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Aidamiento eidentificacion de Vibrio
parahaemolyticus O3:K 6 en pescadosy moluscos
bivalvos procedentes de un mercado pesquero de
Lima, Per .

Isolation and identification of Vibrio parahaemolyticus O3:K 6 in fish and bivalve mollusks of a fish market
from Lima, Peru.

Rocio Aliagat, Jacqueline Miranda?, Jesls Zevallos®

RESUMEN

Objetivo: Determinar la presencia de Vibrio parahaemolyticus serotipo O3:K6 en pescados y moluscos bivalvos
procedentes de un mercado pesquero de Lima. Material y Métodos: Se analizaron 254 muestras entre pescados y
moluscos bivalvos siguiendo la técnica descrita por Yukiko Harakudo €t al, que consta de un paso de enriquecimiento,
siembra en medio cromogénico, evaluacion de fermentacion de glucosa y la prueba de tolerancia a sales. Las cepas
identificadas como Vibrio parahaemolyticus fueron serotipificadas usando anticuerpos monoclonales y evaluadas
en su potencial patogénico en medio de Wagatsuma. Resultados: Se aislaron 15 cepas de V. parahaemolyticus,
9(7,5%) en pescados y 6(4,5%) en moluscos bivalvos. Tres (20%) presentaron fenomeno de Kanagawa positivo
indicando la produccién de la hemolisina termoestable directa (TDH). Una cepa TDH-positiva aislada en una muestra
pescado fue serotipo O3:K6. Conclusiones: Vibrio parahaemolyticus se encuentra distribuido en los recursos
hidrobiolodgicos estudiados con mayor frecuencia en pescados, a partir de los cuales se encontro el serovar O3:K6.
Este es el primer reporte de la cepa pandémica O3:K6 de Vibrio parahaemolyticusaislada de fuente no humana en el
Peru. (Rev Med Hered 2010;21:139-145).

PALABRAS CLAVE:Vibrio parahaemolyticus, pescados, moluscos bivalvos, gastroenteritis, fenomeno de Kanagawa.

SUMMARY

Objective: To determine the presence of Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 in fish and bivalves
mollusks of a fish market from Lima. Material and methods: We analyzed 254 samples of fish and bivalve
mollusks using the technique described by Yukiko Harakudo et al, consisting of an enrichment step, chromogenic
plating, evaluation of glucose fermentation and salt tolerance test. The strains identified as Vibrio
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parahaemolyticuswere serotyped using monoclonal antibodies and evaluated their pathogenic potential on
Wagatsuma agar. Results: 15 strains of V. parahaemolyticus, 9 (7,5%) in fish and 6 (4,5%) in bivalve
mollusks were isolated. 3 (20%) were Kanagawa phenomenon positive indicating the production of thermostable
direct hemolysin (TDH). A TDH-positive strain isolated from a fish belonged to the serotype O3: K6.
Conclusions: Vibrio parahaemolyticusis distributed in analyzed aquatic resources; most frequently in fish
from which was found serovar O3:K6. This is the first report of pandemic O3:K6 strain of Vibrio
parahaemol yticusisolated from non-human source in Pert. (Rev Med Hered 2010;21:139-145).

KEYWORDS: Mibrio parahaemolyticus, fish, bivalves mollusks, gastroenteritis, Kanagawa phenomenon.

INTRODUCCION

El género Vibrio comprende 75 especies, de ellas
12 son consideradas patdgenas para el ser humano (1);
siendo el Vibrio cholerae el que mayores estragos ha
generado a lo largo de las 8 pandemias producidas desde
inicios del siglo XIX. El Peru fue azotado por 3 de
éstas, la Gltima ocurrida en 1991 (2,3).

Luego de controlada la epidemia los casos de
gastroenteritis por V. cholerae se han presentado de
forma esporadica; sin embargo, como consecuencia
de los cambios climéaticos generados por el
calentamiento global, hay evidencia del resurgimiento
del género Vibrio, presentandose casos de
gastroenteritis reemergentes en diferentes partes del
mundo, producidos por otra especie del género Vibrio,
el V. parahaemolyticus (4,5).

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria halofilica,
autoctona del ambiente marino, considerada como la
principal causa de gastroenteritis bacteriana asociada
al consumo de alimentos marinos crudos (6). Pueden
causar cuadros de diarrea aguda eventualmente de tipo
disentérico, en ocasiones bastante severos y con
desenlaces fatales en especial en ciertos grupos
poblacionales susceptibles: nifios, gestantes, ancianos,
inmunocomprometidos, personas con enfermedades
hepaticas concomitantes o infeccion por Helicobacter
pylori, entre otras (4).

De un potencial de 71 combinaciones de serotipos
O:K, Vibrio parahaemolyticus O3:K6 es considerado
como la cepa pandémica (5,7,8,9) poseedora del gen
tdh codificante de la hemolisina termoestable directa
(TDH), principal factor de virulencia en esta especie
(3), este serotipo a diferencia de los otros es capaz de
incrementar rapidamente no so6lo la incidencia sino la
gravedad de los casos de diarrea aguda en zonas donde
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se presenten condiciones favorables para su desarrollo.

El fendémeno de “El Nifio”; aunado a los cambios
climaticos, son condiciones que alteran los parametros
hidrobioldgicos normales del ecosistema marino
produciendo la multiplicacion excesiva de fitoplancton
y zooplancton, cuya importancia en la diseminacion y
persistencia de V. cholerae y V. parahaemolyticus ya
ha sido demostrada (10,11).

La presencia de Vibrio parahaemolyticus (cepas
virulentas y avirulentas) total; ha sido usado como
indicador en el control de contaminacién de alimentos
para la prevencion de infecciones; sin embargo, la
efectividad de esta accion es incierta por la falta de
informacion de la frecuencia de las cepas virulentas en
fuentes no humanas en muchos paises, asi como en el
nuestro (12).

Teniendo en cuenta estas consideraciones se realizd
el estudio con el objetivo de determinar la presencia de
Vibrio parahaemolyticus 03:K6; cepa virulenta, en
pescados y moluscos bivalvos de mayor demanda en
un mercado pesquero de Lima Metropolitana.

MATERIALY METODOS

La recoleccion de muestras se llevo a cabo en los
meses estivales de enero-febrero del 2009 en los que la
temperatura promedio en el litoral peruano fue de
19,85°C (13). Se evaluaron 254 muestras (120 pescados
y 134 muestras de moluscos bivalvos) calculados por
la formula de prevalencia limite cuya proporcion
estimada fue obtenida de revisiones bibliograficas
(14,15,16).

Los recursos hidrobioldégicos para el estudio no
presentaban signos de descomposicion y se obtuvieron
en puestos seleccionados al azar, registrados en el
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mercado pesquero de Ventanilla, Callao, Perq, los que
provenian de distintos puertos del litoral. Las especies
estudiadas fueron: Trachuruspicturatus murphyi (Jurel),
Mugil cephalus (Lisa), Odentesthes regia regia
(Pejerrey), Aulocomya ater (Choro), Argopecten
purpuratus(Concha de abanico) y Gari salida(Almeja)
(Tabla 1). Las especies marinas fueron seleccionadas
por ser las de mayor consumo por nuestra poblacion,
segun la Oficina de General de Tecnologia de la
Informacion y Estadistica del Ministerio de la
Produccion (17).

Los moluscos tenian las valvas cerradas para
asegurar que el aislamiento de Vibrio parahaemol yticus
no sea producto de contaminacioén cruzada. Como
medida adicional para evitar la contaminacion cruzada
entre las especies, las muestras se obtuvieron en bolsas
de polietileno, las que fueron trasladadas hasta el
laboratorio dentro de contenedores de frio de 4 a 8°C.

Muestra para el analisis microbiol 6gico

La muestra de pescado estaba conformada por 25g
de un homogenizado de la piel y agallas de un
espécimen. En el caso de los moluscos bivalvos; la
muestra fue constituida por el homogenizado del
contenido de 12 moluscos, tomando 25g, para el analisis
de acuerdo a lo descrito en el Manual de Anélisis
Microbioldgico de Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) (18).

Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus
Se realizo siguiendo el protocolo establecido por

Yukiko Hara-Kudo et al (19). Para la serotipificacion
se utilizaron antisueros compuestos de anticuerpos

monoclonales contra los antigenos somatico O3 y
capsular K6, y lapresencia de la hemolisina termoestable
directa (TDH), un factor importante de patogenicidad
(20), se realizo mediante la siembra en agar de
Wagatsuma para observar el fendémeno de Kanagawa
(Grafico 1).

Andlisis estadistico

Los datos fueron almacenados en una hoja de calculo
del Programa Microsoft EXCEL 2003 y analizados con
el paquete estadistico Epi Info (version 6,04 b).
También se calculd la capacidad de deteccion de V.
parahaemolyticus serotipo 03:K6 en la poblacion de
Odentesthes regia regia (Pejerrey) usando la férmula
de prevalencia limite.

RESULTADOS

De 254 muestras estudiadas se aislaron 15 cepas
de Vibrio parahaemolyticus (5,9%), de las cuales 9
fueron obtenidas de pescado y 6 a partir de moluscos
bivalvos.

Se aislo Vibrio parahaemolyticus en todas las
especies de pescado estudiadas, con mayor frecuencia
en Odentesthesregia regia (Pejerrey), Aulocomya ater
(Choro), en Argopecten purpuratus (Concha de
abanico), pero no en almejas (Tabla 2).

En 3/15, ocurrio beta hemdlisis (fenomeno de
Kanagawa positivo). Solo un aislamiento presentd
aglutinacién con ambos antisueros monoclonales O3 y
K6, la misma cepa también presentdé fenémeno de
Kanagawa positivo (cepa pandémica de Vibrio
parahaemolyticus 03:K6) (Tabla 2); de esta manera se

Tabla 1. Distribucion de muestras seglin especie y zona de pesca.

Gr upo biol égico* Espede Zona de pesca n

Trachurus picturatusmurphyi  (Jurel) Tacna 40

Pescados Mugil cephalus (Lisa) Bayovar, Paita 40

Odontesthes regiaregia (Pejerrey) Pisco, Lomas 40

Argopecten purpuratus (Concha de abanico) Ancon, Callao 45

M oluscos Gari solida (Almeja) Huacho, Callao 45

Bivalvos Aul oconya ater (Choro) Anc(')n, Huacho 44
TOTAL 254

* Todas las especies se obtuvieron en el mercado pesquero de Ventanilla.
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Grafico 1. Diagrama esquematico para el aislamiento, serotipificacion y evaluacion de
patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus

Pescados

COMPOSICION
DE LA MUESTRA

Piel y agallas

PREPARACION
DE LA MUESTRA

Moluscos bivalvos

Homogenizado de

Contenido de 12
moluscos

25 g del homogenizado de pescado o marisco

+

225 ml de TSB 3% NaCl

l

Incubar por 18 horas a 37° C

Extraer Iml + 9 ml de caldo salado de

ENRIOUECIMIENTO

Polimixina

l

Incubar por 18 horas a 37° C

SIEMBRA EN
MEDIO
CROMOGENI CO

Sembrar en CHR OMagar Vibrio™ por
dispersion y agotamiento.

l

Incubar por 18 horas a 37°C

Reaislar las colonias color malva presuntos
V. parahaemolyticusen TSA 1.5%NaCl.

VERIFICACION

!

DEL N
AISLAMIENTO Incubar por 18 horas a37°C
Repicar de medio Triple Prueba de Tolerancia a
Sugar Iron sales.

Resultado esperado:

K/A \ / 8%(+),10%(-)

Vibrio parahaemolyticus

SEROTIPIFICACION
Y PRUEBASDE
PATOGENICIDAD

Serotipificacion O3:K6
Resultado esperado:
Aglutinacion somatico 3:+
Aglutinacion capsular 6: +

puede inferir que la prevalencia de V. parahaemolyticus
serotipo O3:K6 en la poblacion de Odentesthes regia
regia (Pejerrey) es de al menos 7%.

Aunque no era el objetivo del trabajo, se realizo el

seguimiento de otras colonias que desarrollaron en el
medio cromogénico aislandose 71 cepas de Vibrio
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0.5% (+/-), 3% (+)6%(+)

Sembrar en Agar de Wagatsuma
F. de Kanagawa +: B-hemdlisis
F. de Kanagawa - : ausencia de f3
hemdlisis

algynolyticus. No se aislo Vibrio cholerae ni V.
vulnificus.

DISCUSION

Vibrio parahaemolyticus se encuentra distribuido en
ambientes marinos, costeros, estuarinos y en recursos
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Tabla 2. Distribucion de Vibrio parahaemolyticustotal, serotipo O3:K6 y
fenomeno de Kanagawa positivo seglin grupo bioldgico.

Grupo Especie Aislamientosde Vibrio Aislamientos Serologia +
biol 6gi co parahaemolyticus con Kanagawa 03 K6
n (%) positivos
n(%)

Jurel 1/40 (2,5) 0 - -

Tricfgc%s Lisa 2/40 (5,0) 0 -
Pejerrey 6/40 (15,0) 2/15 (13,3) 1/15  1/15

Conchas de

'\2' noz"ia(;s abanico 2/45 (4,4) 0 .-

Choro 4/44 (9,1) 1/15(6,7%) - -

Almeja 0/45 (0,0) 0 - -

TOTAL 15/254 3/15 1/15

hidrobioldgicos ya sea en forma avirulenta o virulenta.
En este estudio se aisld en 5,9% de las muestras
analizadas. Estudios realizados en otras areas
geograficas reportan prevalencias desde 0,3% hasta
37,2% (15,16,21,22); resultados que evidencian su
heterogénea distribucion, siendo la cantidad que se
puede aislar dependiente de la region, y probablemente
relacionada con algiin cambio en la naturaleza de la
bacteria por factores abioticos y bidticos de repercusion
global.

Asimismo, cabe resaltar que dicha especie no
presenta distribucion similar en los diferentes grupos
biologicos. Nosotros encontramos una mayor
frecuencia en pescados (7,5%) que en moluscos
bivalvos (4,47%), resultados concordantes con los
hallazgos obtenidos por Torres y Fernandez (23). Otro
estudio encontrd que los moluscos bivalvos concentran
en mayor frecuencia especies del género Vibrio
aduciendo a que son filtradores de agua de mar (16);
sin embargo, hay que tener en cuenta que en dicho
estudio se analizé el contenido intestinal de los pescados
donde la presencia de Vibrio parahaemolyticusdepende
de la ultima vez en la que el pez ingiri6 sus alimentos.

En nuestro estudio se evaluo el contenido de
moluscos bivalvos, tejidos y agallas de pescados que
también filtran agua de mar.

Llama la atencion que el aislamiento de V.
parahaemolyticus en pescados fue mas frecuente en
Odentesthes regia regia 15,0% en comparacion con
las de otras especies estudiadas, este hallazgo discrepa
con lo planteado por Liston (24) quien sugiere una
distribucion homogénea en las especies de peces de
una misma region. Esto nos lleva a pensar que la

distribucion de dicha bacteria variaria de acuerdo a la
profundidad en la que los recursos habitan (peces
demersales, demersales costeros o peldgicos),
depositos, particulas en el agua, cantidad de material
organico, temperatura, salinidad, época del afio, entre
otros.

El papel que ejerce la concentraciéon de Vibrio
parahaemolyticus en la generacion de cuadros de
gastroenteritis es cuestionable. En Estados Unidos y
otros paises de Europa a pesar que aseguran que los
productos marinos para el consumo humano posean
valores inferiores a 10* UFC/g, esta medida no ha
evitado la aparicion de brotes de diarrea aguda por esta
especie de Vibrio (25). Por esta razon no se considerd
en el objetivo de nuestro estudio.

Mas importante que la concentracion es la presencia
de factores de virulencia como la hemolisina directa
termoestable (TDH), factor que evaluamos en el agar
de Wagatsuma buscando la expresion del gen tdh que
se manifiesta con la presencia de a-hemolisis alrededor
de las colonias productoras de TDH (26,27). Tres
(20%) de los aislamientos presentaron fenémeno de
Kanagawa positivo; este hallazgo es significativo dado
que las cepas TDH + son las que se asocian a cuadros
de gastroenteritis mas severos (16).

So6lo una cepa con fenémeno de Kanagawa positivo
present6 aglutinacion con ambos antisueros, lo que
representa el primer reporte en el Pert de la cepa
pandémica de Vibrio parahaemolyticus O3:K6 a partir
del analisis de una muestra de Odentesthesregia regia
(Pejerrey), y confirma el consumo de alimentos marinos
crudos o semicrudos como fuente de diarrea aguda,
planteandose la necesidad de su inclusion en el sistema
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de vigilancia etiologica de enfermedad diarreica aguda
(EDA).

Una caracteristica de esta cepa pandémica es la gran
morbilidad y producir desenlaces fatales en poblaciones
especialmente propensas como inmunocomprometidos,
gestantes, nifios, ancianos, personas con gastritis,
ulceras (4), infecciones por Helicobacter pylori que al
alterar el pH gastrico favorece la accion de otros
enteropatogenos como Vibrio parahaemolyticus (5).

Un brote de gastroenteritis por el serotipo O3: K6
en el Pert afectaria la salud de grandes grupos dado
que el consumo de diversas formas de productos
marinos por la poblacion de la zona costera es muy
comun y en abundancia en la época de verano; aunado
a cuantiosas perdidas econdémicas para el sector
pesquero, pérdidas que afectarian por sobre todo a la
pesca artesanal y atentaria contra el naciente prestigio
del pais de exportador de alimentos marinos de buena
calidad.

Por esto es necesario establecer medidas preventivas
para reducir la ocurrencia de enfermedad por este vibrio
halofilico sobretodo en los meses estivales y durante el
fenomeno del nifio que se manifiesta cada 5 a 7 afios
(28).

Los planes de control que se aplican en otros paises
consisten en el conteo total indiferenciado de V.
parahaemolyticus como el indicador para el control de
la contaminacion de alimentos dirigido a la prevencion
de infecciones; sin embargo, esta medida ha sido
insuficiente para la prevencion de brotes, seria entonces
necesario no so6lo determinar la concentracién sino
también evaluar periddicamente el potencial patogeno
de las cepas colonizantes.

Otra manera efectiva de evitar estos brotes es por
medio de campaifias informativas a la poblacion sobre
el riesgo de la adquisicion de enfermedades diarreicas
por el consumo de productos marinos crudos o
semicrudos e incluso marinados con limoén en los que
apesar del bajo pH Vibrio parahaemolyticusha podido
ser aislado ya sea en pescados como en mariscos
(11,29).

Se plantea la necesidad de una evaluacion de riesgo
anual de V. parahaemolyticus en recursos
hidrobiologicos de consumo humano por parte de los
organismos de salud publica, asi como continuar con
la investigacion en busqueda de otros miembros del
ahora llamado clon pandémico y el estudio molecular
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de los genes tdhy trh, para asi tener un perfil genético
de las cepas que colonizan nuestros recursos y conocer
de antemano su potencial patogeno.
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