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RESUMEN:  Se recolectaron entre los meses de junio de 1994 a junio 1995, 120 muestras del bivalvo directamente de los botes de
pesca y 120 muestras después de ser manipulados por los expendedores a un mismo tiempo. A ambos tipos de muestra se les determiné
coliformes fecales (CF) y de E. w/i. La busqueda de ECEP se realizé por enriquecimiento en BHI y posterior siembra por estria en
placas de agar Mc Conkey y I.-EMB. Las colonias identificadas como E. co/i, fueron investigadas como posibles ECEP por serologia
mediante la técnica de aglutinacion en lamina con antisueros polivalentes. Los valores del NMP/g de las muestras tomadas de los botes
de pesca fueron las siguientes: CF (<3 - 2x10%), E. /i (<3 - 2,2 x 10). E1 18,2% de las cepas de E. co/i aisladas de estas muestras fueron
positivas para los antisueros de ECEP. Los valores de NMP/g de las muestras una vez manipuladas por los expendedores fueron mas
elevados: CF (4 - 4,6 x 10, E. /i (9 - 2,1 x 10’ y el 78,6% de las cepas de E. co/i de estas muestras fueron positivas para la prueba
serologica. El elevado NMP/g de coliformes en ambos tipos de muestra, evidencia que el molusco se cosechd en aguas con una ligera
contaminacion fecal directa pero que la manipulacién inadecuada del molusco desbullado por los expendedores aument6 claramente
la peligrosidad de su consumo.

ABSTRACT: Between June 1994 to June 1995, we collected, 120 samples of oyster directly from the fishing boat and 120 samples
after being handled by salesman. The MPN/g fecal coliforms (FC) and E. coli were investigated for two kind of samples and the same
time. EPEC was assignment by enrichment in BHI and streak on I-EMB and Mac Conkey Agar, the suspicious colony were identified
and were assuagement by agglutination with polyvalent antiserum. Samples from the fishing boat showed the following MPN/g: FC
(<3-2x10%), E. cli (<3 -2.2x10). 18.2% of E. coli strains isolated were suspicious EPEC. Wheteas values of MPN/g of the shucked
samples for the salesman were higher: FC (4 —4.6 x 10%), E. w/i (9 — 2.1 x 10% and 78. 6% of the isolated strains of E. cw/i were possible
EPEC. The higher MNP/g values for both samples, suggesting that this mollusk were collected in lightly fecal contamined water

andthe handling increase the hazard of its consumption.

INTRODUCCION

La utilizacién del grupo coliaerégenes como
indicadores de contaminacién fecal del agua y de los
alimentos es una practica establecida desde hace muchos
afios. La idea estaba basada en el descubrimiento de
Escherich de la procedencia fecal de Escherichia coli
(MosseL & MORENO, 1985).

El grupo de coliformes fecales esta restringido a
organismos que crecen en el tracto intestinal de animales
de sangre caliente y humanos. Incluye a los miembros
de tres géneros de la familia Ewnferobacteriaceae;
Escherichia, Klebsiella y Enterobacter. Debido a la
evidencia de la existencia de E. co/i patégenas, y la
comprobacién de la ubicuidad de Kfebsiella es mayor
de los que se suponfa, algunos investigadores han
sugerido que se utilice solo la enumeracion de E. co/i

como indice de contaminacién fecal directa o
indirectamente (FRAMPTON & RESTAINO, 1992; HITCHINS
et al.,, 1992).

Algunas cepas de E. co/i que causan enfermedades
gastrointestinales en los humanos se denominan de
manera general enteropatégenas. Estas E. co// que causan
enfermedades diarreicas son reconocidas actualmente y
se agrupan en cinco categorias: E. co/i enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli
enteropatogénica (ECEP) y E. co/i enteroagregativa
(ECEAgg). Cada clase con sus propios serogrupos y
distintos patrones de patogenicidad. La E. co/i
enterohemorragica (ECEH) que ha emergido como
agente de la Colitis Hemorragica en los humanos y de
dos enfermedades severas el Sindrome Urémico
Hemolitico y la Puarpura Trombocitopénica
Trombdtica, la cual ha sido aislada de distintos
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alimentos (DOYLE ¢ al, 1997) Mas recientemente se ha
descrito un sexto grupo llamado E. c/i enterogregativa
difusa (ECEAD) pero su propiedades virulentas no estan
esclarecidas (MATHEWSON ef al, 1985, 1986; BHAN ef al.,
1989).

Los biotipos toxigénicos, invasivos y patdgenos
infantiles han estado implicados con alimentos y aguas
como via de transmisiéon (REYEs & Navarro, 1993;
Pratrs & Lovert, 1995).

EpermMaN & LeviNe (1983), definen a E. coli
enteropatégena como aquellos miembros de serogrupos
incriminados epidemiolégicamente en enfermedades
diarreicas, pero no producen enterotoxinas LT
(termolabiles) o ST (termorresistentes) y no son
invasivas como Shige/la. En esta definicién se excluyo a
la E. coli enterohemorragica (ECEH) que produce una
verotoxina y fue descrita después (DOYLE & PADHYE,
1989).

ECEP produce una diarrea acuosa similar a la
ECTEC y produce una adhesina no fimbrial llamada
intimina, que media su estado final adherente. Este
patégeno ha sido confirmado como agente etiolégico
de diarrea infantil en los paises menos desarrollados y
como agente causal de la llamada diarrea de los viajeros
en el Norte de Africa y Mexico y Santiago de Chile
(LEVINE ef al., 1993).

El interés de la deteccion de E. coli patégenas no se
ha limitado a muestras clinicas, la deteccion directa en
muestras de alimentos carnicos contaminados y poco
cocidos, leche cruda, frutas, ensalada de vegetales,
mayonesa, agua etc. (OLSVIK e/ a/, 1991; Smmanco, 1995;
NORAZAH ¢ al, 1998), han
investigaciones conducentes a establecer los posibles

estimulado las

alimentos que pueden servir como vehiculos de cepas
patégenas de E. coli (BENNETT et al., 1995; FENG, 1995;
HaTHCOX et al. 1995, ZHAO et al., 1995).

La determinacién de coliformes y de E. co/i sigue
siendo el indicador mas utilizado para establecer las
condiciones sanitarias, y su relacién con la necesidad de
detectar la presencia de cepas de E. /i patégenas se hace
cada vez mas importante.

El consumo de la ostra madre perla (Pinctada

imbricata) en la ciudad de Cumani se realiza en
condiciones sanitarias potencialmente deficientes, se
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consumen crudos y no son previamente depurados, por
tanto se creyé de interés realizar un estudio para
determinar la calidad sanitaria del producto e investigar
la presencia de posibles E. cw/i enteropatogenas (ECEP)
en este tipo de alimento.

MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION Y PREPARACION DE LLAS MUESTRAS.

En el lapso comprendido entre junio de 1994 y junio
de 1995, se recolectaron 72 muestras de ejemplares no
manipulados del bivalvo directamente de los botes de
pesca que procedian de la zona de pesca (muestras no
manipuladas) de manera simultdnea, igual numero de
muestras del bivalvo una vez que habian sido
desbulladas por los expendedores tal como se venden al
publico, pero previendo la no adicién de sal, limén o
Ambos

tipos de muestras fueron transportadas asépticamente

vinagre o picante (muestras manipuladas).

al laboratorio en bolsas con cierre hermético en
contenedores con hielo para su estudio inmediato.

Las muestras en su concha fueron abiertas en
condiciones de asepsia segun las recomendaciones de la
AMERICAN PusrLic HEALTH AssociaTioN (APHA)
(1992). La homogeneizaciéon de los bivalvos se realizo
de acuerdo a las recomendaciones de ABEYTA ef al.

(1991).
CoLIFORMES FECALES Y Escherichia coli.

La enumeracién de coliformes, fecales y E. coli
se llevo a cabo por la técnica del Nimero Mas Probable,
segun las recomendaciones de la APHA (1992).

E. coli ENTEROPATOGENA.

Enriquecimiento. Se tomaron 25 g de cada muestra
y se colocaron en 222 ml de infusién cerebro corazén
(BHI) (Oxoid), a 35°C por 2 horas. Se agité y del
sobrenadante se tomaron 5 ml y se vaciaron en 250 ml
de caldo triptona fosfato doble concentracién. De
ambos caldos se realizaron siembras por estria en placas
de agar Mac Conkey y agar Endo segun LEVINE
(Merck).

Se seleccionaron por lo menos 10 colonias
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sospechosas de E. co/i de las placas sembradas, por cada
muestra. Se le realizaron pruebas IMViC y su
identificacion definitiva se realizé por el empleo de las
galerias de Identificacion ID 32E del sistema ATB
Expression (BioMérieux, Zuos-Pharma, Caracas
Venezuela).

Las colonias de Escherichia coli previamente aisladas
e identificadas se sembraron en agar tripticasa de soya
(TSA)(BBL). Se incubaron por 24 horas a 37°C y a cada
una de ellas se les practicaron las pruebas de aglutinacién
en ldmina con cada uno de los antisueros polivalentes.

El diagnéstico de E. coli enteropatogena se realizd
utilizando antisueros polivalentes . Estos antisueros para
E. coli son antisueros OK de E. /i (Denka -Seiken. Co.
Ltd. Japon) por lo tanto pueden utilizarse para la
aglutinaciéon de cepas vivas o muertas por el calor. Los
antisueros aglutinan los siguientes serogrupos:
Polivalente 1: Incluye los serogrupos 026, OO80a,
O111, O119, O127a y O128; Polivalente 2: Incluye los
serogrupos O44, 055, 0125, 0126, O146; Polivalente
3: Incluye los serogrupos O18, O114 , 0142, O151,

0157 y O158.
RESULTADOS
NMP CorLiFORMES FFECALES Y Escherichia coli

Los valores promedios de la enumeracién de los
coliformes fecales y E. co/i tanto para el bivalvo no
manipulado como para el desbullado se muestran la
Figura 1.

La variacion del NMP/g de estos grupos, indica que
los valores maximos para los indicadores de
contaminacion coliformes fecales y E. /i (4,6x10% y 2,1
x 10? respectivamente) cotrrespondieron a la condicion
de manipulado. Los valores mas bajos se observaron en
el bivalvo no NMP/g

respectivamente). LLos muestreos realizados en los meses

manipulado (<3,

de febrero y marzo registraron los valores mds bajos
para ambos tipos de muestra. El analisis estadistico
revel6 diferencias altamente significativas (p< 0,001)
para las posibles fuentes de variacién (condicion del
desbullado y meses de la toma de las muestras)

Diagnostico DE E. co/i ENTEROPATOGENA

Se aislaron un total de 230 cepas identificadas como
E. coli; de éstas, 145 aisladas de las muestras manipuladas
por los expendedores, aglutinaron los antisueros 114
cepas (78,062%) con predominio del polivalente 1 (42,8%);
polivalente 2 (28,6%) y 3 (7,1%).
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Figura 1. Nimero Mas Probable de coliformes fecales y E co/i (NMP/
2), en el bivalvo Pinctada imbricata no manipulado y manipulado.

Junio 1994 junio 1995.

De las muestras no manipuladas se aislaron un total
de 85 cepas
cepas (18.2%); equitativamente para los polivalentes 1

de las cuales aglutinaron los antisueros 16

DISCUSION

En el proceso de alimentaciéon normal, los moluscos
bombean y filtran grandes cantidades de agua a través
del cuerpo. Durante este acto concentran
microorganismos, tanto inocuos como patégenos, asi
como otras sustancias dafiinas como metales pesados o

biotoxinas. El grado de concentracién de las mismas
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depende
temperatura del

de las especies de moluscos, salinidad,
agua, concentraciéon de los
contaminantes en el agua y de la condicién fisiologica.

(FDA, 1990a).

81,8%

21,38%

Polivalente |
Polivalente 2
[ polivolente 3

Aglutinaron
D No oglutinaron

Figura 2. Resultados de la prueba de aglutinacion en lamina para el
diagnéstico de Escherichia coli Enteropatégena en el bivalvo  Pinctada
imbricata no manipulado y manipulado. Junio 1994 — Junio 1995

Se ha establecido, que la decisién  final si un molusco
debe ser consumido o no, es, la presencia o no de
organismos coliformes fecales o E. cw/i y en qué numero
estan presentes, no sélo en las dreas de cultivo, sino en el
momento de la comercializacion. (FDA, 1990b).

Otros grupos bacterianos han sido propuestos como
indicadores de contaminacién fecal; estreptococos
fecales, Clostridium perfringens y otros clostridios. Sin
embargo, aun cuando ningin grupo indicador satisface
todas las caracteristicas deseadas, es recomendable
emplear los analisis de coliformes fecales y E. co/i para
determinar la contaminacién fecal en aguas de cultivo
de moluscos y evaluar el riesgo potencial a la salud
pablica de los consumidores de estos productos
(MARTINEZ-MANZANARES ¢/ al., 1992; AyuLo et al., 1994).
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Segun la FDA (1990b), los moluscos no deben
sobrepasat un NMP de 230/100 g para los coliformes
fecales. En el presente estudio, el NMP/g de los
coliformes fecales _en los moluscos no manipulados
presentaron en su mayotia valores por debajo del limite
establecido, lo que permite inferir que el molusco esta
siendo cosechado en aguas con cierta contaminacion
fecal directa (HUNT e al, 1984; Kuen & Canx, 1985;
MIESCIER e al., 1992).

No necesariamente un elevado NMP de coliformes
fecales y E. coli, es indicativo de una contaminacion fecal
reciente o tardia del producto, explicable en primer
lugar, por la sobrevivencia de los coliformes en aguas
marinas que puede sobrepasar los cinco dias después
de una descarga, y en segundo lugar, al hecho que entre
los géneros de enterobacterias que se logra detectar con
la metodologia empleada, alguno de ellos son propios
del medio ambiente marino (CHai, 1983; FDA, 1991).

La variabilidad de los NMP citados en los lapsos de
muestreo, se explica, pues si bien las condiciones de
nutrientes, y climdticas estacionales se deben tomar en
cuenta al evaluar la calidad bacteriolégica de los
moluscos (CHAL, 1983; Kouasst ez al, 1990), es cietto
también que la manipulacién inadecuada del producto
aumenta la peligrosidad de su consumo, por lo que es
necesario determinar como rutina la presencia de
patégenos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
han sido reconocidas como un muy extendido problema
para la salud publica, y una causa importante de baja
productividad para los paises, empresas o individuos.
Su ocurrencia o el temor a ellas, fundamentado o no,
pueden producir dafio econémico enorme a la industria
turistica de un pafs o de una regién. En las ultimas
décadas se ha observado un incremento del nimero y
frecuencia de brotes de ETA, tanto en paises
industrializados como en via de desarrollo (QUEVEDO
& GONzALEZ, 1994).

DiAGNOsTICO DE Escherichia coli ENTEROPATOGENA

Escherichia coli forma parte de la microbiota
intestinal normal de los humanos y de los
homeotermos. Su recuperacion a partir de alimentos
implica que otros organismos de origen fecal,

incluyendo patégenos, pueden estar presentes. Aunque
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no es el indicador perfecto, es el mas utilizado hasta el
presente. Hasta finales de la década del 50 fue considerada
como una especie no patdgena (OLSVICK ¢f al., 1991), pero
actualmente se reconoce la existencia de especies
patégenas que causan diferentes sintomas diarreicos
(SussmaN, 1985; LEvINE, 1987; DoyLE & PADHYE, 1989;
BAUDRY ¢t al, 1990; LEVINE ef al., 1993). El grupo de la
Escherichia coli enteropatégena, induce una diarrea
acuosa similar a la Escherichia coli enterotoxigenica, pero
sin la produccién de enterotoxina termolabiles o

termoestables, teniendo como mecanismo de
patogenicidad su capacidad de adherirse a las células
epiteliales de la mucosa intestinal, destruyendo el borde
en cepillo de la misma y produciendo una lesién

caracterfstica conocida como “attaching- effacing”.

La deteccion tradicional de E w/i EPEC es realizada
utilizando antisueros preparados con cepas de
serogrupos patogenos ademds de mostrar patrones de
adherencia en cultivos de células tales como Hep-2.
Métodos alternativos como por pruebas de tincion de
actina fluorescentes, ELISA, hibridizacion de ADN vy
PCR han sido utilizados (FrRaMPTON & RESTAINO, 1993).
Sin embargo, estos otros métodos no son de facil
ejecucion por laboratorios de rutina, por sus costos en
cuanto a material, equipos y personal entrenado. La
eficacia de la serologfia como herramienta en el
diagnostico de E. ¢/ EPEC ha sido discutida por varios
autores, quienes enfatizan que este método es un
excelente marcador epidemiolégico, una herramienta
sensible para ser usada en el diagnéstico bacteriolégico,
y de gran facilidad, lo cual permite la reproducibilidad
de los resultados (SCALETSKY e# al., 1985; GOMES ¢/ al.,
1989; Diaz et al, 1994, NORAZAH ¢ al., 1998) sobre todo
en aquellos laboratorios donde no se pueden realizar
las pruebas de adherencia en lineas celulares estables.

En general, se destaca el hecho que en el bivalvo
desbullado el porcentaje de cepas positivas para la prueba
de aglutinaciéon en lamina fue superior y de mayor
heterogeneidad (1, 2, 3)
manipulados (1 y 2), indicando como probable fuente
de contaminacién adicional para

a ésas de los moluscos no

estos tipos de
alimentos, las condiciones higiénicas en el manejo del
producto, los utensilios, higiene personal, agua de la
coccién, cadena frio, tal como lo sefialé Bruni (1997).
Es decir que la manipulacion tal como se realiza en las
condiciones actuales sin agua potable, sistemas de
refrigeracién, higiene del local y del vendedor, sin

control de la zonas de pesca, incide negativamente en la
calidad sanitaria del producto al aumentar la carga
microbiana y por ende la presencia probable de
patégenos causantes de ETA y otras enfermedades, tal
como se deduce de la aglutinacién del polivante 3 que
ocurrié solo en los moluscos desbullados, este
polivalente contiene al grupo O157, el cual estd siendo
estudiado por los brotes y la gravedad de las
enfermedades que produce.

La presencia de EPEC en alimentos puede ser una
potencial de
entrenamiento en higiene y manipulaciéon de alimentos

fuente brotes alimenticios. El
para los expendedores de alimentos es necesario si se
desea evitar posibles epidemias de enfermedades
diarreicas producidas por patégenos de origen entérico.
Sugerimos que el aislamiento y la identificaciéon de cepas
patégenas de E. ¢oli en alimentos se realice
rutinariamente como medida preventiva sobre todo en
aquellos alimentos que se consumen crudos o con poco
cocimiento.
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