Per( (Departamento Puno) y Bolivia
(Departamento La Paz), a 3,810 msnm y tiene un area de 8,100 km? aproximadamente. Abarca dos
sectores, separados por el estrecho de Tiquina: El lago mayor hacia el noroeste, con 6,450 km? de éarea.
Y el lago menor, llamado también lago Huifiaymarca, hacia el sureste, con 1,400 km?. Tanto Peri como
Bolivia comparten los dos sectores, aunque la mayor parte corresponde al Pert (55%). Este lago es de
gran importancia para la conservacion ya que en esta region se encuentra la mayor concentracion de
diversidad de ecosistemas, especies y recursos genéticos del altiplano. Es debido a ello que fue

designado como humedal de importancia internacional o sitio Ramsar en el afio 1997 (MINAM, 2014).

Dentro de las especies que pueden ser halladas, esté la rana gigante del Titicaca (Telmatobius
culeus). Esta especie fue descrita por primera vez por Garman en 1876, es miembro la familia
Telmatobiidae del Orden Anura, es endémica del lago Titicaca y lagunas adyacentes de la region (Ramos
etal, 2019). T. culeus es una rana estrictamente acuatica conocida por su gran tamarfio, se han observado
ejemplares que miden 140 mm de SVL (snout-vent length) y pesan més de 250 g (Hutchison et al, 1976).
Su cabeza es ancha y aplanada, al igual que su cuerpo; su piel es lisa, holgada, con prominentes pliegues,
puede ser verrugosa a los costados y presenta multiples glandulas a nivel dorsal que secretan una mucosa

no irritante pero pegajosa (Allen, 1922; Vellard, 1951).

Los bajos niveles de oxigeno del agua, llevaron a estas ranas a desarrollar diversas adaptaciones.
Una de ellas es su abundante piel distribuida en pliegues, que le permite extender la superficie donde se
lleva a cabo el intercambio gaseoso (Vellard, 1922; Hutchison et al, 1976). Cuenta con pulmones y en
algunas disecciones se ha encontrado pequefias cantidades de gas dentro; sin embargo, son muy
reducidos, poco vascularizados y miden menos de la tercera parte que se esperaria de una rana de su
tamafio, es por eso gue se considera que la respiracion es basicamente cutanea (Allen, 1922; Hutchison

et al, 1976).



Otra de las adaptaciones para la vida acuatica a gran altitud es poseer una elevada cantidad de
glébulos rojos, los cuales son muy pequefios a comparacion de otros anuros y tienen importante afinidad
por el O, esto favorece la oxigenacidn de los tejidos del cuerpo y la eliminacion del didxido de carbono
eficientemente (Hutchison et al, 1976). Las extremidades posteriores son mas largas que las anteriores
y pueden llegar a ser més largas que el cuerpo (SVL), completando su disposicidn al nado. Los cuatro
dedos de los miembros anteriores son cortos y libres, y los cinco dedos de los miembros posteriores,

largos y palmeados (ALT y PNUD, 2000).

Su alimentacion natural comprende pequefios peces del género Orestias, invertebrados
acuaticos, gusanos, caracoles, anfipodos y renacuajos (Allen, 1922; ALT y PNUD, 2000). No se han
reportado depredadores propios de la especie, pero se ha observado gaviotas y zambullidores

alimentandose de ellas (Jhazel Quispe, comunicacién personal).

En las ultimas décadas, un alto porcentaje de la poblacion autoctona se ha visto reducido (Ramos
et al, 2019; ALT y PNUD, 2002). Al ser un anfibio estrictamente acuético, esta especie es sensible en
gran medida a cambios en el ambiente que lo rodea y es un excelente indicador de la calidad ambiental.
Una de las principales amenazas de esta especie es la degradacion de habitat debido principalmente a la
contaminacidn por vertimiento de aguas residuales sin tratamiento adecuado, disposicion de residuos
solidos, vertimientos de la actividad minera, pesticidas, agricultura y ganaderia (MINAM, 2014;

Mendoza, 2018).

Otra amenaza preocupante es la colecta por parte de pescadores artesanales. Los ejemplares
extraidos son vendidos a mayoristas y son transportados en cajas de madera desde Puno hacia diferentes
partes del Peru, para finalmente ser destinados al consumo humano (Puntriano et al, 2018). Uno de los
destinos méas importantes es la ciudad de Lima, donde existe una gran demanda para el consumo de rana

licuada conocido como “extracto de rana” y se sacrifican un promedio de 150 ranas diarias (ALT y



PNUD, 2000). Esto debido a que se le atribuye propiedades medicinales y afrodisiacas (ALT y PNUD,

2000; Reading 2011), pese a que no existe evidencia cientifica que lo confirme.

También se enfrentan a otras amenazas como la presencia de especies exoticas invasoras y
enfermedades como la quitridiomicosis. Esta es una enfermedad infecciosa causada por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) y fue detectado en T. culeus en la zona de amortiguamiento de la

Reserva Nacional del Titicaca en el 2014 (Berenguel, 2014).

La rana gigante del Titicaca se encuentra categorizada como “En Peligro” por la Lista Roja de
la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza - UICN (IUCN SSC Amphibian Specialist
Group, 2020) y “En Peligro Critico” por el Estado Peruano (MINAGRI, 2014), ademas, se encuentra en
el Apéndice | de la Convencidon sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna 'y
Flora Silvestres - CITES (UICN y TRAFFIC, 2016). Al ser una especie endémica del lago Titicaca, es
considerada patrimonio natural, asimismo declarada especie de importancia por el Gobierno Regional
de Puno (GRP, 2014); cumple un rol importante en la cadena alimentaria y su desaparicion puede llevar
a la eutrofizacion del agua, cambios en la abundancia de invertebrados, fitoplancton y la dindmica de
materia organica, por lo que su colecta ilegal conlleva a la alteracion del ecosistema (Reading et al,

2011; Mendoza, 2018).

Entre los afios 2012 y 2013, alrededor de 400 individuos de ranas gigantes del Titicaca fueron
decomisados en el ex mercado La Parada del distrito La Victoria, Lima-Peru, destinadas a ser
ingredientes para jugos de rana (Aaronson, 2014). Se realizaron estudios para determinar la microbiota
de la piel de estas ranas, y los resultados revelaron la presencia de bacterias Vibrio cholerae, V.
alginolyticus y V. fluvialis, entre otras especies (Edery, 2015). Se plantearon tres escenarios donde las
bacterias pudieron haber sido adquiridas: el lugar de origen (lago Titicaca), durante el trayecto de Puno
a Limay el lugar de decomiso. Rastrear los pasos de los comerciantes de estas ranas es complicado por
lo que primero se debe descartar la posibilidad de que hayan sido adquiridas en el lago. Es por ello que

se formuld la hipdtesis de que diferentes vibrios estan presentes en la piel de T. culeus de vida libre.



Los tres microorganismos aislados en el estudio de Edery (2015), han sido reportados en heces
de pacientes con infeccion gastrointestinal y también, con menos frecuencia, en infecciones de tejidos
blandos o heridas (Blake, 1980; Uh et al, 2001; Huang et al, 2005; Vinh y Embil, 2005; Ramamurthy et
al, 2014). Sin embargo, no se cuenta con reportes de estas bacterias en la zona hasta la actualidad, a
excepcion del reporte de V. cholerae O1 biotipo El Tor; un agente patégeno en humanos que fue aislado

en muestras de agua del lago Titicaca en 1991 (Borroto, 2005).

Uno de los factores que podrian predisponer a la presencia de bacterias del género Vibrio en el
lago es la contaminacion por aguas residuales no tratadas. En un estudio se determind que mas del 50%
de la poblacién que habita en las riberas del lago carece de alcantarillado y las pocas plantas de
tratamiento de aguas servidas que existen estan colapsadas (MINAM, 2014). Otro factor importante es
la salinidad del lago. Los vibrios habitan en agua de mar y estuarios debido a su concentracion de sal,
3.5% en promedio y de 0.05 a 3.5%, respectivamente (NOAA, 2007), pero pueden ser encontrados en
fuentes de agua dulce (Bennett et al, 2014). Se han descrito zonas del lago por la parte peruana con
valores de salinidad que estan en el rango de 0.06 y 0.08% (MINAM, 2014), esto apoyaria la hip6tesis
de que bacterias del género Vibrio podrian habitar en el lago, puesto que esas lecturas ya se consideran

para agua salobre oligohalina (Fuentes y Massol-Deya, 2002).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar la presencia de bacterias del género
Vibrio en la piel de las ranas gigantes del lago Titicaca de vida libre, su relacion con la contaminacion
del lago y la presencia de estas bacterias debido a su relevancia para la salud publica como para la

conservacion de T. culeus y otras especies en el lago.



METODOLOGIA

1. Lugares del estudio

Los lugares donde se tomaron las muestras fueron la comunidad de Perka Norte, distrito de Plateria, en
la provincia y departamento de Puno en las coordenadas UTM 19L 417890E 8249345N, y la comunidad
de Chifron, distrito de Capachica, en la provincia y departamento de Puno en las coordenadas UTM 19L
412741E 8271452N (Figura 1). Ambos lugares cumplieron con las siguientes condiciones: se
encuentran en el lado peruano del lago Titicaca, presentan una salinidad de 0.08% en promedio
(MINAM, 2014) con ranas previamente avistadas (Dejoux e lltis, 1991) y con presencia de poblados
circunlacustres y desembocadura de desagties (UNEP y OEA, 1996). Perka Norte es el lugar con mayor
namero de individuos avistados y Chifron, el segundo, segun el Gltimo estudio de abundancia relativa
(Ramos et al, 2019). Las principales actividades socioeconémicas de Perka Norte son la pesca,
agricultura, ganaderia y turismo vivencial. De similar manera, en Chifron se realiza turismo en la zona

de playa y zona de camping.
2. Tipo de estudio

Este fue un estudio exploratorio de corte transversal que fue parte del proyecto “Estado de
conservacion de la rana gigante T. culeus y otros anfibios acuaticos Telmatobius spp. en el lago Titicaca
(sector peruano) y otras lagunas altoandinas del departamento de Puno”, con la Autorizacion de

Investigacion N.° AUT-1FS-2016-045.

3. Coleccién de muestras

Las capturas se realizaron en marzo del 2018 y el tipo de muestreo fue por conveniencia, es
decir, se recolectaron todos los anfibios metamorfoseados (ranas adultas o juveniles) que se encontraron.
Para esto se ingreso al lago con traje para buceo, méscara y esnorquel, y se capturd los ejemplares con

ayuda de una red de mano para pesca, con un tamafio de malla de 15 mm (Watson et al, 2017),



previamente desinfectada con Virkon®. Al momento de capturarlas, estas se colocaron dentro de bolsas
con cierre hermético Ziploc® con un tercio de agua del mismo lugar de donde se extrajeron para
mantenerlas himedas y puedan respirar (Aguirre y Lampo, 2006). Los animales estuvieron fuera del
lago por un periodo maximo de 45 minutos, siempre sumergidas en agua proveniente del mismo lago, a
excepcién del momento de la toma de muestra, que duré 2 minutos aproximadamente. Se utilizaron
guantes de nitrilo para la manipulacién de los anfibios, instrumentos y muestras. Una persona se encargo
de la sujecién correcta de los ejemplares colectados, y otra del manejo de instrumental y toma de

muestras.

Se les tomaron las medidas de longitud corporal (SVL) con un vernier digital, peso corporal con
una balanza de mano Pesola® (300g) y se inspecciond todo el cuerpo en busca de parasitos externos y
lesiones. Luego se procedié a realizar el hisopado alrededor de todo el cuerpo. Los hisopos con las
muestras se guardaron en el medio de transporte Amies con carbon contenido en tubos (Cevallos et al,
2002). Estos se conservaron a temperatura ambiente durante 48 a 72 horas en una caja de tecnopor hasta
llegar al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

4, Procesamiento de muestras

Ya que el estudio trataba de determinar la presencia de bacterias del género Vibrio y no
asociarlas a un valor de frecuencia, se formaron grupos. En Perka Norte se colectaron 17 muestras de
ranas por lo que se formaron dos grupos de seis hisopos y uno de cinco hisopos. En Chifrén se colectaron

18 muestras de ranas y se formaron tres grupos de seis hisopos.

Se tomaron los hisopos con material bioldgico agrupados y se mezclaron en un frasco con agua
peptonada alcalina (APW). Los frascos de APW se incubaron a 35° C + 2 ° C durante 6 a 8 h (Pazzaglia
et al, 1993: Lesmana et al, 1997; Kaysner et al, 2004). Con ayuda de un asa de siembra, se transfirié 3

mm de la pelicula superficial del cultivo de los frascos de APW a la superficie de una placa de agar



Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) seca y se sembré trazando estrias. Posteriormente, las placas
se incubaron de 18 a 24 h a 35° C + 2°C (Kaysner et al, 2004). Se anotaron las caracteristicas

morfoldgicas de las colonias.

Para realizar las pruebas bioquimicas se resembraron las colonias en agar de soja triptica con
cloruro de sodio en concentracion del 2% (TSA-2% NaCl) (Kaysner et al, 2004). Se realiz6 la tincion
Gram para verificar que los microorganismos eran bacilos Gram negativos. Después de comprobarlo,
las colonias se congelaron para mantenerlas viables debido al tiempo y disponibilidad insuficiente del
laboratorio. Este proceso se realizd en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Se colocé 0.8 mL de Brain
Heart Infusion Agar (BHI), con ayuda de un asa de siembra, se coloc6é una colonia dentro del tubo y
cuando la colonia crecid, se agregd 0.2 mL de glicerol. Se homogenizé cada tubo con un vortex, se

colocaron en una caja de almacenamiento y se llevaron a la congeladora a -80° C.

Las muestras se reactivaron posteriormente usando APW y sembrando en TSA-2% NaCl.
Cuando las colonias crecieron, se llevaron a cabo las pruebas de oxidasa y catalasa. Se excluyeron
aquellas bacterias que dieron negativo a alguna de las dos pruebas ya que las bacterias del género Vibrio
son positivas a ambas. Luego, se realizd otra resiembra en TSA-2% NaCl para tener colonias frescas y
poder realizar la prueba de sensibilidad al agente vibriostatico O/129 (Bioanalyse, Turquia), para discos
de 10 pg y 150 ug. La prueba de agente vibriostético (0/129) se llevé a cabo en agar de soja triptica con
cloruro de sodio en concentracion del 0.5% (Dalynn Biologicals, 2014). Se anotaron los resultados para
cada disco y se excluyeron aquellos gue dieron negativo a ambos discos. Ademas, se realizaron pruebas
de salinidad para cada una de las bacterias seleccionadas al 4%, 6% y 8% de NaCl en tubos de
microcentrifuga de 1.80 mL con APW. Esto debido a que los vibrios patégenos (excepto V. cholerae y
V. mimicus) pueden tolerar altas concentraciones de sal a diferencia de las aeromonas que soportan una
concentracion maxima de 4% de NaCl generalmente (McClure et al, 1994; Garcia, 1997; Fu et al, 2014).
Los resultados de las pruebas de salinidad se consideraron positivos en caso de presentar turbidez por

crecimiento de las bacterias y negativos en caso de ausencia de turbidez.
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Después de seleccionar las cepas positivas, se remitieron muestras al Laboratorio de
Enteropatégenos del Instituto Nacional de Salud para la identificacién de cepas. De las 11 colonias
testeadas en la prueba de concentracion de NaCl, una no crecié en la resiembra. Por lo que se enviaron
solo 10 cepas. Se utilizo la tira de diagnéstico API® 20E y el programa APl WEB para la identificacion

de las colonias aisladas.

Se decidi6 considerar la presencia de bacterias del género Vibrio en piel de T. culeus como cierta
si alguna fuera aislada e identificada. Si existiese presencia de vibrios, los resultados se expresarian
segln lugar de toma de muestras. De lo contrario, no se podria asegurar la ausencia de las bacterias en

la piel de las ranas gigantes del Titicaca o la zona.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de ética institucional de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Los animales fueron tratados de forma responsable y bajo los principios éticos que
la universidad rige. Cabe resaltar que luego de la captura y toma de muestras, los animales fueron

devueltos al lago en el mismo lugar donde fueron colectados.
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RESULTADOS

Se capturaron 17 ranas en Perka Norte y 18 ranas en Chifrén. Las ranas en Perka Norte tuvieron
un peso corporal promedio de 24.15 g con una longitud corporal (SVL) de 57.35 mm. En cuanto a las
ranas colectadas en Chifron, el peso estuvo alrededor de los 34.06 g y SVL promedio fue de 58.12 mm.
Se encontraron sanguijuelas adheridas sobre la piel de algunos animales, observandose una menor

presencia de estos en las ranas de Perka Norte a comparacion de Chifron. (Tabla 1y 2).

Tablal. Medidas de longitud (SVL), peso y nimero de sanguijuelas de las ranas colectadas en Perka

Norte
o Longitud - SVL Sanguijuelas
N° de rana g(mm) Peso (9) g(nj)
1 66.1 29.9 0
2 54.5 27 6
3 50.3 155 4
4 51.1 26.5 8
5 54.8 22 3
6 56.7 19 1
7 52.5 18 0
8 59.2 26.7 7
9 64.5 29 2
10 60.3 28 0
11 58.7 275 0
12 62.2 24.5 1
13 56.9 22 0
14 51.3 195 0
15 59.7 25 0
16 54.8 225 0
17 61.4 28 0
Promedio 57.35 24.15
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Tabla2. Medidas de longitud (SVL), peso y nimero de sanguijuelas de las ranas colectadas en

Chifron
N® de rana Longzm?n) vk Peso (g) Sanguijuelas(n)
1 54.3 33 2
2 60.4 36 2
3 55.5 26 4
4 62 33 5
5 57.8 39 0
6 62.9 35 4
7 55 35 0
8 58.5 39.5 0
9 52 28 4
10 61.7 35 5
11 61.5 425 3
12 62.1 39.5 4
13 58.2 31 0
14 53.4 32 3
15 60.9 39 6
16 56.4 30 5
17 56.5 29.5 3
18 57.1 30 7
Promedio 58.12 34.06

En cuanto al procesamiento de muestras de la piel de las ranas, se seleccionaron 27 colonias que
crecieron en agar TCBS. Después de analizarlas segun sus resultados frente a la tincién Gram y
reacciones de catalasa, oxidasa y sensibilidad a O/129, se escogieron 11 colonias (siete de Perka Norte
y cuatro de Chifron). Estas colonias fueron escogidas debido a que eran compatibles con caracteristicas

fenotipicas de bacterias del género Vibrio.

Se enviaron diez cepas sospechosas de pertenecer al género Vibrio al INS. De estas, cuatro cepas
resultaron negativas a las tres concentraciones de NaCl (4%, 6% y 8%) utilizadas en la prueba de
salinidad. Las seis cepas restantes (GT-2, GT-3, GT-7, GT-9, GT-13 y GT-18) arrojaron un resultado

positivo al crecer al 4% de NaCl; y solo una cepa crecié al 6% de NaCl (GT-18).
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Se identificaron nueve cepas del género Shewanella, dos de ellas Shewanella putrefaciens y una
cepa de Aeromonas hydrophila. Los resultados de la prueba NaCl a diferentes concentraciones y los

resultados obtenidos por el INS se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.- Resultados de la prueba de NaCl a diferentes concentraciones e identificacion por el INS

Cepa Concentracion NaCl INS
4% 6% 8%

GT-1 - - - Shewanella spp.

GT-2 + - - Shewanella spp.

GT-3 + - - Shewanella spp.

GT-7 + - - Shewanella spp.

GT-8 - - - Aeromonas hydrophila

GT-9 + - - Shewanella spp.
GT-13 + - - Shewanella putrefaciens
GT-14 - - - Shewanella spp.
GT-17 - - - Shewanella spp.
GT-18 + + - Shewanella putrefaciens

+: Resultado positivo, -: Resultado negativo
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DISCUSION

En el presente estudio no se pudo aislar bacterias del género Vibrio de la piel de las ranas del
Titicaca muestreadas, que era el objetivo de esta investigacion. Esto pudo estar relacionado al limitado
nimero de muestras tomado 0 a que este género de bacteria no se encuentra en la piel de las ranas
Telmatobius de vida libre en el lago Titicaca. Es posible, también, que no se encuentre en los individuos
de los dos lugares muestreados, aunque si se pudo obtener otras especies de bacterias como se aprecia

en los resultados.

A pesar de que se empled una técnica de enriquecimiento y un medio de cultivo selectivo para
favorecer la proliferacion y crecimiento de las bacterias del género Vibrio, otras especies, como
Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides, pseudomonas, Escherichia coli y Enterococcus
faecalis, pueden crecer, como se observo en este estudio. Si bien se usé la prueba de oxidasa y la de
discos de agente vibriostatico (0/129), que son utilizadas para diferenciar bacterias de este género,
algunas cepas de A. hydrophila pueden ser sensibles a este y dar resultados positivos (Takahashi et al,
1985). Esto concuerda con la identificacién posterior de una de las cepas sensibles a 0/129 y negativa
a las tres concentraciones de la prueba de salinidad. A. hydrophila es autdctona de estanques de agua
dulce y lagos, y ha sido reportada en poblaciones naturales de anuros y salamandras acuéticas. Algunas
veces se asocia con mortalidad masiva. Sin embargo, la incidencia de esta y la enfermedad asociada

sigue estando poco documentada (Rafidah et al, 1990).

Las nueve cepas restantes fueron identificadas como pertenecientes al género Shewanella. Este
grupo de bacterias pertenece a la familia Alteromonadaceae. Estan emparentadas con la familia
Vibrionaceae y algunas de sus especies estuvieron clasificadas dentro esta familia hace algunos afios.
Tienden a encontrarse en ambientes marinos y ser relacionadas con la biorremediacion de ambientes
contaminados con elementos toxicos, por ejemplo, metales pesados. Pero puede aislarse de una amplia

gama de hébitats, desde medios acuéticos y sedimento hasta alimentos refrigerados como lacteos, carne
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de aves, carne de res y mariscos. También se pueden encontrar en ambientes donde el agua y el suelo
estan mezclados con petréleo crudo u otros productos derivados del petrdleo (Garrity, 2005; Nealson y

Scott, 2006; Janda y Abbott, 2012).

En el caso de Shewanella putrefaciens, no se ha podido definir lugares de aislamiento
especificos debido a la heterogeneidad de la especie, pero los mas comunes son los productos
alimenticios ligeramente salados, el medio marino costero, los sedimentos de agua dulce y agua cercana

al sedimento (Garrity, 2005).

Segun I-Son Ng y colaboradores (2015), las shewanellas tienen la capacidad de utilizar varios
aceptores de electrones terminales, lo que les permite sobrevivir en entornos extremos y hostiles, como
la ausencia de oxigeno o temperaturas muy bajas. Ademas, son capaces de reducir el hierro sélido y
Oxidos de manganeso, tal es el caso de S. putrefaciens y S. oneidensis (Beliaey y Saffarini, 1998;
Thamdrup, 2000; Nealson y Scott, 2006). Se menciona que S. oneidensis puede reducir tanto los metales
anteriormente mencionados como el cobre y el zinc y este efecto es potenciado al estar en contacto con

un compuesto que incluya glucosa (Ghorbanzadeh et al, 2018).

El hallazgo de shewanellas en la piel de las ranas del lago Titicaca se puede deber a que estas
bacterias no tienen inconvenientes con la baja salinidad, poca disponibilidad de oxigeno o baja
temperatura del cuerpo de agua. Por otro lado, podrian funcionar como biorremediadores debido a la
contaminacidn del lago por vertimiento de aguas residuales sin tratamiento adecuado, residuos sélidos
y residuos de la actividad minera. Dado que esta ultima se realiza, en su mayoria, de manera ilegal, se
generan residuos toxicos por los insumos utilizados o por las sustancias quimicas liberadas del proceso.

Algunas de ellas son: cobre (Cu), zinc (Zn), plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico (As) y mercurio (Hg).

Se han descrito casos de infecciones por bacterias del género Shewanella en humanos, en su
mayoria de Asia y Europa. En muchos de los reportes, se atribuyeron esas infecciones a S. putrefaciens
o solo al género, pero con el paso del tiempo y el avance de los estudios filogenéticos, una gran parte
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pudo reclasificarse como Shewanella algae, la cual tiene la capacidad de producir tetrodotoxina, una
neurotoxina potente. Se cree que varias de las infecciones reportadas con agente causal S. putrefaciens

corresponden a infecciones por S. algae (Simidu et al, 1990; Vignier et al, 2013; Janda y Abbott, 2014).

A diferencia de otras bacterias acuéticas como Vibrio y Aeromonas, conocidas por causar
enfermedades tanto en humanos como en animales, no se conoce con exactitud la patogenicidad de
Shewanella (Janda 'y Abbott, 2014); sin embargo, la extension de las lesiones es similar a las ocasionadas
por Vibrio y Aeromonas (Nath et al, 2011; Vignier et al, 2013). Se han reportado presencia de
shewanellas en abulones en estado post larval (Haliotis diversicolor supertexta) enfermos y mejillones
cebra (Dreissena polymorpha) estresados, y se ha identificado a S. algae en lesiones ulcerativas en un

pez marino (Scinenops ocellata) (Cai et al, 2006).

Se ha podido aislar S. putrefaciens tanto de peces marinos (Siganus rivulatus) como de agua
dulce (Oreochromis niloticus, Oncorhynchus mykiss y Cyprinus carpio L) y se ha observado mortalidad
entre el 30 y 80% de la poblacion en estudios de infeccion experimental via inyeccion intraperitoneal.
Las mortalidades méas bajas se registraron en peces de agua dulce y las mas altas, en peces marinos.
Cabe resaltar que, durante el intento de infeccibn mediante inmersion en un medio con alta
concentracion de estas bacterias en el agua, no hubo sintomatologia ni mortalidad. Por lo que los autores
sugieren que pueden existir diferentes fenotipos entre aquellas cepas que habitan fuentes de agua dulce
y las que habitan aguas marinas, y ser patogénicas en condiciones de gran estrés (Saeed et al, 1987;

Kozifiska y Pekala, 2004; El-Barbary, 2017).

Existe un gran vacio en cuanto a la distribucion y ecologia de las bacterias del género
Shewanella, pero dado su parecido con los vibrios y otras bacterias acuaticas, es probable que sean tanto
patdgenas como saproéfitas dependiendo de las condiciones medio ambientales y la condicion de los
huéspedes. En cuanto a los mecanismos de transmision, se presume que sucede por abrasiones
mucocutaneas o traumatismos por penetracion (Liu et al, 2012), lo cual coincide con los estudios de
infeccion experimental en peces mencionados anteriormente.
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En esta investigacion no fue posible aislar bacterias del género Vibrio de la piel de T. culeus;
sin embargo, no se puede afirmar que estas no se encuentren presentes en el lago Titicaca. No hay
estudios previos que apoyen o rechacen la presencia de estas bacterias en el lago Titicaca a excepcion
del Unico reporte en 1991. En ese afio, durante la epidemia del cdlera en Perd, se llegd a aislar V. cholerae
O1 biotipo EI Tor en agua del lago. Fueron pocos los casos de enfermedad por V. cholerae en la ciudad
de Puno a comparacion de los reportados en todo el Perd, incluso los aislamientos se catalogaron como
infrecuentes. Todo ello fue asociado a la altura de la ciudad y el lago Titicaca, ademas de las bajas

temperaturas registradas durante la toma de datos (Tamplin y Parodi, 1991).

Este estudio fue parte del proyecto de investigacion “Estado de conservacion de la rana gigante
T. culeus y otros anfibios acuaticos Telmatobius spp. en el lago Titicaca (sector peruano) y otras lagunas
altoandinas del departamento de Puno”, que ademas abarcd el andlisis de pardmetros fisicos y quimicos
del agua del lago Titicaca. Se registraron temperaturas promedio de 13° C para Chifron y 16° C para
Perka Norte. Los vibrios tienen preferencia por aguas con temperaturas calidas o dentro de los 14°C y
37° C (Rajkowski, 2009; Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011; Batabyal, 2015). En este caso, la temperatura
del agua de Perka Norte se considera adecuada, mientras que la encontrada en Capachica, no excede el
rango por mucho. También se menciona que el rango de pH 6ptimo para estas bacterias esta entre 6 y 9
(Batabyal, 2015), eso incluye las aguas dulces en general. Las lecturas de pH de los lugares de muestreo
estuvieron dentro del rango: Chifrén 8 y Perka Norte 8.5. La salinidad podria ser un factor de diferencia
importante para los vibrios, pero cuando existe una concentracion adecuada de nutrientes en los
ambientes de agua dulce, la salinidad pasa a ser un factor no primordial para estos microorganismos
(Aulet et al, 2007). Algunos otros pardmetros analizados fueron: alcalinidad, 110 mg/L para Chifrony
115 mg/L para Perka Norte, los cuales se encuentran dentro del rango de alcalinidad para fuentes de
agua dulce; dureza, 340 mg/L en Chifron y 320 mg/L en Perka Norte, que son valores considerados para
aguas muy duras; y oxigeno disuelto, 6.7 mg/L en Chifron y 8 mg/L en Perka Norte, que son medidas

por encima del minimo requerido para que habite la mayoria de los peces (Murphy, 2005).
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A pesar de que las aguas de lagos altoandinos no tienen un gran contenido de nutrientes, el
Titicaca si presenta una rica flora y fauna. Esta caracteristica se debe a que sus aguas no son tan frias
para la altitud donde se encuentra (Constantini et al, 2004), es por ello que habria posibilidad de que los
vibrios sobrevivan en este cuerpo de agua. En caso de estrés ambiental, es decir, cuando alguno de los
factores ambientales importantes no esta en sus niveles éptimos, V. cholerae podria entrar en el estado
viable no cultivable (VNC). Se le otorga esta denominacién porque mantiene la capacidad de realizar
funciones metabdlicas y formar colonias, pero no puede aislarse mediante métodos de cultivo en el

laboratorio (Borroto, 1997).

La bacteria V. cholerae en estado VNC se adhiere a la superficie de especies de fitoplancton y
zooplancton, asi como al intestino de peces, la superficie quitinosa de ostras, cangrejos y camarones y a
la superficie de sedimentos de materia orgénica e inorganica, en los cuales puede encontrar nutrientes
para su metabolismo (Borroto, 1997). Se menciona también que puede concentrarse por adherencia en
plantas macrdfitas de agua dulce, especies de algas verdes y especies de algas verdiazules (Islam et al,
1990; Tamplin et al, 1990). El lago Titicaca cuenta con copépodos, plancton, cianobacterias y
macrofitas, entre ellas, algas verdes y diatomeas (Dejoux e lltis, 1991; Leon y Young, 1996), los cuales

podrian actuar como reservorios.

Se ha demostrado que el mucus de la piel de las ranas tiene componentes llamados AMPs, entre
ellos polipéptidos que poseen facultades antibacterianas y farmacoldgicas que impiden la proliferacion
de bacterias e incluso les causan la muerte (Haslam et al, 2013). Respecto al hallazgo de vibrios en piel
de T. culeus de Edery (2015), este pudo deberse a que las ranas decomisadas se encontraban en mal
estado y en agua no adecuada, lo cual pudo permitir la contaminacion y supervivencia de estas bacterias

en la piel de las ranas.
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CONCLUSIONES

No se encontrd bacterias del género Vibrio en los hisopados de la piel de las ranas del Titicaca
capturadas; sin embargo, no se puede descartar su presencia debido a diversos factores, como que el

namero de muestras tomadas no fue muy grande.

Para conocer la presencia de bacterias del género Vibrio en el lago Titicaca, seria recomendable
realizar estudios en agua, sedimento, flora y fauna del lago, tal como sefialan otros autores. Del mismo

modo, utilizar técnicas de amplificacion de ADN para tener resultados mas precisos.

Las especies Shewanella sp. y Aeromonas hydrophila, encontradas en este estudio, podrian

causar cuadros infecciosos de ser ingeridas por seres humanos, por lo que se recomienda no consumir

los jugos o extractos de rana como se preparan actualmente.
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ANEXOS

Figura 1.- Localizacion de los lugares donde se capturaron las ranas para la colecta de muestras.

A Zona de muestreo 1: Perka Norte. A Zona de muestreo 2: Chifrén.

Imagen extraida de Google maps.
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