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RESUMEN

La maricultura en el Per( posee grandes expectativas en el sector acuicola, siendo
la Donax spp. “palabritas” uno de los recursos hidrobiologicos mas valorados en el norte del
pais, el cual se extrae de manera libre y artesanal de bancos naturales. Debido a la naturaleza
filtradora de este molusco bivalvo y a la contaminacion ambiental de fuentes hidricas
aledarias, el consumo de este recurso representa un riesgo a la salud de los consumidores. El
objetivo del estudio fue aislar y caracterizar fenotipicamente cepas de Vibrio spp. y
Salmonella spp. aisladas en Donax spp. “palabritas” de bancos naturales de la region
Lambayeque, Perl en la zona de Eten, Mérrope y Santa Rosa. Se utilizé los protocolos para
el analisis microbioldgico de alimentos del Food & Drugs Administration para el aislamiento
de colonias, mientras que el kit comercial APl 20 E se utiliz6 para la caracterizacion
bioguimica. Por caracterizacion bioquimica se determiné que el 89,5% (43/48) de aislados
fueron compatibles a Vibrio spp, todos sensibles al agente vibriostatico O/129. Se encontro
que el 88,4% (38/43) resultd compatible para V. alginolyticus, y el 11,6% (5/43) para V.
fluvialis. No se encontraron aislados compatibles con Salmonella spp. Ademas, se usé el
método Kirby-Bauer para determinar el perfil de susceptibilidad a los principales antibioticos
usados en la salud humana para casos de vibriosis y salmonelosis. Es asi que se identificé un

39,5% (17/43) de cepas de V. alginolyticus resistentes a Ampicilina.

Palabras clave: Moluscos bivalvos, resistencia antibidtica, gastroenteritis, vibriosis,
salmonelosis



ABSTRACT

Mariculture in Peru is optimistic in the aquaculture sector, being the Donax spp.
"palabritas” one of the most valued hydrobiological resources in the north of the country,
which is extracted in a free and traditional way from natural banks. Due to the filtering nature
of this bivalve mollusk and the environmental contamination of nearby water sources, the
consumption of this resource represents a risk to the health of consumers. The objective of
the study was to isolate and characterize phenotypically strains of Vibrio spp. and Salmonella
spp. Inserted in Donax spp. "palabritas” from natural banks of the Lambayeque, Peru in the
area of Eten, Morrope and Santa Rosa. The protocol for the microbiological analysis of food
from the Food & Drugs Administration was used for the isolation of colonies, while the
commercial kit APl 20 was used for the biochemical characterization. By biochemical
characterization, it was determined that 89.5% (43/48) of isolates were compatible with
Vibrio spp, all those sensitive to the vibrionatics agent O / 129. It was found that 88.4%
(38/43) was compatible for V alginolyticus, and 11.6% (5/43) for V. fluvialis. There are no
isolates compatible with Salmonella spp. In addition, the Kirby-Bauer method was used to
determine the profile of susceptibility to the main antibiotics used in human health for cases
of vibriosis. Thus, 39.5% (17/43) of strains of V. alginolyticus resistant to Ampicillin were

identified.

KEY WORDS: Bivalve molluscs, antibiotic resistance, gastroenteritis, vibriosis,

salmonellosis



I. INTRODUCCION

En el PerQ, la acuicultura representa el sector de produccion que tiene
mayor crecimiento, con respecto a la produccion de alimento de origen animal,
incluso superando la produccién mundial de carne de vacuno en el 2013. (Vela
et al.,, 2013). Esta actividad se ha incrementado notablemente, siendo la
maricultura la que genera los mayores volimenes de produccion (72%) y
divisas (Baltazar y Palacios,2015). Por otro lado, para el afio 2012 la pesca
artesanal contribuia con el 0,38% del Producto Bruto Interno (PBI), esto a pesar
de ser minimo comparado con la pesca industrial, significa para el pescador
artesanal ingresos, reduccion a la pobreza y acceso a productos hidrobiologicos

para su alimentacion. (Guevara-Carrasco et al., 2017).

Uno de los pilares en la industria alimentaria es la inocuidad del producto,
siendo este un requisito indispensable de calidad de los entes reguladores.
Ademas, garantiza al consumidor, cada vez mas exigente, que el producto esta
sanitariamente aprobado. Lamentablemente, la accién antropogénica ha
provocado cierto deterioro ambiental en zonas de cultivo de especies marinas
(principalmente) y lacustres, llevando a un producto final deficiente,
representando un riesgo para la salud pubica como una fuente de

contaminacion. A raiz de esto, a nivel mundial se vienen estableciendo



controles de vigilancia para evitar el progreso de la contaminacion de

ecosistemas acudticos, y garantizar la inocuidad del producto hidrobioldgico.

La importancia de evaluar microbiolégicamente el tejido de moluscos
radica en que estos son animales filtradores y por ende, indicadores
indiscutibles de presencia de contaminantes en el medio, sumado a la
acumulacién de estos tiende a ser mas selectiva y dependerda de la
concentracion de dichos contaminantes (Barqueiro - Cardenas. et al, 2007).
Ademas de que cada organismo es diferente, por lo que la bioacumulacion de
agentes contaminantes puede llegar a variar entre ejemplares. El principal
problema de la contaminacion del producto hidrobiologico, es en su mayoria la
transmision de enfermedades gastrointestinales, produciendo diarreas con
severidad media a alta, llegando al peor de los casos a la muerte del
consumidor. Tal es el caso del riesgo de contraer enfermedades viricas,
principalmente Hepatitis A, norovirus, y en el caso de enterobacterias,

Salmonella y Vibrio spp.

En el Peru existen zonas de cultivo y bancos naturales de moluscos,
principalmente en el norte del pais, donde se encuentran areas disponibles para
el desarrollo de este cultivo marino y de otras especies potenciales (algas
marinas, peces Yy otros recursos bentonicos) para el desarrollo de la maricultura,

siendo la recoleccion de la especie Donax spp. “palabritas” (Carbajal W.et al.,



2005), una de las principales actividades extractiva para los pobladores del

norte del pais.

Hasta la presente, son constantes las prohibiciones que se establecen para
la extraccion de “palabritas” Donax spp en la mayoria de playas del norte del
pais por riesgo de contraer enfermedades como hepatitis, ya que presenta una
fuente de contaminacion a causa de la actividad industrial y citadina de la
region, lo cual representa una foco de contaminacion para cualquier cultivo
marino poniendo en riesgo el producto hidrobiolégico y la salud publica, por lo

que urge tener un conocimiento de la situacion sanitaria de la zona.



Il.  PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1. Planteamiento del problema

Teniendo en cuenta la importancia de la maricultura en el Per( (Baltazar y
Palacios, 2015) y el potencial del molusco Donax spp. “palabrita” para su
cultivo (IMARPE, 2010), es necesario que este recurso recobre la importancia
econdmica si se llegara a cultivar en un ambiente controlado o extraido de
bancos naturales sanitariamente aprobados. Actualmente, representa un posible
causante de ETAs o cuadros gastrointestinales para el consumidor directo ya
que este recurso se extrae de manera libre en zonas con alto indice de

contaminacion.

En paises como Italia y México, se ha evidenciado la presencia de
patdgenos como Vibrio spp. y Salmonella spp. en moluscos bivalvos. Por otro
lado, se evidencia una constante contaminacion tanto de ambientes marinos
como fluviales en territorio peruano; por lo que es necesario saber la situacion
sanitaria actual del recurso con un plan de contingencia destinado a la

extraccion para el mercado local.



2. Marco tedrico

Una de las principales regiones destinada y con miras a mejorar su
desarrollo acuicola, se encuentra en el norte del pais, cuyo litoral representa un
frente costero de aproximadamente 615 km, en el cual presenta una gran
biodiversidad de peces (126 especies), moluscos (75 especies), crustaceos (43
especies), entre otros. De esta Ultima, las principales especies de Donax spp.
son D. asper, D. dentifer, D. mancorensis D. marincovichi y D. peruvianus o

D. obesulus (Paredes C. y Cardoso F., 2001; IMARPE, 2010)

La zona costera de Lambayeque, se caracteriza por la pesca con revoleo,
con cortina, atarraya y extraccion de Donax spp (Carbajal et.al, 2005). Aunque
no se cuenta con un registro detallado de extraccion de este recurso en la pesca
artesanal, se ha determinado la poblacion estimada comprendida por 31,67
millones de individuos + 31,43 % y biomasa, de 106,13 t + 36,34%. Se registrd
mayor abundancia en las zonas de El Palo y El Gigante, con 11,45 y 9,87
millones de individuos, respectivamente (Llanos J. et al.,2009); sin embargo,
los bancos ubicados entre Etén y La Casa, corresponden a los principales
lugares elegidos por los pobladores para la extraccién de palabritas debido a su

facil acceso.



2.1 Donax spp.

De la familia Donacidae, es cominmente llamado “palabrita”, “conchita
mariposa” o “sefiorita” en Pert; pero identificado como D. peruvianus o
D. obesulus (Estrella et al., 2000). En general, posee una concha convexa y
ovalada con umbos pocos salidos pero redondeados, que se levantan sobre la
linea articular; y de coloracion externa blanquecina con tonalidades violaceas e

interior purpura (Gonzales et al., 2009).

Este molusco bivalvo habita en las zonas intermareal, submareal y arenoso,
salvo en la etapa larval que es peldgica. De caracteristicas suspensivoras y de
capacidad filtradora, a nivel mundial se han reportado 45 especies (Coan et al.,
2000), de las cuales el 74% se encuentran en aguas tropicales y el 21% en aguas
frias. En el Perd, se encuentra a lo largo de toda la costa peruana,
principalmente en Piura, Lambayeque, Lima e Ica. En estas zonas, se cuenta

con ejemplares como D. asper, D. dentifer, D. mancorensis, D. marincovichi.

2.2 Agentes causales de enfermedades transmisibles por alimentos

2.2.1 Vibrio spp.

De la familia Vibrionaceae, son bacterias Gram negativas, bacilos rectos o

curvos de 0.5-0.3um x 1.4-2.6um, anaerobios facultativos y oxidasa positiva.
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Habita naturalmente en los ecosistemas marinos y fluviales. En este Gltimo,
poseen la capacidad de mantenerse virulentos y sin multiplicarse. Es una
bacteria dependiente del ion sodio, el cual estimula su crecimiento y favorece la
rapidez de este. No obstante, se ha demostrado que en algunos casos es posible
la sustitucion de NaCl por KCI. Se ha registrado 65 especies, de las cuales 12
resultan patdgenas para el ser humano. Entre las principales del género se

tienen: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. vulnificus.

La mayoria de especies de este géenero estan relacionadas a infecciones del
tracto gastrointestinal, existiendo de tipo colérico y no colérico. Para la primera
situacion, causada por V. cholerae (serogrupos 0:1 y 0:139) generando la forma
epidémica de colera; mientras que la no colerica, por diferentes serogrupos de
V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. hollisae, V. fluvalis (Vila et al., 2009).
Ademas, se ha descrito su relacion en patologias extraintestinales, causando
bacteremias como otitis, conjuntivitis e infecciones de tejidos blandos;

principalmente en pescadores y bafistas.

2.2.1.1 Vibrio alginolyticus

V. alginolyticus es una especie que fue identificada al principio como V.
parahaemolyticus biotipo 2, para luego ser identificado como una especie
totalmente diferente, con flagelos peritricos y polares (Zanetti et al,2000;

Zavala et al., 2005). Es un patdégeno emergente en enfermedades transmitida
7



por alimentos. Desde 1979, fue asociado por Schmidt a infecciones de piel,
oidos y ojos; incluso siendo aislado junto a Salmonella spp. En el caso de esta
cepa, es considerada parte de la microbiota de ciertas especies marinas. Para su
cultivo, es capaz de crecer en concentraciones de 3, 6, 8 y hasta 10% de NaCl, y
en aguas con temperatura superior a 17°C (Zavala et al., 2005). Fermenta la
sacarosa, por lo cual su crecimiento en agar T.C.B.S. representa colonias

amarillas.

2.1.1.2 Vibrio parahaemolitycus

V. parahaemolyticus es otra especie que fue identificada por primera vez en
Japdn asociada a una enfermedad transmitida por alimentos (sardinas), en 1959.
Es causante de numerosos casos de gastroenteritis y epidemias, siendo
catalogado como riesgo moderado de extension limitada (ICMSF, 2002).
También se han descrito casos asociados a infecciones y sepsis en ciertos
pacientes (Carpenter, 2005). La mayoria de las cepas de esta especie (95%)
posee como factor de virulencia la hemolisina o toxina termoestable directa
(TDH), causante de una alteracion del flujo i6nico de células intestinales,
desencadenando una diarrea. En altas dosis es conocida como fenomeno de
Kanagawa. Ademas, existe la toxina hemolisina relacionada (TRH),
hemaglutininas, pili y otros factores de colonizacion y capacidad de invasién

celular (Dabanch et al, 2008)



2.1.1.3 Vibrio fluvialis

Asi también, V. fluvialis fue identificado por primera vez en aislados en 1975 y
descrito en 1977. Es una bacteria Gram negativa, hal6fila con un flagelo polar que
le permite su movilidad. Ocasiona diarreas tipo cOlera, infecciones de piel asociadas

a exposicion en ambientes acuaticos (Igbinosa y Okoh, 2010)

2.1.1.4 Aislamiento e identificacion de Vibrio spp.

Al ser una bacteria halofila, se precisa de medios enriquecidos con cloruro
de sodio (NaCl) en su mayoria. Para la fase de enriquecimiento, esta se realiza
utilizando agua peptonada alcalina, a 35° a 42°C durante 6 a 8 h (Vila et al.,
2009). A pesar de que se pueden usar medios no selectivos como el agar
nutritivo alcalino; existen aquellos selectivos como el Agar Tiosulfato Citrato
Bilis Sacarosa (TCBS), con los cuales se pueden realizar cultivos a partir de

heces, agua y alimentos.

Este agar permite el crecimiento de la mayoria de especies patogenas de
Vibrio spp. para el hombre, con excepcion de V. hollisae. La alta concentracion
de sodio favorece el crecimiento; el citrato y tiosulfato sodico, la bilis de buey y
colato son agentes selectivos que al alcalinizar el pH(8.6 +0.2), logran inhibir

organismos grampositivos y suprimir coliformes. Se puede realizar siembra por



estria, agotando el indculo; y tras incubacion aerobia a 35°-37°C durante 24 h,
las colonias obtenidas son de color amarilla a verde azuladas, dependiendo de

las cepas con las que se esté trabajando (FDA, 2004).

Por otro lado, el fosfato de 2,4-diamino-6,7-diisopropil-pteridina,
denominado agente vibriostatico O/129, es usado como método primario para
confirmacion de cepas compatibles a Vibrio spp, teniendo las presentaciones de
10 y 150 pg, ya que se reconoce su grado de sensibilidad antes su exposicion
dependiendo de la cepa utilizada (Shewan y Hodgkiss, 1954). Es usado para la
diferenciacion de esta especie con otras bacterias gram negativas,
principalmente Aeromonas spp. Sin embargo, existen estudios que demuestran

resistencia a este método de ciertas cepas, como el Vibrio cholerae no-O1.

2.2.1.5 Tratamiento para Vibrio spp.

El tratamiento a eleccion para Vibrio spp. es una dosis Unica de doxiciclina,
la cual reduce principalmente la excrecion de vibriones por las heces y la
duracion de los sintomas; y la de segunda linea, ciprofloxacina. Sin embargo,
esto solo funciona si es acompafiado de una rehidratacion eficiente, siendo por
lo general solo necesaria la oral, e intravenoso en casos graves. Por otro lado,
tras brotes de cdlera en Haiti, se determinaron aislados sensibles a tetraciclina
(por tal, a doxiciclina), sensibilidad intermedia a cloranfenicol y ampicilina; y

resistencia a sulfatrimetropim (Fernandez et al., 2016)
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2.2.2 Salmonella spp.

De la familia Enterobacteriaceae, es un género de bacilos Gram negativos.
Es posible encontrarla en varias partes, ya que es ubicua del tracto
gastrointestinal de personas y animales sanos; y pudiendo diseminarse por
medio de heces, contaminando alimento y agua. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) menciona que este patdgeno posee una gran capacidad de
sobrevivencia y resistencia por varias semanas en ambientes secos, por lo cual
se puede encontrar en varios lugares y capaz de multiplicarse muy rapido,
pudiendo duplicar su nimero cada 15 a 20 minutos, a una temperatura superior

a 20°C.

Es considerada el mayor causante de brotes de toxiinfecciones alimentarias
y cuadros en Espafia y la Unidén Europea, como los ocurridos a final del siglo
XIX'y principios del siglo XX. Causante de la fiebre tifoidea y paratifoidea,
Salmonella spp. llega a los moluscos a través de aguas contaminadas por heces
humanas, principalmente. Pertenece a un riesgo moderado de extension

potencialmente amplia (ICMSF, 2002)

2.2.2.1 Aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

Para casos de baja carga de Salmonella, como el de un portador

11



asintomatico, la etapa de enriquecimiento es muy importante. Aunque el caldo
de Selenito aun se usa, este ha sido reemplazado por caldo de Rappaport,
debido a la toxicidad del primero como medio enriquecedor. Existen medios
selectivos como el agar Salmonella Shigella (SS), agar Hektoen Enteric o agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), en vez de aquellos no selectivos como el
agar MacConkey. La incubacién se realiza en medio aer6bico a 37°C durante
24 h. Posterior a esto, se recomienda el uso de pruebas bioquimicas para la

identificacion (FDA, 2016)

2.3 Resistencia antibiética

Es un proceso que aparece de forma natural con el tiempo, generalmente
por modificaciones genéticas. Sin embargo, la resistencia a los antibioticos se
acelera con el uso indebido y abusivo de los farmacos, ya que se pueden
adquirir con facilidad, que conlleva a que las bacterias desarrollen diversos
mecanismos de resistencia frente a ellos. (OMS, 2018). Esto origina que
muchas enfermedades de origen bacteriano signifiquen un reto terapéutico que

dificulta el tratamiento de las infecciones (Tafur et al., 2011)

2.3.1 Perfil de susceptibilidad antibidtica

Este es un método estandarizado y aprobado por el Laboratorio
Internacional de Referencia: National Committee for Clinical Laboratory
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Standars (NCCLS) en el cual se mide el diametro del halo de inhibicion
producido sobre un in6culo bacteriano puro y sobre el cual se ha aplicado
discos de antibioticos. Esta medida se correlaciona con la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) con cepas conocidas susceptibles y resistentes a
varios antibiéticos. Se realiza por medio del método de difusion en agar,
utilizado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a algin

antibidtico (INEI, 2010).

2.3.2 Antibidticos usados en humanos para gastroenteritis

2.3.2.1 Ampicilina

Es una penicilina semisintética, sensible a la penicilinasa, derivada del
nicleo 6-aminopenicilanico; bactericida de amplio espectro frente a gram
positivos y negativos. Inhibe la sintesis y reparacion de la pared bacteriana,
produciendo lisis de bacterias sensibles. Es estable en presencia de acido
gastrico y se absorbe bien en el tracto gastrointestinal. Representativa también

para amoxicilina (INEI, 2010)

2.3.2.2 Ciprofloxacina

Es una fluoroquinolona que presenta mayor accién ante bacterias gram

negativas, ideal para patdgenos entéricos comunes. Eficaz contra Vibrio spp. y

13



Shigella spp., acortando la duracion de la diarrea; sin embargo, disminuye
frente a Salmonella (Morejon et al., 2005) Para el caso de Vibrio, este farmaco
no cuenta con punto de corte segun el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), por lo que se usa la “Guia de Lectura para el
Método de Difusion de discos para la prueba de susceptibilidad de

antimicrobianos” para enterobacterias (EUCAST, 2017).

2.3.2.3 Cloranfenicol

Es un bacteriostatico de amplio espectro, originalmente aislado del
Streptomyces venezuelae y en la actualidad, producido de manera sintética.
Penetra por difusion e interfiere en la sintesis proteica bacteriana a nivel del
50S del ribosoma bacteriano, con lo cual impide la transpeptidacion entre
aminodcidos de la cadena peptidica, asi impide la elongacién de la cadena en
crecimiento. A pesar de ser de amplio espectro, su uso queda limitado a
tratamientos de aquellas infecciones sensibles como el de Salmonella, en las
que no exista otra alternativa terapéutica. No se recomienda usarlo como
primera linea para evitar la aparicion de cepas resistentes. Ademas, se han
encontrado alto porcentaje de errores menores por lo que su uso es con

precaucion si se realiza el método de difusion en agar. (INEI, 2010)
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2.3.2.4 Sulfatrimetropim

Es conocido también como cotrimoxazol o TMP-SMX. Es una asociacion
en una proporcion fija de 1:5 de timetroprim y de sulfametoxazol; ambos
antibidticos eficaces de la familia de los antagonistas del folato (Smith y
Reynard, 1995). Este farmaco inhibe enzimas secuenciales que intervienen en
la sintesis del acido fdlico bacteriano. Eficaz para enfermedades
gastrointestinales, debido a su répida y extensa absorcion a nivel del tracto

gastrointestinal (Lanz et al, 2012)

2.3.2.5 Tetraciclina

Es un antibiotico bacteriostatico, derivado semisintético, caracterizado por
su hidrosolubilidad. Inhibe la sintesis proteica bacteriana y es eficaz frente a
infecciones ocasionadas por Gram positivos. Es usado como terapéutica en
cuadros clinicos de colera. El resultado en el antibiograma se puede extrapolar

de la doxiciclina ya que no es de uso comun. (INEI, 2010)
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I1l. ANTECEDENTES

La extraccion de “palabritas” representa una de las principales actividades
pesqueras para los pobladores costefios del norte del pais. Esta se realiza de
manera artesanal, generalmente ayudado con redes alargadas con fondo; y con
una boquilla redonda con dientes de metal en el borde, que ayuda el entierro en
la arena. Ademas, también los pobladores extraen manualmente durante la
marea baja. Mediante R.M.N° 298-2006-PRODUCE en el 2006 se establece la
talla comercial minima como 22 mm de longitud valvar, para asegurar el
repoblamiento de la poblacidn, en base a la talla de madurez, la cual es de 13.96
mm (Ramirez et al., 2016). En el 2000 existié una alta demanda por parte de los
consumidores de Espafia y EEUU, lo cual conllevd a una extraccion
indiscriminada de este recurso. La playa de Mdrrope fue uno de los principales
bancos naturales del norte del pais donde se extraian estos ejemplares, llegando
a 5 toneladas diarias; las cuales eran acopiadas por una camara frigorifica para

ser trasladada a Paita, puerto de donde se exportaba. (IMARPE, 2016).

Sin embargo, casos de Hepatitis A en Espafia durante 1999 y el 2008,
fueron relacionados a Donax spp. “palabritas” provenientes de la zona norte del
Per(, lo cual conllevd a una alerta sanitaria en la Union Europea en el 2008
(Romalde et al., 2002; Polo et al., 2010; CEPAL, 2014) y la prohibicién de
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exportacion de este recurso. Actualmente, PRODUCE no tiene cifras
publicadas con respecto a su extraccion, por lo cual se presume que ha

disminuido y esta destinada solo al mercado local.

Un estudio sobre aislamiento en moluscos de terminales pesqueros de
Lima y Callao, revel6 que el 100% de las muestras estaban contaminadas por
E. coli; y en un solo caso, de Salmonella enteritidis serotipo Derby (Taboada et
al.,1974). En el 2001, el porcentaje de diarreas causadas por E. coli
correspondié al 32.2% del total causadas por bacterias en la region de
Lambayeque(MINSA, 2001). Por otro lado, un estudio en el aislamiento e
identificacion de Vibrio parahaemolyticus O3:K6 en productos hidrobiolégicos
de Lima, determin6d 6 muestras de moluscos y 9 de pescado, positivas, de las
cuales una de ellas positiva al serotipo O3:K6, positivo a tdh, capaz de producir
pandemias. (Aliaga et al, 2010). Entre las principales causantes del deterioro y
degradacion ambiental del litoral costero de esta zona se considera: arrojo de
desechos domésticos e industriales, crecimiento urbano sin control,
mantenimiento de embarcaciones pesqueras en playa, arrojo de basura y

desmontes, transito vehicular y el sobrepastoreo (Carbajal W. et al. 2005).

Pero este no es el Unico caso de contaminacidn fecal en el norte del pais, la
investigacion realizada por Marcos A. et al. (2014) detectdé dos muestras de

agua contaminada con el virus de Hepatitis A en el rio Sechura (Piura), rio que
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a su vez desemboca en el litoral peruano y zona de cultivo de moluscos, ademas

de poner en riesgo a la poblacion en los aspectos sanitaria, social y econdmica
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IV. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Hasta el afio 2008, Donax spp. fue un producto de comercio internacional,
pero que por los casos de Hepatitis A que generd en Espafia se cerrd su
exportacion. Sin embargo, este posee un futuro prometedor, ya que IMARPE
(2010) lo considera un recurso con potencial econdmico, buscando asi el
repoblamiento de sus playas con este recurso (Bances y Ramirez, 2010; 2016).
Ademas, en otros paises como Espafia, buscan realizar cultivos controlados

para la obtencion de semillas.

A pesar de esto, en los ultimos afios se ha visto una constante
contaminacion y deterioro de playas donde se ubican los bancos naturales
(lugares de extraccion de este recurso), fendmenos naturales que afectaron el
norte del pais (El Nifio y La Nifia) y actividad antropogénica (zonas recreativas,
actividad industrial, poco mantenimiento de red de drenaje regional, aumento
de poblaciones, etc). A esto se le suma la capacidad filtradora que tienen los
moluscos bivalvos como Donax spp., que en su caso, posee un sistema de
doble filtracion, convirtiéndose en marcadores biolégicos de contaminacion
marina. En la actualidad, se desconoce el grado de contaminacion de estos
ambientes marinos como el de la situacion sanitaria de este producto

hidrobioldgico.
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Por tal motivo, si una persona consume uno de estos ejemplares, puede
estar ante un riesgo potencial de contraer alguna enfermedad, principalmente de
origen bacteriano. Esto, dependiendo del patdgeno,, podria significar incluso el
inicio de una epidemia como la del Cdlera, ocurrida en el afio 1991 y 1993,
causada por Vibrio cholerae (del género Vibrio, ubicuo del medio marino) y
relacionada al consumo de productos hidrobioldégicos de origen marino,
principalmente. En esta epidemia se presentaron diarreas sanguinolentas y
deshidratacion severa que podian conllevar a la muerte del paciente.Por otro
lado, esta bacteria afecta también a nivel productivo el cultivo de algunos otros
moluscos bivalvos como es el caso de Argopecten purpuratus (concha de
abanico)-se desconoce en Donax spp.-, ocasionando mortalidad de la larva por

asociaciones entre especies de Vibrio.

Salmonella spp., es otra bacteria que se puede aislar de productos marinos
y es capaz de producir enfermedades gastrointestinales como sistémicas,
calificada por la OMS como el principal causante de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA) y de mayor distribucion, ocasionando

aproximadamente 550 millones de casos al afio.

Ademas es sabido la facilidad con la que se consiguen los farmacos

antimicrobianos sin prescripcion médica en el pais, que contribuye a la
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resistencia a antibidticos (que suele ocurrir de forma natural, ya que las
bacterias suelen modificarse genéticamente con el tiempo), dejando cepas cada
vez mas resistentes y dificultando futuros tratamientos, teniendo la necesidad de

usar antibiéticos cada vez mas caros.

Es asi como la resistencia antibidtica de ciertas bacterias, en este caso
Vibrio spp. y Salmonella spp., se suma a la problematica de salud publica. Por
tal motivo, es importante conocer el perfil de susceptibilidad de las cepas
aisladas e identificadas del recurso marino Donax spp. frente a los principales

antibiéticos usados en la salud humana.
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V. OBJETIVOS

1. Hipdtesis

Existe presencia de Vibrio spp., asi como de Salmonella spp. en un 8%
(Wafaa, 2011) de aislados de Donax spp. (palabritas) provenientes de bancos
naturales de Lambayeque; resistentes a al menos un antibiético usado en la

salud humana.

2. Objetivos

2.1 General

Aislar y caracterizar fenotipicamente cepas de Vibrio spp. y Salmonella
spp. presentes en Donax spp. (palabritas) de tres bancos naturales de la

region Lambayeque, Peru.

2.2 Especificos

1. Identificar cepas de Vibrio spp y Salmonella spp. en Donax spp mediante
pruebas biogquimicas.

2. Determinar la frecuencia de los aislados de Vibrio spp y Salmonella spp. de
acuerdo al lugar de procedencia de las muestras.

3. Determinar el perfil de susceptibilidad de las cepas identificadas frente a

los principales antibiéticos usados en humanos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Disefio del estudio

El disefio del estudio fue descriptivo longitudinal.

2. Lugar de Estudio

El estudio se llevd a cabo en el departamento de Lambayeque (Per() de mayo a
agosto del 2017, en bancos naturales de playas arenosas de la region. Los lugares
de muestreo se determinaron por ser las playas de extraccion mas utilizadas por
los pescadores artesanales segun informacion que se pudo recoger de los
trabajadores de mercados que comercializaban Donax spp. Estas playas
seleccionadas fueron: Los Lobos (Eten) (6°57'36.9"S 79°51'02.0"W), Santa Rosa
(Santa Rosa) (6°52'52.5"S 79°55'28.1"W) y San Pedro (Morrope) (6°36'52.2"S

80°09'51.6"W), cada una con diferente actividad antropogénica (Anexo 1).

La playa Los Lobos se encuentra ubicada a 30 minutos de la poblacién del Puerto
Etén. Una sucursal de PetroPer( se encuentra a unos metros de la orilla, con
tuberias aparentemente clausuradas pero con filtraciones de agua, notandose
crecimiento vegetal alrededor. Por otro lado, en la playa Santa Rosa se encuentra
el puerto y el terminal pesquero, que a su vez limitan con las viviendas de los
habitantes. Por el distrito de Santa Rosa pasan drenes primarios de la Red de

Drenaje de Lambayeque. La playa San Pedro es utilizada como balneario para los
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playistas y asiduos visitantes. Estas areas en mencion presentan un clima
templado con temperaturas maximas de 28°C y minimas de 20°C, con una
humedad relativa cercana al 95%, segun el Servicio Nacional de Meteorologia e

Hidrologia.
3. Muestras

La muestra correspondié a aproximadamente 25 g de triturado de la parte
blanda de Donax spp. “palabritas” colectadas a partir de aproximadamente un
kilo y medio de ejemplares, siguiendo lo establecido por el Organismo Nacional
de Sanidad Pesquera (SANIPES) en el Procedimiento “Control Oficial de Zonas
y Areas de Produccién Clasificadas de Moluscos Bivalvos Vivos” (P06-
SANIPES). La recoleccion se realizd de manera manual de aquellos ejemplares
que se ubicaban en la superficie, en un solo punto por playa seleccionada,
durante el descenso de la marea (Anexo 2), para lo cual se consulto los reportes
diarios de la Direccion de Hidrografia y Navegacion de la Marina de Guerra del

Perd.

Los ejemplares fueron transportados en cajas térmicas limpias, hielo
suficiente para mantener una cadena de frio entre 4 a 10°C; siendo procesados en
un maximo de 48 h. Se usé ejemplares con la valva cerrada que median mas de la
talla minima comercial de 22 mm de longitud valvar con la ayuda de un vernier

(Anexo 3). Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Nutricién e
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Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia, Peru.

4. Tamafio de muestra
Se trabajo con un total de 24 muestras, cada una de 25g de parte blanda de
Donax spp., tomado a partir del kilo y medio de ejemplares recolectados en las
playas durante todo el muestreo cada quince dias. Durante la visita a campo se
observé que la poblacion de palabritas habia disminuido en la mayoria de playas,
quedando los bancos naturales de Santa Rosa, San Pedro y Los Lobos a
disposicion para la extraccion y que eran los utilizados por los pescadores

locales como lugares de captura.

Los muestreos fueron quincenales, siguiendo lo estipulado por SANIPES
para la determinacion de Salmonella spp. en moluscos bivalvos; durante los
meses de mayo y agosto. El tiempo de muestreo se determind a raiz de la
ocurrencia del Fendmeno EI Nifio (2017), el cual afectd la zona norte del pais;
concluyendo en agosto por antecedentes de vedas iniciadas en su mayoria en el
mes de setiembre. Para el caso de Vibrio spp., por cada muestra se tuvo dos
aislados, ya que segun el Manual de Analisis Bacterioldgico de la Food & Drugs
Administration (FDA), la toma del in6culo para el sembrado en agar a partir del
agua peptonada alcalina con las muestras, es tomada a 1 cm de la superficie; a
excepcion de V. cholerae, que es tomada de la pelicula superficial (la cual es un
biofilm que se rompe al agitar) que contiene DNA, tres proteinas (RbmA, Baply

RbmC) y un polisacarido denominado polisacarido de Vibrio, aumentando la

25



capacidad de supervivencia e infectividad de la bacteria (Hollenbeck et al, 2014).
Por tal motivo, al final del muestreo se tuvo 48 aislados para la identificacion de

Vibrio spp. y 24, para Salmonella spp.

5. Procesamiento de muestras

Se procedi6 a evaluar las muestras recolectadas mediante el Manual de
Anélisis Bacteriologico para Vibrio spp. y Salmonella spp. en alimento,
establecido por la Food & Drugs Administration (FDA), utilizando
aproximadamente 25 g de la parte blanda de los ejemplares . Posterior a esto, se
realizé la caracterizacion bioquimica con el kit comercial APl 20 E (BioMérieux,

Francia) a las cepas compatibles.

5.1 Identificacion de Vibrio spp.

5.1.1 Enriquecimiento de la muestra

Los moluscos bivalvos se aperturaron con un bisturi estéril y se retir6 la
parte blanda y el licor. Se pesd aproximadamente 25 g y se procedidé a
homogenizar y se afiadié en 250 ml de Agua Peptonada Alcalina estéril. Se dejo
incubar la solucion a temperatura ambiente por 1 hora para su posterior

incubacion a 35°C durante 18 h. (FDA, 2004)
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5.1.2 Aislamiento

El agar utilizado fue el TCBS, selectivo para Vibrio spp. El sembrado se realiz6

de dos maneras:

- Para el caso de V. cholerae, se tomé 10 ul de la superficie de la solucién
incubada y se realizé la siembra por agotamiento.

- Parael caso de las otras especies de Vibrio spp., se agit6 la solucion y se tomé
3ul de la solucién con el asa de siembra redonda por debajo de 1 cm de la
superficie de la solucion incubada y se realizo la siembra por agotamiento

(FDA, 2004).

Las placas sembradas se incubaron a 37°C por 8 horas. Se tomé una colonia
representativa a las sospechosas a Vibrio spp., aquellas de aspecto himedo,
amarillas y verdes (Anexo 4); que luego fueron resembradas en Agar Triptona de

Soya (TSA)

5.1.3 Sensibilidad al agente vibriostatico 0/129

A partir del crecimiento en agar TSA suplementado al 0.85% de NaCl de
una colonia aislada la noche anterior, se prepard una suspension en una solucién
salina al 0.85% a una turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala de Mc
Farland. Se sumergi6 un hisopo estéril en la suspension y se realiz6 un sembrado
en agar Mueller-Hinton en tres direcciones, para asegurar la distribucion
uniforme del indculo. Se dejo secar y se aplicd los discos de sensibilidad para el
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agente 0/129, luego se incub6 a 37°C en aerobiosis. (FDA, 2004) La lectura de
los resultados se realizd6 24 h después, teniendo como aislados sensibles
compatibles con Vibrio spp aquellos en los que se habia formado un halo de

inhibicion alrededor del disco.

5.1.4 Caracterizacién bioquimica

A partir de una colonia aislada, se prepar6 una suspension en 5 ml de
solucion salina al 0.85% esteril. Se llend cada pocillo de la bateria de bioquimica
del kit APl 20E® (BioMérieux, Francia) con la solucion preparada segin las
especificaciones del fabricante, para luego ser incubado a 37°C durante 24 h. Los
resultados inmediatos se anotaron tas la lectura y fueron introducidos en el
programa APIWEB® (BioMérieux, Francia), para identificar al microorganismo

aislado segun las especificaciones del programa.

5.2 Identificacion de Salmonella spp.
5.2.1 Pre-enriquecimiento

Los moluscos bivalvos se aperturaron con un bisturi estéril y se retir6 la
parte blanda y el licor. Se pes6 aproximadamente 25 g, se homogenizd y se

afiadio en 250 ml de Agua Peptonada estéril. Se dejo incubar la solucién a
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temperatura ambiente por 1 hora para su posterior incubacion a 35°C durante 18

horas. (FDA, 2016)

5.2.2 Aislamiento

Una vez terminado el periodo de incubacion, se transfiri6 0.1 ml de la
solucion en 10 ml de medio Rappaport- Vassiliadis y 1 ml en 10 ml de Caldo

Tetrathionato. Los tubos se incubaron de la siguiente manera:

- Medios Rappaport- Vassiliadis a 42°C por 24 h.

- Caldo Tetrathionato en bafio maria a 35 °C y su duplicado a 42°C por 24 h.
Para la siembra se tomo 10 pl de la solucién incubada y se realizo la siembra

por agotamiento en agar Hektoen Enteric, Bismuto Sulfito y Xilosa Lisina

Desoxicolato a 35°C por 24h. (FDA, 2016)

Se determind como muestras sospechosas a aquellas cuyo crecimiento fue, segln
el agar selectivo:

Hektoen Enteric: Colonias azul verdosas con o sin centro negro.

Bismuto Sulfito: Colonias marrdn grisaceas con o sin brillo metalico.

Xilosa Lisina Desoxicolato: Colonias rosadas con o sin centro negro.

5.2.3 Caracterizacion bioquimica

A partir de una colonia representativa a las sospechosas a Salmonella spp., se

inocularon los medios Agar Lisina Hierro (LIA), Kligler Hierro Agar, Sulfuro

29



Indol Motilidad (SIM), Simmons Citrato Agar y Agar Urea de Christensen. Se

incubaron los tubos a 35°C por 24h.

Los resultados fueron interpretados positivos si el medio present6 (FDA, 2016):
LIA: Coloracion parpura (Alcalinizacion del medio).

Kligler: Coloracién (Pico/Fondo) Rojo/Amarillo con presencia de H.S™ y
produccion de gas.

SIM: Presencia de motilidad y produccion de H,S™.

Citrato: Coloracion azul con presencia de crecimiento.

Urea: No hay variacion.
5.3 Almacenamiento de cepas

A partir de las colonias aisladas e identificadas con el perfil bioquimico den
Vibrio spp. y Salmonella spp. , se inoculé en 800 ul de BHI y se incubd a 37°C
por 24 h. Luego, se agregd 200 ul de Glicerol y se homogenizd con un vortex.

Finalmente, se criopreservé a -80°C.

6. Perfil de susceptibilidad antibiotica
Se determind el perfil de susceptibilidad a partir del método Kirby-Bauer
(Hudzicki, 2009). A partir de una colonia aislada y cultivada en TSA de una
noche anterior, se prepar6é una suspension en una solucion salina al 0.85% y fue
medida en un espectrofotdémetro (Unico® S1100, USA) hasta alcanzar una
absorbancia entre 0.08 y 0.1 (longitud de onda 625 nandmetros), lo cual
equivalente al estandar 0.5 de la escala de Mc Farland 6 1.5 x 108 UFC/ml (Cona,
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2002). Se sumergid un hisopo estéril en la suspension y se realiz6 un sembrado
estriado en tres direcciones para asegurar la distribucion uniforme del in6culo
sobre el agar Mueller-Hinton (Oxoid, Inglaterra). Con ayuda de una aguja estéril,
se coloco los discos de antibidticos seleccionados sobre el agar Mueller- Hinton

(Oxoid, Inglaterra). Los antibidticos utilizados y evaluados fueron:

- Ampicilina (10ug)

- Ciprofloxacina (5uQ)

- Cloranfenicol (30ug)

- Sulfatrimetopim (25 pg)

- Tetraciclina (30ug)

Se incub6 a 35°C por 24h en condiciones de aerobiosis. Se midio luego el
didmetro (expresado en milimetros) de los halos formados por inhibicion
alrededor de cada disco. Se tom6 como referencia la “Guia de Lectura para el
Método de Difusion de discos para la prueba de susceptibilidad de

antimicrobianos” de EUCAST. (EUCAST, 2017)

7. Analisis estadistico

Los resultados fueron presentados en tablas de frecuencias absolutas y
relativas elaboradas en Microsoft Excel, usando las variables segin lugar de

extraccion, mes de muestreo, especie de la bacteria y perfil de susceptibilidad.
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VIl. RESULTADOS

Se realiz6 el andlisis microbiolégico de ejemplares de Donax spp. de 48
muestras para la identificacion de Vibrio spp. y Salmonella spp. Se determiné
que un 89,5% (43/48) de las cepas aisladas de Vibrio spp., fueron positivas segln
la caracterizacion bioquimica del kit comercial API 20 E (identificacion mayor a
90% segun la base de datos del programa) y mediante la sensibilidad al agente
vibriostatico. El 10,5% (5/48) de aislados restantes, fueron identificados como
Gram positivos con la observacién a microscopio previa tincion Gram. En el
presente estudio, la mayoria de aislados no fueron compatibles al crecimiento de
Salmonella spp. en los agares selectivos; sin embargo, un aislado proveniente de
la playa Santa Rosa, fue compatible al crecimiento de esta bacteria en agar XLD
pero identificada mediante el kit comercial APl 20E como Acinetobacter

baumannii .

En relacién con el tipo de bacteria encontrada y muestreo (Tabla 1), el 89,5
% (43/48) correspondio a aislados positivos a Vibrio spp. Ademas, se realizo una
tabla de frecuencias para determinar el nimero de muestras positivas por cada
playa evaluada, encontrandose al menos una muestra positiva a Vibrio spp. en

cada mes (Tabla 2).
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Tabla 1.- Aislamientos positivos a Vibrio spp. seguin procedencia de Donax spp.

Vibrio spp.
Procedencia N N n* %
Los Lobos 8 16 16 33,3
Santa Rosa 8 16 15 31,3
San Pedro 8 16 12 25
Total 24 48 43 89,5

Total de muestras evaluadas (N=24)
n = namero de aislados
n* = numero de aislados positivos

Tabla 2.- Distribucion proporcional de los aislados positivas a Vibrio spp.

durante los meses de muestreo segun lugar de procedencia

Aislados segun lugar de muestreo Vibrio spp.
Mes Los Lobos Santa Rosa San Pedro n* %
mayo 4 3 4 11 25.6
junio 4 4 3 11 25.6
julio 4 4 4 12 27.9
agosto 4 4 1 9 20.9
Total 16 15 12 43 100

Total de aislados sospechosos (n=43)
n* = numero de aislados positivos

Segun la variable especie de Vibrio spp. identificada mediante el kit comercial

API 20E (BioMérieux, Francia) y playa evaluada (Tabla 3), se determin6 que el

100% (15/15) de muestras positivas a Vibrio spp. correspondian a V.

alginolyticus muestreados en la playa Santa Rosa. Del total de muestras positivas

a Vibrio spp. , el 100% (43/43) fueron sensibles al agente vibriostatico O/129

(Anexo 5).
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Tabla 3.- Identificacién de especies de Vibrio spp. y sensibilidad al agente

vibriostatico O/129 por playa muestreada.

. Sensibilidad O/129 V. alginloyticus V. fluvialis
Playa  Aislados
N % > % n* %
Los 16 16 100 12 75 4 25
Lobos
Santa 15 15 100 15 100 0 0
Rosa
San 12 12 100 11 91,7 1 8.3
Pedro
Total 43 43 100 38 88.4 5 11.6

Total de aislados sospechosos (n=43)
n*=numero de aislados positivos

Ademas, se realizd el perfil de susceptibilidad antibiotica a las cepas de
Vibrio spp. aisladas (Grafico 1); encontrando que el 48,9% (21/43) fue resistente
a Ampicilina (Anexo 6). De las cepas resistentes a ampicilina, el 44,7 %(17/38)

correspondio a la especie V. alginlyticus y el 80,0%(4/5), a V. fluvialis.(Tabla 4)
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Grafico 1.- Perfil de susceptibilidad antibiética de las muestras aisladas positivas a
Vibrio spp. segun playa muestreada.

mLos Lobos ™ Santa Rosa San Pedro

1

1 1
.0 0 0 O 0O 0 O .0

Ampicilina Cloranfenicol  Ciprofloxacina Sulfatrimetropim  Tetraciclina

1

Total de aislados positivos (n=43)

Tabla 4.- Proporcion de aislados de especies de Vibrio spp. resistentes a
ampicilina

Cepa identificada n Ampicilina
n* %
V. alginolyticus 38 17 447
V. fluvialis 5 4 80,0
Total 43 21 48,8

Total de aislados positivos (n=43)
n*= namero de aislados resistentes a ampicilina
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VIII. DISCUSION

Diversos estudios han confirmado la presencia de Vibrio sp. en productos
de origen marino, encontrandose entre las principales especies V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. wvulnificus y V. alginolyticus. En Cuba, Leyva et al.
(2013) identificaron nueve especies de Vibrio spp. entre los principales
productos hidrobiolégicos, encontrando un 34% (426/1251) de muestras
positivas a V. alginolyticus. Asimismo, otro estudio en ese pais identificé una
frecuencia alta de V. alginolyticus en el agua costera de La Habana, esto a
pesar de que no existen reportes de casos de enfermedad gastrointestinal o
extraintestinal en ese pais, que se le pueda atribuir a dicha bacteria. (Gonzélez;
2006). En un estudio realizado en moluscos procedentes de Marruecos, se
determind un porcentaje predominante de aislados positivos a V. alginolyticus
equivalente al 90,4% (47/52) (Mannas, 2014). Los resultados de estos estudios
coinciden con el registrado por la presente investigacion, la cual determiné un
88,4%(38/43) de aislados identificados como V. alginolyticus mediante el kit
comercial APl 20E, evidenciando que esta cepa de Vibrio posee amplia
distribucién en el ambiente marino. Asimismo, en el Perl se ha reportado
presencia de V. alginolyticus en un 85,7%(12/14) en muestras del tracto
digestivo de lenguado Etropus ectenes (Ruiz, 2012). El grado de virulencia va

a depender de la presencia de genes de patogenididad de Vibrio spp. siendo
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los més patdgenos para el ser humano la hemolisina directa termoestable (gen
tdh), la hemolisina relacionada al tdh (gen trh) y la hemolisina termolabil
(tlh); pudiendo ser asi V. alginolyticus patdégeno al poseer dichos genes.
Ademas, muchos estudios han reportado que V. alginolyticus puede ser
reservorio de genes de patogenicidad de otras especies de Vibrio spp.
(Gargouti et al., 2015). Esto justifica ain mas el presente estudio, ya que la
presencia de V. alginolyticus puede dar a sospechar no solo el
acompafiamiento con sus propios genes de virulencia, sino también la de otras

especies de Vibrio spp. (Henriquez et al., 2016)

Los resultados de la presente investigacion determinan una elevada
frecuencia de muestras positivas a V. alginolyticus, debido a la naturaleza de
esta bacteria ubicua de ambientes marinos, que puede soportar diversas
concentraciones de NaCl (Grau et al.,2000; 2006). También se observo,
presencia de V. fluvialis en menor proporcion, siendo un hallazgo importante
porque se ha relacionado a diarreas tipo colera, infecciones de piel e incluso
pocas veces aislados en coprocultivos de pacientes con enfermedades
inmunosupresivas como el SIDA (Uso et al., 2010). Aln no se cuenta con la
epidemiologia definida de esta especie como patdgeno, ya que en algunos
casos si se relaciona al consumo de productos hidrobioldgicos (Allton et al.,
2006) y en otros no se conocen del todo los factores de riesgo (Lai et al.,

2006); a pesar de ello representa un potencial problema en la salud publica al
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igual que los otros vibrios. Ademas, se sabe que los aislados de esta especie
presentan resistencia a ampicilina, penicilina G  principalmente.

(Rammamurthy et al. , 2014)

Otras especies de Vibrios (no aislados en el presente estudio) como V.
vulnificus y V. parahaemolyticus, son altamente patdgenas, siendo V.
vulnificus considerada la mas virulenta y causante de una tasa de mortalidad
del 50% en cuadros sépticos para el hombre. Aunque se ha relacionado a
enfermedades gastrointestinales tras el consumo de moluscos bivalvos
(contaminados con este patdgeno) por su capacidad de adhesion al mucus del
huésped; otros estudios confirman su importancia en enfermedades
extragastrointestinales, como los reportes registrados en personas ante
exposicion de agua marina, causando problemas de piel y otitis (Feingold y
Kumar, 2004). Por tanto, la presencia de esta bacteria en moluscos bivalvos
no solo representa un riesgo para el consumidor, sino también para los
visitantes de dichas playas, ya que existe también riesgo de contraer
enfermedades dérmicos causados por este patdgeno como por asociaciones a
bacterias oportunistas (Thompson y Austin, 2006). Asimismo, diversos
estudios sugieren que los cultivos de V. alginolyticus pueden ser reservorio de
genes de virulencia presentes en el ambiente, debido a una transduccion entre
otras bacterias marinas (Lafisca et al.,2008), por lo que, al evidenciarse la

presencia de una cepa tdh-positiva aislada de una muestra positiva a V.
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parahaemolyticus serotipo O3:K6 (considerado como cepa pandémica)
proveniente de un mercado pesquero de Lima (Aliaga et al., 2010), deja en
evidencia la posibilidad de que V. alginolyticus pueda servir como reservorio
del gen tdh del V. parahaemolyticus. En ese sentido en nuestro pais, un brote
causado por un serotipo O3:K6, podria afectar a la salud de la poblacion de la
zona costera del Perd, quienes son los consumidores mas frecuentes de

productos marinos, especialmente en los meses de verano.

Diversos estudios se basan en una identificacion fenotipica mediante el kit
bioquimico API 20 E, debido a que es fiable dependiendo del porcentaje de
identificacion; el cual se sugiere que sea mayor a 90% para tener un resultado
confiable. En un estudio realizado en esturion siberiano de Rumania en el
2010, los autores mencionan que el kit comercial AP1 20E puede ser utilizado
para identificar diversas bacterias Gram negativas causantes de patologias
bacterianas en peces, identificando V. alginolyticus con un 93.9% vy
Pasteurella spp. con 92.5% de identificacion (Costinar et al., 2010). Otra
investigacion determind la presencia de V. alginolyticus a un 99.1% de
identificacion en Hippocampus reidi, relacionandola como causante de altas
mortalidades en una infeccion experimental (Martins et al., 2010). Ademas,
API 20E ha sido utilizado para la diferenciacién de aislados compatibles a V.
alginolyticus, V. harveyi y V. parahaemolyticus en un estudio realizado en

moluscos bivalvos procedentes de Italia y Brasil (Lafisca et al., 2008). La
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caracterizacién bioquimica por el sistema en mencion muestra buenos
resultados y puede ser usado para la identificacion de V. fluvialis para una
infeccion experimental (Flores, 2017). Sin embargo, la prueba “gold standard”

para la identificacion de bacterias sera el PCR.

Con respecto al perfil de susceptibilidad antibi6tica, se menciona que mas
del 90% de cepas de V. alginolyticus obtenidas de ambientes marinos
presentan resistencia a antibidticos beta-lactamicos (Hernandez, 2016). El
presente estudio coincidié con investigaciones anteriores que demuestran
prevalencia alta de resistencia a ampicilina en cepas de Vibrio spp. aisladas de
ambientes marinos ( Yadon y Schmunis, 2000; Ferrini, 2008; Han et al.,
2007). En una investigacion realizada en 6 cepas de Vibrio aisladas de
productos marinos (entre ellas V. alginolyticus), se observd que el 97.2%
(70/72) eran resistentes a ampicilina (Raissy et al., 2012). De acuerdo con el
mayor nimero de resistentes a ampicilina, se observo que estos pertenecian en
su mayoria a V. alginolyticus; en concordancia con el estudio realizado por
Eun-Gyoung et al. (2010), en el cual se determiné una alta resistencia a
ampicilina en 75.2% (115/153) de cepas aisladas de V. alginolyticus y 57.8%
(126/218) a V. parahaemolyticus, aislados de peces de piscigranjas en Corea;
ademas, se menciona una multiresistencia de los aislados resistentes a esta
droga. Asimismo, se obtuvo cepas compatibles a V. fluvialis resistentes a

ampicilina, coincidiendo con estudios en los aislados de esta especie que
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muestran resistencia al farmaco en cuestion (Rammamurthy et al., 2014).

Para el caso de Salmonella, estudios anteriores revelan bajas tasas de
aislamiento provenientes de muestras marinas a pesar de que soporta hasta un
5% de NaCl, sobreviviendo mejor en medios tropicales de agua dulce;
multiplicindose en estuarios durante semanas. En nuestro pais, se suma el
hecho de tener desagues y drenes que desembocan en el mar sin tratamiento
previo; y la falta de identificacion de portadores de la enfermedad que
constantemente se encuentran liberando la bacteria por medio de las heces.
Para el caso particular de Donax spp., estas son extraidas de manera libre para
su consumo directo y sin control sanitario, aumentando el riesgo a contraer
una gastroenteritis por Salmonella spp.. Ademas, los moluscos estdn mas
expuestos a diversas bacterias y contaminantes debido a la forma de vivir

enterrados en sedimentos y a orillas del mar.

Estudios en otros paises como lItalia, reportaron 1,1% (1/87) de
prevalencia de Salmonella spp. en muestras de moluscos bivalvos (Macaluso
et al., 2004). Un estudio en Marruecos, reveld un 10%(80/801) de muestras
positivas a esta bacteria procedentes de moluscos bivalvos (Setti et al., 2009).
Mientras que, en Brasil, se determiné un 30%(3/10) de muestras de agua y
10% (1/10) de ostras de un estuario cercano a Sao Paulo, positivas a

Salmonella spp. (Ristori et al., 2007). Esto nos demostraria que presencia de
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Salmonella spp. estaria relacionada con factores como la temperatura del mar
y actividad antropogénica de la zona de donde se extrae el producto evaluado.
Ademas, estudios reportan que su presencia coincidiria también con la
concentracion de coliformes fecales (Polo et al., 1998; Catalao et al., 2000).
En un reporte de IMARPE en el 2015 (De la Cruz et al., 2015), demostrd
presencia de coliformes fecales mayor a 2000 NMP/100ml en el Dren 4000
(Santa Rosa); sin embargo, en dicha playa no se evidencié presencia de
Salmonella spp. en las muestras evaluadas. Cabe resaltar, que durante el
procesamiento de muestras y realizacion de protocoles de identificacion de
Salmonella spp., se identifico mediante el kit comercial APl 20E un aislado
compatible a Acinetobacter baumannii, la cual es una bacteria de importancia
en el ambiente hospitalario (Memish et al., 2012) y capaz de producir una
gran variedad de cuadros clinicos, desarrollando resistencia a diferentes
grupos de antibidticos (Gaynes y Edwards, 2005), significando un posible
riesgo para la salud puablica si se llega a confirmar su presencia mediante
pruebas moleculares, haciendo sospechar de una posible contaminacion

proveniente directamente de centros de salud.

Anteriormente en el Peru, el estudio de Taboada et al. (1974) determind
una muestra de Salmonella spp en moluscos bivalvos procedentes de
mercados de Lima en un periodo de un afio (muestreos quincenales). En Piura,

SANIPES realizd un andlisis microbiolégico de los principales productos
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hidrobioldgicos, entre ellos Donax spp.; no encontrando muestras compatibles
con esta bacteria. Se sugiere, que Salmonella spp. puede estar en niveles muy
bajos o presente en estado viable no cultivable como respuesta de
sobrevivencia ante factores externos (Marquez,2017; Polo et al.,1998), lo cual
coincide con la ausencia de muestras positivas a Salmonella spp. en el

presente estudio.

Se debe tener en cuenta que los casos de salmonelosis en Estados Unidos y
Europa causados por el consumo de moluscos bivalvos contaminados por la
bacteria Salmonella typhi; conllevaron como medida preventiva a la depuracion
de moluscos en tanques de agua limpia para maximizar la actividad de filtracion
y eliminar de forma efectiva muchas bacterias fecales contaminantes. Sin
embargo, esta técnica resulta poco efectiva para el caso de Vibrio spp. (FAO,
2010). En nuestro pais, es posible que no se cuente reporten muchos casos de
salmonelosis no porque dicha bacteria esté ausente en los alimentos, sino
porque el sistema de salud actual no valora mucho la identificacion del agente

causal de las enfermedades gastrointestinales.

La presencia de especies como V. alginolyticus y V. fluvialis, representan
un posible riesgo para el consumidor de productos hidrobiolégicos por las
enfermedades gastrointestinales que podrian ocasionar. Al realizar los

muestreos, se evidencié ademas la modalidad de comercializacion de las Donax
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spp. en los mercados locales, siendo méas vendido en modalidad de salado y sin
respetar la cadena de frio, a pesar de que el clima de la zona costera de
Lambayeque favorece la rédpida descomposicion de los productos
hidrobiolégicos, perjudicando ain mas la inocuidad del producto. Cabe resaltar,
que en los mercados aledafios al mar, el lavado de los productos
hidrobiolégicos a comercializar, se suelen lavar con agua proveniente del mar,
aumentando asi la posibilidad de contaminacion cruzada. A esto se suma la
forma de preparacion que tienen los moluscos bivalvos en la gastronomia
peruana, los cuales se suelen servir crudos o semicrudos, evitando la

inactivacion térmica de Vibrio spp.

Se tiene que considerar que Lambayeque ademas de tener zonas pesqueras,
posee playas para fines recreativos, siendo visitadas por miles de personas
principalmente en los meses de verano, estacion que favorece el crecimiento de
Vibrio spp. por aumento de la temperatura del agua y su salinidad, por lo que
los visitantes de las zonas afectadas con la presencia de esta bacteria (playas de
muestreo) se suman a la poblacién en riesgo, ya que se ha demostrado que son
agentes causales de infecciones de piel, otitis y conjuntivitis en personas que
previamente han tenido algun tipo de contacto con agua de mar con la presencia
de esta bacteria. En este sentido, los trabajadores que manipulen agua de mar
(principalmente aquellos que laboren en mercados de puertos pesqueros)

también se verian afectados, ya que suelen realizar los lavados, tanto de las
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instalaciones como de los productos hidrobiolégicos a vender, con agua de mar
sin algun tipo de tratamiento previo. Asimismo, se suma la poblacion en riesgo
para la mayoria de enfermedades: nifios, ancianos y pacientes

inmunosuprimidos.

Cabe mencionar que existen escasas investigaciones relacionadas a la
presencia de estas bacterias en bancos naturales de moluscos bivalvos en
América Latina, persistiendo asi el desconocimiento acerca de la situacion
sanitaria de estas zonas, principalmente las de extraccion. Por tal motivo, se
sugiere continuar con pruebas moleculares para determinar si existe presencia
de genes de patogenicidad en las cepas aisladas del presente estudio, para llegar
a evidencias concluyentes y saber el verdadero peligro al que se estaria en

riesgo.

A pesar de la importancia de esta bacteria en la salud humana, su
aislamiento constante en ambientes marinos y el notable deterioro ambiental, en
el pais no suelen realizarse estudios de esta indole, por lo que se sugiere que
organismos reguladores como SANIPES, Ministerios y Gobierno regional,
realicen medidas de control sanitario, tanto para ambientes marinos como para
productos hidrobioldgicos, y asi mitigar el posible brote de alguna enfermedad
causada por Vibrio spp. Ademas, las autoridades sanitarias deberian fomentar la

identificacion del agente causal de enfermedades diarreicas en centros de salud;
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y la seleccion del tratamiento a realizar por medio de perfiles de resistencia
especificos para cada paciente. Muchas veces el bajo control médico e
informalidad de vendedores de farmacos, ocasiona la seleccion de cepas
resistentes multiresistentes, dificultando la recuperacion del paciente y la
permanencia de la bacteria, en este caso Vibrio spp., como agente causal de

diarreas.

Ademas, la cepa identificada por medio del kit comercial API 20 E, V.
alginolyticus, estd asociada a otros vibrios patdégenos para moluscos bivalvos,
como lo son V. tubiashii y V. anguillarum, causantes de mortalidad en larvas de
moluscos bivalvos. Por este motivo, representaria un peligro para cultivos como
el de la concha de abanico, principal producto hidrobiolégico peruano

exportado.

En la actualidad, Donax spp. es considerado como producto hidrobiolégico
potencial en la maricultura peruana por el IMARPE, por lo que el control
sanitario de los bancos naturales (lugar de donde se obtendrian los
reproductores) debe ser un ambiente lo menos contaminado posible, ya que
contribuiria al ingreso de Vibrio spp. a cultivos controlados y hatcheries por
medio de estos reproductores. Ademas, se debe tener control en el alimento
suministrado (fitoplancton) y agua filtrada para estanques. A pesar de que en las

Gltimas décadas los organismos reguladores no llevan registros acerca de la
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extraccion de Donax spp., esta actividad es de importancia socio-econondmica,

ya que genera ingresos y ayuda a reducir la pobreza para los pescadores locales.

Se debe de tener en cuenta que se ha exportado hasta 64 toneladas al afio de
Donax spp.a Europa hasta el afio 2008 (opuesto a los aproximadamente 300 kg
que se extraen al dia por playa), por lo que promover su sanidad, produccion e

inocuidad puede significar la reinsercion en el mercado internacional.

El resultado negativo a Salmonella spp., no es determinante para afirmar la
ausencia de esta bacteria en el medio marino, ya que estudios anteriores
mencionan baja prevalencia de esta bacteria en ambientes marinos peruanos. Su
presencia guarda relacion con el grado de contaminacion de coliformes,
principalmente fecales (Cortés-Lara, 2003; Vega, 2010). Por ende, ante el
aumento del deterioro ambiental, la contaminacion de origen antropogeénica y
presencia de posibles animales portadores de Salmonella spp. como de

coliformes en zonas aledarias, favoreceria el aumento de esta prevalencia.

Para futuras investigaciones relacionadas a este estudio, se sugiere la
utilizacion de un lector multiparametro, para tener un control mas especifico y
encontrar relacidn entre la presencia de las bacterias con las caracteristicas de la
calidad del agua, ya que factores como la temperatura, salinidad, concentracién

de oxigeno disuelto, pH, entre otras; condicionarian a la presencia de bacterias
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en el ambiente acuatico y en el molusco. Ademéas, complementar la
identificacion bioquimica con pruebas moleculares, ya que son consideradas las
pruebas “gold standard” en la tipificacion de bacterias por su mayor
sensibilidad frente al kit comercial APl 20E. Con estas pruebas, se puede
determinar la presencia de genes de patogenicidad e identificar posibles

amenazas para la salud publica.

Con estos hallazgos se busca dar a conocer la situacion sanitaria de Donax
spp. para fomentar trabajos de investigacion, tanto sobre este recurso como del
lugar de extraccion; y para la toma de acciones correctivas por parte de los
organos reguladores, realizando asi programas de control y vigilancia sanitaria

de productos hidrobiolégicos y medioambiente.
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IX. CONCLUSIONES

Se aislé Vibrio spp. en el 89,5%(43/48) de Donax spp. “palabritas”
provenientes de bancos naturales de la Regién Lambayeque.

Las palabritas extraidas de la playa Los Lobos (Etén) fueron consideradas las
mas contaminadas por Vibrio spp., identificAndose el 100% (16/16)
compatibles a esta bacteria.

Se encontro una frecuencia del 88,4% de muestras compatibles a Vibrio
alginolyticus y 11.6% para V. fluvialis.

No se aislaron cepas compatibles a Vibrio vulnificus, parahaemolyticus ni
cholerae.

Se encontré que el 39,5% de aislados compatibles a Vibrio spp. fueron
resistentes a Ampicilina.

El crecimiento de bacterias Gram positivas en agar TCBS demuestra que el
medio no es del todo selectivo para Vibrio spp.

No se aislaron muestras positivas a Salmonella spp .

Se identific6 mediante el kit comercial APl 20E Acinetobacter baumanii

procedente de la playa Santa Rosa
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X. RECOMENDACIONES

Confirmar mediante pruebas moleculares los aislados identificados
mediante el kit comercial API 20E como V. alginolyticus y V. fluvialis.
Continuar con el monitoreo de Vibrio spp. y Salmonella spp. en los
puntos evaluados por parte de las autoridades pertinentes e incluyendo el
agua de mar.

Evaluar la presencia de Vibrio spp en otros moluscos bivalvos para
consumo.

Evaluar la presencia de los patdgenos evaluados en otras playas con
bancos naturales o con presencia de maricultura.

Evaluar otros agentes patdgenos de importancia en la salud publica y

produccién de moluscos bivalvos.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1.- Ubicacion de los lugares de muestreo: Playa Los Lobos (A), Playa Santa
Rosa (B) y Playa San Pedro (C). Lambayeque, Per.
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Anexo 2.- Muestreo realizado de manera manual para la coleccién de Donax spp..
Lugar: Playa Santa Rosa.

Anexo 3.- Medicion de longitud valvar de ejemplar de Donax spp. con vernier acorde
a la talla comercial.
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Anexo 4.- Aislado compatible a Vibrio spp. en agar TCBS.

Anexo 5. — Aislado sensible al agente vibriostatico O/129
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Anexo 6.- Antibiograma realizado en aislado compatible a Vibrio spp. [resistencia a
Ampicilina en la placa 73 (izquierda) y sensibilidad a todos los antibioticos usados en la
placa 42 (derecha).]
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