Revista Cubana de Alimentacion y Nutricion

RNPS: 2221. ISSN: 1561-2929
R E N Volumen 23. Numero 1 (Enero — Junio del 2013):31-43

Articulo original

Departamento de Microbiologia. Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos. La Habana.

ESPECIES PATOGENAS DE VIBRIO AISLADAS EN ALIMENTOS DE
ORIGEN MARINO

Virginia Leyva Castillo’", Yamila Puig Pefia®", Maria Espino Hernandez®®, Giselle Pereda
Lamela®", Neibys Portela Lopez®", Pedro Luis Morejon®", Omar Roble™.

RESUMEN

Este trabajo presenta las especies patogenas de Vibrio halladas en alimentos de origen marino, y
su relacion con la calidad sanitaria de las fuentes investigadas, asi como la variacion estacional de
ocurrencia de las mismas durante 12 meses. Se analizaron 488 muestras de 4 alimentos de origen
marino (Ostiones: 33.8%; Pescados: 29.5%; Langostas: 22.1%; y Camarones: 14.5%) extraidos
de aguas circundantes de 2 provincias del pais; junto con 6 muestras de plancton, entre Enero del
2003 y Diciembre del 2007, mediante métodos microbioldgicos tradicionales. Se estimoé la razon
de disparidades (OR) entre la calidad sanitaria de los alimentos (dada por el numero de
coliformes fecales) y la presencia de especies patogenas de Vibrio patdgenos. El comportamiento
estacional de la ocurrencia de las especies de Vibrio fue estimado mediante técnicas de regresion
lineal. El 93.2% de las muestras fueron positivas para especies patogenas de Vibrio. Se
identificaron 9 especies. V. alginolyticus (34.0%), V. cholerae no-Ol1 (25.5%) y V.
parahaemolyticus (19.0%) fueron las principales especies encontradas. No se aislaron los
serogrupos O1 ni O139 del V. cholerae. El 11.3% de las muestras analizadas de alimentos
presentaban coliformes fecales, pero ello fue independiente de la presencia de las especies
patégenas de Vibrio (OR = 0.6964; IC 95%: 0.2951 — 1.6436; p > 0.05). Tampoco se encontrd
relacion alguna entre la frecuencia de aislamiento de las especies de Vibrio y las diferentes
estaciones del afio. Leyva Castillo V, Puig Pefia Y, Espino Hernandez M, Pereda Lamela G,
Portela Lépez N, Morején PL, Roble O. Especies patdgenas de Vibrio aisadas en alimentos de
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INTRODUCCION

Varias especies del género Vibrio se han
relacionado con enfermedades
gastrointestinales en personas que han
consumido alimentos de origen marino
contaminados. De todas las especies de este
género, Vibrio cholerae es la de mayor
interés médico, al ser las cepas toxigénicas
Ol y 0139 del mismo las responsable del
colera epidémico. Estas cepas originan un
cuadro clinico que puede variar desde una
leve diarrea, no complicada, hasta una
enfermedad grave con diarrea fulminante,
coma y muerte en pocas horas.'

El coélera se difunde a través del mundo
desde su reservorio (fuente originaria) en el
delta del rio Ganges de la India. Entre el
siglo XIX y el ano de 1960 se registraron
seis pandemias en las que murieron millones
de personas en paises de Europa, Africa y
América. La séptima pandemia de colera
comenzo en 1961 en el sur de Asia, alcanzo
el continente africano en 1971, y llego al
continente americano en 1991, entrando por
Pertu. En la actualidad se considera que el
colera es endémico en numerosos paises, y
tal vez no sea posible eliminar del medio
ambiente al patgeno que la provoca.”

El resurgimiento del cdlera a partir del
ano 2005, evento relacionado con el
crecimiento constante de la poblacion
vulnerable, se considera nuevamente una
amenaza para la salud publica. En el 2006,
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
notific6 un aumento dramdtico de la
cantidad de enfermos en 52 paises, con
236,896 casos, de los que fallecieron 6,311:
el 2.7% de los infectados.> No obstante, se
estima que la cifra de enfermos reportados
constituye apenas el 10% de los infectados
realmente.’

En Cuba el cdlera aparecioé por primera
vez en 1833, procedente de la ciudad
norteamericana de Nueva Orleans.' El
primer caso de «colera en Cuba se
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diagnostic6 el 25 de Febrero de ese afio, en
la barriada habanera de San Léazaro. Afios
después, en 1867, se produjo lo que se
considera todavia como la tercera y ultima
entrada del colera en Cuba, y que causd
grandes estragos en la poblacion.*

Independientemente  del  sufrimiento
humano que provoca esta enfermedad, los
brotes de coélera causan reacciones de
panico, e impactan negativamente en el
desarrollo de las comunidades afectadas
porque perturban la estructura social y
econdmica de las mismas. En las regiones
donde se declara un brote de colera, se
producen restricciones de los movimientos
de las personas, e incluso limitaciones de las
importaciones de alimentos percibidos como
infectados, con las subsiguientes
afectaciones economicas.

Ademas de V. cholerae, dentro del
género Vibrio existen al menos 12 especies
consideradas patdogenas al hombre. V.
parahaemolyticus y V. vulnificus son las de
mayor trascendencia por la magnitud de las
enfermedades que ocasionan.”

El ambiente acuatico, y en particular los
entornos costeros que circundan los mares
de agua salada, constituye el reservorio de
las especies patogenas de Vibrio, si bien
algunas de ellas se han recuperado de
fuentes de agua dulce. Las especies
patégenas de Vibrio se encuentran
principalmente en las regiones de clima
tropical o templado. Los brotes de colera se
han asociado con el consumo de pescados y
mariscos crudos, incluyendo las ostras,
cangrejos y camarones dentro de estos
Gltimos.*

En los ultimos afios se han detectado
nichos ecoldgicos de V. cholerae en zonas
no endémicas como las aguas de la costa del
Golfo de México, en los Estados Unidos; y
el nordeste de Australia, donde no se ha
demostrado contaminacion fecal. Por tales
razones, los pescados y mariscos constituyen
la principal fuente de infeccion por colera,
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destacando en particular a los moluscos y
crusticeos que se consumen crudos o
semicocidos.

Diversas causas pudieran hacer resurgir
el colera en cualquier momento. Entre ellas,
se pueden mencionar las emergencias y los
desastres naturales que afectan las fuentes de
agua y alimentos; el aumento en el nimero
de las personas susceptibles por la pérdida
de la inmunidad natural pasiva tanto frente
al Vibrio como las toxinas; y el incremento
en la movilidad de las colectividades
humanas. En el caso de Cuba, la posibilidad
del resurgimiento del célera se hace mayor
ante la llegada al pais de personas
provenientes de lugares donde la bacteria
esta presente.”™

Por los riesgos que encierra que el colera
adquiera caracter endémico en
Latinoamérica se hace necesario comprender
la ecologia de V. cholerae, asi como de las
otras especies de vibrios patogenos. Ello
implica conocer la presencia de estas
especies en los ecosistemas acudticos del
continente, a fin de identificar los ambientes
cuyas condiciones ecologicas bidticas y
abidticas, permiten que este microorganismo
sobreviva durante periodos interepidémicos,
y con ello evitar la exposicion innecesaria
del ser humano a esos reservorios naturales.

En Cuba, a partir de la entrada en
Latinoamérica de la séptima pandemia del
colera, se establecio un Sistema Nacional de
Vigilancia para investigar la presencia del
agente causal en los  productos
hidrobiologicos.  Estudios  precedentes
realizados en el pais no encontraron V.
cholerae Ol en el agua y los productos del
mar, pero si informaron del aislamiento de
V. cholarae no Ol y de vibrios hal6filos
patogenos para el hombre tales como V.
parahaemolyticus y V. wulnificus, entre
otros.”®

Existen muy pocos trabajos que
examinen la presencia de las especies de
Vibrio en el ambiente marino de las regiones

Rev Cubana Aliment Nutr Vol. 23, No. 1 33

de América y Caribe. Por todo lo
anteriormente dicho, el presente estudio tuvo
como objetivo identificar las especies de
Vibrio patogenos que puedan presentarse en
alimentos de origen marino, determinar la
relacion de los mismos con la calidad
sanitaria de las fuentes investigadas, y
examinar la posible variaciéon en la
frecuencia de ocurrencia de las especies
halladas segun los periodos estacionales del
afio.

MATERIAL Y METODO

La presente investigacion se llevo a cabo
en el Instituto de Nutricion e Higiene de los
Alimentos (INHA) de La Habana (Cuba),
entre enero del 2003 y diciembre del 2007
(ambos inclusive).

Durante la ventana de observacion del
estudio se muestrearon de forma mensual
alimentos de origen marino procedentes de
los centros de producciéon de Bataband
(provincia Mayabeque) y los criaderos de
ostiones del municipio Mariel (provincia
Artemisa); provincias situadas al sur de La
Habana, y que hasta el afio 2011 integraron
una unica entidad administrativo-politica.
Estos alimentos comprendieron ostiones,
pescados, langostas y camarones.

Las muestras obtenidas se trasladaron al
Laboratorio de Microbiologia del INHA
dentro de bolsas estériles y almacenadas en
neveras refrigeradas; y fueron analizadas
dentro de las 24 horas a partir de la
recoleccion.

El presente trabajo también comprendid
el estudio puntual del plancton de los mares
situados al norte de la ciudad de La Habana.
Para ello, se recogieron 6 muestras en
distintos puntos del litoral habanero
utilizando una red tipo trapecio con una
abertura de 50 centimetros de diametro,
después de 20 minutos de arrastre, a dos
nudos de velocidad. Los puntos muestreados
fueron: Caleta de San Lazaro (1 muestra),



34 Rev Cubana Aliment Nutr Vol. 23, No. 1

Bahia de La Habana (3 muestras), playa El
Chivo (1 muestra), y costa de Cojimar (1
muestra); respectivamente.

Las muestras fueron  procesadas
convenientemente antes de los estudios
microbiologicos. Las conchas de los
ostiones se lavaron con agua y detergente
empleando un cepillo de cerdas plasticas, y
se flamearon con alcohol antes de abrirlas.
Una vez abiertos, el contenido de la masa
del animal se retird con una pinza estéril, y
se coloco en una placa estéril.

En el caso de los camarones, se cortaron
porciones del cuerpo del animal, incluida la
capa de quitina, empleando pinzas y tijeras
estériles; y las muestras asi obtenidas se
pesaron en placas estériles, y se conservaron
hasta el momento del ensayo.

Para el procesamiento preanalitico de los
pescados se realiz6 un corte longitudinal con
una tijera estéril en la parte inferior del
cuerpo del animal a fin de exponer los
intestinos. Una vez hecho esto, los intestinos
se extrajeron asépticamente, y se pesaron
junto a las agallas en una placa estéril.

De las langostas, se utilizaron para los
estudios microbiologicos tanto la cabeza
como parte de los intestinos. Los intestinos
se extrajeron con una cucharilla estéril. Las
muestras se colocaron por separado en
bolsas estériles, y se pesaron antes del
estudio.

Las cantidades de plancton a cultivar se
pesaron después de colocarlas en una bolsa
estéril utilizando para ello una cucharilla
estéril.

Las muestras de langosta y plancton se
homogenizaron por separado en agua de
peptona alcalina durante un minuto con un
homogenizador peristaltico (Lab-Blender-
400, Estados Unidos). Las otras muestras se
homogenizaron en una batidora convencional
utilizando un vaso estéril.

La identificacion de V. cholerae y las
otras especies de Vibrio se realiz6 por los
métodos tradicionales recomendados por la
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Administracion de  Medicamentos y
Alimentos de los Estados Unidos
(reconocida por sus siglas del inglés FDA
Food and Drug Administration) y el Centro
para la Seguridad Alimentaria y la Nutricién
Aplicada (de las siglas en inglés CFSAN
Center for Food Safety and Applied
Nutrition).” Los medios y reactivos
empleados fueron de grado analitico.

Todos los medios de cultivo para las
pruebas bioquimicas y fisioldgicas se
suplementaron con Cloruro de sodio al 1%
(p/v). El agua de peptona alcalina inoculada
con la muestra se incubd durante 6 horas a
37°C. Al cabo de este tiempo se realizé la
siembra de la muestra en placas con medio
TCBS Agar Tiosulfato-Citrato-Sales
biliares-Sacarosa (BioCen Centro Nacional
de Biopreparados de Cuba). Las placas se
incubaron a 37° C durante 24 horas.

De cada cultivo se seleccionaron cinco
colonias amarillas (presuntivas de V.
cholerae o de otra especie sacarosa-positiva
de Vibrio) y cinco colonias de color verde
para la identificacion de otras especies
sacarosa-negativa. Todos los
microorganismos aislados se estudiaron de
modo  independiente. = Las  colonias
seleccionadas se inocularon por puncion en
medio AHK Agar Hierro-Kliger (BioCen,
Cuba) y se incubaron a 37°C durante 24
horas. Las colonias que crecieron en AHK
con una imagen caracteristica fueron
transferidas a un medio Agar Triptona Soya
(Biolife, Italia), y se incubaron durante 24
horas a 37°C.

La determinacion de la capacidad
oxidasa de la colonia se realiz6 con NN-
dimetil-p-fenildiamina (Merck, Alemania).
Las cepas oxidasa-positiva se identificaron
por medio de la descarboxilacion de L-lisina
y L-ornitina y la hidrolisis de arginina; la
produccion de 4cido de inositol, manitol,
manosa, sacarosa y arabinosa; la tolerancia
al Cloruro de sodio (en concentraciones de
0, 6, 8 y 10%, peso/volumen); la movilidad;
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la producciéon de indol; la oxidacion/
fermentacion (O/F) de la glucosa; y la
prueba de la cuerda (también llamada de
filamentosidad).

Para la identificacion de otras especies
se realizaron, ademas, la prueba de Voges-
Proskauer, la utilizacion de celobiosa, y la
determinacion del caracter ONPG o-
nitrofenil-pf-D-galactopirandsido. Las cepas
no clasificables se identificaron por el Kit
API (BioMerieux, Francia). El serogrupo de
V. cholerae se determiné por aglutinacion en
lamina con los antisueros de grupo somatico
Ol y 0139 (Difco, EUA).>’

La calidad sanitaria de los alimentos
muestreados se determind mediante la
cuantificaciéon de los coliformes fecales a
45°C, segtin lo establecido en la norma
cubana NC 38-02-14° La calidad se
consider6d aceptable para un valor NMP de
0.3/g del alimento, segun los limites
microbiologicos establecidos en la norma
cubana correspondiente.’

Los resultados de los estudios
microbioldgicos se  expresaron  como
estadigrafos de agregacion bajo la forma de
frecuencias  absoluta y relativa, vy
porcentajes. La fuerza de la asociacion entre
la calidad sanitaria del alimento (dada por el
namero de coliformes fecales) y la presencia
de especies patogenas de Vibrio se estimo
mediante la razon de disparidades (OR). La
existencia de tendencias en el
comportamiento de la ocurrencia de las
especies identificadas de Vibrio durante 12
meses de observacion se examind mediante
un modelo de regresion lineal. El
procesamiento de datos y los calculos
estadisticos se realizaron con el auxilio de
los programas SPSS version 11.5 (SPSS
Inc., Pensylvannia, Estados Unidos) para
WINDOWS (Microsoft, Redmond, Virginia,
Estados Unidos) y Epilnfo version 3.5.1
(CDC Centros para el Control de las
Enfermedades, Maryland, Estados Unidos).
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RESULTADOS

Durante la ventana de observacion del
estudio se analizaron 488 muestras de
alimentos de origen marino, distribuidos de
la manera siguiente: Ostiones: 165 (33.8%);
Pescados: 144 (29.5%); Langostas: 108
(22.1%); y Camarones: 71 (14.5%);
respectivamente.

Figura 1. Frecuencia de ocurrencia de especies
patogenas de Vibrio en las muestras estudiadas
de los alimentos de origen marino. Para cada
alimento, se presenta el porcentaje de muestras
que resultaron positivas a la presencia de
especies patdgenas de Vibrio.
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Fuente: Registros del estudio.
Numero de muestras ensayadas: 488.

De las 488 muestras de alimentos
analizadas, 455 (93.2%) de ellas fueron
positivas a la presencia de especies
patdgenas de Vibrio. La Figura 1 muestra la
distribucion de las especies patogenas de
Vibrio por alimento. Se destaca el caso de
los ostiones, al encontrarse especies
patégenas en todos ellos. Sin embargo, la
presencia de tales vibrios fue casi universal
en las langostas y los camarones.
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Tabla 1. Distribucion de las especies patogenas de Vibrio identificadas segun el tipo de alimento de origen
marino. Para cada alimento, se presentan (en orden decreciente) el nimero y [entre corchetes] el porcentaje
de las muestras que resultaron positivas para las especies patdogenas.

Especies de Vibrio Alimento Totales

Ostion Langosta Camaron Pescado

N [%] N [%] N [%] N [%] N [%]
V. alginolyticus 195[25.5]  115[58.9] 41 [33.8] 75 [43.3] 426 [34.0]
V. cholerae no-O1 202 [26.5] 25[12.8] 48 [39.6] 45 [26.0] 320 [25.5]
V. parahaemolyticus 200 [26.1] 3[ 1.5] 11[ 9.0] 24 [13.8] 238 [19.0]
V. mimicus 81 [10.6] 18] 9.2] 71 5.7] 8[ 4.6] 114 [ 9.1]
V. wulnificus 53[ 6.9] 27 [13.8] 8[ 6.6] 15[ 8.6] 103 [ 8.2]
V. fluvialis 15[ 1.9] 5[ 2.5] 5[ 4.1] 3[ 1.7] 28 [ 2.2]
V. cincinnatiensis 9[ 1.1] 0[ 0.0] 0[ 0.0] 0[ 0.0] 91 0.7]
V. furnisii 3[0.3] 2[ 1.0] 1[ 0.8] 1[ 0.5] 71 0.5]
V. carchariae 41 0.5] 0] 0.0] 0] 0.0] 2] 1.1] 6[ 0.4]
Totales 762[60.9] 195[15.5] 121 [ 9.6] 173 [13.8] 1,251 [100.0]

Fuente: Registros del estudio.
Numero de muestras ensayadas: 488.

De las 12 especies de Vibrio reconocidas
como patogenas, se identificaron en los
alimentos 9 de ellas, para una representacion
del 75%. V. alginolyticus (con un 34.0% de
ocurrencia), V. cholerae no-O1 (25.5%) y V.
parahaemolyticus (19.0%), fueron los que se
presentaron en mayor frecuencia.

La Tabla 1 muestra las especies
identificadas de Vibrio distribuidas segun el
tipo de alimento. En cada uno de ellos se
observo el mismo patron global de
ocurrencia, con una significativa
representacion de V. alginolyticus, V.
cholerae no-O1, y V. parahaemolyticus:
Ostiones:  78.1%; Langostas:  73.2%;
Camarones: 82.4%; y Pescado: 83.1%;
respectivamente. Se debe destacar la
presencia de V. vulnificus en mas del 10%
de las muestras obtenidas de langostas.

En las muestras estudiadas de plancton
se aislaron 51 cepas de Vibrio. La Tabla 2
muestra la distribucion de las especies
patoégenas de Vibrio encontradas en las
muestras de plancton obtenidas de 6 puntos
del litoral norte habanero. Con las
excepciones de V. cincinnatiensis y V.
carchariae, en las muestras analizadas se

identificaron las mismas especies
encontradas en los alimentos, para una
correspondencia del 77.8%.

De las 488 muestras de alimentos
procesadas, 55 (11.3%) de ellas presentaron
también coliformes, y por ello, la calidad
microbiologica no fue aceptable. La
distribucion de los coliformes fecales segin
el tipo de alimento fue como sigue:
Ostiones:  24.2%; Langostas, 4.6%;
Camaron: 9.9%; vy Pescados: 2.1%;
respectivamente.

La Tabla 3 muestra la asociacion entre la
presencia de coliformes fecales y la
identificacion de especies patdogenas de
Vibrio en las muestras de alimentos
procesadas. La presencia de coliformes
fecales fue independiente de las especies
patdgenas de Vibrio identificadas: Especies
patdgenas presentes: 11.1% vs. Especies
patogenas ausentes: 15.2% (xz = 0.69; p >
0.05; OR = 0.6964; IC 95%: 0.2951 —
1.6436). La asociacion entre la presencia de
coliformes fecales y la identificacion de
especies  patdgenas de Vibrio fue
independiente del tipo de alimento (datos no
mostrados).
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Tabla 2. Especies patogenas de Vibrio aisladas en las muestras de plancton obtenidas de 6 puntos del
litoral norte de La Habana. Para cada punto estudiado, se presentan el nimero de muestras recogidas, el
numero de cepas aisladas, y las especies patdgenas encontradas.

Numero de
muestras
recogidas

Punto de muestreo

Numero de
cepas aisladas

Especies de Vibrio

Caleta de San Lazaro 1

V. cholerae no-O1
V. alginolitycus
V. mimicus
Vibrio haléfilo (sin identificar)

Bahia de La Habana 3

V. cholerae no-O1
V. alginolitycus
V. parahaemolitycus

V. damsela

V. fluviales

V. wvulnificus
V. furnigii

V. marinus

Vibrio haléfilo (sin identificar)

Playa “El Chivo” 1

V. cholerae no-O1
V. mimicus
V. parahaemalitycus
V. wulnificus

Costa de Cojimar 1

V. cholerae no-O1
V. alginolitycus
V. parahaemolitycus
V. vulnificus
Vibrio haléfilo (sin identificar)

Totales 6

Fuente: Registros del estudio.
Numero de muestras ensayadas: 488.

Finalmente, la Figura 2 muestra el
comportamiento mensual de la ocurrencia de
las especies patogenas de Vibrio durante la
ventana de observacion del estudio. La
ocurrencia de las especies patogenas de
Vibrio fue estable a lo largo de un afio de
observacion, con un valor promedio de 8
muestras positivas de alimentos por cada
mes (Recta de regresion lineal: Niimero de
muestras con especies patogenas de Vibrio
=17.99 + 0.03*mes del afo; 12 = 0.012; p >
0.05). El incremento observado en la
ocurrencia de las especies patogenas de
Vibrio entre los meses de junio y septiembre
no fue estadisticamente significativo.

DISCUSION

Los trabajos consultados sobre la
composicion cualitativa de la microbiota de
los productos del mar sefialan a las bacterias
del género Vibrio como predominantes, las
que conforman mas del 80% del total de las
especies encontradas.'*"!

En este estudio, el 93.2% de las muestras
analizadas resultaron positivas para vibrios
patogenos. El ostion fue el alimento con la
mayor presencia de la bacteria. Este
hallazgo coincide con lo informado por
Gonzalez Gonzalez,® quien aislo Vibrio sp
en el 75.0% de las muestras analizadas de
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aguas de cultivo de ostiones en La Habana.
Por otra parte, Fontanez Barris,'? encontré
Vibrio en todas las muestras investigadas
después de estudiar los ostiones del mangle.

La frecuencia elevada de la bacteria
Vibrio en este alimento de origen marino se
le atribuye a la forma de alimentacion (por
captacion pasiva) de los moluscos. Los
ostiones son filtradores tipicos, y es por esa
razon por la que en su sistema digestivo se
concentran  grandes  cantidades  de
microorganismos (entre virus y bacterias),
junto con contaminantes de su habitat
propio.

En las muestras estudiadas se aislaron 9
especies del género Vibrio, siendo V.
alginolyticus la mas frecuente, seguida por
V. cholerae no-O1 y V. parahemolyticus.
Estos resultados son comparables a los
encontrados por Adeleye et al.,"” al analizar
25 muestras de alimentos del mar en la
ciudad de Lagos (Nigeria).

Este estudio también encontrdé una alta
correspondencia (equivalente al 77.8%)
entre las especies identificadas de Vibrio en
los alimentos investigados y las halladas en
las muestras de plancton, lo cual era de
esperar, teniendo en cuenta la estrecha
relacion que existe entre el medio marino y
este género microbiano.”” Se ha expresado
que V. cholerae, en particular, vive
vinculado con los copépodos (especie
integrante del plancton) porque secretan una
cubierta protectora de quitina que es disuelta
gracias a la accion de una enzima especifica
que es producida por el microorganismo.'*

Tal como fuera hallado en este estudio,
Gonzéalez Gonzalez también encontré una
alta frecuencia de V. alginolyticus en
muestras de aguas de La Habana.’ A pesar
de ello, en Cuba, hasta el momento, no se
han notificado casos de enfermedad
gastrointestinal o extraintestinal atribuible a
dicha especie.’

A pesar de que V. cholerae fue la
segunda especie mas frecuentemente
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identificada en los alimentos estudiados,
ninguna de ellas pertenecia a los serogrupos
O1 y 0139, que son los causantes del colera.
Ello concuerda con lo notificado en estudios
previos realizados en el pais, que destacan la
no existencia en nuestro medio de cepas
epidémicas del colera.”®'*'® No obstante,
Gonzalez Fraga et al.'"® relacionaron cepas
de Vibrio cholera no-Oly no-O139 con
casos de diarrea en nifios de corta edad en la
Argentina.

Tabla 3. Asociacion entre la calidad sanitaria del
alimento procesado (dada por la presencia de
coliformes fecales) y la presencia de especies
patogenas de Vibrio. Se presentan el niimero y
[entre corchetes] el porcentaje de especies
patogenas de Vibrio presentes en las muestras
distribuidas segin la ausencia/presencia de
coliformes.

Especies Calidad microbiolégica  Totales
patdogenas  Presencia  Ausencia
de Vibrio de de
coliformes  coliformes
fecales fecales
Presentes 48 384 432
[11.1] [89.9] [93.2]
Ausentes 7 39 46
[15.2] [84.8] [6.8]
Totales 55 433 488
[11.3] [88.7] [100.0]

x*=0.69; p>0.05.
OR = 0.6964; IC 95%: 0.2951 — 1.6436.

Fuente: Registros del estudio.
Numero de muestras ensayadas: 488.

En este trabajo no se observo relacion
alguna entre la presencia de coliformes
fecales en el alimento estudiado y el
aislamiento de especies patogenas de Vibrio.
Se plantea que estos microorganismos, por
ser miembros autdctonos de la microbiota de
estuarios y pantanos costeros, pueden
sobrevivir en aguas relativamente libres de
contaminacion fecal humana.'® Se  ha
encontrado V. cholerae O1 toxigénico
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durante periodos prolongados en ambientes
de agua dulce libres de contaminacion
fecal.'

Figura 2. Comportamiento de la ocurrencia de
especies patogenas de Vibrio durante un afio de
observacion. Se presentan el promedio de las
muestras de alimentos que resultaron positivas a
las especies patogenas de Vibrio en cada mes de la
ventana de observacion del estudio. La linea
punteada de color azul representa la tendencia
estacional.
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Fuente: Registros del estudio.
Numero de muestras ensayadas: 488.

La calidad microbiolédgica de pescados y
crusticeos estd relacionada con el medio
ambiente del cual proceden, aunque la
microbiota natural presente en las especies
de alta mar rara vez contiene
microorganismos peligrosos para el hombre.
Sin embargo, las especies capturadas en las
aguas costeras son susceptibles de
contaminarse con desechos humanos y/o
animales y contaminantes industriales y/o
agricolas. Tal es el caso, por ejemplo, de los
ostiones, quienes pudieran  originar
problemas graves por la acumulacién de
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humana.

En este estudio, si bien los ostiones
fueron los alimentos con menor calidad
microbioldgica (en virtud del elevado
contenido de coliformes fecales), el nimero
de productos no aceptables para el consumo
humano fue (como regla general) bajo. Ello
se atribuye a que las muestras analizadas se
capturaron en la plataforma marina, o
provenian de criaderos en los que
habitualmente existe un control higiénico
adecuado del agua y del ambiente donde se
cultivan. Contrario a estos hallazgos,
diferentes autores han notificado recuentos
elevados de coliformes fecales en diversas
muestras de origen marino. Garcia Cortés et
al., después de estudiar 40 muestras de
almejas congeladas, aislaron Salmonella,
Vibrio parahemolyticus y Staphylococcus
aureus en el 25.0%, el 35.0% y el 58.0% de
las instancias, respectivamente.”’ En solo
una de las tantas muestras ensayadas estos
investigadores obtuvieron resultados
aceptables de calidad sanitaria (teniendo en
cuenta el indicador de coliformes fecales).?’

Por su parte, Quifiones Ramirez et al.,21
reportaron que ninguna de las 260 muestras
estudiadas de moluscos bivalvos fue
aceptable para el consumo humano en virtud
del comportamiento del indicador de
coliformes fecales, y atribuyeron este
resultado a la presencia de asentamientos
humanos proximos a la costa, evento que
facilita la contaminacion del agua con las
heces fecales.'

La temperatura es el factor ambiental
que mas influencia ejerce sobre la
composicion de la microbiota de los
alimentos de origen marino.'"** Un trabajo
realizado en México describio el aislamiento
de V. mimicus en muestras de ostion, agua y
pescado durante todo el periodo de duracion
del estudio, y refiri6 que los aislamientos
fueron escasos entre los meses de octubre y
diciembre.” Los autores plantearon que ello
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se debia a las condiciones de estrés a las que
se ve sometida la bacteria por las bajas
temperaturas 'y los pocos nutrientes
disponibles.”®> Por su parte, Fontanéz
Barris,'”> trabajando en Puerto Rico,
encontré que los recuentos de V. mimicus
eran mas altos en los meses de primavera y
verano. Fontanéz Barris también opind que
en los meses de verano la superficie del agua
posee la temperatura y las cantidades de
nutrientes mas  favorables para el
crecimiento de los microorganismos que
forman parte del zooplancton y/o
fitoplancton, esenciales para el sostén de la
poblacién marina.'?

En Cuba, el clima es predominantemente
calido, y son pocas las variaciones en la
temperatura del mar, cuyo valor se mantiene
generalmente por encima de los 20°C. Estas
condiciones son favorables para la
supervivencia del género Vibrio en el medio
cubano, tal y como lo indica la diversidad de
especies identificadas en el presente trabajo,
sin que se encontraran diferencias en cuanto
a la frecuencia de aislamientos en las
distintas etapas del afio de observacion. No
obstante, al ser Cuba una isla larga y
estrecha, las condiciones geograficas y
atmosféricas en el occidente del pais podrian
variar respecto de las propias en el centro y
el oriente. Futuras investigaciones deberan
extenderse a otras regiones del pais con el
fin de obtener resultados mas
representativos.

Se plantea que el calentamiento global y
el fendémeno meteorologico del “El Nifio”
pueden  afectar  profundamente  las
condiciones ambientales locales, y pueden
ejercer un papel clave en el regreso del
colera. “El Nifio” calent6 las corrientes de
agua superficial que nacen en el este del
Océano Pacifico, cerca de la costa de la
América Central y del Sur, y luego se
extendid por los tropicos y subtropicos. Las
temperaturas calientes de la superficie
maritima que trae consigo este fendémeno
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pueden propiciar grandes concentraciones
del plancton, especialmente, en las aguas
costeras, lo que resultaria en grandes
cantidades de nutrientes procedentes de las
aguas residuales y de las escorrentias de las
tormentas. Estos cambios pueden favorecer
el incremento de las especies de Vibrio.”*%

Atendiendo a lo expresado mas arriba, se
debe continuar la vigilancia de las especies
patégenas de Vibrio en Cuba, dada la
situacion geografica y las condiciones
ambientales del pais, y debido a Ia
vulnerabilidad a la ocurrencia de fendmenos
naturales como huracanes e inundaciones;
junto con el peligro (casi) permanente de
introduccion del V. cholerae a través de la
actividad turistica, la existencia de puertos
maritimos con actividad internacional, y la
entrada permanente de estudiantes y
cooperantes que viajan desde regiones
donde el colera es endémico.

CONCLUSIONES

A lo largo de 4 anos se estudid la
presencia de especies patogenas de Vibrio en
4 tipos de alimentos de origen marino. Se
observo una elevada frecuencia de presencia
de tales especies en los alimentos, siendo
los ostiones los mas afectados. No se
comprobd la presencia de las cepas Ol y
0139 de V. cholerae, responsable del colera.
La distribucion de las especies patdgenas de
Vibrio fue similar en el plancton obtenido de
6 puntos del litoral norte habanero. Con la
sola excepcion de los ostiones, los restantes
alimentos estudiados se destacaron por bajas
tasas de contaminacion con coliformes
fecales. No se demostré que existiera una
asociacion entre la presencia de coliformes
fecales y la identificacion de las especies
patégenas de Vibrio en los alimentos
estudiados. El comportamiento de los
aislamientos de las especies patdgenas de
Vibrio fue invariante de la estacion del afio.
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SUMMARY

This work presents the Vibrio pathogenic
species found in sea foods, their relationship
with the sanitary quality of the investigated
sources, as well as the seasonal variation of
their occurrence throughout the study's
observation window. Four-hundred eighty-eight
samples from 4 different sea foods (Oysters:
33.8%; Fishes: 29.5%; Lobsters: 22.1%; and
Shrimps.  14.5%) withdrawn from waters
surrounding two provinces of the country
between January 2003 and December 2007
(both included); along with 6 samples of
plankton taken from the shore north of the city of
Havana, were assayed by means of traditional
microbiological methods. Odds-ratio for the
association between the sanitary quality of sea
foods (given by the number of fecal coliforms)
and the presence of Vibrio pathogenic species
was estimated. The seasonal behavior of the
occurrence of Vibrio pathogenic species was
estimated by means of linear regression
techniques. Ninety-three point two percent of the
samples were positive for Vibrio pathogenic
species. Nine species were identified. V.
alginolyticus (34.0%), V. cholerae no-Ol
(25.5%) and V. parahaemolyticus (19.0%) were
the most frequently found species. Neither the
O1 nor the O139 V. cholerae specie was found
on the food samples. Eleven point three percent
of the assayed samples showed fecal coliforms,
but this finding was independent from the
presence of Vibrio pathogenic species (OR =
0.6964; |C 95%: 0.2951 — 1.6436; p > 0.05). No
relationship was found between the isolation
frequency of Vibrio species and the seasons of
the year. Leyva Castillo V, Puig Pefia Y, Espino
Hernandez M, Pereda Lamela G, Portela Lopez
N, Morgjén PL, Roble O. Pathogen species of
Vibrio isolated from sea foods. RCAN Rev
Cubana Aliment Nutr 2013;23(1):31-43. RNPS
2221. ISSN: 1561-2929
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