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RESUMEN



La presencia de bacterias coliformes fecales y E. coli en el medio donde se recolectan
los moluscos bivalvos es un indicio de contaminacion fecal debido a que son
organismos que habitan en el tracto digestivo de los humanos y animales de sangre
caliente, por lo antes mencionado son importantes en la valoracion de la calidad del
agua y los alimentos. Otros patégenos de gran importancia que se pueden encontrar
y acumular dentro de los moluscos bivalvos, son las bacterias marinas patégenas del
género Vibrio, de las cuales las dos mas importantes en términos de namero de
infecciones o mortalidad son Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus. También
existe la especie de V. cholerae (V. cholerae 01/0139 enterotoxigénico) causante del
coélera epidémico, potencialmente mortal y del que las personas se infectan después
de comer alimentos o beber agua que ha sido contaminada por las heces de personas
infectadas. Estas estan normalmente relacionadas con contaminacion fecal humana,
aunque algunas cepas de estos tipos y de los que causan gastroenteritis no colérica
(V. cholerae no-O1/n0-0139), pueden estar de forma natural en el medio marino y se
han descrito relacionadas con el consumo de moluscos crudos en los EE. UU. En este
estudio se analizaron 45 muestras provenientes de 3 zonas de producciéon de almejas,
playa de Bique, El Espavé y Chinina en los meses de la temporada seca de febrero,
marzo y abril. Para evaluar la calidad microbioldgica de las 3 zonas de produccion, se
midieron los indicadores de contaminacién fecal utilizando los parametros establecidos
por la Unién Europea, de acuerdo con esto, los sitios de produccion de El Espavé y
Playa Bique se ubicaron en categoria A y Chinina en categoria C. En cuanto a la
identificacion y aislamiento de las 3 especies de Vibrio, los resultados obtenidos
sefialan a V. parahaemolyticus como la especie de mayor incidencia y distribucion, al
ser detectado en las 3 zonas de produccion, y durante los 3 meses de muestreo de la
estacion seca, seguido por V. cholerae el cual solo fue detectado en una zona de
produccién (Playa Bique) durante el mes de abril, mientras que V. vulnificus no fue

aislado ni identificado en ninguna de las 3 zonas durante la estacién seca.

Palabras claves: coliformes fecales, E. coli, Vibrio, bivalvos, zonas de produccion,

calidad microbiologica.



ABSTRACT



The presence of fecal coliform bacteria and E. coli in the environment where bivalve
mollusks are harvested is an indication of fecal contamination because they are
organisms that inhabit the digestive tract of humans and warm-blooded animals, so
they are important in assessing the quality of water and food. Other pathogens of great
importance that can be found and accumulate in bivalve mollusks are the pathogenic
marine bacteria of the genus Vibrio, of which the two most important in terms of number
of infections or mortality are Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus. There is also
the V. cholerae species (enterotoxigenic V. cholerae 01/0139) that causes the
potentially fatal epidemic cholera, from which people become infected after eating food
or drinking water that has been contaminated by the feces of infected persons. These
are normally related to human fecal contamination, although some strains of these
types and those that cause non-cholera gastroenteritis (V. cholerae non-O1/non-0139)
can occur naturally in the marine environment and have been described in association
with the consumption of raw mollusks in the USA. In this study, 45 samples from 3 clam
production areas, Bique beach, El Espavé and Chinina, were analyzed during the dry
season months of February, March, and April. To evaluate the microbiological quality
of the 3 production zones, indicators of fecal contamination were measured using the
parameters established by the European Union. Accordingly, the production sites of El
Espavé and Bique beach were placed in category A and Chinina in category C.
Regarding the identification and isolation of the 3 Vibrio species, the results obtained
show V. parahaemolyticus as the species with the highest incidence and distribution,
as it was detected in the 3 production zones and during the 3 sampling months of the
dry season, followed by V. cholerae which was only detected in one production zone
(Bique beach) during the month of April, while V. vulnificus was neither isolated nor

identified in any of the 3 zones during the dry season.

Keywords: fecal coliforms, E. coli, Vibrio, bivalves, production areas, microbiological

quality.



CAPITULO |

INTRODUCCION Y MARCO
TEORICO



INTRODUCCION Es de vital importancia prestar atencion a las enfermedades
causadas por patdégenos alimentarios que constituyen a lo ancho del mundo problemas
de salud publica. En el caso concreto de los bivalvos, estos pueden estar implicados
en la transmision de enfermedades gastrointestinales como por ejemplo las causadas
por Escherichia coli (E. coli) del tipo enteropatégena, vibriosis como la que produce el
célera, salmonelosis y otras enfermedades, debido a la costumbre de ingerir estos
organismos directamente en su concha, crudos o cocidos deficientemente (Quifiones
et al., 2000).

Los moluscos bivalvos en general poseen una alimentacion por filtracion la cual
permite que se acumule en ellos una gran cantidad de microorganismos y otros
elementos presentes en el ambiente donde los bivalvos se desarrollan (Quifiones et
al., 2000), incluso pueden concentrar contaminantes a un nivel superior al de su
entorno (Lee et al., 2010). Bofill (2005), indica que una de las principales fuentes de
contaminacién de microorganismos patdégenos en los moluscos bivalvos son las aguas
residuales. Por este motivo, es de gran importancia tener en cuenta los peligros para
la inocuidad naturalmente presentes en el medio en que se colectan o capturan los
moluscos bivalvos (FAO y WHO, 2020).

La presencia de bacterias coliformes fecales y E. coli en el medio donde se recolectan
los moluscos bivalvos es un indicio de contaminacion fecal (Martinez y Villalobos,
2005) debido a que son organismos que habitan en el tracto digestivo de los humanos
y otros animales de sangre caliente, son importantes en la valoracion de la calidad del
agua y los alimentos (Madigan, 2015). Principalmente, E. coli es considerada un
indicador mas especifico de contaminacion fecal (Lee et al., 2010), ya que es un
coliforme cuyo Unico habitat es el intestino del humano y animales de sangre caliente,
y sobrevive solo un tiempo relativamente breve fuera de él, por eso, es considerado
clave entre los coliforme fecal (Madigan, 2015).

Otros patégenos de gran importancia que se pueden encontrar y acumular dentro de
los moluscos bivalvos, es la bacterias marinas patdégenas del género Vibrio, de las
cuales las dos mas importantes en términos de numero de infecciones o mortalidad
son Vibrio parahaemolyticus, que puede conducir al desarrollo de una gastroenteritis

aguda (ACHIPIA, 2017) y Vibrio vulnificus, que puede infectar heridas si estas entran



en contacto con el agua de mar o superficies contaminadas por el organismo, y
adicionalmente, puede causar septicemia primaria cuando el organismo penetra en el
cuerpo a traveés del tracto intestinal, normalmente después de comer moluscos bivalvos
contaminados (Lee et al., 2010).

Aungue la mayoria de estos vibrios se encuentran de forma natural en medios costeros
y estuarios, y no estan asociados a contaminacion fecal, existen las especies de V.
cholerae (V. cholerae 01/0139 enterotoxigénico) causante del colera epidémico,
potencialmente mortal y del que las personas se infectan después de comer alimentos
o beber agua que ha sido contaminada por las heces de las personas infectadas (CDC,
2019; Deen et al.,2020). Estas estdn normalmente relacionadas con contaminacion
fecal humana, aunque algunas cepas de estos tipos y de los que causan gastroenteritis
no colérica (V. cholerae no-O1/no-0139), pueden estar de forma natural en el medio
marino y se han descrito relacionadas con el consumo de moluscos crudos en los
EEUU (Lee et al., 2010).

El CDC estima que cada afio en los Estados Unidos (EEUU) se enferman
aproximadamente 80000 personas y mueren 100 a causa de la vibriosis causada por
bacterias del género Vibrio (CDC, 2019), las cuales se pueden encontrar en altas
densidades en el ecosistema marino y han sido extensamente estudiados en los
sistemas costeros por su importancia medioambiental e incidencia en la extraccion de
moluscos (Thompson y Polz, 2006).

Es por eso, que para evitar el consumo de moluscos contaminados con
microorganismos, metales y virus que puedan causar infecciones e intoxicaciones
alimentarias, algunos paises han elaborado Cédigos de Buenas Practicas de
Produccion Acuicola de los Moluscos Bivalvos, en donde se incluye: la seleccién
adecuada del area de cultivo o cosecha, programas de monitoreo y control del agua y
alimentos, inspeccion final del producto, programas de entrenamiento para personal
involucrado y establecimiento de estandares permisibles.

Algunos estudios previos como los de Saldafia et al. (2006), Gémez et al. (2016) y
Garrido et al. (2018), han determinado la calidad microbiologica de los moluscos
bivalvos extraidos en las principales zonas de produccion de la provincia de Panama

y Panama Oeste, y a su vez, categorizado dichas zonas al analizar muestras de Donax



punctatostriatus (Chinina), Leukoma asperrima (Playa Bique) y Anadara tuberculosa
(El Espavé). Estos estudios clasificaron a las zonas de Produccién de Chinina y Playa
Bique en la categoria B en el afio 2006 y en el afio 2016, indicando que los bivalvos
obtenidos en estas zonas deberian ser sometidos a proceso de depuracion antes de
ser consumidos, mientras que, en el afio 2018, playa Bique descendié a categoria C
(no se pueden consumir) y Chinina se mantuvo en la categoria B, mientras que El
Espavé durante los afios 2006, 2016 y 2018 se mantuvo en categoria A, indicando que
los moluscos obtenidos en esta zona pueden ser consumidos directamente de su
concha. Utilizando como regencia de categorizacion y los Criterios para la clasificacion
de zonas de produccién de moluscos, y la Norma de la Unién Europea (Lee et al.,
2010; Martinez y Yeomans, 2014; SERNAPESCA, 2010).

Sin embargo, no hay vigilancia o monitoreo que brinde informes periddicos sobre la
calidad microbiol6gica de los moluscos bivalvos de amplio consumo en Panama y de
sus zonas de produccién que permita establecer una clasificacion de las mismas, y a
su vez, detectar a tiempo alguna variacion de la calidad del agua y sedimento en donde
estos organismos viven hasta que son extraidos para su consumo; tomando en cuenta
gue esta actividad es realizada de forma artesanal por las comunidades de pescadores
de la zona y en algunos casos la actividad es meramente un medio de subsistencia ya
gue los moluscos bivalvos son extraidos con fines comerciales (Rivero, 2009).
Debido al riesgo a la salud relacionado con el consumo de los moluscos bivalvos, la
presente investigacion evalud la calidad sanitaria de este productos marino de amplio
consumo en Panama, utilizando el grupo de los coliformes termotolerantes y E. coli
como indicadores de contaminacion fecal y a las bacterias vibrios marinas como V.
vulnificus, V. parahaemolyticus y V. cholerae, por el riesgo a la salud que estas
representan, y ademas, se identifico la calidad de las zonas de produccion de los
bivalvos Donax sp., Leukoma sp. y Anadara sp. al categorizar las zonas de extraccién
de Playa Bique, Playa de Chinina, y El Espavé, respectivamente, con la intencién de
contribuir a proporcionar datos para futuras evaluaciones y conservacién de estas

zonas de produccion.



MARCO TEORICO 1. Aspectos Generales De Los Bivalvos

La clase Bivalvia es una de las seis clases de moluscos y comprende animales
encerrados en dos valvas (Gosling, 2004; Helm et al., 2006; Recio, 2016). Son
conocidos por algunos autores como lamelibranquios o pelecipodos y existen mas de
15000 especies de bivalvos, todos acuaticos, abarcando especies marinas y de agua
dulce. Su cuerpo esta comprimido lateralmente, protegidos por una concha bivalva
(dos placas), de igual o diferente tamafio que pueden o no cerrarse completamente
sobre las partes blandas del interior (Helm et al., 2006), las cuales estan unidas
dorsalmente por un ligamento elastico y articuladas mediante dientes que constituyen
la charnela (bisagra). Las valvas se cierran y abren por medio de la accién combinada
de los muasculos aductores y del ligamento (Trigo, 2019).

Las valvas estan formadas principalmente de carbonato célcico, calcita o aragonita,
las cuales son formas cristalinas del carbonato de calcio (Recio, 2016) y tienen tres
capas, la capa interna o nacarada, la capa intermedia o brillante que forma
practicamente la totalidad de la concha, y la capa externa o periostraco, una capa
pardusca y aspera que los animales mas viejos suelen perder debido a la abrasion o
al desgaste (Helm et al., 2006). La concha (valvas) y el manto son dos partes de los
bivalvos que estan estrechamente unidas. Por un lado, el manto es una fina membrana
gue cubre el cuerpo del animal y se encarga de secretar el material con el que se forma
la concha (Recio, 2016). Adicionalmente, se encarga de producir el ligamento que hara
de bisagra entre las dos valvas. También el manto secreta una sustancia quitinosa de
composicién compleja, la conquiolina, que se deposita sobre el estrato calcareo
formando un estrato organico denominado periostraco, donde su funcién en esencia
es evitar la disolucion de la concha en ambientes acidos (Darrigran, 2013).

El estilo de vida de estos animales hace que muchos de sus 6rganos estén menos
desarrollados que en otros tipos de moluscos. El ejemplo mas claro lo tenemos en el
sistema nervioso. No tienen un cerebro definido, solo una serie de pares de ganglios
conectados entre si encargados de controlar la cavidad del manto (Recio, 2016). Son
exclusivamente acuéticos, marinos, dulceacuicolas. Carecen de cabeza diferenciada
(acéfalos), de tentaculos cefalicos, faringe, mandibula y de radula. Son organismos

poiquilotermos, es decir, que su temperatura corporal depende de la temperatura del



ambiente, ya que no tienen capacidad de termorregulacién, salvo el cerrar sus valvas
durante los periodos de bajamar que les confiere cierta estabilidad térmica en esos
periodos (Martinez y Yeomans, 2014).

Los diferentes modos de vida que se dieron a lo largo de la evolucién del grupo estan
relacionados con la especializacion de su alimentacion filtradora que le ha permitido
colonizar nuevos nichos. Asi, podemos encontrar: bivalvos epifalnicos que son
aquellos que estan fijados al sustrato (sésiles) o que viven libremente sobre él (vida
libre) y bivalvos infaunicos los cuales viven enterrados en sustratos sedimentarios
(Trigo, 2019).

Los moluscos conforman una importante fuente de proteinas, minerales y vitaminas
(Darrigran, 2013). Sin embargo, la mayoria de los bivalvos son filtradores, esto
significa, que se alimentan del plancton y de la materia organica que se encuentre
suspendida en los cuerpos de agua en los que habitan (Trigo, 2019). Debido a esto, si
llegan a estar en contacto con elemento nocivo que se encuentren en disolucion o
suspension en el agua, pueden acumularse y concentrarse en sus tejidos y érganos,
convirtiéndose de este modo, en una fuente de infeccion para quienes los consuman.
Esto afecta al hombre, principalmente teniendo en cuenta que los consumos de estos
moluscos se realizan en muchas ocasiones crudos o con escasa coccion (Lee et al.,
2010).

Entre los elementos nocivos que se pueden encontrar en los moluscos bivalvos
filtradores, podemos mencionar: bacterias (que causan gastroenteritis o cdllera), virus
(que causan hepatitis A y gastroenteritis), sustancias quimicas (metales pesados como
cadmio o plomo) y biotoxinas como la floracion de algas téxicas, como las comunmente

llamadas “marea roja” (Darrigran, 2013; Gonzalo, 2016).

1.1 Alimentacion de moluscos Bivalvos

De acuerdo con Helm y col. (2006), los bivalvos como mecanismo de alimentacion,
filtran su alimento, principalmente organismos vegetales microscoépicos llamados
fitoplancton. Otras fuentes de alimentacion pueden ser importantes, como las finas
particulas de materia organica muerta (detritus) con bacterias asociadas y materia

organica disuelta (Trigo, 2019).
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Ademas, Helm y col. (2006), explican que los moluscos bivalvos poseen ctenidios o
branquias que en juveniles y adultos estan bien desarrollados y ejercen la doble
funcién de alimentacion y respiracion, adicionalmente describe que estos estan
cubiertos de cilios (diminutas prolongaciones filamentosas maviles) cuyos latidos o
movimientos coordinados, inducen una corriente de agua que es absorbida a través
de la abertura o sifén inhalante, pasa por las branquias (ctenidios) las cuales recogen
el plancton y lo adhieren a la mucosa, y finalmente, el agua vuelve al medio a través
de la abertura o sifon exhalante. Los filamentos de mucosa cargados de alimento
pasan por surcos especiales en las branquias hacia el interior hasta llegar a los palpos
labiales que dirigen el alimento a la boca y lo introducen. Los bivalvos pueden
seleccionar parte del alimento y periédicamente los palpos rechazan pequefias masas
de alimento las cuales son expulsadas de la cavidad paleal a menudo por un batido
vigoroso de las valvas, como pseudoheces (Helm et al., 2006).

Por otro lado, Gosling (2004), sefiala que la temperatura tiene una marcada influencia
en la alimentacion por filtracion de los bivalvos desde el punto de vista metabdlico el
cual es medido por el consumo de Oz, ya que indica que este aumenta con el
incremento de temperatura. Esto conlleva a un aumento en los niveles de consumo de
alimento para evitar la pérdida rapida de peso a altas temperaturas. Debido a que son
animales filtradores y que pueden acumular contaminantes en sus tejidos, los bivalvos
pueden ser utilizados como bioindicadores de contaminantes organicos como

inorganicos (Trigo, 2019).

1.2 Habitat

Los bivalvos han colonizado practicamente cualquier habitat acuatico, aunque
mayormente viven enterrados en sedimentos en el fondo del mar o en ambientes de
agua dulce, la mayoria de ellos habitan la zona de los trépicos, asi como aguas
temperadas. Sin embargo, los bivalvos también pueden vivir en condiciones extremas
y se conocen unas 140 especies que desarrollan su vida en el Artico, mientras que
otras pocas especies son muy sensibles a su habitat y solo se encuentran en

ecosistemas muy concretos (Recio, 2016).

11



De acuerdo con Darrigran (2013), las caracteristicas de los bivalvos y el tipo de habitat
asociado con las mismas estan interconectadas en tres aspectos importantes, los
cuales son: forma de vida, forma de locomocion o asentamiento y forma de
alimentacion. Por lo tanto, de acuerdo con su forma de vida, una division comun de los
bivalvos es: excavadores de sustrato blando, perforadores, habitantes superficiales
fijados al sustrato duro, habitantes libres de superficie. También, explica que la mayoria
de los bivalvos tienen una vida sedentaria o incluso sésil y en ocasiones pasan toda
su vida en la misma area donde se asentaron en su etapa juvenil. Muchos de estos
viven en la zona intermareal, donde solo hay agua cuando la marea es alta, pero los
sedimentos se mantienen humedos siempre o en habitats benténicos blandos donde
excavan y se entierran a diferentes profundidades. Aquellos bivalvos que viven
inmediatamente por debajo de la superficie se les clasifica como infaunales
superficiales, mientras que a los que viven a varios centimetros de profundidades se
les clasifica como infaunales profundos. Estos bivalvos infaunales poseen los
musculos aductores anteriores y posteriores bien desarrollados, de tamafio semejante,
mientras que en los bivalvos que viven adheridos al sustrato, llamados epifaunales,
poseen pie y extremo anterior reducidos, lo cual conduce a su vez a una reduccion del
musculo aductor anterior. Por otro lado, los que viven libres sobre el sustrato o

nadadores, incluso pueden perder el musculo aductor anterior.

Géneros de bivalvos
1.3.1 Donax sp.:

Los bivalvos del género Donax pertenecen a la familia Donacidae y también, se
conocen como almejas de frijol, almejas Coquina y conchas de cufia. Son almejas
pequefias y medianas que tienen un perfil triangular, y algunas tienen un contorno mas
alargado. Ambas valvas son iguales en tamafo y forma (equivalva). Su extremo
anterior es largo y estrechamente redondeado y el extremo posterior es muy inclinado.
El exterior de la concha puede ser liso o esculpido con finas crestas radiales. La
superficie exterior de la concha es brillante y el interior es liso, brillante y el margen

interior puede ser dentado (Donax Shell of the Donacidae Family, 2018).
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Las Donax se encuentran en zona intermareal y son una de las conchas mas comunes
en playas arenosas, barridas por el oleaje. Estan bien adaptadas a la zona de fuerte
oleaje, ya que son excavadores rapidos y pueden desplazarse cuando sea necesario,
utilizando la energia de las olas para moverse rapidamente. Para desplazarse, estas
almejas usan el musculo de sus pies para impulsarse desde el fondo, hacia la columna
de agua, extender su sifén y pie, que se usa como una vela para empujarse hacia la
playa. Son unicos en esta habilidad. Las Donax se alimentan por filtracion, comen
plancton suspendido en la columna de agua. A su vez, son cazadas por aves costeras,
cangrejos, peces y mamiferos, incluidos los humanos. Se encuentran en todo el
mundo, principalmente en aguas tropicales y subtropicales (Donax Shell of the
Donacidae Family, 2018).

1.3.2 Anadara sp.:

Son conchas grandes equivalvas, de formas oblicuamente ovaladas, relativamente
gruesas. ElI margen dorsal es angulado, tienen valvas que muestran entre 33 a 37
costillas, cara interna de color blanco con tono rosado, cubierto por un periostraco
piloso que va desde café oscuro hasta negro. Sus branquias ademas de su funcion
respiratoria también son filtradores, participando en la obtencion de alimento
(fitoplancton). Viven en sustratos suaves y fangosos, arcillosos o limo-arcillosos y se
encuentran asociados a las raices del mangle enterradas a profundidades de 10 a 30
cm. Esta especie esta distribuida por la parte externa de los manglares del
Pacifico de Costa Rica, desde el Golfo de California hasta Tumbes (Pert) (ARAP,
2012).

1.3.3 Leukoma sp.:

Concha robusta, area (lunula) por delante del vértice de las valvas (umbo) bastante
pequefia, area por detras de dicho vértice (escudete) poco visible, superficie externa
con disefios entrelazados de color café y purpura, sobre un fondo blanquecino a
parduzco, cubierta por pequefas costillas radiales poco espaciadas, cruzadas por
surcos conceéntricos. Vive en varios tipos de fondos blandos, desde la zona intermareal
hasta unos 400 m de profundidad (Diaz et al., 2014).
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2. Zonas de produccion y extraccion de moluscos bivalvos

Segun ELIKA (2012), las zonas de produccién de moluscos bivalvos son zonas
maritimas, de lagunas o de estuarios, donde se encuentran bancos naturales o de
cultivo de moluscos bivalvos que son recolectados. Por otro lado, las zonas de
reinstalacion son aquellas similares a las anteriores, pero destinadas exclusivamente
a la depuracion natural de moluscos bivalvos vivos, por lo que deben estar claramente
delimitadas y sefalizadas por boyas, postes o cualquier otro material fijo. La Autoridad
competente debe determinar la ubicacion y los limites de las zonas de produccion y de
reinstalacion de moluscos en el litoral, en relacién con la calidad de las aguas y el
grado de contaminacion fecal. Para ello, se deben realizar andlisis y muestreos
periédicos en dichas zonas, haciendo un seguimiento del grado de contaminacion
existente en cada una de ellas, y emitiendo una clasificacién sanitaria de las zonas de
produccion ELIKA (2012).

En un contexto mundial, los principales peligros asociados al consumo de moluscos
se derivan de la contaminacion microbiolégica de las aguas donde se crian, sobre todo
cuando los moluscos bivalvos se destinan al consumo en crudo o ligeramente cocidos.
Dado que son filtradores, los moluscos concentran contaminantes a un nivel muy
superior al de las aguas marinas que los circundan (Lee et al, 2010). Ademas, es de
gran importancia la identificacion y vigilancia de las zonas de cria para controlar los
peligros que puedan alterar la inocuidad de los moluscos bivalvos. Por tal motivo, es
tarea de las autoridades competentes en cooperacion con los pescadores y
productores primarios, la identificacion, clasificacion y vigilancia de estas areas en las
cuales se deberian realizar estudios de la zona de cria, del litoral y de la zona terrestre
de captacion a fin de determinar cuales son las fuentes de contaminacion doméstica e
industrial que pueden afectar a la calidad de las aguas de la zona de cria, asi como de

los moluscos bivalvos (Lee et al., 2010).

Dichas fuentes de contaminacion pueden ser las salidas de redes municipales de
cloacas, efluentes industriales, aguas residuales de minas, contaminantes geofisicos,

recintos de retencion de animales domésticos, centrales nucleares, refinerias u otras
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(FAO, 2018). Se deberian realizar examenes con frecuencia aceptables y reevaluar
las fuentes de contaminacion periédicamente para determinar cualquier variacion de
sus efectos en la zona de cria. Para determinar los niveles aceptables se utilizan como
guia las normas alimentarias de la FAO, de la OMS u otras normas internacionales o
nacionales (FAO y OMS, 2005). El organismo oficial competente debe definir
claramente las zonas de cria clasificadas como: zonas de clase A: idéneas para la
recoleccion, destinada al consumo humano directo; zonas de clase B: aquellas en las
gue pueden recolectarse moluscos bivalvos vivos que Unicamente pueden
comercializarse para el consumo humano tras su tratamiento en un centro de
depuracion o su reinstalacion en aguas aceptables, u otras formas para reducir o
limitar organismos especificos, como por ejemplo el tratamiento térmico, la radiacion,
la presion hidrostatica, o la congelaciéon rapida individual de modo que cumplan las
normas sanitarias exigidas en las zonas de clase A; zonas de clase C: en las cuales
pueden recolectarse moluscos bivalvos vivos que Unicamente pueden comercializarse
para el consumo humano tras su reinstalacion durante un periodo prolongado, de
modo que cumplan las normas sanitarias exigidas en las zonas de clase A y finalmente,
las no idoneas para el cultivo o la recoleccién de moluscos bivalvos (Euskadi, 2018).
Las referencias de los criterios para clasificar las zonas de produccion de cultivo de
moluscos bivalvos en EEUU y la Unién Europea, se muestran en las Tablas 3 y 4,
respectivamente.

En el Cdodigo de Practicas para el pescado y los productos pesqueros FAO y OMS
(2020), se describe un programa de requisitos previos que comprende directrices
tecnoldgicas y las condiciones esenciales de higiene para la produccion de pescado y
productos pesqueros (entre ellos los moluscos bivalvos) que resulten inocuos para el
consumo humano y que cumplan con las restantes condiciones indicadas en las
normas del Codex Alimentarius para los productos correspondientes.

En cuanto a la legislacién sobre la acuicultura, en la mayoria de los paises se
contempla en las leyes generales de pesca destinadas al ordenamiento de la actividad
pesquera y acuicola, y en algunos casos, se norma la extraccion y el desarrollo de la
acuicultura para los moluscos. En el area de la sanidad e inocuidad de los productos

provenientes de la extraccion o el cultivo como son los moluscos bivalvos, pocos
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paises presentan normativas especificas como Brasil, Chile y México. En cada pais
existen normas, acuerdos y procedimientos que ya se aplican a diversos aspectos de
la acuicultura y su cadena de valor. En este sentido, es necesario que la Autoridad
Competente vigile el cumplimiento de su reglamentacion para garantizar la sanidad e
inocuidad de sus productos (Martinez y Yeomans, 2014).

Panama es miembro de varias organizaciones internacionales que velan por la
inocuidad de alimentos y regulan la sanidad en actividades de pesca y acuicultura
(OIRSA, OIE, OSPESCA, FAO, SICA), las cuales, en el ambito internacional para la
exportacion de productos del mar, el cumplimiento de sus normas es obligatorio para
todos sus paises miembros. Las normativas vigentes en sanidad e inocuidad acuicola

pesquera en Panama se mencionan en la Cuadro 1.

Tabla 1 Normativas vigentes en Panama en materia de sanidad e inocuidad acuicola-
pesquera

Numero y tipo de

. Titul
normativa tulo

Pais

Decreto ley 11 de 1959 Ley General de Pesca.

Panama
Ley 44 de 23 de noviembre | Ley por la cual se crea la Autoridad de los

de 2006. Recursos Acuaticos de Panama.

Decreto Ejecutivo No. 209 de | Decreto por el cual se regula la presentacion de
5 de septiembre de 2006. estudios de impacto ambiental.

El decreto ejecutivo n.° 1 de | Por medio del cual establece la reglamentacion
3 de enero de 1996 del | sanitaria de los productos pesqueros y de
ministerio de salud acuicultura para el consumo humano

El decreto ejecutivo N° 1 de 3 de enero de 1996 del ministerio de salud (MINSA) que establece la
reglamentacién sanitaria de los productos pesqueros y de acuicultura para el consumo humano,
dictamina que no se considera apto para el consumo humano moluscos que provengan de area de
pesca prohibida por ser aguas contaminadas, por lo cual, se prohibe su venta. Sin embargo, no se
cuenta con una legislacion clara para la inocuidad y clasificacion de las zonas de extraccion de moluscos

bivalvos.
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Otros peligros estan relacionados con organismos que estan presentes de forma
natural en el medio marino. Estos peligros incluyen infecciones debidas a bacterias
marinos del grupo vibrio patégenos, de las cuales algunas especies se asocian
principalmente con enfermedades gastrointestinales (V. cholerae y V.
parahaemolyticus), mientras que otras pueden causar enfermedades no intestinales,
como la septicemia (V. vulnificus) (FAO, 2003). También, se pueden encontrar
biotoxinas producidas por ciertas algas unicelulares que pueden causar distintas
formas de intoxicacion como, por ejemplo, la toxina paralizante de los moluscos (PSP),
la toxina neurotoxica de los moluscos (NSP), la toxina amnésica de los moluscos (ASP)
o la toxina diarreica de los moluscos (DSP). Por lo cual, es importante mencionar la
vigilancia para determinar el riesgo asociado a la presencia de biotoxinas, la cual
puede basarse en una evaluacion de la presencia de las algas que producen las
toxinas, una estimacion directa de las propias biotoxinas en los moluscos o ambos
(Lee et al., 2010; Martinez y Yeomans, 2014).

Los contaminantes quimicos, como los metales pesados, plaguicidas, organoclorados
0 sustancias petroquimicas, también constituyen un peligro potencial en algunas
zonas, sin embargo, no existen pruebas, ni en informes epidemiol6gicos ni en la
literatura cientifica, de que las enfermedades provocadas por el consumo de moluscos
contaminados con sustancias quimicas constituyen un problema significativo. Por otro
lado, la identificacion y vigilancia de las zonas de cultivo son aspectos importantes y
para ello, los indicadores bacterianos de contaminacion fecal como los coliformes
termotolerantes (anteriormente conocidos como fecales) o la E. coli, ayudan a evaluar
el riesgo de la presencia de patdgenos bacterianos y viricos. La utilizacion de E. coli
se considera un indicador mas especifico de contaminacion fecal (Lee et al., 2010). En

el cuadro 2, se describen peligros asociados al consumo de moluscos bivalvos crudos.
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Tabla 2 Peligros asociados con el consumo de moluscos bivalvos crudos.

Tipo de peligro

Contaminantes

Bacterias
Infecciones

Salmonella sp., Shigella sp., V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, V. cholera, Capylobacter sp., Listeria
monocytogenes, E. coli

Virus

Norovirus, Virus de la hepatitis A. entre otros.

Quimicas

Intoxicaciones

Metales pesados: Mercurio (Hg), Cadmio (Cd),
Plomo (Pb).

policlorados (PCB), Hidrocarburos aromaéticos

Organicos: Dioxinas, fenoles

policiclicos (PAH), plaguicidas.

Biotoxinas

Toxina paralizante de los moluscos (PSP), toxina
diarreica de los moluscos (DSP), toxina amnésica
de los moluscos (ASP), neurotoxina de los

moluscos (NSP).

Tomado de: Martinez y Yeomans (2014) con modificaciones

Tabla 3 Criterios de clasificacion de zonas de produccién y recoleccion de moluscos

del Programa Sanitario Nacional de los EEUU.

Coliformes Totales
(100 mL agua)

Coliformes termotolerantes
(100 mL agua)

L Media Cumplimiento Media Cumplimiento Tratamiento
Clasificacion o . ]
geométrica al 90% geométrica al 90% necesario
Zona )
_ <70 <230 <14 <43 ninguno
autorizada
Depuracién o
Zona reinstalacion en
o <700 <2300 <88 < 260
restringida una zona
autorizada
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Zona Sin estudio sanitario o incumplimiento de las condiciones para Recoleccion
prohibida zonas autorizadas o restringidas. prohibida

1. Valores para la prueba de dilucién decimal de 5 tubos - se dan distintos valores de cumplimiento al
90 por ciento para el NMP de 3 tubos y la prueba de filtracién por membrana Mtec. 2. Se pueden utilizar
aspectos alternativos a la concentracion de contaminantes para declarar una zona prohibida. Tomado
de: Martinez y Yeomans (2014) con modificaciones.

En su informe regional de diagndstico del cultivo y extraccion de moluscos en
Centroamérica, Rivero (2009), describe que la actividad de extraccion de moluscos es
realizada de forma artesanal por las comunidades de pescadores de la zona, afirma
gue incluso en algunos casos la actividad es meramente un medio de subsistencia y
es muy comun que en la actividad de extraccion participen hombres, mujeres y
jovenes. El informe también indica que la extraccién y comercializacion de moluscos
se encuentra escasamente regulada y los controles para garantizar el manejo
sostenible y la adecuada distribucion y venta del recurso son insuficientes. Esta
situacion contribuye a la informalidad del mercado, a la inestabilidad en los ingresos
de los extractores y a la falta de seguridad para los consumidores. En Panama, la
extraccion de moluscos no esté regulada ni sujeta a ningun tipo de control, tampoco
existen datos de capturas por lo que se desconoce la situacién del recurso.

Existen Programas sanitarios que permiten que las areas sean clasificadas con base
en los parametros de coliformes termotolerantes o E. coli, considerando ademas lo
relacionado con biotoxinas marinas (florecimientos de algas nocivas) en diferentes
cuerpos de agua dentro de un pais. Los siguientes cuadros muestran los ejemplos de
los Programas Sanitarios vigentes en la Union Europea y los EEUU, mismos que el
resto de los paises deben cumplir cuando se exporta el producto a esos mercados

(Martinez y Yeomans, 2014).
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Tabla 4 Criterio de clasificacion de zonas de produccion de moluscos en la Unién
Europea de acuerdo con el Manual de Buenas Practicas para el cultivo de moluscos
bivalvos.

Clasificacién | Estandar microbioldgico por cada 100
de las zonas | g de carne de moluscos bivalvos y de | Tratamiento necesario

- . , . . 1
de produccién liguido intervalvar.

< 230 NMP E. coli /100 g de carne y
A 2 Ninguno

liquido intervalvar.

Los moluscos bivalvos de estas zonas no y
o Depuracion,
deben superar los limites de una prueba _ »
_ o reinstalacion en una
de cinco tubos, tres diluciones, NMP de
B _ _ zona de clase Ao
5600 E. coli/100 g de carne y liquido ) ]
, cocinado segun un
intervalvar en mas de 10% de las ] _
método autorizado.
muestras3

Los moluscos bivalvos vivos de estas ) _
_ Reinstalacion durante un
zonas no deben superar los limites de i _
_ periodo largo o cocinado
C una prueba de cinco tubos, tres

o . segun método
diluciones, NMP de 46.000 E. coli/100 de

o autorizado
carne y liquido intervalvar.
. > 46.000 E. coli /100 g de carne y liquido No se permite la
Prohibida _
intervalvar. cosecha.

1. El método de referencia en la reglamentacion se refiere a la ISO TS 16649-3. 2. Por referencia
cruzada al Reglamento (CE) No 854/2004, via Reglamento (CE) No 853/2004, con el Reglamento de la
Comision (CE) No 2073/2005 sobre criterios microbioldgicos para alimentos. 3. La tolerancia del 10%

se permite para un periodo de transicion segun el Reglamento (CE) No 1666/2006. Tomado de: Martinez

y Yeomans (2014) con modificaciones.

De acuerdo con SERNAPESCA (2015) en su Programa de Sanidad de Moluscos
Bivalvos, indica que las zonas de produccion de moluscos bivalvos Tipo A puede ser
para consumo humano directo en donde los recursos extraidos desde estas zonas

pueden ser exportados en estado vivo, refrigerado o procesado, Tipo B para
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depuracion, reinstalacion o aplicacion de tratamientos térmicos aprobados y Tipo C
serd para reinstalacion por periodos largos de tiempo o aplicacion de tratamientos
térmicos aprobados.

Si los resultados de los muestreos periodicos realizados en las zonas de produccion
indican que no se cumplen las normas sanitarias establecidas para los moluscos, o
gue puede haber cualquier otro tipo de riesgo para la salud humana, la autoridad
competente debera cerrar la recoleccién en la zona de producciéon afectada (ELIKA,
2012).

3. Medidas de Control.

El mejor método para producir moluscos de una manera segura es el cultivo y la
recoleccion en areas que no estén sometidas a ninguna fuente externa de
contaminacion, aunque hay que sefalar que estas areas son muy escasas, por lo que
generalmente es necesario un proceso posterior de depuracion o reinstalacion (Lee et
al., 2010). La depuracion consiste en la inmersion de los moluscos en tanques de agua
de mar limpia, en condiciones que permitan maximizar la actividad natural de filtracion
y reducir asi la contaminacion, ya que, de esta forma, se produce un efecto de dilucion
y los moluscos van eliminando de a poco los contaminantes que han ido adquiriendo
durante su cultivo (ELIKA, 2012).

La FAO y OMS (2020), indican que, para efectos de determinar la idoneidad de las
zonas de cria de moluscos bivalvos desde el punto de vista de la salud publica, el
organismo oficial competente deberia realizar una clasificacion o reclasificacion de las
zonas de produccion a través de una vigila frecuente de E. coli y coliformes fecales/
termotolerantes con una frecuencia apropiada basada en la probabilidad de
contaminacion y otras medidas sanitarias de control segun correspondan.

Se ha comprobado que si se enfrian los moluscos tan pronto como sea posible
después de la recoleccion y se mantienen a bajas temperaturas (a 10°C o menos) se
impide la multiplicacion de vibrios patdégenos a altos niveles. En zonas del mundo
susceptibles a este tipo de problemas, se pueden efectuar controles sobre las

condiciones de recoleccion y del posterior transporte, y sobre el tratamiento
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postcosecha (pasteurizacion, tratamiento de alta presion, congelacion o radiacién)
durante los meses de verano cuando el riesgo es mayor (Lee et al., 2010).

4. Microorganismos relacionados con los bivalvos

4.1 Coliformes

Los coliformes se caracterizan por ser bacilos anaerobios, Gram negativos que no
forman esporas, definidos por su capacidad para fermentar la lactosa con produccién
de gas en menos de 48 h a 35°C. Sin embargo, esta definicidén incluye varias bacterias
gue no son necesariamente intestinales y por esta razén, otro grupo de coliforme, los
coliformes fecales o termotolerantes, son importantes en las valoraciones de la calidad
del agua (Madigan, 2015).

Los coliformes son un grupo de bacterias estrechamente relacionadas con el suelo
(siembra), el agua y el tracto intestinal de los animales de sangre caliente, por lo que
se han utilizado como indicadores de condiciones insalubres en la produccién de
alimentos y bebidas durante mas de un siglo (3M, s.f.). Hoy en dia, el recuento de
coliformes es un indicador higiénico frecuente en varias industrias de alimentos y
bebidas (Espinosa et al., 2020).

La evaluacién de los requisitos necesarios asociados con la calidad microbioldgica del
agua y los alimentos cosechados de esta es un aspecto fundamental. Por lo general,
se mide por medio de los indicadores bacterianos de contaminacién fecal como los
coliformes y se relacionan con la posible presencia de microorganismos patégenos
gue pueden causar enfermedades por transmisién hidrica (Gonzélez et al., 2003).

El grupo “coliforme” incluye los siguientes géneros: Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia y Klebsiella, en donde el coliforme mas conocido es la E. coli, qgue es un
residente comun de los intestinos del humano y de los animales de sangre caliente,
pero también, se puede encontrar en el entorno natural y transmitirse a las fuentes de
agua potable (Espinosa et al., 2020). Las bacterias coliformes son un grupo de 16
especies de bacterias que se utilizan para indicar la calidad del agua. Estas especies
se dividen en tres grupos: coliformes totales, coliformes fecales o termotolerantes y E.
coli (Culligan Nation, 2017).
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Ya que los coliformes sirven como “organismos indicadores” y las pruebas de su
presencia en general, en lugar de un género o especie individual pueden significar que
existen condiciones antihigiénicas que pueden albergar organismos patégenos, si un
area de muestra esta bajo control, el nimero de estos organismos indicadores estaria
contenido en cantidades relativamente pequefias (3M, s.f.).

De acuerdo con Gonzélez y Rubalcaba (2003), uno de los problemas sanitarios mas
criticos en los paises de América Latina y el Caribe, es la descarga incontrolada de
aguas residuales domeésticas sin tratamiento, las cuales contaminan los recursos
hidricos superficiales, subterrdneos y las zonas costeras. Es por lo antes mencionado,
gue la inadecuada disposicion de excretas y la ausencia o el deficiente sistema de
alcantarillado y tratamiento estan asociados a la contaminaciéon del agua causando
numerosas enfermedades, tales como el cllera, la amebiasis, la hepatitis, la fiebre
tifoidea y paratifoidea, entre otras.

Algunas areas de cultivo de moluscos bivalvos estan expuestas a la contaminacion de
aguas residuales, lo que puede producir aumento de la concentracion de bacterias
conocidas como coliformes fecales o termotolerantes. La E. coli es la bacteria
representativa de este grupo y cuando estd en concentraciones altas, es la causa
principal de enfermedades gastrointestinales al consumidor. Por lo que, es importante
conocer la concentracion de estas bacterias en los moluscos bivalvos antes de su
consumo (Cordova, 2015).

Al ser los moluscos bivalvos, organismos que se alimentan por filtracion, los bivalvos
crudos o poco cocidos, han sido durante muchos afios, reconocidos como un vector
importante de muchos patdgenos virales y bacterianos. Es por eso, que los
microorganismos indicadores como los coliformes fecales o termotolerantes y E. coli
se utilizan como indice de contaminacion fecal y para clasificar las aguas de las que
se cosechan los bivalvos (Jozi¢ et al., 2012).

En la mayoria de los casos la E. coli es inofensiva, pero algunas cepas pueden causar
intoxicacion alimentaria grave y enfermedades (3M, s.f.). En particular, algunos
coliformes se han referido historicamente como coliformes fecales, pero desde
entonces la investigacion ha demostrado que la terminologia mas apropiada y actual,

es la de coliformes termotolerantes debido a su tendencia a crecer y fermentar la
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lactosa a una temperatura elevada. Por otro lado, las pruebas de coliformes
termotolerantes se han utilizado para estimar el nimero de E. coli en una muestra,
debido a que algunas E. coli patdgenas (especialmente la E. coli 0157:H7) no crecen
bien a estas temperaturas elevadas (Espinosa et al., 2020). Sin embargo, los
coliformes termotolerantes y E. coli pueden usarse como un indicador de la presencia
de contaminacion fecal (FAO y WHO, 2000).

Debido a métodos simples para su aislamiento en bivalvos y una positiva correlacion
con otros patdgenos, E. coli ha sido reconocido como una bacteria indicadora
aceptable. La acumulacion de E. coli y otras bacterias entéricas en los bivalvos es un
proceso dinamico. Esta relacionado con la tasa de filtracién, el contenido bacteriano
del agua ambiental y la eficiencia de filtracion de las branquias. A pesar de que no hay
consenso en la literatura sobre el proceso de filtracion en bivalvos, muchos estudios
han demostrado que es un proceso fisiolégico regulado por muchos factores
ecoldgicos, principalmente por temperatura, salinidad, tamafio de particula y
concentracion. Como los bivalvos son organismos ectotérmicos, la temperatura ha sido
reconocida como el mayor determinante de su estado fisiolégico y su efecto separado
sobre la acumulacién de las bacterias entéricas en bivalvos se han evaluado en
muchos estudios, sin embargo, los efectos interactivos de temperatura y otros factores,
principalmente salinidad, en la acumulacion de bacterias entéricas tienen poca

investigacion (Jozi¢ et al., 2012).

4.1.1 Coliformes totales

El término “coliformes totales” se refiere a un gran grupo de bacterias Gram negativas
en forma de baston que comparten varias caracteristicas. El grupo incluye coliformes
termotolerantes y bacterias de origen fecal, asi como algunas bacterias que pueden
aislarse de fuentes ambientales, por lo tanto, la presencia de coliformes totales puede
0 no indicar contaminacién fecal. En casos extremos, un recuento alto para el grupo
de coliformes totales puede estar asociado con un bajo o incluso, cero recuento para
coliformes termotolerantes y tal resultado no necesariamente indicaria la presencia de
contaminacion fecal, ya que puede ser causado por la entrada de tierra o materia

organica en el agua o por condiciones adecuadas para el crecimiento de otros tipos de
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coliformes (Bartram y Ballance,1996) son comunes en el ambiente (como en el suelo),
en los intestinos de los animales y generalmente no son dafinas (Health, 2019).

Por lo tanto, “coliforme total” es un término general para las bacterias utilizadas en las
pruebas de coliformes. La presencia de coliformes totales indica que su fuente de agua
ha estado expuesta a la contaminacion ambiental del suelo, plantas o animales. Es
una sefial de advertencia de que su suministro de agua esta en riesgo de
contaminacion por otros patdogenos que causan enfermedades (Culligan Nation, 2017).
En el laboratorio, los coliformes totales se cultivan en un medio que contiene lactosa,
a una temperatura de 35 a 37°C. Se identifican provisionalmente por la produccion de
acido y gas a partir de la fermentacion de la lactosa (Bartram y Ballance,1996).

4.1.2 Coliformes termotolerantes (fecales)

Los coliformes fecales o termotolerantes son un subgrupo de coliformes totales. En
términos generales, estas especies de bacterias coliformes se originan a partir de las
heces de animales de sangre caliente, incluidos los humanos. Los coliformes
termotolerantes pueden ingresar al agua a través de un sistema séptico defectuoso o
agua de escorrentia contaminada por animales o agricultura. Los coliformes
termotolerantes no necesariamente indican la presencia de patdgenos nocivos, pero
son un signo de alto riesgo (Culligan Nation, 2017).

Los coliformes fecales son actualmente conocidos como termotolerantes por su
capacidad de soportar temperaturas mas elevadas, ya que son un subgrupo de los
coliformes totales, capaces de fermentar la lactosa a 44.5 °C. Esta denominacién seria
una forma mas apropiada de definir este subgrupo que se diferencia de los coliformes
totales por la caracteristica de crecer a una temperatura superior (Diaz, 2003).
Ademas, aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes presentes en heces,
estan formados por E. coli y ciertas especies de Klebsiella. Ya que los coliformes
termotolerantes se encuentran casi exclusivamente en las heces de animales de
sangre caliente, se considera que reflejan mejor la presencia de contaminacioén fecal.
Un aspecto importante es que la presencia de coliformes termotolerantes casi siempre

indica contaminacién fecal (Diaz, 2003) ya que, por lo general, mas del 95% de los
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coliformes termotolerantes aislados del agua provienen del intestino de animales de
sangre caliente (Bartram y Ballance, 1996).

Los coliformes termotolerantes son un grupo particular que puede estar presente en el
ambiente que rodea a los moluscos bivalvos. La utilizacion de estos microorganismos
como indicadores de calidad microbioldgica, ha sido una practica establecida desde
hace muchos afios (Martinez y Villalobos, 2005).

4.1.3 Escherichia coli.

Cientificamente conocida como E. coli, es una bacteria que se encuentra en los
intestinos de las personas, de los animales, en el ambiente y a veces, también en los
alimentos. La mayoria son inofensivas y son parte de un tracto intestinal sano. Sin
embargo, algunas causan diarrea, infecciones urinarias, enfermedad respiratoria,
infecciones sanguineas y otras enfermedades (CDC, 2019). La E. coli es el indicador
mas fuerte de contaminacién por enfermedades peligrosas transmitidas por el agua
(Culligan Nation, 2017).

La E. coli reune las condiciones del indicador ideal de contaminacion fecal ya que esta
presente universalmente en las heces y en las aguas residuales, no puede crecer en
las aguas naturales y es facilmente detectable por métodos rapidos (Vazquez, 2013).
Las cepas de E. coli productoras de toxina Shiga, pueden causar graves enfermedades
a través de los alimentos, ya que la bacteria se transmite al hombre principalmente a
través del consumo de alimentos contaminados, como productos carnicos picados
crudos o poco cocidos, leche cruda, hortalizas y semillas germinadas crudas
contaminadas. Las toxinas Shiga reciben ese nombre por su semejanza con las toxinas
producidas por Shigella dysenteriae. La E. coli O157:H7, es el serotipo de E. coli
productora de toxina Shiga mas importante por su impacto en la salud publica, ya que
puede crecer a temperaturas que oscilan entre 7°C y 50°C, con una temperatura
Optima de 37°C. Algunas pueden proliferar en alimentos acidos, hasta a un pH de 4.4,
y en alimentos con una actividad de agua (aW) minima de 0.95 (OMS, 2018). Se ha
establecido que cepas resistentes de E. coli pueden persistir por muchos meses o afios

en el ambiente (Martinez y Villalobos, 2005).
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En la actualidad, se reconoce una sola especie en la cual hay varios cientos de tipos
antigénicos, entre los que se destacan E. coli del tipo enteropatégena, la cual
representa una variedad patdégena que se presenta fundamentalmente en lactantes y
ninos pequefios ocasionando gastroenteritis aguda, producida por determinados
serotipos pertenecientes a 17 grupos O. Su mecanismo de patogenicidad no esta
relacionado con la producciéon de toxinas termolabiles o toxinas termoestables; sin
embargo, es capaz de producir una lesion intestinal y de destruir las microvellosidades
intestinales(Martinez et at., 2005).

Martinez y Villalobos (2005) y Garcia (2000), indican que este fendmeno es conocido
como “Attaching-Effacing” (adhesion y borrado), esta lesién se caracteriza por una
intima union de las bacterias a los enterocitos (adhesion) y destruccion de sus
microvellosidades (Borrado), el cual es mediado por una adhesina no fimbrial
denominada intimina, una proteina de la membrana externa que media el estado final
de adherencia, dando origen a modificaciones severas en la ultra estructura de las
células epiteliales, con la produccion de cuadros diarreicos que se manifiestan con la
presencia de una diarrea acuosa que va desde simple a moderada, y puede ir
acompafada con fiebre. Martinez y Villalobos (2005), también explican que la
frecuencia y gravedad de las infecciones por E. coli enteropatégena han sido
reportados desde 1960, en los paises menos desarrollados y que del mismo modo, ha
sido confirmada como el agente causal de la llamada diarrea de los viajeros en el Norte
de Africa, México y Santiago de Chile.

En la actualidad, los brotes por este patdgeno son esporadicos y por lo general, su
incidencia se hace presente en aquellos paises donde las practicas de saneamiento
son minimas, y por ende, la contaminacién a partir del consumo de agua y/o alimentos
infectados directa o indirectamente (moscas o por las excretas de enfermos o
portadores sanos), se ubican como los principales vehiculos de transmision de este

patégeno (Martinez et al., 2005).

4.2 Vibrio

El género Vibrio es una de las poblaciones bacterianas mas dominantes en los

estuarios y ambientes marinos. Las bacterias que pertenecen al género Vibrio son
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anaerobios facultativos, bacilos Gram negativos, asporégenas de forma recta o con
una curvatura rigida, moviles por uno o més flagelos polares la mayoria tiene un flagelo
polar anico, cuando se cultiva en medio liquido. Por lo general, son oxidasa positiva.
La mayoria produce oxidasa y catalasa, fermenta la glucosa sin producir gas, Yy
generalmente, requieren iones de sodio para su crecimiento. Son sensibles al pH bajo,
pero crecen bien a pH alto. En general, los Vibrios se pueden aislar facilimente de las
aguas costeras cuando la temperatura del agua es de alrededor de 15°C o mas. Tres
especies, V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, son patégenos humanos
bien documentados. Las especies de Vibrio representan una proporcion significativa
de infecciones humanas por el consumo de mariscos crudos o poco cocidos (Kaysner
y DePaola Jr., 2004; Nishibuchi y DePaola, 2005).

Existe cierta cantidad de especies de Vibrio que provocan enfermedades relacionadas
con el consumo de moluscos. Las dos mas importantes en términos de niumero de
infecciones o mortalidad son V. parahaemolyticus y V. vulnificus. La mayoria de estos
Vibrios se encuentran de forma natural en medios costeros y estuarios, los que
constituyen medios ideales para su desarrollo por su alta concentracién de sal. La
multiplicacion del microorganismo aumenta a medida que la temperatura del agua se
eleva, lo que explica, en parte, el aumento de casos en los meses templados (Dabanch
et al., 2009) y no todas estdn asociados a contaminacion fecal, pero el tipo de V.
cholerae 01/0139 que provoca el colera epidémico esta normalmente relacionado con
contaminacion fecal humana, aunque algunas cepas de estos tipos y de los que
causan gastroenteritis no colérica (no-O1/no-0139), pueden estar de forma natural en
el medio marino (Lee et al, 2010).

De las especies de Vibrio que prevalecen en estuarios y ambientes marinos, siete
especies pueden causar infecciones transmitidas por mariscos. Los serotipos de V.
cholerae 01 y 139 producen toxina del colera, y son agentes del célera. Sin embargo,
las infecciones de la ruta fecal-oral en el ambiente terrestre son responsables del
cblera epidémico. Las cepas de V. cholerae que no son 01/0139 pueden causar
gastroenteritis a través de la produccion de toxinas conocidas 0 mecanismos
desconocidos. Las cepas de V. parahaemolyticus capaces de producir hemolisina
directa termoestable (TDH) y/o hemolisina relacionada con TDH (TRH) son la causa
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mas importante de gastroenteritis asociada con el consumo de mariscos. V. vulnificus
es responsable de la septicemia primaria transmitida por mariscos y su infectividad
depende principalmente de los factores de riesgo del huésped. La infeccién por V.
vulnificus tiene la tasa de letalidad mas alta (50%) de cualquier patdégeno alimentario.
La ecologia y los métodos de deteccidn, y control para todos los patégenos de Vibrio
transmitidos por mariscos son esencialmente similares (Nishibuchi, 2005).

Los Vibrios en la naturaleza pueden estar en un estado inactivo o no ser capaces de
crecer en los medios selectivos empleados (Colwell y Grimes 2000; Leyton y Riquelme,
2008). No obstante, se ha evidenciado que las bacterias en estado de viables no
cultivables (VBNC) pueden también causar enfermedades, postulan que se observan
diferencias entre las bacterias VBNC (Bacterias Viables no Cultivables) y las bacterias
viables cultivables como reduccién del tamafio de la célula, aumento del grosor de la
pared celular, disminucion de la cantidad de ARN, ADN y formacion de biopeliculas
(Colwell y Grimes, 2000). Ademas, son el grupo mayormente cultivable de bacterias
heterétrofas, especialmente de aguas costeras y la proporcién de recuento total en
placas varia de acuerdo con los métodos de muestreo, areas geograficas,
estacionalidad y medios de cultivos diferenciales. En el ecosistema marino los Vibrios
juegan funciones importantes como biodegradacion de la materia organica y
regeneracion de nutrientes, y ademas, pueden actuar como patégenos de organismos
acuaticos de importancia comercial, o bien afectar al hombre (Leyton y Riguelme,
2008).

4.2.1 Vibrio cholerae

Segun la FDA (2012), estos organismos son bacterias Gram negativas, ligeramente
curvadas, con forma de baston que estan naturalmente en ambientes acuaticos. Hay
muchos serogrupos de V. cholerae, los cuales no causan coélera, pero puede causar
diarrea, calambres estomacales, fiebre, nauseas y vomitos, que generalmente
desaparecen por si solos en aproximadamente una semana, pero que en personas
con sistemas inmunes débiles, puede llegar a la sangre y causar infecciones graves o
mortales, por ejemplos, personas con sistemas inmunes débiles como aquellas con

VIH/SIDA o que toman medicamentos que disminuyen las acciones del sistema
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inmunitario, como el caso de algunos tipos de medicamentos para la artritis reumatoide
o el tratamiento del cancer. Estas personas, especialmente, siempre deben cocinar
bien sus mariscos y deben consultar a un profesional de la salud si desarrollan
sintomas. Este tipo de Vibrio generalmente vive en aguas ligeramente saladas, pero
también puede vivir en el océano y en las aguas continentales frescas, como los rios.
También, puede penetrar en el agua desde los desechos intestinales de las personas
infectadas (por ejemplo, desde las aguas residuales) (Quifiones et al., 2000; Kaysner
y DePaola, 2004; CDC, s.f; Lee et al., 2010;).

El agua contaminada con Vibrio puede causar enfermedades si las personas beben
el agua o comen mariscos que han estado viviendo en ella, o si el agua contaminada
entra en contacto con los alimentos de otras maneras (FDA, 2012; WHO, 2012). Pero
solo dos serogrupos, el O1 y el 0139 son los Unicos agentes causantes del célera, que
es una enfermedad transmitida por el agua y los alimentos con potencial epidémico y
pandémico (WHO, 2019). La virulencia de los serogrupos O1 y 0139 de V. cholerae
se debe a la produccién de una enterotoxina llamada toxina del célera (CT) y el pilus
co-regulado de la toxina (TCP) (Kaper, 1995; Kaysner y DePaola, 2004; FDA, 2012).
Este tipo de Vibrio puede vivir tanto en agua salada (agua del océano costero) como
en agua dulce (rios). Crece alli de forma natural o puede penetrar en el agua a través
de los desechos intestinales de las personas infectadas (aguas residuales. V. cholerae
01 y 0139 esta entre los mas resistentes patégenos del género Vibrio sp. y tienen la
capacidad de sobrevivir en agua dulce y en agua compuesta de hasta ~ 3% de sal. Sin
embargo, estos organismos son muy susceptibles a los desinfectantes, las bajas
temperaturas (especialmente la congelacion) y los ambientes acidos. Se inactivan
facilmente a temperaturas > 45°C, y cocinar los alimentos es letal para V. cholerae O1
y 0139. El V. cholerae 0139, es Unico entre las cepas de V. cholerae, ya que esta
encapsulado. Sin embargo, esto no parece proporcionar mayor patogenicidad o
resistencia a los desinfectantes comunes, como el etanol y el blanqueador (FDA,
2012).

Mediante estudios en personas voluntarias saludables, se ha demostrado que la dosis
infectiva necesaria para provocar la enfermedad es aproximadamente de un millén de

células y se ha concluido que, una vez adquirido el cdlera, la administracion de
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tetraciclina, asi como de antidcidos, mejora rapidamente el curso de la enfermedad

(Kaysner y DePaola, 2017).

4.2.2 Vibrio parahaemolyticus

El V. parahaemolyticus es una bacteria haldfila, Gram negativa, bacilo de forma curva
gue se distribuye ampliamente en los ambientes marinos costeros. Tanto las formas
patégenas como no patdgenas del organismo pueden aislarse de estuarios, ambientes
marinos y de los mariscos recolectados en estos ambientes. (Hernandez et al., 2005).
Esta relacionado frecuentemente con una variedad de productos del mar crudos como
muchas especies de pescados, mariscos y crustaceos (Suy Liu, 2007; Dabanch et al.,
2009). El consumo de mariscos crudos o poco cocidos contaminados con V.
parahaemolyticus puede conducir al desarrollo de gastroenteritis aguda caracterizada
por diarrea, dolor de cabeza, vomitos, nauseas y calambres abdominales (Su y Liu,
2007).

Las temperaturas Optimas para V. parahaemolyticus son de 20°C a 35°C y puede
crecer a temperaturas de hasta 41°C. Se inactiva lentamente a temperaturas <10 °C
(temperatura minima de crecimiento) y los cultivos nunca deben almacenarse en
refrigeradores y se lisa casi inmediatamente en agua dulce, por lo tanto, no suele
transmitirse por via fecal-oral. Como otros Vibrios, V. parahaemolyticus es muy
susceptible a pH bajo, congelacién y coccion (FDA, 2012).

Dos hemolisinas de V. parahaemolyticus, la hemolisina termoestable directa (TDH) y
la hemolisina relacionada con TDH (TRH) son importantes factores de virulencia. La
TDH es el factor de virulencia mas importante producida por aproximadamente 95%
de las cepas y responsable de la produccion de diarrea (Dabanch et al., 2009).
Aunque la enfermedad generalmente es leve o moderada, V. parahaemolyticus
también puede causar septicemia en personas susceptibles. Aquellos en riesgo
incluyen a las personas con diabetes, enfermedad hepatica, enfermedad renal, cancer,
SIDA u otras enfermedades que resultan en un estado inmunocomprometido, y los que
reciben medicamentos inmunosupresores (Kaysner y DePaola., 2004; FDA, 2012).
Entre las caracteristicas fenotipicas que permiten su identificacion, destaca su

incapacidad de metabolizar la lactosa y una reaccién de oxidasa positiva. El sistema
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de serotipificacion de V. parahaemolyticus incluye 13 diferentes antigenos O y 71
diferentes tipos K, siendo el O3:K6 el principal responsable de los grandes brotes y
epidemias (Dabanch et al., 2009).

4.2.3 Vibrio vulnificus

Son bacilos Gram negativos, se encuentra en estuarios y estd asociado con varias
especies marinas, como plancton, mariscos, crustaceos y peces (FDA, 2012) y es
fenotipicamente similar a V. parahaemolyticus. Esta bacteria causa enfermedades
transmitidas por alimentos y en heridas, cualquiera de estas puede progresar
rapidamente hasta una septicemia mortal. Causa tres cuadros clinicos en humanos:
septicemia, gastroenteritis e infeccién en heridas (Jones, 2009). Los responsables de
gue el nimero de V. vulnificus en los productos de la pesca se incrementen en un
momento dado son la temperatura, el pH, la salinidad y el incremento de la materia
orgdanica, entre otras (Mecalco et al., 2005).

Las temperaturas Optimas para V. vulnificus estan entre 20°C a 35°C y puede crecer a
temperaturas de hasta 41°C. Se inactiva lentamente a temperaturas <10°C
(temperatura minima de crecimiento) y los cultivos nunca deben almacenarse en
refrigeradores. V. vulnificus es haldfilo; se lisa casi inmediatamente en agua dulce; por
lo tanto, generalmente no se transmite por via fecal-oral. Se requiere al menos 0.5%
de NaCl en todos los medios y 2% de NaCl es 6ptimo (FDA, 2012).

Los moluscos bivalvos crudos son la principal fuente de transmision alimentaria del V.
vulnificus (Kaysner y Paola, 2017), pero también se puede contraer este tipo de
infeccion a través de una herida abierta. Esto puede suceder cuando una herida entra
en contacto con pescados y mariscos crudos o poco cocidos, sus jugos o salpicaduras,

o con el agua salada (CDC, 2019).
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OBJETIVOS

General
e Evaluar la calidad microbioldgica de tres zonas de produccion de bivalvos

mediante indicadores de contaminacion fecal.
e Determinar la presencia de V. cholerae, V. vulnificus y V. parahaemolyticus en

bivalvos de tres zonas de produccion en Panama.

Especificos
e FEvaluar la calidad microbiolégica de las zonas de produccién de bivalvos
utilizando coliformes totales, coliformes termotolerantes y E. coli como indicadores
de contaminacion fecal a través de la técnica del NUumero Mas Probable (NMP).
e Establecer la categoria microbioldgica de las tres zonas de produccién de bivalvos
segun normas de la Comunidad Europea.
e Aislar e Identificar V. cholerae, V. vulnificus y V. parahaemolyticus en cada

muestra colectada de las zonas de produccion.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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2.1 MATERIALES

2.1 MATERIALES

2.1.1 Equipos de laboratorio: maquina de hielo ICE-O-MATIC (Modelo
CF450A38P,Estados Unidos), Autoclave Yamato (SM200,Japon), Licuadora SANKEY
(Modelo BL-1576C, China), Incubadora LAB-LINE (120, Estados Unidos); Thermolyne
(142300,Estados Unidos), Refrigeradora BIO SAMSUNG (Modelo SR-38NMB, );
Agitador con Bafio Maria Precision Scientific (66800, Estados Unidos), Lampara de luz
UV (Modelo EA-160, Estados Unidos), Destilador AUTOSTILL 5 (SplitStream
Wheaton, ), Balanza analitica Denver (Modelo 4101, ), Balanza analitica METTLER
(AE200, Suiza), Balanza semi — analitica METTLER (P163, Suiza), Camara de flujo
laminar LABCONCO (Modelo NSF, Estados Unidos), Micropipetas Finnpipette Digital
40-200 uL (Estados Unidos), Micropipetas Eppendorf 1000 pyL (Estados Unidos),
Puntas OXFORD size 1-200 pL, 201-1000 pL (), Asa bacterioldgica ().

2.1.2 Cristaleria: pipetas estériles KIMAX (5 mL, 10 mL), tubos Durham, frasco de
mayonesa, Probeta (50 mL, 1000 mL) KIMAX, Tubos de ensayo con rosca (5 mL, 20
mL), Erlenmeyer KIMAX, Vasos quimicos (100 mL, 600 mL) KIMAX.

2.1.3 Medios de cultivos y Reactivos: NaCl (AMRESCO, Estados Unidos); KH2PO4
(J.T. Baker, Estados Unidos); NaOH, MgS04.7H20(J.T. Baker, Estados Unidos);,
peptona (Bacto™ Peptone, Estados Unidos); caldo lauril sulfato, caldo EC-MUG
(Criterion, Estados Unidos); agar TCBS (Difco™ , Estados Unidos y Francia); agar
nutritivo (CONDA, Espafa); caldo nutritivo (Scharlay, Espafia) y agar Hardy-Chrome
Vibrio.

2.1.4 Otros materiales: gradillas, Asas bacteriol6gicas, espatula, tubos de ensayo con

tapas, vasos quimicos, probetas, botellas de dilucién, guantes desechables.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Sitios de Muestreo

Toméandose en cuenta la accesibilidad de las zonas de produccion de moluscos
bivalvos y el nivel de comercializacion de dichos productos, la ubicacién cartografica

sera la observada a continuacion:

Tabla 5 Ubicacién de las Zonas de muestreo.

ZONAS DE MUESTREO UBICACION

Zona 1. Playa Bique 8°53’37.14” N 79°39°23.33” O
Zona 2. El Espavé 8°39'29.78” N 79°52’56.82” O
Zona 3. Chinina 9°07°30.80” N 79°03’50.86” O

Zona 1: Se encuentra en la provincia de Panama Oeste, distrito de Arraijan a unos 30
Km de la Ciudad de Panama, en la Bahia de Panama. La zona esta caracterizada por
un litoral areno-fangoso, el area posee una pendiente ligera con una separacién de las
lineas de bajamar y pleamar de aproximadamente 1 Km y més. Sus orillas estan
pobladas por mangles de las especies Rhizophora mangle y Avicennia nitida
(Smithsonian, 2013).

Zona 2: Se encuentra ubicado en la parte occidental de la provincia de Panamé Oeste,
distrito de Chame en la cordillera central en la vertiente del Pacifico, a unos 65 km de
la ciudad de Panama (Ecu Red, 2010).

Zona 3: Se encuentra en la provincia de Panama, distrito de Chepo, es el puerto mas
importante del este de Panama y esta a solo 40 min desde Tocumen. Este se localiza
en la desembocadura del rio Bayano, aguas abajo de la represa. EI mismo es utilizado

por las personas para trasladarse hacia las comunidades de El Llano, Santa Cruz de
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Chinina, Chiman, Brujas, Chepillo y el Archipiélago de las Perlas. La travesia se realiza
en las pintorescas piraguas. El puerto de Coquira constituye un importante punto de
comercio de pescado y mariscos para los Chepanos y capitalinos que se trasladan
hasta este lugar con la finalidad de conseguir moluscos para su consumo y

comercializacion en la Ciudad de Panama y en el extranjero (Guerrero, 2010).

2.2.2 Disefio experimental

El muestreo se realizd en las tres zonas de produccion durante los 3 meses de la
estacion seca (febrero, marzo y abril). En cada mes, se realiz6 1 muestreo del cual se
obtuvo 5 muestras procedentes de cada una de las 3 zonas de produccion. Estas
muestras fueron transportadas en cadena de frio y procesadas de inmediato en los
laboratorios de Microbiologia Experimental y Aplicada (LAMEXA) y Microbiologia de
Aguas (LAMA).

El traslado de la muestra al laboratorio, la preparacion de la muestra y andlisis de la
muestra para Vibrio, coliformes y E. coli, se realiz6 siguiendo los protocolos descritos
en Food Microbiology Laboratory (Contemporary Food Science, 2004, p. 67-72) para
el andlisis de Vibrio, y los descritos en el Canadian Shellfish Sanitation Program (2010,
App | p. 6-7) para el analisis de coliformes y E. coli, con modificaciones en el disefio
de andlisis de la muestra, esto con la intencion de ajustar los volumenes que deseamos

manejar.

2.2.3 Procesamiento de la muestra

Los bivalvos pasaron previamente por una revision fisica para eliminar las unidades
defectuosas que no estén herméticamente cerradas, luego fueron lavadas con agua
limpia utilizando la ayuda de un cepillo para eliminar fango e impurezas. Los bivalvos
fueron abiertos dentro de la camara de flujo laminar donde se extrajo la carne y el
liquido intervalvar hasta que se obtuvo 100 g de muestra. Se trabajo con 5 muestras
de 100 g cada una a las cuales se les agrego 100 mL de Buffer Fosfato Peptona 0.5%,
previamente esterilizado. Estas muestras fueron homogeneizadas empleando una

licuadora comercial.
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Para el analisis de coliformes, se pes6 10 g de cada muestra luego se afiadié 90 mL
de buffer Fosfato Peptona 0.5% previamente esterilizado y de esta manera, se obtuvo
la dilucion 10, y sequido, se realizé una dilucién seriada hasta 10-3. Para el andlisis
de Vibrio, de cada muestra se pes6 5 g y se le afiadié 45 mL de solucion NaCl 2% que

fue la primera diluciéon de 101

2.2.4 Anélisis Microbiolégico

2.2.4.1 Prueba Presuntiva — Coliformes Totales

A las 3 diluciones de las 5 muestras obtenidas previamente en la preparacion de la
muestra se le realizo la técnica de tubos multiples utilizando alicuotas de 10 mL que
se colocaron en tubos que contenian 10 mL de caldo lauril sulfato doble y tubos
Durham. Se realizo el mismo procedimiento con alicuotas de 1 mL y 0.1 mL. Estos
tubos fueron incubados en un periodo de 24- 48 h a 37°C. La presencia de una burbuja
en el tubo Durham nos indicé la presencia de gas y nos confirmdé que el tubo es

positivo.

2.2.4.2 Prueba Confirmativa

Coliforme termotolerantes

Los tubos positivos de la prueba presuntiva (produccién de gas) se inocularon
mediante azadas en tubos que contenian EC-MUG y tubos Durham. Estos tubos se
incubaron a una temperatura de 44°C durante un periodo de 24 a 48 h. La turbidez y
la presencia de gas nos indico la presencia de coliformes termotolerantes.

2.2.4.3 E. coli

Los tubos que salieron positivos para coliformes termotolerantes fueron expuestos a
una lampara UV donde se pudo observar fluorescencia y asi, se pudo determinar
presencia de E. coli. Usando la combinacién de tubos fluorescentes positivos en cada
dilucion, se determind el NMP/100 g de E. coli de la tabla obtenida en Bacteriological
Analyical Manual (BAM, 2020) apéndice 2.
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2.2.4.4 Vibrios — Prueba Presuntiva

De la primera dilucion obtenida previamente en la preparacion de las 5 muestras, se
realizé una diluciéon seriada hasta 10 en tubos con solucién NaCl 2%. Las diluciones
103, 104, 10° de cada muestra se inocularon en tubos con APW (Alkaline Peptone
Water/ Agua peptonada alcalina) mediante una dilucion seriada y la técnica de tubos
multiples. Estos fueron incubados a 37°C durante un periodo de 24 a 48 h. Los tubos
positivos de APW se inocularon en platos Petri que contenian TCBS y se incubaron a
37°C durante 24 a 48 h. De los platos que se obtuvieron crecimiento de colonias verdes
o amarillas, se aislé una colonia y se sembr6 en tubos que contenian caldo nutritivo
con NaCl 2%. Estos fueron incubados a 37°C durante 24 a 48 h (McLandsborough,
2004).

Los tubos positivos fueron pasados a platos Petri con Agar Nutritivo con NaCl 2%
fueron incubados a 37°C durante 24-48 h. Aquellos en donde hubo crecimiento se les
realizé la prueba de oxidasa para confirmar la presencia de Vibrios informacién
obtenida de Bacteriological Analyical Manual (BAM, 2004).

Posteriormente, los cultivos positivos eran sembrados en agar Hardy Chrom - Vibrio
un medio para el aislamiento y la diferenciacion selectiva de las especies de Vibrio en
funciébn de los colores de las UFC, debido a las actividades enziméticas [3-
galactosidasa y 3-glucosidasa. Observandose el crecimiento de unidades formadoras
de colonias (UFC) de color turquesa indicando V. parahaemolyticus, los platos Petri
que presentaban crecimiento de UFC de color violetas se les aplico la luz UV para asi
poder diferenciar si eran V. cholerae o Vi. vulnificus
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 RESULTADOS

3.1.1 Distribucion de coliformes y E. coli en zonas de produccion

Se determiné la presencia de tres parametros microbiolégicos en muestras de almejas
de tres zonas de produccién. El primer parametro fue el de coliformes totales, que
presentd valores de 6.4 x 10° NMP/100g Anadara sp. (El Espavé), 1.8 x 10° NMP/100g
Leukoma sp. (Playa Bique), y 3.9 x 10° NMP/100g Donax sp. (Chinina),
respectivamente. Al comparar las medias geométricas obtenidas por zona de
produccion para este parametro, se observo que hay diferencias significativas entre

los diferentes sitios de muestreo (p=0.000) (Figura 12; Cuadro5).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

2,000 000.007
o W —_
. 1,500,000.007
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(=]
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000 | # I
Bigue Chame Chepo
Lugar

Figura. 1. Distribucién de coliformes totales segun las zonas de produccion.

El siguiente pardmetro determinado fue del indicador coliformes termotolerantes, y
presentd valores de 188.4 NMP/100 g Anadara sp. (El Espavé), 200.7 NMP/100g
NMP/100 g Leukoma sp. (Playa Bigue) y 2.1 x 10* NMP/100 g Donax sp. (Chinina),
respectivamente. De acuerdo con este parametro, los sitios de produccién de El
Espavé y Playa Bique estan la categoria A y Chinina se encuentra en la categoria B.
Al comparar las medias geométricas obtenidas por zona de produccion para este
pardmetro, se observd que hay diferencias significativas entre los diferentes sitios de
muestreo (p=0.004) (Figura 13; Cuadrob).
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

150,000.00

100,000.00

CTT (NMP/g)

50,000.007

T
Bique Chame Chepo
Lugar

Figura. 2. Distribucion de coliformes termotolerantes segun las zonas de produccion.

El parametro para el indicador E. coli presento valores de 186.9 NMP/100 g Leukoma
sp. (Playa Bique), 1.1 x 103 NMP/100 g Donax sp. (Chinina), y 70.7 NMP/100 g
Anadara sp. (El Espavé), respectivamente. De acuerdo con este parametro los sitios
de produccion de El Espavé y Bique pertenecen a la categoria A y Chinina pertenecen
a la categoria C. Al comparar las medias geométricas obtenidas por zona de
produccién para este parametro, se observé que hay diferencias significativas entre

los diferentes sitios de muestreo (p = 0.010). (Figura 14, Cuadro 5).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Figura. 3 Distribucion de E. coli segun las zonas de produccion.
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Tabla 6 Categoria de la Zona de Produccién Segun Indicadores Microbiolégicos de

contaminacion fecal

CATEGORIAS DE LA MEDIAS GEOMETRICAS DE LA
INDICADORES NORMA TECNICA DE DENSIDAD DE INDICADORES VALOR
MICROBIOLOGICOS | LA UNION EUROPEA | MICROBIOLOGICOS POR GENERO | DE p
(NMP/100 g) DE BIVALVO (NMP / 100 g)
A B C El Espavé Playa Chinina
Anadara Bique Donax
sp. Leukoma sp.
sp.
Coliformes totales - - - 6.4x10° | 1.8x10° |3.9x10° | 0.000
Coliformes < < < 4 | 0.004
188.4 200.7 2.1x10
termotolerantes 300 | 6000 | 60000
Escherichia coli < < < 70.7 186.9 1.1x10" | 0.010
230 | 4600 | 46000
ZONA DE PRODUCCION El Espavé Playa Chinina
Bique
CATEGORIA DE LA ZONA DE PRODUCCION A/A A/A B/C

El comportamiento de los coliformes termotolerantes ubican a El Espavé y Playa Bique en la
categoria A y a Chinina en categoria B. En el caso de E. coli los resultados obtenidos
posicionan a El Espavé y Playa Bigue categoria A mientras que a Chinina en categoria C.

3.1.2 Distribucién de Coliformes y E. coli segun los meses de muestreo

El comportamiento de los coliformes totales durante los meses de muestreo fue el
siguiente: 2.1 x 10° NMP/100 g (febrero), 1.5 x 10> NMP/100 g (marzo) y 4.8 x 10°
NMP/100 g (abril), respectivamente. En este caso, al comparar las medias geométricas

obtenidas para cada mes, se observd que habia diferencias significativas (p = 0.542)

(Figural5s; Cuadro 6).
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Figura. 4 Distribucion de coliformes totales segun los meses de muestreo.

En el caso de coliformes termotolerantes en los diferentes meses de muestreo fue de
la siguiente manera: 8.4 x 10° NMP/100 g (febrero), 1.3 x 10* NMP/100 g (marzo) y
62.3 NMP/100 g (abril), respectivamente. Estos resultados colocan a los meses de
febrero y marzo en la categoria C y al mes de abril en la categoria A. Sin embargo, al
comparar las medias geométricas de cada mes de muestreo, se observé que no hay

diferencias significativas en la carga microbiana (p = 0.000). (Figura 16; Cuadro 6).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Figura. 5 Distribucion de coliformes termotolerantes segun los meses de muestreo.
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Para E. coli, el comportamiento durante los meses de muestreo fue el siguiente: 8.3 x
103 NMP/100 g (febrero), 3.8 x 103 NMP/100 g (marzo) y 51.1 NMP/100 g (abril),

respectivamente. Estos resultados colocan a los meses de febrero en la categoria A,

marzo categoria B y abril en la categoria A. Al comparar las medias geométricas

obtenidas para cada mes, se observé que hay diferencias significativas (p = 0.000)

(Figura 17; Cuadro 6).
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Figura. 6 Distribucién de E. coli segun los meses de muestreo.

Tiempo (Mes)

Tabla 7 Resultado de NMP de Coliformes y E. coli en las muestras de Bivalvos

durante los meses de muestreo.

CATEGORIAS DE LA | MEDIAS GEOMETRICAS DE LA
NORMA TECNICA DE DENSIDAD DE INDICADORES
INDICADORES LA UNION EUROPEA | MICROBIOLOGICOS POR MES | VALOR
MICROBIOLOGICOS (NMP/100 g) DE COLECTA (NMP /100 g) DE p
A B C Febrero Marzo Abril
Coliformes totales - - - 21x105 | 1.5x105 | 4.8 x105 0.542
Coliformes < <
<
termotolerantes <300 6000 | 60000 84x103 | 1.3x104 62.3 0.000
Escherichia coli < <
<
<230 4600 | 46000 8.3x103 | 3.8 x103 51.1 0.000
CATEGORIA DE LA FECHA DE COLECTA C/C C/B A/A
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3.1.3 Distribucion de Vibrios de acuerdo con las zonas de produccion

Se analizaron 45 muestras de Bivalvos donde se determind la presencia de V.
parahaemolyticus en un 20% en la especie Anadara sp. (Espave) para el mes de marzo
y 40% para el mes de abril. Para la especie de Leukoma sp. (Bique) para el mes de
marzo se determind en un 20% esta bacteria, para el mes de abril hubo un aumento
del aumento de esta bacteria con un 80%. En el caso de la especie Donax sp. (Chinina)
en el mes de marzo se determind en un 20%. Solamente se determind la presencia de
V. cholerae en la especie Leukoma sp. (Bique) para el mes de abril en un 20% de la
muestra.

Tabla 8 Porcentaje de muestras positivas de Vibrios (V. cholerae, V. vulnificus y V.
parahaemolyticus) en tres zonas de produccion de bivalvos en la estacion seca de
2021.

Sitio de |y parahaemolyticus V. cholerae V. vulnificus
Muestreo
Febrero | Marzo | Abril | Febrero | Marzo | Abril | Febrero | Marzo | Abril
El  Espave, 0 20% | 40% 0 0 0 0 0 0
Chame
Bique, 0 20% | 80% 0 0 | 20% 0 0 0
Arraijan
Chinina, 0 20% | 0 0 0 0 0 0 0
Chepo
El Espavé Bique . Chinina
50 100 V. parahaemolyticus
40- 20 B V. cholerae

80+

154 V. vulnificus

[X]
o
1

60+

40 107

[X]
o
L

-
T

20 51
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T T T T
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T T T
Feb. Mar. Abr.

Figura. 7 Porcentaje de Vibrio sp. en Zonas de extraccion durante los meses de
muestreo.
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3.2 DISCUSION

3.2.1 Calidad microbioldgica de 3 zonas de produccion de moluscos bivalvos
mediante indicadores de contaminacion fecal.

Con el objetivo de evaluar la calidad sanitaria se midieron los indicadores de
contaminacion fecal en tres zonas de produccion de moluscos bivalvos de importancia
comercial en Panama: El Espaveé, Provincia de Panama Oeste, distrito de Chame,
Playa de Bique, provincia de Panama Oeste, distrito de Arraijan, y Playa de Chinina,
provincia de Panama, distrito de Chepo.

Los valores promedio obtenidos de las zonas de produccion para coliformes totales,
estuvieron en un rango entre 6.4 x 102 NMP/100 g (El Espavé) y 1.8 x 103 NMP/100 g
(Cuadro 5) en donde la menor concentracion de coliformes totales pertenece a las
muestras de Leukoma sp. (Playa Bigue) y la mayor concentracion observada fue en
las muestras de Anadara sp. (El Espavé). Segun el Cédex Alimentarius, los coliformes
totales estan relacionados a una variedad de fuentes ambientales, mas no
necesariamente de origen fecal, por lo que, para efecto de evaluar la calidad
microbiolégica mediante indicadores de contaminacion fecal, el estudio se limita
principalmente al uso de E. coli o coliformes termotolerantes (fecales) (Lee et al.,
2010).

Los valores promedio obtenidos para el pardmetro de coliformes termotolerantes
(fecales) se reportaron en un rango entre 188.4 NMP/100g y 2.1 x 10* NMP/100 g
(Cuadro 5) donde la zona de produccion de El Espavé present6 la menor concentracion
y Chinina por su parte, la mayor concentraciéon. Los coliformes termotolerantes
(fecales) son un grupo particular que puede estar presente en el ambiente que rodea
a los moluscos bivalvos y pueden ingresar al agua a través de un sistema séptico
defectuoso o agua de escorrentia contaminada por animales o agricultura, mas no
necesariamente indican la presencia de patdgenos nocivos, sin embargo, son un signo
de alto riesgo (Culligan Nation, 2017; Ratna, 2018), ya que se encuentran casi
exclusivamente en las heces de animales de sangre caliente, incluidos los humanos,
por lo que se considera que casi siempre indican contaminacion fecal (Diaz, 2003;
Cisneros , 2011).
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Para el parametro de E. coli, los valores promedios estuvieron entre 70.7 NMP/100 g
y 1.1 x 102 NMP/100 g (Cuadro 5) siendo la zona de produccion de El Espavé la que
presentd menor concentracion de E. coli mientras que Chinina presentd la mayor
concentracion de este indicador. E. coli retne las condiciones del indicador ideal de
contaminacion fecal debido a que esta presente universalmente en las heces y en las
aguas residuales, pero no puede crecer en las aguas naturales y es facilmente
detectable por métodos rapidos (Vazquez, 2013; Khan y Grupta , 2020 ).

Los resultados obtenidos revelan que la calidad microbiolégica de las muestras
colectadas en las zonas de produccion de El Espavé y Playa Bique cumplen con los
parametros minimos necesarios para su consumo directo, ya que los niveles de E. coli
presentes en las mismas, estuvieron por debajo del minimo permitido (< 230 NMP E.
coli /2100 g de carne y liquido intervalvar) de acuerdo a los criterios para la clasificacion
de zonas de produccion de moluscos en la Unién Europea presentado en el Manual
de Buenas Practicas para el cultivo de moluscos bivalvos (Cuadro 4). Por otro lado, las
muestras colectadas de la zona de produccion de Chinina si requieren de un
tratamiento previo a su consumo. Algunas areas de cultivo de moluscos bivalvos estan
expuestas a la contaminacién de aguas residuales, lo que puede producir dentro de
los bivalvos una alta o baja concentracion de coliformes termotolerantes (fecales), en
donde E. coli es la bacteria representativa de este grupo y cuando esta presente en
concentraciones altas, es la causa principal de enfermedades gastrointestinales al
consumidor (Cérdova, 2015, Kittana et al., 2018).

3.2.2 Categorizacion de las tres zonas de produccion de bivalvos.

En relacién a la categorizacién de las zonas de produccion, al igual que nosotros,
estudios anteriores (Saldafa et al., 2006; Gémez et al., 2016; Garrido et al., 2018) han
utilizado los indicadores de contaminacion fecal para categorizar las zonas de
produccion de produccién de El Espavé, Playa Bique y Chinina (cuadro 8). Al
compararse se puede observar que los resultados obtenidos en este estudio muestran
gque la zona de produccion de ElI Espavé mantuvo su categoria A y calidad
microbiolégica, Playa Bique mejoro su categorizacion al posicionarse en categoria A,

sefialando que los niveles de indicadores de contaminacion fecal fueron menores

48



durante esta estacion seca en comparacion a afios anteriores. Por otro lado, Chinina
descendio a categoria C, esto indica una desmejora en la calidad microbiolégica, por
consiguiente, sugiere que los moluscos de esta zona pudieran estar siendo

cosechados en aguas que presentan un posible incremento de contaminacion fecal.

Tabla 9 Cuadro comparativo de categorizacion de 3 zonas de produccién importancia
comercial en Panama.

Afio Categoria
El Espave Playa Bique Chinina
2006 A B B
2016 A B B
2018 A C B
2021 A A C
El Espavé

El Espavé, en la provincia de Panama Oeste, distrito de Chame, presentd los valores
mas bajos en cuanto a los indicadores de contaminacion fecal, esto puede deberse a
gue las masas de aguas de la Bahia de Chame estan en constante renovacion, donde
el aporte de las aguas continentales en esta estacion, modifica la parte interna de la
misma, originando un desplazamiento hacia afuera (Aradz, 1995) y provocando que
las corrientes marinas de esta area eviten que las posibles descargas de aguas

residuales, afecten la mayor parte del tiempo a estas zonas (Villalobos, 1997).

Bique

La zona de produccion de Bique, ubicada en la provincia de Panama Oeste, distrito de
Arraijan, presento valores bajos de indicadores de contaminacion fecal siendo ubicado
en categoria A mejorando asi su categorizacion y calidad sanitaria de sus moluscos
bivalvos ya que en estudios previos estuvo en categoria B y C (cuadro 8). En el afio
2018 fue ubicado en categoria C, esto puede deberse a que dicho estudio fue realizado
durante los meses de marea baja en estacion lluviosa ( agosto, septiembre y octubre),

considerando la contribucién del suelo y sedimento adyacente al area de crecimiento

49



de moluscos bivalvos, como reservorio de bacterias coliformes durante los periodos de
precipitacion, que traen como consecuencia escorrentias que arrastran desechos
domeésticos y agricolas a las costas (Mufioz et al., 2008), lo cual sucede en forma tenue

durante la estacion seca (diciembre-abril) (Garrido et al., 2018).

Chinina

En cuanto a la zona de Chinina, ubicada en el distrito de Chepo, segun los datos
obtenidos de E. coli, se ubicé en la categoria C. Esta zona de produccion presento los
valores mas altos de indicadores de contaminacion fecal. Esto pudiera sefialar que
esta zona estd viéndose afectada por las aguas residuales provenientes de las
poblaciones aledafias. Segun la estimacion del Censo de Poblacion de 2020, la
poblacién registrada para el distrito de Chepo fue de 60345 habitantes, frente a los,
49385 que se registrd en el censo del afio 2010, observandose un incremento a nivel
de distrito. Es importante considerar que en el distrito de Chepo se encuentra el rio
Mamoni, uno de los mayores rios de Panama, el cual confluyen con en el puerto de
Coquira, y ademas, cuenta con mas de 55 rios y quebradas, que adicionalmente
cuenta con muchos problemas sanitarios, debido a que los residuos domésticos y
aguas residuales de excretas son arrojados directamente a los rios y quebradas sin
tratamiento previo por la falta de alcantarillados, contaminando los recursos hidricos
superficiales, subterraneos y las zonas costeras (McFeters et al., 1993; PNUMA,
2003).

3.2.3 Aislamiento e identificacion de V. cholerae, V. vulnificus y V.
parahaemolyticus en muestra de bivalvos colectada de tres zonas de produccién
en Panama.

El género Vibrio es una de las poblaciones bacterianas mas predominantes que
pueden encontrarse de forma natural en los estuarios y ambientes marinos, aunque
tienen funciones importantes como degradacion de la materia organica y regeneracion
de nutrientes, pueden actuar como patdgenos de organismos acuaticos de importancia

comercial, o bien afectar al ser humano (Leyton y Riquelme, 2008). Es importante
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mencionar que la mayoria de las especies de Vibrio aisladas de ambientes marinos
son cepas no virulentas o poco virulentas (Robles et al., 2013).

En cuanto al pardmetro de deteccion de 3 especies de Vibrio (V. cholerae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus), se pudo aislar e identificar de manera presuntiva la
presencia de Vibrios en los bivalvos muestreados, siendo V. parahaemolyticus el de
mayor incidencia y distribucion se encontrd, al ser detectado en las 3 zonas de
produccion, y durante los 3 meses de muestreo de la estacién seca, seguido por V.
cholerae el cual solo fue detectado en una zona de produccién (Playa Bique) durante
el mes de abril, mientras que V. vulnificus no fue aislado ni identificado en ninguna de
las 3 zonas durante la estacion seca.

Su y Liu (2007), indican que el consumo de mariscos crudos o0 poco cocidos
contaminados con V. parahaemolyticus puede conducir al desarrollo de gastroenteritis
aguda caracterizada por diarrea, dolor de cabeza, vomitos, nduseas y calambres
abdominales. Estos sintomas son consecuencia de dos hemolisinas presentes en las
cepas patégenas de V. parahaemolyticus, las TDH y TRH, las cuales son importantes
factores de virulencia; la TDH es el factor de virulencia mas importante y responsable
de producir infeccion entérica (Dabanch et al., 2009). Sin embargo, es importante
mencionar que no todas las cepas de V. parahaemolyticus son patégenas y que la
mayoria de las cepas que se encuentran en el ambiente y en los moluscos, no son
causantes de gastroenteritis (Lee et al., 2010).

En cuanto a V. cholerae, estudios estuarinos y costeros de diferentes partes del mundo
han demostrado que factores fisicoquimicos como la temperatura y salinidad juegan
funciones importantes en la ocurrencia y ecologia de V. cholerae (Leyton y Riquelme,
2008). Ademas, se ha reportado que hay una correlacion positiva entre V. cholerae y
la salinidad (Huq et al., 2005). Dichos factores ambientales, el cambio y la variabilidad
climaticos afectan el crecimiento y la reproduccién en el medio marino (Robles et al.,
2013)

Aunque V. vulnificus no fue detectada, es importante mencionar que es una bacteria
gue esta presente naturalmente en las areas costeras célidas y se encuentra en
concentraciones mas altas durante los meses de verano, cuando el agua esta mas

caliente (FDA, 2022). También, se ha reportado que V. vulnificus es mucho mas
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susceptible a altos niveles de salinidad que V. parahaemolyticus (Salina et al., 2020).
Robles et al. (2013), sefialan que la salinidad y la temperatura tienen una gran
influencia en las poblaciones de Vibrio, y ademas, de otros factores bioticos y abiéticos
gue estan relacionados con la ocurrencia o concentracion de Vibrios marinos
patdgenos. Adicionalmente, se indica que, en zonas tropicales y semidesérticas con
temperaturas estables durante todo el afo, la prevalencia de Vibrio puede verse
afectada principalmente por los niveles de materia organica en la estacion seca
(Robles et al., 2013; Deepanjali et al., 2015). No obstante, Urakawa y Rivera (2006),
indican que en aguas tropicales y subtropicales la variacion de poblaciones de Vibrios
es baja. Generalmente, las especies de Vibrio son mas comunes en aguas célidas,
particularmente cuando la temperatura del agua es superior a 17°C (Thompson et al.,
2004).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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4.1 CONCLUSIONES
1. Las zonas de produccion de Bique y El Espavé fueron ubicadas en la categoria A,
Chinina se ubico en la categoria B; utilizando como parametro los coliformes

termotolerantes.

2. Las zonas de produccion de Bique y El Espavé fueron ubicadas en la categoria A,

Chinina en la categoria C ; utilizando como parametro la E. coli.

3. Los meses de febrero y marzo fueron ubicados en la categoria C y abril fue ubicado
en la categoria A, utilizando como parametros a los coliformes termotolerantes . Para
el pardmetro de E. coli obtuvimos el siguiente resultados el mes de febrero (categoria

C), marzo (categoria B) y abril (categoria A).

4. Se detect0 la presencia de V. cholerae en el area de Bique, para la especie Leukoma

sp. en el mes de abril.

5. Se detectd la presencia en de V. parahaemolyticus en el area de Espavé, para la
especie Anadara sp., de los meses de marzo y abril.

6. Se detectd la presencia de V. parahaemolyticus en el area de Chinina, para la

especie Donax sp., del mes de marzo.
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4.2 RECOMENDACIONES
Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este estudio se recomienda:

1. No congelar las cepas aisladas de Vibrio por tiempo prolongado.

2. Tomar en cuenta los parametros fisicos y quimicos del medio marino donde se

obtiene la muestra de bivalvos.

3. Realizar encuestas en las comunidades aledafas para conocer el consumo de

bivalvos en los lugares.

4. Realizar campafas de concientizacidn sobre la correcta manipulacion de bivalvos

para consumao.

5. Hacer estudios sobre otros tipos de contaminacion bioldgica en los moluscos como

también, biotoxinas marinas.

6. Investigar las posibles causas de la contaminacion, en las diferentes zonas de

produccién.
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Buffer de fosfato (Canadian Shellfish Sanitation Program, 2010).

Solucién 1 (Solucion stock buffer fosfato): se disolviéo 3.4 g de KH2PO4 (fosfato de
potasio monobasico) en 50 mL de agua destilada [IN NaOH en pH 7.2] y se aforo
hasta los 100 mL.

Solucién 2 (Solucion de sulfato): se disolvié 8.7 g de MgSO-7H20 (sulfato de

magnesio heptahidratado) en 100 mL de agua destilada.

Mezcla (Preparacion de Buffer Fosfato): Se afiadié 1.25 mL de la solucién stock buffer

fosfato + 5.0 mL de la solucién de sulfato se aforo hasta 1 L de agua destilada.
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liguido intervalvar buffer de

HH H 10 ml, 1 ml, 0.1 ml
H Caldo Lauril Sulfato

Figura. 9 Diagrama de procesamiento de las muestras de moluscos
Bivalvos.
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Luz UV

Positive Negative

Figura. 10 Resultados positivos y negativos de E. coli en prueba de fluorescencia
con EC-MUG.
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Figura. 11 Esquema de dilucién de muestras de moluscos bivalvos para pruebas de
Vibrio sp.
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Figura. 14 UFC (Unidades formadoras
de colonias) amarillas en TCBS (Agar

Figura. 12 . APW (Agua alcalina tiosulfato citrato bilis sacarosa)
peptonada)

Figura. 13 . UFC (Unidadeé'

formadoras de colonias) verdes en Figura. 15 Vibrio sp. en caldo nutritivo
TCBS (Agar tiosulfato citrato bilis con NaCl 2
sacarosa)
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Figura. 16 . Vibrio sp. en agar nutritivo

con NaCl 2% Figura. 18 UFC (Unidad formadadoras

de colonias) violetas en Hardy Chrom
Vibrio

Figura. 17 UFC (Unidad formadoras
de colonias) turquesas en Hardy
Chrom Vibrio
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