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Resumen
Especies patégenas del género
Vibrio en alimentos marinos
de establecimientos de Isla del
Carmen, Campeche, México. El
medio marino ocupa prdcticamente
las tres cuartas partes de la superficie
terrestre y en las zonas costeras entra
en relacion con el hombre direc-
tamente por razones laborales vy/o
deportivas o indirectamente por la
manipulacion y/o por el consumo de
productos del mar. El objetivo de este
trabajo fue determinar si los alimen-
tos marinos crudos, marinados sin
calor, parcialmente cocidos con calor
y completamente cocidos con calor
representan factores de riesgo por
las especies Vibrio alginolyticus,
Vibrio carchariae, Vibrio para-
haemolyticus y Vibrio vulnificus
para el desarrollo de gastroenteritis
aguda, infeccion de herida, infeccion
de oido, septicemia primaria y sep-
ticemia secundaria. Se obtuvo un
listado de 73 establecimientos espe-
cializados (coctelerias, cooperativa,
pescaderias, restaurantes y super-
mercados) en la venta de alimentos
marinos para consumo humano. El
niimero de alimentos marinos en
dichos establecimientos fue 390. Para
la homogeneizacion y el enriqueci-
miento de cada muestra, asi como
para el aislamiento y la identifica-
cion de las cuatro especies se proce-
di6 seguin la metodologia descrita en

Abstract
Pathogenic species of the
genus Vibrio in seafood res-
taurants from Isla del Carmen,
Campeche, Mexico. The marine
environment occupies nearly three-
quarters of the Earth’s surface, and
in coastal areas, humans directly
depend on the ocean for work and/
or sports reasons and indirectly by
the handling and/or consumption
of seafood. The aim of this study
was to determine if raw seafood,
marinated without heat, partially
cooked with heat, and fully cooked
with heat, represents a risk factor
in the development of acute gas-
troenteritis, wound infection, ear
infection, primary septicemia, and
secondary septicemia, due to Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio parahaemolyticus and
Vibrio vulnificus species bacteria.
A list of 73 establishments spe-
cializing in the sale of seafood for
human consumption (cocktail bars,
cooperative enterprises, fish shops,
restaurants and supermarkets) was
obtained. The number of seafood spe-
cies listed in those establishments
was 390. In order to obtain homo-
geneous and enriched samples, and
to be able to isolate and identify the
four species of bacteria, the method-
ology described in the eighth edition
of the Bacteriological Analytical
Manual (FDA) was followed. The

Résumé
Espeéces pathogénes du genre
Vibrio dans les fruits de mer
des établissements dIsla del
Carmen, Campeche, Mexique.
Les trois-quarts de la surface de
la terre sont constitués d océans.
En zone cétiere, | homme interagit
directement avec le milieu marin,
par ses activités professionnelles
ou de loisir. 1l entre en contact
avec ce milieu plus indirectement
en manipulant ou en consommant
les produits de la mer. Cette étude
visait a déterminer si les fruits de
mer crus, marinés, et a différents
degrés de cuisson, sont des fac-
teurs de risque dans le développe-
ment de gastro-entérites aigués,
d’infections diverses, et de sepsis
primaires et secondaires. A partir
de 73 établissements spéciali-
sés dans la vente de fruits de mer
(coopérative, poissonneries, tres-
taurants et supermarchés), nous
avons recensé 390 types d “aliments
cuisinés. Pour ces aliments, la pre-
sence potentielle de quatre especes
pathogenes a été étudiée (Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio parahaemolyticus et
Vibrio vulnificus). La standar-
disation et ['enrichissement de
chaque échantillon, tout comme
lisolement et l'identification des
quatre espéces ont été réalisés sui-
vant la méthodologie décrite dans le
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la octava edicion del Bacteriological
Analytical Manual (FDA). Por el
método de Cornfield se constru-
yeron intervalos de estimacion al
nivel de confianza del 95%. En 29,
20, 13 y 14 muestras se aislo un
niimero igual de cepas cuyas carac-
teristicas  bioquimicas correspon-
dieron, respectivamente, a Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus. Se concluye que los ali-
mentos marinos en sus cuatro esta-
dos de coccion representan factores
de riesgo por las especies Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus para el desarrollo de
gastroenteritis aguda, infeccion de
herida, infeccion de oido, septicemia
primaria y septicemia secundaria.

Palabras clave: Vibrio, especies

Cornfield method was used to con-
struct estimation intervals at a
95% confidence level. In 29, 20, 13
and 14 samples, an equal number
of strains were isolated; their bio-
chemical  characteristics  corre-
sponded, respectively, to Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio parahaemolyticus and
Vibrio vulnificus. It is concluded
that seafood in its four stages of
cooking represents risk factors in
the development of acute gastro-
enteritis, wound infection, ear
infection, primary septicemia and
secondary septicemia, due to the the
presence of Vibrio alginolyticus,
Vibrio carchariae, Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio
vulnificus species.

Key words: Vibrio, pathogenic
species, seafood.

manuel analytique bactériologique
de la FDA. Les résultats ont été
analysés statistiquement en main-
tenant un intervalle de confiance
de 95%. La présence de Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae,
Vibrio  parahaemolyticus et
Vibrio vulnificus, a été respective-
ment confirmée dans 29, 20, 13 et
14 échantillons. Ce travail confirme
donc que ces denrées marines
peuvent favoriser le développe-
ment de gastro-entérites aigués,
d’infections, et de sepsis primaire
et secondaire.

Mots clefs: Vibrio, espéces patho-
genes, fruits de mer.

patdgenas, alimentos marinos

Introduccion

El medio marino ocupa practicamente las
tres cuartas partes de la superficie terrestre y
en las zonas costeras entra en relacién con el
hombre directamente por razones laborales
y/o deportivas o indirectamente por la mani-
pulacién y/o por el consumo de productos
del mar. Es bien conocido que la contamina-
cion de las aguas costeras por los vertidos de
aguas residuales ha sido, y es atin, una cons-
tante fuente epidemiolégica de salmonelo-
sis, hepatitis y otras infecciones. Un aspecto
menos divulgado es la patologia infecciosa
ocasionada por bacterias autéctonas marinas
de la familia Vibrionaceae (Garcia et al. 1993).

En la segunda edicion del Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistemaética la Familia
Vibrionaceae pertenece al Orden XI (Vibrionales)
de la Clase III (Gammaproteobacteria) del
Phylum BXII (Proteobacteria) del Dominio
Bacteria. A su vez, la Familia Vibrionaceae
se encuentra integrada por los géneros
Vibrio, Allomonas, Catenococcus, Emnterovibrio,
Grimontia,  Listonella, — Photobacterium 'y
Salinivibrio. Doce de las 66 especies del

género Vibrio se consideran patogenas para
el ser humano y son Vibrio alginolyticus,
Vibrio carchariae, Vibrio cholerae, Vibrio cincin-
natiensis, Vibrio damsela, Vibrio fluvialis, Vibrio
furnissii, Vibrio hollisae, Vibrio metschnikouvii,
Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus (Garrity et al. 2004).

Los vibrios son caracteristicamente autdc-
tonos de hébitats marinos, salobres y estua-
rinos, y aparecen en grandes concentraciones
(blooms) cuando las aguas aumentan de tem-
peratura (17-20°C). A temperaturas bajas los
vibrios permanecen en el sedimento de los
fondos marinos y los recuentos arrojan nor-
malmente cifras inferiores a las necesarias para
producir infeccién. En los paises templados los
vibrios se encuentran presentes en el agua de
mar durante todo el afio, aunque su concen-
traciéon experimenta un notable incremento
en los meses calidos a causa de las favorables
condiciones ecolégicas y del plancton aumen-
tando su acumulacién por moluscos filtrado-
res y otros animales marinos (West 1989).

La especie Vibrio alginolyticus (Miyamoto
et al. 1961), conocida anteriormente como
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Vibrio parahaemolyticus biotipo 11, es la especie
mas halotolerante; soporta una concentraciéon
hasta del 10% de cloruro de sodio (NaCl) y es
la mé&s abundante en el agua de mar; es muy
comun en el hédbitat marino de paises tem-
plados (Pérez et al. 1983). Causa infecciones
gastrointestinales en el hombre y, ocasional-
mente, extraintestinales. Posee escasa viru-
lencia (West 1989) y se asocia con frecuencia a
otros patogenos (Dronda et al. 1991); su poder
invasivo es bajo y las infecciones que origina
suelen ser benignas y autolimitadas. No fue
considerada patogena hasta 1973 (Zen-Yogi et
al. 1973) pero, desde entonces, el nimero de
procesos infecciosos en los que ha sido impli-
cada ha ido en aumento. Se le ha asociado
con enteritis (Nacescu et al. 1980), infecciones
de tejidos blandos (sobre todo en heridas y
quemaduras) (Patterson et al. 1988), abscesos
(Opal & Saxon 1986), bacteriemia (Bonner et
al. 1983), conjuntivitis (Janda et al. 1986), peri-
tonitis (Taylor et al. 1981), conjuntivitis externa
(Lessner et al. 1986) y otitis externa (Garcia et
al. 1993). En el caso de las otitis existe, con
frecuencia, una patologia 6tica subyacente
(Hornstrup & Gahm 1993). La mayoria de
estas infecciones se adquiere por exposicion
al medio marino o por contacto con produc-
tos derivados de éste. V. alginolyticus es un
organismo ubicuo del mar y de los estuarios.
Su distribucion es mundial; por lo general en
costas de paises templados; se encuentra en
cualquier organismo marino tales como peces,
almejas, ostiones y corales, entre otros. Es
un bacilo corto, pleomérfico, gramnegativo,
movil por flagelos peritricos y polares. Los
signos y sintomas en el ser humano se deben
a la ingesta de productos marinos crudos y/o
insuficientemente cocidos, o bien, al dafio en
la piel al nadar en agua en donde se encuentra
presente este microorganismo. En los peces
también se presentan signos por esta vibrio-
sis tales como pequefios derrames vasculares
cutaneos y lesiones hemorragicas en las aletas
(Zavala et al. 2005). V. alginolyticus se encuen-
tra relacionado con gastroenteritis aguda,
infeccion de herida, infeccién de oido y septi-
cemia primaria (Pavia ef al. 1989).

La especie Vibrio carchariae (Grimes et al.
1984) es la mas recientemente descrita en

patologia humana. Patégeno de tiburones, ha
sido relacionada con infecciones extraintesti-
nales en el hombre, particularmente de heri-
das por mordedura de tiburén. Se distingue
de Vibrio alginolyticus por su menor halotole-
rancia y resistencia al antibiético colimicina.
V. carchariae se encuentra relacionado con
infeccion de herida (Pavia et al. 1989).

Ecol6gicamente, la  especie Vibrio
parahaemolyticus (Fujino et al. 1951) esta ligada
tanto a la temperatura y a la salinidad de las
aguas como a sus relaciones con animales
marinos superiores. Se encuentra en aguas
costeras, en aguas estuarinas, en sedimentos y
sobre plancton, en crustaceos, en moluscos y
en peces pero no en aguas dulces, mar abierto
u océanos. V. parahaemolyticus ha sido amplia-
mente descrito en la literatura como agente
causal de gastroenteritis (con diarrea aguda,
vomito, fiebre moderada y dolores abdomina-
les) relacionada con el consumo de alimentos
de origen marino o contaminados con agua de
mar, especialmente en Japon por la ingesta de
pescado crudo (Hsu et al. 1993). Se ha demos-
trado la actividad hemolitica de la mayoria
de las cepas de origen humano (toxina de
Kanagawa), asi como su capacidad de pro-
duccién de enterotoxina y de inflamacion de
la mucosa intestinal. V. parahaemolyticus ha
sido también implicado en infecciones de teji-
dos blandos (Ahsan et al. 1988), panoftalmi-
tis (Tacket et al. 1982), sepsis y otitis (Morris
& Blake 1985). Tres y diez de una serie de 13
casos descritos en Dinamarca fueron, respecti-
vamente, infecciones de heridas e infecciones
de oido (Hornstrup & Gahm 1993). Después
del consumo de ostras, una mujer sufrié6 un
shock cardiogénico con sintomatologia dia-
rreica y dolor abdominal previos (Tsujimoto
et al. 1994). V. parahaemolyticus se encuentra
relacionado con gastroenteritis aguda, infec-
ciéon de herida, infeccion de oido y septicemia
secundaria (Pavia et al. 1989).

La especie Vibrio vulnificus (Farmer 1980)
es la especie haldfila més virulenta para el
ser humano, especialmente para enfermos
hepaticos con elevados niveles de hierro
sérico (Helms et al. 1984). Otras afecciones del
huésped como alcoholismo, cirrosis hepética,
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tlcera péptica, consumo de esteroides y tala-
semia favorecen la infeccion (Chang et al.
1994). Las formas clinicas y epidemiolégicas
son sepsis primaria por ingestiéon de ostras
crudas e infecciones localizadas por exposi-
cion de heridas al agua de mar. En ambos sin-
dromes existen lesiones cutdneas en tronco y
extremidades representadas por bullas hemo-
rragicas (Pien et al. 1977). V. vulnificus ha sido
aislado tanto del agua de mar como de anima-
les marinos, sobre todo de ostras (Miyoshi et
al. 1995). V. vulnificus se encuentra relacionado
con gastroenteritis aguda, infeccion de herida,
septicemia primaria y septicemia secundaria
(Pavia et al. 1989).

Las causas que con mayor frecuencia con-
tribuyen a la aparicién de casos y brotes en la
poblacién incluyen el consumo de productos
del mar crudos, marinados sin calor, parcial-
mente cocidos con calor y completamente
cocidos con calor; la defectuosa o ausente
refrigeracion que favorece la multiplicacién
del microorganismo; el manejo inadecuado de
los alimentos en las cocinas lo cual propicia la
contaminacion cruzada (Bryan 1978); y la con-
taminacion de los alimentos marinos por parte
del manipulador mediante el mecanismo
ano-mano-alimento-boca por ser un portador
(Pérez et al. 1980; Franco & Flores 1988).

Los alimentos marinos, segin su método
de preparacién, fueron clasificados en crudos,

marinados sin calor, parcialmente cocidos con
calor y completamente cocidos con calor. Tres
fueron las variedades (crustaceos, moluscos y
peces) y 42 las especies estudiadas.

En México, las enteritis y otras enferme-
dades diarreicas constituyen una de las diez
principales causas de morbilidad y de morta-
lidad. En Isla del Carmen, Campeche, México,
la incidencia de sindromes diarreicos de
etiologia desconocida es alta; sus habitantes
habitualmente consumen alimentos marinos
crudos, marinados sin calor, parcialmente
cocidos con calor y completamente cocidos
con calor.

De acuerdo con datos de los Anuarios
Estadisticos del estado de Campeche
(Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informaética) correspondientes a los afios 1998,
1999, 2000, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005, 2006
y 2007, la segunda causa de morbilidad en el
estado de Campeche se encuentra represen-
tada, invariablemente, por las infecciones gas-
trointestinales con tasas de 7.1%; 6.6%; 6.5%;
6.8%; 6.1%; 4.9%; 4.8%; 4.9%; 48% y 4.6%
(Figura 1).

Los objetivos de la presente investiga-
cion fueron el determinar las prevalencias de
las especies V. alginolyticus, V. carchariae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus en alimentos
marinos crudos, marinados sin calor, par-
cialmente cocidos con calor y completamente
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Figura 1. Tasas de prevalencia lapsica por infecciones gastrointestinales. Campeche, México. 1998-2007
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cocidos con calor. En otras palabras, determi-
nar si dichos alimentos representan factores
de riesgo para el desarrollo de gastroenteritis
aguda, infeccién de herida, infeccién de oido,
septicemia primaria y septicemia secundaria
(Pavia et al. 1989).

Material y métodos

Disefio de estudio

Estudio observacional descriptivo de corte
transversal sin direccionalidad y con tempo-
ralidad prospectiva.

Universo de estudio

El estudio se realiz6 en el total de muestras
(390) del total de establecimientos especiali-
zados (73) en la venta de alimentos marinos
para consumo humano en Isla del Carmen,
Campeche, México (Figura 2), en el periodo
comprendido del 1 de junio de 2009 al 31 de
mayo de 2010. La recoleccién de las muestras
se llevo a cabo del 1 de agosto de 2009 al 31 de
marzo de 2010.

Definiciones operacionales de las variables

* Coctelerias, Cooperativa, Pescaderias,
Restaurantes y Supermercados: estableci-
mientos que expenden alimentos marinos
de origen animal para consumo humano
y que cuentan con licencia sanitaria expe-
dida por la Secretaria de Salud del estado
de Campeche.

* Alimento marino: cualquier producto de
origen animal procedente del mar que
proporcione al organismo humano ele-
mentos para su nutricion.

* Alimento marino crudo: cualquier pro-
ducto de origen animal procedente
del mar que proporcione al organismo
humano elementos para su nutricién y
que en el momento del muestreo haya
sido encontrado en su estado natural.

e Alimento marino marinado sin calor:
cualquier producto de origen animal
procedente del mar que proporcione al
organismo humano elementos para su
nutricion y que en el momento del mues-
treo haya sido encontrado cocido uti-
lizando la accion del acido del jugo de
limén, del &cido del jugo de naranja, del
vinagre, etcétera.
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Figura 2. Isla del Carmen, Isla de Tris o Perla del Golfo

e Alimento marino parcialmente cocido
con calor: cualquier producto de origen
animal procedente del mar que propor-
cione al organismo humano elementos
para su nutriciéon y que en el momento
del muestreo haya sido encontrado pre-
parado de la siguiente manera: a) calentar
agua hasta ebullicién; b) apagar la fuente
de calor y adicionar el alimento marino;
¢) dejar “ablandar” el alimento marino en
el agua caliente durante 5 minutos; y d)
transferir el alimento marino a un reci-
piente dejandolo reposar hasta enfria-
miento. Este alimento se encuentra listo
para ser utilizado en la preparaciéon de
cocteles y /o cebiches.

* Alimento marino completamente cocido
con calor: cualquier producto de origen
animal procedente del mar que propor-
cione al organismo humano elementos
para su nutricién y que en el momento del
muestreo haya sido encontrado cocido
utilizando la accién del calor (asado a la
parrilla, frito, vapor de agua, etcétera).

Técnicas y procedimientos

La Coordinacion Regional No. 3 dela Comision
para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios
del estado de Campeche (COPRISCAM) pro-
porcion6 un listado de 73 establecimientos
(Coctelerias, cooperativa, pescaderias, restau-
rantes y supermercados) que se especializan
en la venta de alimentos marinos para con-
sumo humano. Se realiz6 una primera visita a
cada uno de los establecimientos y se compilo

Vibrio en alimentos marinos...

Ciencia y Mar 2010, XIV (41): 31-44

35



Ciencia y Mar 2010, XIV (41): 31-44

(98]
(@)

una lista de 390 muestras de alimentos mari-
nos que, segiin su método de preparacion,
fueron clasificados en crudos, marinados sin
calor, parcialmente cocidos con calor y com-
pletamente cocidos con calor. Los estableci-
mientos recibieron una segunda visita (en el
periodo comprendido del 1 de agosto de 2009
al 31 de marzo de 2010) durante la cual dichas
muestras fueron obtenidas.

Cada muestra pes6 aproximadamente 50 g;
se almacen6 individualmente en bolsa estéril
de polietileno (Ziploc); se conservé en refri-
geracion; y se envi para su procesamiento al
Laboratorio de Control de Calidad de Aguas
y Alimentos de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma del Carmen. El pro-
cesamiento de las muestras se realizé en el
periodo comprendido del 1 de agosto de 2009
al 31 de marzo de 2010.

Para la homogeneizacién y el enriqueci-
miento de cada muestra, asi como para el ais-
lamiento y la identificacién de las especies V.
alginolyticus, V. carchariae, V. parahaemolyticus
y V. vulnificus se procedié segiin la meto-
dologia descrita en la octava ediciéon del
Bacteriological Analytical Manual (FDA)
(Elliot et al. 1998).

Homogeneizacion: con la ayuda de un bis-
turi estéril y de una pinza anatémica estéril
con diente se pesaron 25 g en una caja estéril
de Petri; se transfirieron a un vaso estéril de
licuadora de 200 ml de capacidad; se agre-
garon 125 ml de caldo peptonado con 3% de
NaCl; y se licu6 el contenido a baja velocidad
durante 1 min.

Enriquecimiento: se transfiri6 1 ml de la
suspension resultante a un tubo de cultivo con-
teniendo 9 ml de caldo peptonado con 3% de
NaCl; y se incub6 a 35-37°C durante 18-24 hr.

Aislamiento: del crecimiento en la super-
ficie se resembro por estrias en una placa de
agar Tiosulfato-Citrato-sales Biliares-Sacarosa
(agar TCBS) y en una placa de agar modifi-
cado Celobiosa-Polimixina B-Colistina (agar
mCPC); se incubd a 35-37°C durante 18-24 hr;
de las colonias pigmentadas (de color amarillo
o de color verde) que desarrollaron se hicie-
ron frotes para tefiir por el método de Gram;
cuando las colonias estuvieron constituidas

por bacilos gramnegativos rectos o ligera-
mente curvos se realizé la prueba de la oxi-
dasa como prueba presuntiva.

Identificacién: a las colonias que resulta-
ron positivas a la prueba de la oxidasa se les
realizaron las siguientes pruebas bioquimicas
complementarias: producciéon de arginina
deshidrolasa; descarboxilacién de la ornitina;
descarboxilacion de la lisina; crecimiento en
agar nutritivo con 0% de NaCl; crecimiento
en agar nutritivo con 3% de NaCl; crecimiento
en agar nutritivo con 6% de NaCl; crecimiento
en agar nutritivo con 8% de NaCl; creci-
miento en agar nutritivo con 10% de NaCl;
crecimiento a 42°C (107.6°F); metabolismo
fermentativo de la sacarosa; metabolismo
fermentativo de la D-celobiosa; metabolismo
fermentativo de la lactosa; metabolismo fer-
mentativo de la arabinosa; metabolismo fer-
mentativo de la D-manosa; metabolismo
fermentativo del D-manitol; hidrélisis del
o-nitro-B-D-galactopiranésido (ONPG); reac-
cion de Voges-Proskauer; y licuefaccion de la
gelatina; y fermentacién del myo-inositol.

En la Tabla I se presentan las caracteristi-
cas diferenciales (propiedades bioquimicas)
de las cuatro especies estudiadas y asociadas
a sindromes clinicos relacionados con el con-
sumo de peces y mariscos.

Se construy6 una tabla de contingencia de
4x2 a partir de la cual se calcularon las pre-
valencias. Como prueba de hipétesis o prueba
de significacién estadistica se utiliz6 el esta-
distico Ji-cuadrada de Mantel y Haenszel
(%) Se utiliz6 el programa Epilnfo para
Windows, version 3.4.3, para la obtencién de
los valores de x%,,, y de probabilidad (p). El
criterio aplicado en la realizacion de las prue-
bas de hipétesis para la diferencia entre dos
proporciones se basé en las recomendaciones
formuladas por Cochran 1954: 1. cuando n>40
utilice la prueba x?, ; 2. cuando 20<n<40 uti-
lice la prueba x? , si, y solo si, todas las fre-
cuencias esperadas son = 5; si en alguna celda
se encuentra al menos 1 frecuencia esperada <
5 utilice, entonces, la prueba de la probabili-
dad exacta de Fisher (PPEF); y 3. cuando n<20
utilice la PPEF.

x2,.. = [ad-be/(a+b)(c+d)(a+c)(b+d)(N-1)]2

Franco-Monsreal et al.



Tabla I. V. alginolyticus, V. carchariae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus segin caracteristicas diferenciales (propie-

dades bioquimicas)

Caracteristicas diferenciales Vibrio

Vibrio

(propiedades bioquimicas) alginolyticus Vibrio carchariae parahaemolyticus  Vibrio vulnificus

Agar TCBS A
Agar mCPC NC
Oxidasa +

Produccién de arginina
deshidrolasa

Descarboxilacion de la
ornitina

Descarboxilacion de la lisina +

Crecimiento en agar nutritivo
con 0% de NaCl

Crecimiento en agar nutritivo
con 3% de NaCl

Crecimiento en agar nutritivo
con 6% de NaCl

Crecimiento en agar nutritivo
con 8% de NaCl

Crecimiento en agar nutritivo
con 10% de NaCl

Crecimiento a 42°C (107.6°F) +

Metabolismo fermentativo de
la sacarosa

Metabolismo fermentativo de
la D-celobiosa

Metabolismo fermentativo de
la lactosa

Metabolismo fermentativo de
la arabinosa

Metabolismo fermentativo de
la D-manosa

Metabolismo fermentativo del
D-manitol

ONPG -
Reaccién de Voges-Proskauer
Licuefaccion de la gelatina

Fermentacion del myo-inositol -

A \% \%
ND NC A
+ + +

ND + +

Fuente: West ef al. 1986

A= Colonias pigmentadas de color amarillo; V= Colonias pigmentadas de color verde; NC= No crecimiento;

ND= No determinado; +/-= Variable

PPEF = (a+b)!(c+d)!(a+c)!(b+d)!/n!alblc!d!

Se construyeron los intervalos de estima-
cion al nivel de confianza del 95% para los
porcentajes en las poblaciones de alimentos
marinos con V. alginolyticus, V. carchariae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (Daniel 1979):

p-Zop<P<p+Zop

Donde p= proporcion de elementos en la
muestra que posee la caracteristica de interés;
Z= nivel de confianza; op= error estandar; y
P= proporcién de elementos en la poblaciéon
que posee la caracteristica de interés.
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Tabla II. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas del género Vibrio (Grupo 6) en alimentos marinos segtin méto-
dos de preparacion. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Vibrio
Métodos de preparaciéon Totales Muestras positivas Muestras negativas
Crudos 298 54 (18.12%) 244 (81.88%)
Marinados sin calor 1 (12.50%) 7 (87.50%)
Parcialmente cocidos con calor 10 (12.99%) 67 (87.01%)
Completamente cocidos con calor 1 (14.29%) 6 (85.71%)
Totales 390 66 (16.92%) 324 (83.08%)
A su vez: Resultados

op=pa/n
Donde op= error estandar; p= proporcién
de elementos en la muestra que posee la carac-
teristica de interés; q= proporcion de elemen-
tos en la muestra que no posee la caracteristica
de interés; y n= tamafio de la muestra.

Procesamiento de los datos

Enlaetapa deelaboraciéonlos datos fueronrevi-
sados (control de calidad de la informacion);
clasificados (en escala cualitativa); computari-
zados [se utiliz6 el software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) para Windows, ver-
sion 8.0]; presentados (en tablas y en figuras); y
resumidos (se utilizaron las medidas de resu-
men correspondientes para datos clasificados
en escala cualitativa). En las etapas de anélisis
e interpretacion los datos fueron analizados e
interpretados, respectivamente.

Se estudiaron 390 muestras de alimentos
marinos que segin sus métodos de prepara-
cion fueron clasificados en crudos, marinados
sin calor, parcialmente cocidos con calor y
completamente cocidos con calor.

Las frecuencias absolutas y relativas y las
frecuencias relativas del género Vibrio (Grupo
6) en alimentos marinos segin métodos de
preparacion se presentan, respectivamente,
en la Tabla Il y en la Figura 3.

Enla Tabla Il se presentan las ocho pruebas
clave diferenciales para dividir las 12 especies
clinicamente significativas del género Vibrio
en seis grupos. Las especies investigadas en el
presente trabajo pertenecen al Grupo 6 (pro-
duccién negativa de arginina deshidrolasa y
descarboxilacién positiva de la lisina).

m Positivos B Negativos

100,00

80,00
60,00

40,00
20,00 A

0,00 -

Frecuencias relativas

Crudos

Marinados sin
calor

Métodos de preparacion

Parcialmente
cocidos con
calor

Global

Completament
e cocidos con
calor

Figura 3. Frecuencias relativas del género Vibrio (Grupo 6) en alimentos marinos segtin métodos de preparacion. Isla
del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Franco-Monsreal et al.



Tabla ITI. Ocho pruebas clave diferenciales para dividir las 12 especies clinicamente significativas de Vibrio en seis grupos

Grupo | Grupo | Grupo
Grupo 1 2p 3p 4p Grupo 5 Grupo 6
wn
3
=8 o« =
s | 8 § 5
2 | % £ 5§ 2z &
s g F| ¥ ¢le & =3 ¢ & %
= S = S 9 = a S = I
= S = @ @ S R = =
= @ s 2 = s S = =
3 s S Q = S ) g S N = e
2 = Q RS S s § 5|2 3 3 S
S g g ) = = e S U IS )
Pruebas clave diferenciales =N N ~ ~ S N T NN ~
Crecimiento en caldo nutritivo con + +
0% de NaCl
Crecimiento en caldo nutritivo con + +
1% de NaCl
Prueba de la oxidasa -
Reduccioén de nitratos a nitritos -
Fermentacion del myo-inositol +
Produccién de arginina deshidrolasa - + + + - - - -
Descarboxilacion de la lisina - + + + +
Descarboxilacién de la ornitina -

Las frecuencias absolutas y relativas de V.
alginolyticus en alimentos marinos segiin méto-
dos de preparacion se presentan en la Tabla
IV. Veinte y tres (7.72%) de las 298 muestras
etiquetadas como alimentos marinos crudos,
0 (0.00%) de las 8 muestras etiquetadas como
alimentos marinos marinados sin calor, 6
(7.79%) de las 77 muestras etiquetadas como
alimentos marinos parcialmente cocidos con
calor y 0 (0.00%) de las 7 muestras etiqueta-
das como alimentos marinos completamente
cocidos con calor presentaron resultados posi-
tivos. La prevalencia global de V. alginolyticus
fue 7.44%.

En la Tabla V se presentan las frecuen-
cias absolutas y relativas de V. carchariae en
alimentos marinos segtin métodos de prepa-
racion. Diez y nueve (6.38%) de las 298 mues-
tras etiquetadas como alimentos marinos
crudos, 1 (12.50%) de las 8 muestras etique-
tadas como alimentos marinos marinados sin
calor, 0 (0.00%) de las 77 muestras etiquetadas
como alimentos marinos parcialmente coci-
dos con calor y 0 (0.00%) de las 7 muestras
etiquetadas como alimentos marinos comple-
tamente cocidos con calor presentaron resul-
tados positivos. La prevalencia global de V.
carchariae fue 5.13%.

Las frecuencias absolutas y relativas de V.
parahaemolyticus en alimentos marinos segin
métodos de preparacién se presentan en la
Tabla VI. Diez (3.36%) de las 298 muestras
etiquetadas como alimentos marinos crudos,
0 (0.00%) de las 8 muestras etiquetadas como
alimentos marinos marinados sin calor, 3
(3.90%) de las 77 muestras etiquetadas como
alimentos marinos parcialmente cocidos con
calor y 0 (0.00%) de las 7 muestras etiqueta-
das como alimentos marinos completamente
cocidos con calor presentaron resulta-
dos positivos. La prevalencia global de V.
parahaemolyticus fue 3.33%.

En la Tabla VII se presentan las frecuen-
cias absolutas y relativas de V. vulnificus en
alimentos marinos segin métodos de prepa-
racion. Diez (3.36%) de las 298 muestras eti-
quetadas como alimentos marinos crudos, 0
(0.00%) de las 8 muestras etiquetadas como
alimentos marinos marinados sin calor, 3
(3.90%) de las 77 muestras etiquetadas como
alimentos marinos parcialmente cocidos con
calor y 1 (14.29%) de las 7 muestras etiqueta-
das como alimentos marinos completamente
cocidos con calor presentaron resultados posi-
tivos. La prevalencia global de V. vulnificus en
alimentos marinos fue 3.59%.
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Tabla IV. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de V. alginolyticus en alimentos marinos segtin métodos de
preparacion. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Vibrio alginolyticus

Métodos de preparacion Muestras positivas Muestras negativas Totales
Crudos 23 (7.72%) 275 (92.28%) 298 (100.00%)
Marinados sin calor 0 (0.00%) 8 (100.00%) 8 (100.00%)
Parcialmente cocidos con calor 6 (7.79%) 71 (92.21%) 77 (100.00%)
Completamente cocidos con calor 0 (0.00%) 7 (100.00%) 7 (100.00%)
Totales 29 (7.44%) 361 (92.56%) 390 (100.00%)

Tabla V. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de V. carchariae en alimentos marinos segtin métodos de pre-
paracion. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Vibrio carchariae

Métodos de preparacion Muestras positivas Muestras negativas Totales
Crudos 19 (6.38%) 279 (93.62%) 298 (100.00%)
Marinados sin calor 1 (12.50%) 7 (87.50%) 8 (100.00%)
Parcialmente cocidos con calor 0 (0.00%) 77 (100.00%) 77 (100.00%)
Completamente cocidos con calor 0 (0.00%) 7 (100.00%) 7 (100.00%)
Totales 20 (5.13%) 370 (94.87%) 390 (100.00%)

Tabla VI. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de V. parahaemolyticus en alimentos marinos segtin métodos
de preparacion. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Vibrio parahaemolyticus

Métodos de preparacion Muestras positivas Muestras negativas Totales
Crudos 10 (3.36%) 288 (96.64%) 298 (100.00%)
Marinados sin calor 0 (0.00%) 8 (100.00%) 8 (100.00%)
Parcialmente cocidos con calor 3 (3.90%) 74 (96.10%) 77 (100.00%)
Completamente cocidos con calor 0 (0.00%) 7 (100.00%) 7 (100.00%)
Totales 13 (3.33%) 377 (96.67%) 390 (100.00%)

Tabla VII. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de V. vulnificus en alimentos marinos segtin métodos de
preparacion. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010

Vibrio vulnificus

Métodos de preparacion Muestras positivas Muestras negativas Totales
Crudos 10 (3.36%) 288 (96.64%) 298 (100.00%)
Marinados sin calor 0 (0.00%) 8 (100.00%) 8 (100.00%)
Parcialmente cocidos con calor 3 (3.90%) 74 (96.10%) 77 (100.00%)
Completamente cocidos con calor 1 (14.29%) 6 (85.71%) 7 (100.00%)
Totales 14 (3.59%) 376 (96.41%) 390 (100.00%)
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En la Figura 4 se presentan en orden ascen-
dente las frecuencias relativas globales de
las cuatro especies del género Vibrio corres-
pondientes al Grupo 6. Las prevalencias més
baja y més alta correspondieron, respectiva-
mente, a V. parahaemolyticus (3.33%) y a V.
alginolyticus (7.44%).

Los intervalos de estimacion al nivel
de confianza del 95% para los porcenta-
jes en las poblaciones de alimentos mari-
nos con V. alginolyticus, V. carchariae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus fueron, respec-
tivamente, 4.83%<P<10.04%, 2.94%<P<7.32%,
1.55%<P<5.11% y 1.74% 5.44%.

Discusion

La mas alta prevalencia (18.12%) fue obser-
vada en los alimentos marinos crudos. Los ali-
mentos marinos crudos son aquellos que en el
momento del muestreo se encontraban en su
estado natural. En consecuencia, este resultado
corresponde al esperado debido a que la pro-
babilidad de aislamiento es alta cuando el ali-
mento no ha sido expuesto a la accion del calor.

En segundo lugar se tiene la prevalencia
(14.29%) observada en los alimentos marinos
completamente cocidos con calor. Los alimen-
tos marinos completamente cocidos con calor
son aquellos que en el momento del muestreo
se encontraban cocidos mediante la accion del
calor. Subsiguientemente, este resultado no

corresponde al esperado ya que la probabili-
dad de aislamiento es nula cuando el alimento
se ha preparado mediante una adecuada expo-
sicion a la accion del calor y la prevalencia
observada puede ser explicada ya sea porque
el alimento pudo haber sido contaminado por
el manipulador por contaminacién cruzada
en las cocinas, o bien, mediante el mecanismo
ano-mano-alimento-boca por ser un portador
-suposicién que se encuentra apoyada por los
estudios de Pérez et al., en 1980 y de Franco &
Flores en 1988 en los cuales se reporta 0.72% y
3.85%, respectivamente, de manipuladores de
alimentos marinos que excretan al microorga-
nismo en sus heces.

En tercer lugar se tiene la prevalencia
(12.99%) observada en los alimentos marinos
parcialmente cocidos con calor. Los alimen-
tos marinos parcialmente cocidos con calor
son aquellos que en el momento del muestreo
se encontraban cocidos mediante un proceso
de “ablandamiento” en el que se utiliza agua
caliente durante cinco minutos. Este resultado
tampoco corresponde al esperado y la pre-
valencia observada puede ser explicada ya
sea porque el procedimiento utilizado para
“ablandar” el alimento no es suficiente para
destruir al microorganismo -suposicién que
se encuentra apoyada por el estudio de Peffers
et al., en 1973 en el cual se reporta la viabili-
dad de los microorganismos después de haber

7,44

3,39

OO OO0 OO0

Frecuencias relativas
O NWA U1 N
QO OO0 OO0

Vibrio
parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Vibrio carchariae
Vibrio
alginolyticus

Especies

Figura 4. Frecuencias relativas globales en orden ascendente de las cuatro especies del género Vibrio correspondien-
tes al Grupo 6. Isla del Carmen, Campeche, México. 1/agosto/2009-31/marzo/2010
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mantenido a un crustaceo en agua en ebulli-
cion durante cinco min previa inoculacién de
0.1 ml de caldo de cultivo-, o bien, porque el
alimento pudo haber sido contaminado por el
manipulador después del proceso de “ablan-
damiento” por contaminacién cruzada en
las cocinas, o bien, mediante el mecanismo
ano-mano-alimento-boca por ser un portador
-suposicién que se encuentra apoyada por los
estudios de Pérez et al., en 1980 y de Franco &
Flores en 1988 en los cuales se reporta 0.72% y
3.85%, respectivamente, de manipuladores de
alimentos marinos que excretan al microorga-
nismo en sus heces.

Por dltimo, en cuarto lugar se tiene la pre-
valencia (12.50%) observada en los alimentos
marinos marinados sin calor. Los alimentos
marinos marinados sin calor son aquellos
que en el momento del muestreo se encontra-
ban cocidos mediante la accion del 4cido del
jugo de limén, del 4cido del jugo de naranja,
del vinagre, etcétera. Por ende, este resultado
corresponde al esperado porque son alimentos
que no han sido expuestos a la accién del calor.

No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas cuando se compararon
las prevalencias observadas en alimentos
marinos crudos (18.12%), alimentos marinos
marinados sin calor (12.50%), alimentos mari-
nos parcialmente cocidos con calor (12.99%)
y alimentos marinos completamente cocidos
con calor (14.29% %): X2, ,(¢=0.05, gl=3)= 1.30;
p=0.7295.

Conclusiones

Los alimentos marinos crudos y los alimentos
marinos parcialmente cocidos con calor repre-
sentan factores de riesgo por la especie V. algi-
nolyticus para el desarrollo de gastroenteritis
aguda, infeccion de herida, infeccién de oido
y septicemia primaria;

Los alimentos marinos crudos y los alimen-
tos marinos marinados sin calor representan
factores de riesgo por la especie V. carchariae
para el desarrollo de infeccién de herida;

Los alimentos marinos crudos y los alimen-
tos marinos parcialmente cocidos con calor
representan factores de riesgo por la especie

V. parahaemolyticus para el desarrollo de gas-
troenteritis aguda, infeccién de herida, infec-
cion de oido y septicemia secundaria; y

Los alimentos marinos crudos, parcial-
mente cocidos con calor y completamente coci-
dos con calor representan factores de riesgo
por la especie V. vulnificus para el desarrollo
de gastroenteritis aguda, infeccion de herida,
septicemia primaria y septicemia secundaria;

En orden descendente las prevalencias
obtenidas en alimentos marinos crudos, com-
pletamente cocidos con calor, parcialmente
cocidos con calor y marinados sin calor fueron
18.12%, 14.29%, 12.99% y 12.50%, respectiva-
mente. Por tanto, el riesgo de infeccion es 1.27
veces mayor en alimentos marinos crudos
respecto a alimentos marinos completamente
cocidos con calor; 1.39 veces mayor en ali-
mentos marinos crudos respecto a alimentos
marinos parcialmente cocidos con calor; y 1.45
veces mayor en alimentos marinos crudos
respecto a alimentos marinos marinados sin
calor. Asimismo, el riesgo de infeccién es 1.10
veces mayor en alimentos marinos completa-
mente cocidos con calor respecto a alimentos
marinos parcialmente cocidos con calor; y 1.14
veces mayor en alimentos marinos completa-
mente cocidos con calor respecto a alimentos
marinos marinados sin calor. Finalmente, el
riesgo de infeccién es 1.04 veces mayor en
alimentos marinos parcialmente cocidos con
calor respecto a alimentos marinos marinados
sin calor.

Se concluye, finalmente, que los alimen-
tos marinos crudos, marinados sin calor, par-
cialmente cocidos con calor y completamente
cocidos con calor se encuentran contaminados
con una o mas de las cuatro especies de impor-
tancia clinica del género Vibrio constituyendo,
por tanto, factores potenciales de riesgo para
la poblacién consumidora de peces y mariscos
de Isla del Carmen, Campeche, México.

El haber encontrado alimentos marinos
parcialmente cocidos con calor y completa-
mente cocidos con calor contaminados con
especies del género Vibrio permite suponer
la existencia de manipuladores de alimentos
marinos portadores asintomaticos.
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Lo anterior debe ocupar la atencién de las
autoridades correspondientes con el objeto de
continuar con la realizaciéon de estudios rela-
cionados a este respecto. Asimismo, si hasta
la fecha no ha sido considerado como un pro-
blema de salud publica es conveniente tenerlo
presente con el objeto de prevenir problemas
sanitarios que pudieren en algtin momento
repercutir en la salud de la poblacion de Isla
del Carmen, Campeche, México.
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