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RESUMEN

Los meluscos bivalvos, por su tipo de alimentacién y por las zonas elegidas para su cultive, pueden ser un vehiculo de
transmisién de microorganismos patdgenocs. Un total de 260 muestras de almejas obtenidas a lo largo de un ciclo
anual, en la porcién norte del Estado de Veracruz, Golfo de México, se estudiaron para determinar la presencia de
Saimonefla spp., Vibrio choleras y organismos coliformes fecales. La metodologia utilizada fue la recomendada por el
Manual de Bacteriologia Analitica de la Administracién de Alimentos y Medicamentos (BAM-FDA). Del total de las
muestras analizadas, en el 7 % se aislé Vibrio choferae 01 Inaba toxigénico, Saimonella spp. en el 11%, Vibrio choferae
no 01 en el 21.5% y ol 100 % de las almejas presentd coliformes fecales. Durante todo el peridde de muestreo, fue
posible aislar a los microorganismos en estudio, teniendo la rmayor contaminacion en los meses de verano, La presencia
de organismos patdgenos manifiesta la contaminacién y el riesgo del consumo de estos productos. La incidencia de
organismos coliformes fecales sefialan por Io gensral asentamientos humanos mal planificados que facilitan la
contaminacion del agua con heces.

Palabras clave: Vibrio cholerae, Salmonelia, almeja, coliformes fecales, Golfo de México.

ABSTRACT

In general, because the areas chosen for growing them and because the way they feed, mollusks are important vectors
in the transmission of several diseases to humans. Among these diseases is cholera. In this study isolation and
identification of Saimoneiia spp.; Vibrio cholerae, and fecal coliforms were carried in 260 clams collected during a year
from the northern coast of Veracruz state, Gulf of México. Baseline methods included those recommended by the
Bactericlogical Analytic Manual (BAM-FDA). Vibrio cholerae 01 was found in 7% of the sampies, Saimonella spp. in
9%, and Vibrio no 01 in Z2%. Besides, fecal coliforms were detected in all samples (100%). Summer was the tima with
higher presence of all the microorganisms; even they existed all year around. Pathogenic bacteria in clams make their
consumption risky to public health. The detection of fecal coliforms in water shows the existence of non-weil planned
human settlements and activities around water reservoirs in Atlantic coast of México.

Key words: Vibrio cholerae, Salmonsifa, clams, fecal coliforms, Gulf of México.
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INTRODUGCION

Se ha reconocido gue los brotes de tifoidea, célera,
disenteria y varias formas de gastroenteritis se adquieren
por la ingestion de agua o alimentos contaminados, tal es
el caso de algunos moluscos bivalvos (Brown y Dorn, 1977;
Wood, 1979). Estos organismos se encuentran ampliamente
distribuidos en las costas de los mares, estuarios y diversos
cuerpes acuicolas, muchas de las veces y por razones
antropegénicas, representando 4reas con alto contenido de
materia orgénica. Estas actividades incluyen el derrame de
aguas residuales de zonas de cultivo o bien de calidad
doméstica, en las cuales el contenido de heces es elevado.
La posibilidad de que estas heces provengan de enfermos
o portadores de diversas enfermedades gastrointestinales
es alto. De esta forma, el porcentaje de las bacterias
patégenas, como las pertenecientes a los géneros:
Salmanella, Shigelfa y Vibrio, en especial V. cholerae, V.
parahaemolyticus, otros vibrios y Escherichia coli, en
moluscos es alarmante (Andrews et al., 1875; De Paola ef
al., 1990; Reily y Twedt, 1992; Wood, 1979).

Los mofuscos en general poseen una alimentacién por
filtracién. Este sistema de nutricién permite que se acumule
una gran cantidad de microorganismos y oiros elementos
presentes en el ambiente donde los bivalvos se desarrollan.
El consumo de bivalvos bajo estas condiciones ha sido la
causa de un gran nimero de casos de enfermedades
entéricas (Brawn y Dorn, 1977). Por supuesto que este
riesgo se potencializa durante la comercializacién y las
operaciones de manejo {Wood, 1979). En el caso concreto
de las almejas, estas pueden estar implicadas en la
transmision del colera, salmonelosis y otras enfermedades
gastrointestinales, esto aunado a la costumbre de ingerir
estos organismos directamente en su concha, crudos o
cocinados deficientemente.

Vibrio cholerae se encuenira con frecuencia en el
sedimento en suspensidn de aguas superficiales de diversos
cuerpos acuiferos, asi como en el contenido intestinal de
animales marinos, en donde se puede considerar autdctono.
Esta bacteria no se encuentra en alta mar aunque esta
presente en las regiones costeras o estuarios, sobre todo,
en algunas areas geograficas en donde el padecimiento del
colera es endémico o epidémico. La presencia de este
microorganismo no se encuentra en funcién de los
indicadores de contaminacidn fecal (De Paola et al., 1984).
Su sobrevivencia estd asociada a las condiciones
ambiemtales de pH, salinidad, materia organica y temperatura
del agua {Kaysner et al., 1987).

Por otra parte, la persistencia de V. cholerae en los
moluscos, aln y cuando se sometan a una depuracion,
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puede deberse a la hipdtesis de que esta bacteria es
aglutinada por la hemolinfa y el tejido del bivalvo. Esta
reaccion de aglutinacion ha sido demostrada para todos os
serotipos de V. cholerae en ostiones colectados tanto en el
Golfo de México como en las costas del Atléntico. {Tamplin
y Fisher. 1989).

En cuante al género Sa/monella, es uno de los
patdgenos mas estudiados como causante de brotes de
intoxicaci6n alimentaria por ef consumo de alimentos crudos
o procesados. La tasa de mortalidad por salmonelosis se
sittia alrededor del 4.1% lo que hace que continue siendo
una de las formas mas serias de infecciones entéricas en
el humano, observandose en el ambito mundial un marcado
incremento en los dltimos anos {Maguire et &/, 1993).

Si consideramos que el habitat principal de Safmonella
spp. &s el conducto intestinal de animales, resulia pues
l[dgico gue los cuerpos acuicolas con asentamientos
humanos se encuentren contaminados y por ende los
productos que ahf se capturen. Cerca del 5% de las personas
gue sufren salmonelosis son portadoras por un tiempo
censiderable y pasan a ejercer un papel muy importante en
la diseminacién, especialmente si participan en la cadena
de produccion y comercializacion de los alimentos
{OPS,1993)}.

Los analisis microbiolégicos que se llevan a cabo para
detectar microorganismos patégenos, constituyen un medio
importante para proteger al consumidor y de asagurar que
se estd adquiriendo un producto libre de microorganismos
patdgenos. A diferencia de Vibrio cholerae, la determinacidn
de otros patdgenos que pudieran estar presentes en una
muestra se puede estimar mediante [a existencia de ciertos
microorganismos indicadores como es el caso de las
bacterias coliformes {Conell, 1988).

Por lo general, los estudios de deteccién de estos
patdgenos se han realizado profusamente en ostiones y
peces, pero pocos han abordado su evaluacidn en otro grupo
de moluscos que se consume ampliamente en diversas
costas del mundo. Este grupo son las almejas de diversas
especies. Por lo tanto, el propdsito del presente trabajo fue
realizar un estudio prospectivo sobre la presencia de
Salmonella spp., Vibrio cholerae y organismos coliformes
fecales (OCF) en varios representantes de estos moluscos
gue se comercializan en México. Para ello se eligié como
regién de estudio la porcidn norte del estado de Veracruz
en el Golfo de México.

Debido a su caracter prospectivo el estudio es genérico
{no desde el punto de visa taxondmico)} y evalua la
importancia de las almejas como grupo potencial de
contagio. Estudios posteriores deberdn de profundizar en
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las diferencias, si estas existen, entre las diversas especies
invoiucradas o entre varias regiones que permitan plantear
soluciones o estrategias para enfrentar estos males,

MATERIAL Y METODOS

Doscientas sesenta (260) muestras de almejas fueron
recolectadas mensualmente de enero a noviembre de 1998
en la porcidn norte del Estado de Veracruz. Los nlmeros
mensuales variaron de acuerdo a la disponibilidad de
organismos (tabia 1}. Cada muestra se colocé en bolsas de
plastico en forma independiente, evitando su contacts. Los
organismos fueron congelados empleando hielo seco y
transportadas en recipientes térmicos. El tiempo transcurrido
entre su recoleccion y andlisis no fue mayor de 10 horas.
Los intervalos dptimos de temperatura sn el caso concreto
de este trabajo fueran entre 18 y 22°C vy una salinidad no
menor a 20 ppm.

Con el fin de que los resultados pudieran ser evaluados
comparativamente, se utilizd la metodologia recomendada
por &l Manual de Bacteriologia Analitica de la Administracién
de Alimentos y Medicamentos {(BAM-FDA) {USFDA, 1992).

Cada uno de los bivalvos que conforma fa muestra, se
desconché en forma aséptica, de acuerdo a lo que marca
el BAM-FDA, v el tejido se homogeneizdé smpleando una
licuadora comercial estéril. Se pesaron 50 g v se colacaron
en 450 mililitros de cada una de los caldos de eariquecimiento
empleados, para tener una dilucién inicial de 1:10.

Aislamiento e identificacion de Salmonelia

La primera dilucidn (1:10) en caldo lauril sulfato
triptosa, se incubd por 24 horas a 37°C. Posteriormente se
transfirieron 10 ml a frascos que contenian 90 ml de caldo
selenito y caldo tetrationato, se mezclé cuidadosamente y
se incubé a 43°C por 18 h. Transcurrido este tiempo se
sembrd por estria cruzada en medios selectivos: agar verde
brillante, agar xilosa lisina desoxicolato y agar Mac Conkey.
La incubacion se realizd a 35-37°C por 18-24 horas.

Para la identificacién bioguimica se seleccionaron
nueve colonias caracterfsticas (tres colonias por agar) para
hacer pruebas bioquimicas presuntivas (agar triple aziicar-
hierro v lisina descarboxilasa) y confirmatorias (caldo
malonato, RM-VP [caldo rojo de metilo Vogues Proskauet],
urea, SIM [sulfhidrico indol y movilidad], agar citrato de
Simmons, ONPG [o-nitrofenil-b-D-galactopiranosido]).

Se realizaron pruebas seroldgicas mediante |a
aglutinacién con sueros polivalentes "0". Para su
confirmacidn se enviaron al Instituto de Diagnéstico y
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Referencia Epidemioldgica {INDRE) de la Secretaria de
Salud.

Aislamiento e identificacion de Vibrio cholerae

De la primera dilucion (1:10) con agua peptonada
alcalina (pH 8.5-9), se hicieron diluciones decimales por
duplicado hasta 10° Una serie se incubd a 35-37°C y otra a
42°C por 6 y 18 h. Pasado este tiempo se transfirid una
asada de cada dilucién a placas de TCBS (agar tiosuifato
citrato sacarosa sales biliares), las que se incubaran a 35-
37°C por 24 horas.

De las placas de TCBS se sembraron tres colonias con
caracteristicas morfoldgicas de I/ cholerae, en T.N, (caldo
triptona sin cloruro de sadio) y T.N, {agar triptona con
cloruro de sodio al 1 %). A las colonias que se desarrollaron
en ambos medios se les realizd la prueba presuntiva del
hilo mucoide y oxitfasa. Las pruebas bioguimicas confirmatorias
se hicieron mediante el sistema API-20E (BicMerieux®).

Se llevé a cabo una serotipificacién por aglutinacién
con el suero polivalente y monovalentes 01 Inaba y Ogawa
y se determiné su toxicidad mediante la técnica de RPLA
(aglutinacion pasiva inversa con latex sensibilizado). Para
ello se sembraron los aislados en agar infusién cerebro
corazén (ABHI} y se incubaron por 24 h a 35-37°C. A partir
del crecimiento en ABHI, cada uno de los aislados se
inocularon en 5§ ml de caldo Craing {CC) y se incubaron a
30°C por 48 horas. El cultivo se centrifugé en refrigeracion
{4°C} por 10 minutos & 10, 000 rmp, para sedimentar las
células bacterianas. Se retird el sobrenadante con una pipeta
Pasteur y se almacend a 4°C cuando se utilizé en un méximo
de 7 dias, y a—-70°C cuando el tiempo para su uso fue mayor
de 7 dias. El mismo seguimiento se hizo a una cepa de Vibrio
cholerae D1 toxigénico y de no toxigénico aislados de
ostiones que sirvieron como testigos en la prueba.

La prueba de aglutinacién inversa se realizd utilizando
el reactivo VET-RPLA. Para cada muestra se emplearon dos
columnas (ocho pozos por columna), en las que se
depositaron 25 ml de salucién salina amortiguada (PBS) en
cada pozo, excepto en el primers de cada columna. Se
agregaran 25 ml de cada muestra problema y testigo en el
primero y segundo pozo de cada grupo de dos columnas de
una placa de 96 pozos de fondo en U. A partir del segundo
pozo de cada columna se tomaron 25 ml vy se realizaron
diluciones al dable. Los 25 ml del séptimo pozo se
desecharon, de tal forma que el octavo pozo solo contenia
el diluyente. Se agregaron 25 ml de l4tex sensibilizado a
cada pozo de la primera ¢olumna, para cada sobrenadante
de prueba vy testigo. Se agregd 25 ml de latex testigo no
sensibilizado a cada pozo de la segunda columna para cada
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sobrenadante de prueba y testigo. Se mezclaron agitando
la microplaca y esta se coloc a temparatura ambiente por
20-24 horas. La presencia de la toxina del colera causo la
formacién de una estructura reticular, que al sedimentar
formé una capa difusa en el fondo del pozo, esto se observé
en contra de un fondo oscuro. Este método en lo general se
ajusta a lo sugerido por CDC/NCID (1994).

Aislamiento para organismos coliformes fecales (NMP)

Con la finalidad de complementar el estudio fue
identificada también la presencia de organismos coliformes
fecales mediante la técnica del Namero M4s Probable
(NMP). A partir de la primera dilucién en agua peptonada
al 0.1 %, se llevaron a cabo diluciones decimales hasta 165,
Consideramos que ya que los ejemplares podian venir
dafados, debido al transporte en hielo seco, deberiamos
hacer la primera dilucién en un amortiguador que no afectara
aun mas, siguiendo las recomendaciones de Hitchins et al.
(1992), en lugar de wrtilizar un regulador salino como lo marca
BAM. De cada dilucidn se tomé una alicuota de un mililitra
y se transfirié a tubos que contenian caldo lauril sulfato
triptosa, se utilizaron cinco tubos por cada dilucion {serie
5/5/5). La incubacion fue a 35-37°C por 24-48 haras. Para
la produccitn de gas, los tubos negativos se incubaron 24
horas més. De los tubos positivos se sembré una asada a
tubos gue contenfan caldo EC (Escherichia coli), incubandolos
a 44.5 +/- 0.2°C en bafo de agua por 24-48 horas. La lectura
se hizo en tablas especificas para conocer el NMP/g de CF.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos del andlisis de 260 muestras
de almejas (tabla 1), indican que en el 21.5 % se encontrd
Vibrio choferae no 01, el 7 % contenia Vibrio cholerae 01
Inaba toxigénico, en el 11 % se aisld Saimoneifa spp. y en
gl 100% se determind la presencia de los organismos
coliformes fecales. El contenido, de este grupo indicadaor
de contaminacién fecal en los moluscos bivalvos estudiados
fue entre 10" a 10° NMP/g (tabla 2).

Las diversas especies de Salmonelfa aquf encontradas
fueron: S. anatum, S. arizonae, S. choleraesuis, S. houtenae,
S. edimburg, S. enteritidis, S. typhimurium, S. agona, S
gallinarum.

El patrén de crecimiento muestra un incremento
desfasado entre los diferentes microrganismos, aungque en
lo general se puede apreciar que durante el verano, el
porcentaje de todos ellos aumenta considerablemente
(Figural).
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Tabla 1. Cantidad de ejemplares recolectados
durante 1998.

Meses Nimero de muestras
Enero 16
Febrera 18
Marzo 23
Abril 27
Mayo 34
Junio 34
Julio 33
Agosto 26
Septiembre 19
Octubre 16
Noviembre 14
Total 260

Vibrio cholerae se aisld durante todos los meses en
que se llevé a cabo el estudio, incrementandose la
contaminacion durante los meses mds calurosos. V
choferae 01 Inaba toxigéniceo, fue més evidente durante los
meses de abril a septiembre. En lo que se refiere a V.
cholerae no 01 llegé a un maximo duranie los meses de
junio y julic. En cuanto Sa/monella spp. se inicia su
deteccién a partir del mes de enero, aumentando su
presencia de acuerdo-al patrén general (Figura 1, Tabla 2).

Todos los microorganismos de estudio alcanzan sus
nimeros minimos en noviembre {Figura 1). En cuanto a los
organismos coliformes fecales, estos muestran también el
comportamiento general ya sefialado para los otros
microorganismos (Tabla 2}.

DISCUSION

La importancia del aislamiento de V. cholerae en
almejas, se suma a la ya conocida problematica de la salud
piblica en México por el consumo generalizado, en forma
cruda o con una coccidn ineficiente, de los productos de la
pesca en diversas partes del pais.

Las especies de Salmonella aisladas en las muestras
de almejas estudiadas no sélo confirma que México es una
zona endémica de salmonelosis sino sefialan que las gas—
troenteritis entre la pablacion que comercializa el producto
y las personas que lo consumen juegan un papel muy
importante en la diseminacion de la enfermedad.

Hidrobiolégica
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Figura 1. Compartamiento estacional de los microorganismos aislados de muestras de almejas con respecto a las muestras totales.

TablaZ. Nimeros de muestras de almejas positivas para el aislamiento de Vibric cholerae, Salmonelfa spp. e intervalo de
crecimiento de los organismas coliformes fecales.

Tiempo (mes)

Salmonella spp.

V. cholerae 01

V cholerae no Q1

Intervalo del NMP/g de OCF

Enero
Febrero
Marzo

Abril

Mavyo
Junio

Julio
Agosto
Septiembre
Octubre

Noviembre

1
1
1
1

4
4
7
5
3
i
1

o

O O = N WO RN OoO D

2
2
4

10

MW B e o

10-100
10-100
100-10,000
100-10,000
1,000-1,000,000
1,000-1,000,000
1,000-1,000,000
1,000-1,000,000
100-10,000
100-10,000
10-1,000

OCF: Organismos coliformes fecales.
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El género Samonella es uno de los principales
causantes de casos de mortalidad por las complicaciones
en los pacientes, |a tasa se sitia alrededor del 4% y cerca
del 5% de las personas que sufren la enfermedad son
portadoras por un tiempo considerable (OPS, 1993).

El haber determinado la presencia de los organismos
coliformes fecales en estos alimentos, indica una
contaminacion proveniente de una fuente terrestre {CIEMA,
1985). Desde el punto de salud piblica la presencia de este
grupo indicadar es importante por su refacién con bacterias
patégenas provenientes de animales de sangre caliente
{Fapohunda et al., 1994). La sobrevivencia de los coliformes
depende de la concentracion de sales, competicién con la
microbicta y los nutrientes {Hood y Ness, 1982).

En un estudio llevade a cabo por Eyles y Davey (1988)
se encontrd que el 20% de las muestras de ostiones {género
Crassostrea), presentaran V. cholerae, Saimonelfa v E. coli.
Estos autores encontraron también gue el mayor nimero
de aislamiento fue de vibrios no 01 y el contenido de £. coli
como representante de los coliformes fue de 7.3 %. En
comparacién, el 72% de los ostiones obtenidos en la Cen-
tral de Abastos de Pescados y Mariscos «La Viga» de la
ciudad de México, contenian V. cholerae v sl 3%, V. cholerae
01 Inaba toxigénico (Vazquez-Salinas ot al,, 1994).

La mayorfa de los alimentos marinos son capturados
en aguas préximas a la costa o en cuerpos acufcolas donde
los asentamientos humanos son irregulares y junto con las
operaciones primarias de manipulacion a las que estén
sujetos, pueden llevar una biota patégena adventicia
procedente de aguas de desecho. Esta hiota provoca
enfermedades gastrointestinales las cuales tienen una alta
morbilidad a nivel mundial (Blake, 1994).

La dindmica presentada por los microrganismos
estudiados sigue en lo general la de muchos organismos
acudticos presentes en las lagunas costeras fropicales. La
época de verano incluye un aumento en las temperaturas
medias, y en el caso del Golfo de México, la presencia de
los vientos alisios y grandes cantidades de precipitacién
pluvial y el aumento de la fluvial trae consigo la disminucion
de la salinidad y mavimientos en las masas de agua {Groen,
1967; De la Lanza et af., 1998).

Estos cambios motivan un intercambio mas pronunciado
entre las fases del cuerpo acudtice. Por una parte los
sedimentos, con grandes contenidos de materia orgénica
y microrganismos, se distribuyen con mayor homogeneidad
en fa columna de agua. La disminuci6n de la salinidad
interfiere con el efecto bactericida que controla la cantidad
de diversos habitantes, que aungue presentes en el agua,
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se encuentran en nimeros bajos en las otras epocas del
ano. Por lo general en cuerpos de agua semejantes, la
presencia de microorganismos patégenos se registra en la
época de lluvias (Becerra Tapia y Botells, 1995).

El aumento de temperatura favorece la viabilidad e
incrementa el ritmo de reproduccion en muchas de los
residentes de las lagunas tropicales. Aparentemente esta
podria ser también la causa del incremento en las
poblaciones de los microrganismos. Un caso caracteristico
es el del fitoplancton que aumenta su diversidad y su
biomasa (Russell-Hunter, 1970; Castillo Trevifio, 1985:
Contreras, 1988; Santoyo Reyes, 1994), producienda
florecimientos no sélo de algas verdes sino tambien de
cianobacterias. Como consecuencia, el resto de los
integrantes de las redes tréficas proyectan también
crecimientos diferentes a los de otras épocas del ciclo anual,

Desde hace algiin tiempo se ha demostrado, por medio
de epiflourescencia, que los micrarganismas patdgenos se
adhieren a las superficies externas y en algunos casos
internas, del zooplancton e incluso en ef fitoplancton
{Brayton et al,, 1987; Tamplin et a/., 1990). Esta condicidn
aparentemnente provee de substrato y de nutrientes a las
bacterias, sobre todo en condiciones ecolégicas adversas.
Aunque seguramente la estancia de las bacterias es tem—
poral, esto podrfa ser una explicacion para la permamencia,
mas o menos constante, en el medio acuétice de lagos y
lagunas costeras de Salmonella y Vibrio, asegurando de esta
manera que los moluscos y otros filtradores estén
continuamente expuestos a los patdgenos estudiados. Pues
como se ha podido constatar en el presents estudio, su
existencia se registra edurante todo ¢l afo.

Otra explicacién puede ser que la condicién de los
cuerpos de agua de donde provienen las muestras,
presentan en términos microbioldgicos, la denominacion de
dreas con endemia resultado del efecto humano con
aportaciones constantes por parte de individuos portadores
y enfermos. Esto se incrementa con las contribuciones de
las descargas domésticas y por el arrastre del agua de lluvia
sobre terrenos que han servido como reservorios de material
fecal.

La presencia de los microarganismos aislados durante
esta investigacion, es ldgica si consideramos que las
actividades antropogénicas y por consiguiente fa existencia
de animales domésticos en el entorno de los cuerpos
acuicolas generalmente no son planificades y se carece de
infraestructura para las descargas domésticas, por lo gue
se vierten directamente a la costa o por el fecalisrmo al aire
libre . El presente escrito representa uno de los escasos
trabajos gue se han realizado en almejas y comprueba que
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la zona costera del Atlantico mexicano es un 4rea de alto
rigsgo y que necesariamente se requiere de un programa
de monitoreo sastenido y no sélo dirigide a los productos
convencionales y de mayor distribucidn,
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