'UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

va,
hs

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

AN St
et s

Evaluaci6én de la inhibi¢idn
biotipo Eltor, serg

e,

SR MPTES

gt
R

Para optar al titulo de

QUIMICO BIOLOGO

Guatemala, mayo de 1994

 AOMEDAD 06 LA 0. oSIAD OF SAN CAMLBS DE Sbi i
iblioteca Centra!

g




DECANA
SECRETARIO
VOCAL I
VOCAL II
VOCAL IIT
VOCAL IV

VOCAL V

oy
I‘ "\

yont

JUNTA DIRECTIVA DE LA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
LICDA. CLEMENCIA DEL PILAR GALVEZ DE AVILA
LIC. JOSE FRANCISCO MONTERROSO SALINAS
LIC. MIGUEL ANGEL HERRERA GALVEZ
LIC. GERARDO LEONEL ARROYQO CATALAN
LIC. MIGUEL ORLANDO GARZA SAGASTUME
BR. JORGE LUIS GALINDO AREVALO

BR. EDGAR ANTONIO GARCIA DEL POZO




L

A DIOS

A MIS PADRES

A MIS HERMANOS

A MIS ABUELOS

A MIS TIOS Y PRIMOS,

DEDICO ESTA TESIS

Padre, fuerza, gozo y gula de mi vida.
Lic. Rafael Garzaro Arriola

Nezha Graciela Abularach Handal

a quienes agradezco su ayuda constante
y el amor brindado.

Rafael, Elizabeth y Ana Lucia

con mucho carifio.

Antonic Garzaro lzzepi (Q.E.P.D.)
Felipa Arriola Farféan 7
José Nesim Abularach David (Q.E.P.D.)
Feride Handal de Abularach (Q.E.P.D.)

con carifio.

Leonel Estuardo Godine:z

con especial carifio.

A MIS COMPANEROS Y AMIGOS En especial a:

Ingrid Tabarini de Mora.

A LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA.

- A LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA.




[ ]

AGRADECIMIENTOS

A mi hermano Rafael Estuardo, por el gran apoyo que siempre me ha

brindado.
A Leonel Estuardo Godinez por sus consejos y apoyo.

A la familia Tabarini Barrios, por su valiosa ayuda en la

realizacién de esta tesis.
A la Lic. Norma Gil de Castillo por su asesoria.

Al Lic. Federico Nave por su colaboracién en la elaboracién y

revigién de la tesis.

Al personal del laboratorio de Microbiologia y Bioquimica de la
facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia y al Centro de Estudios

del Mar y Acuacultura (CEMA), por su apoyo y colaboracién.

A todas las personas que de una u otra forma colaboraron en la

realizacién de este trabajo.




INDICE

1. RESUMEN
2. INTRODUCCION
3. ANTECEDENTES
3.1 La enfermedad del célera
3.2 E1 camardn
3.3 Aislamiento e identificacién de V. cholerae en
alimentos
3.4 Lim6n
4, JUSTIFICACIONES
5. OBJETIVOS
6. HIPOTESIS
7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo de trabajo
7.2 Medios
7.3 Procedimiento
7.4 Disefio experimental
8. RESULTADOS
9. DISCUSION DE RESULTADOS
10. CONCLUSIONES
11. RECOMENDACIONES
12. REFERENCIAS

13. ANEXOS

un [5)) [ -

15

18

20
22
23
24
25
25
25
26
28
29
31
33
34
35
39



1. RESUMEN

Guatemala, junto con otros paises, ha sido fuertemente afectada
por la epidemia del célera, la cual ha provocado un alto grado de
mortalidad y una acentuada disminucidén en el consumo de productos
marinos. Es por ello que se realizé el presente estudio, a fin de
determinar la eficacia del 3Jjugo de 1limdén para eliminar al V.
cholerae 01 presente en el camarén a diferentes tiempos de
contacto, con ei prop6ésito de mejorar el consumo del mismo y al
mismo tiempo, lograr una nueva forma de prevenir la enfermedad. ’

El estudio se 1inicidé sumergiendo los camarones en una
solucién que contenia 1 X 10®° bacterias de V. cholerae Olfmi,
posteriormente se pelaron, picaron y sumergieron en jugo de limén
por una, dos y tres horas; por Gltimo se evalud si ain existia g.
cholerae en 1los camarones luego de los tres tratamientos
efectuados. Este procedimiento se repitidé nueve veces.

Los resultados mostraron que de 1las nueve inoculaciones
realizadas solamente una, a las tres horas de contacto del camardn
con el jugo de 1imén, manifestéd una total inhibicién de V.
cholerae 01. Este resultado pudo verse influido por la cantidid
de vibrios inoculados gque fue bastante grande (¥ X 10°
bacterias/ml). Los mariscos pueden estar contaminados cbn

distintas cantidades de Vibrio cholerae 01, es posible que al

tener menor cantidad del mismo, el jugo de 1limén s8i logre

eliminarlo. Esto permite concluir que el pH &acido del jugo de

limén no es capaz de eliminar al Vibrio cholerae 01 en #u

totalidad a una, dos y tres horas de contacto.

Se recomienda realizar estudios posteriores para determinar
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la presencia vy cantidad de V. cholerae 0l en camardén, antes y
después de su distribucidén en el mercado y evaluar el efecto del
jugo de 1limén en camarén contaminado, relacionando grado de

contaminacién con tiempo de contacto minimo para eliminar al V.

cholerae.




2. INTRODUCCION

La enfermedad del célera, ha sido un flagelo para la humanidad
desde tiempos antiguos y ha permanecido en forma endémica en la
India. Llegé a Europa en el siglo XIX, y posteriormente a
América, distribuida como 7 pandemias; actualmente se afronta la
séptima pandemia, la cual aparecié en Peri, se extendié a varios
paises de Latinoamérica incluyendo México y 1llegé a Guatemala
causando gran nimero de muertes. Guatemala, por ser un pais dé
baio nivel socloecondmico, con alta pobreza, desnutricidén vy
deterioro de 1la infraestructura sanitaria, hace propicia 1la
extension de la enfermedad y el desarrollo de la misma en sus
formas mas severas, con alta deshidratacidén y por consiguiente la
muerte (1-3).

El reaparecimiento del c¢élera, también ha provocado una
acentuada disminucién en el consumo de productos marinos, a pesar
de que éstos no son los 1dnicos alimentos implicados en 1la
transmision de 1la enfermedad, afectando a 1los productores,
pescadores y en general, a la economia total del pais (4,5).

El camaron es uno de los productos afectados, por lo cual es
de gran importancia el realizar un adecuado procesamiento vy
control de calidad del mismo, para disminuir el riesgo de contraer
el colera. Especlalmente porque el camardn de venta al publico, a
diferencia de 1los productos de exportacién, no tiene ningan tipo
de control de calidad, y sufre de alta manipulacién, lo que
aumenta el riesgo de ser contaminado (6,7).

En el presente estudio se pretendid determinar la eficacia del

jugo de 1limén, para eliminar al Vibrio cholerae 01 presente en




‘amarén, a diferentes tiempos de contacto, como una medida que
permitiera recuperar el consumo del mismo, principalmente el
preparado en seviche y a la vez establecer un método para el

tratamiento de productos marinos.
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1. ANTECEDENTES

3.1 La enfermedad del célera
3.1.1 Definicién
El cdlera es una enfermedad diarreica aguda, causada por la

presencia de Vibrio cholerae 01 en el intestino delgado. Se

presenta dnicamente en el ser humano, y dependiendo de 1las
condiciones nutricionales del individuo, varia en gravedad, desde
un estado diarreico leve y poco notable, a un cuadro grave con
diarrea profusa y vomitos. Causa deshidratacién, la cual puede ser
tan severa hasta provocar un choque hipovolémico y asi la muerte

(1,8-10).

3.1.2 Agente etiolodogico

Vibrio cholerae 01 es un bacilo Gram negativo, pequefio (2-4

um), aerobio, mévil, con un flagelo polar, que en cultivo primario
presenta formas curvas (1,8-10).
3.1.2.1 Caracteristicas

Pertenece al género Vibrio, el que a su vez forma parte de

la familia Vibrionaceae, a la que pertenecen ademds, el género

Aeromonas, Plesiomonas y Photobacterium, estando este 1dltimo no

asoclado a infecciones humanas (11,12).

De las 34 especles descritas en la literaturé, V. cholerae
es la que posee mayor capacidad patogénica (10).

Entre los otros vibrios que pueden causar patogenicidad en el

hombre se tienen: V. parahaemolyticus, V. algynoliticus, V.

fluvialis, V. hollisae, V. damsela, V. wvulnificus Y V.
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metschnicovii, los cuales pueden causar I1infeccién intestinal vy

extraintestinal {(11,13). _

El V. cholerae posee un lipopolisacarido somatico llamado
antigeno 0O, el cual sirve de base para su clasificacién
serologica, y el antigeno H o flagelar, qgque es termolébil
(1,8,14).

Existen mds de 60 serogrupos O de V. cholerae, pero sélo el
Ol causa el cédlera epidémico; algunos de los otros son causa
esporiddica de diarrea aguda, gque en ocasiones puede ser de
gravedad semej)ante a la del cdlera (9).

El V. cholerae Ol se divide en dos biotipos 1los cualesrse
denominan Clésico y Eltor. El biotipo Eltor es el mas resistente
a los agentes fisicos y quimicos y puede producir la hemélisis de
los globulos rojos de carnero. Este biotipo ha sido el
responsable de casi todos los brotes recientes de cdlera en
América, ya que tiene la capacidad de sobrevivir mas tiempo en el
ambiente (1,8-10,15,16).
3.1.2.2 Fisiologia

El V. cholerae crece muy bien en medio alcalino (8.5-9.5},
puede sobrevivir hasta pH 10, y es muy labil a pH Acido siendo el
pH 6 letal para el mismo (1,6,8,14-16).

La temperatura oOptima para el crecimiento del organismo es
entre 32 y 35 °C, pero puede crecer a 40 °C (6,8,14).

Se desarrolla facilmente, pues no necesita considerables
nutrientes para sSu crecimiento, crece en medios de cultivo
comunes, como agar sangre de carnero al 0.5%. El medico Tiosulfafo

Citrato-Sales Biliares-Sucrosa (TCBS), es utilizado para el




aislamiento del V. cholerae pues, la alcalinidad del medio inhibe
a las enterobacterias, la bilis y el colato inhiben a los
enterococos y los coliformes que podrian crecer, no fermentan la

sucrosa, con excepcién de algunas cepas de Proteus y Klebsiella

que s8i presentan colonias de color amarillo (6,8,12,14).

En presencia de cloruro de sodio (NaCl), el V. cholerae crece
optimamente hasta una concentraciéon de 5 a 15 mM, pero puede
crecer en ausencia de la misma (6).

Existe una serie de pruebas tutiles para diferenciar a V.
cholerae de otros microorganismos semejantes a él, como la prueba
de oxidasa, el requerimiento de NaCl para sobrevivir, la
fermentacién de azidcares y otras mas. V. cholerae es oxidasa
positivo y fermenta la sacarosa y la manosa, pero no la arabinosa

(8,14,15).

3.1.3 Epidemiologia
3.1.3.1 Antecedentes histéricos
El célera es una enfermedad que se describe desde el siglo

V antes de Cristo, en la época de Hipocrates. Ha sido endémica en
India y China, siendo hasta en el siglo XIX cuando se extendié a
Europa y América como 7 pandemias. En la segunda pandem1a7(1829—
1850) aparecidé por primera vez en América procedente de Europa.
L1e§6 a Guatemala en la segunda y tercera pandemias, en 1837 y
1857, respectivamente, provocando mas de 10,000 muertos (1-3).

Actualmente se esta viviendo la séptima pandemia, que inicié
en el afio de 1961 en Indonesia y luego se extendid® a Asia, Afrida

y Europa Meridional, convirtiéndose en una enfermedad endémica en




dichos paises (1-3,15,16).

En enero de 1991 aparecid una epidemia de célera en las
costas del Peri, de donde la enfermedad se extendidé hacia Ecuador,
Colombia, Chile y Brasil. Luego de varlos casos de cdlera en
México, en julio aparecieron en San Marcos los primeros brotes de
la enfermedad en nuestro pais, los que se diseminaron hacia
Retalhuleu, Suchitepéquez, Escuintla y Guatemala. Posteriormente
la epidemia se dirigiod hacia el Nor-oriente del pais
generalizandose luego al resto del territorio nacional (1-4).

La pandemia actual se debe al V. cholerae 0l, biotipo Eltor,

serotipo Inaba (1,9).

3.1.3.2 Formas de transmisién
Las fuentes comunes de infeccidén incluyen la ingestién de

agua contaminada con V. cholerae , mariscos provenientes de esas
aguas, consumidos crudos o insuficientemente cocidos; verduras que
han sido rociadas con agua contaminada y, en general por cualquier
alimento contaminado con heces o vémitos de pacientes (1,15,16).

El reservorio natural del célera es el hombre, aunque
actualmente se delibera acerca de la existencia de un reservorio
marino, ya que V. cholerae se ha aislado de aguas donde no hay
evidencia de contaminacién fecal ni de infeccién en poblaciones
aledanas (3).

Los alimentos contaminados por el agua o por manipulacidn
antihigiénica son fuente importante de infeccién, como vya se
menciond, asi como las moscas, cucarachas, ratas, etc. La via mas

comin de transmisidon es la via feco-oral, cuando la infeccién se




ha establecido en determinada poblacién (3,6,8,15).

En Guatemala, las fuentes de contagio identificadas han sido
rios y lagos; alimentos expendidos en ventas callejeras como:
alimentos trasvasados a bolsas plasticas, masa y tortilla de maiz,

y manos de personas que manipulan alimentos (3).

3.1.3.2.1 Vendedores ambulantes y su relacién con el célera

El deterioro de las condiciones de vida de las areas
rurales ha causado una creciente migracién de personas a la ciudad
quienes por su bajo, nivel socloecondémico, consumen todo tipo de
alimentos gque se ofrecen en la calle. Los vendedores ambulantes,
frecuentemente son personas con poco conocimiento de las medidas
higiénicas basicas en la preparacién de alimentos, ademas no
‘cuentan con agua potable y servicios sanitarios, lo gque contribuye
directamente al desarrollo de enfermedades transmitidas en forma
feco~oral, incluyendo el célera (3,6,16).

Un vendedor de alimentos podria ser un portador asintomatico
del cbélera o bien, un portador convaleciente. El portador
asintomdtico excreta entre 100 a 10,000 bacterias/gramo de heces,
aunque la existencia de un portador crénico es muy rara. El
portador convaleciente excreta microorganismos por periodos de 2 a
3 semanas (3,15).

Los enfermos excretan una concentracén de 107 a 10°
bacterias/ml de heces, y sl éstas estan expuestas en el ambiente,
llegan moscas y distribuyen al microorganismo en los alimentos que

encuentran a su paso (3,6,15).

El V. cholerae sobrevive a temperatura ambiente en las frutas
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de 2 a 5 diags; en hortalizas frescas de 1 a 7 dias y en alimentos
cocidos de 2 a 5 dias. 8i el producto se encuentra en
refrigeracién el tiempo de sobrevivencia aumenta de 7 a 14 dias, 7
a 10 dias y 3 a 5 dias, respectivamente (3,6,15).

En fomites como aluminio, monedas, cemento y metales, la
bacteria sobrevive de 7 a 13 dias (6).

La supervivencia de V. cholerae en el medio ambiente
dependerid del grado de contaminacidén, temperatura, pH, presidn
osmotica, nivel de humedad, concentracidén de sales e hidratos de
carbono, presencia de materia orgdnica y de bacterias competidoras
(3,15).
3.1.3.2.2 Alimentos de mar asociados con el cdlera

Las especies de Vibrio se encuentran generalmente en
ambientes marinos b4 en esteros. Diversas investigaciones
demuestran que V. cholerae estd distribuido a 1lo largo del
Atlantico y costas de los Estados Unidos, ademas se aisldé de aguas
estuarinas de Florida, de algunos rios en Australia y Bangladesh,
v en 1992 se aigld del rio Nahualate en Guatemala (17-21).

La presencia de V. cholerae en ambientes marinos afecta la
calidad sanitaria de productos de este origen, por lo gque en
diversas regiones, la transmisidén del colera se ha relacionado con
el consumo de numerosos tipos de productos de pesca, como los
crustdceos (camarones, cangrejos y langostas), los moluscos
{ostras, almejas y mejillones) y la pesca mayor. Entre estas
regiqnes se encuentra la bahia de Chesapeake, las costas de los
Estados Unidos (Miami y Louisiana), Filipinas y Portugal
(6,22,23).
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Los crustdceos pueden acumular en la superfiéie de la concha,
branquias y estémago, bacterias potencialmente patdgenas. Se han
detectado sustancias crioprotectivas para el V. cholerae en la
caparazdon del camaron (6,24).

Segin algunos estudios, los vibrios gque se introducen en el
tracto gastrointestinal de los mariscos, sobreviven 45 dias a una
temperatura de 0 a 5 °C y pueden vivir de 15 a 20 dias a 22 °C,
aungque algunos autores han indicado que V. cholerae biotipo Eltor
puede sobrevivir de 2 a 5 dias en mariscos a temperatura ambiente
(30 2 31 °C) y tiene 1la posibilidad de aumentar su tiempo de
supervivencia de 7 a 14 dias si se almacena a una temperatura de
refrigeracién (5-10 °C) (4,6,8,15,23,25).

Guthrie y Cofie determinaron, gue las fuentes de queratina de
camarones frescos, estimulan la produccidén de la enterotoxina del
V. cholerae (26}.

Algunas investigaciones han demostrado que la sobrevivencia
de V. cholerae en agua no estéril de algunos puertos es de 47
dias y en agua de mar profundo es de 7 dias. Al hacer el mismo
estudio en agua estéril la sobrevivencia aumento
significativamente, posiblemente, debido a que en el agua no
estéril habia competencia de nutrientes por parte de otros
microorganismos (23).

Para un buen desarrollo en el agua, el V. cholerae requiere
de bajas temperaturas, alto contenido organico, salinidad

intermedia, pH alcalino, obscuridad y baja competencia por parte

de otros microorganismos (23).
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3.1.4 Patogenia
El pericdo de incubacién del cdlera es de uno a dos dias,
pero puede varlar de 12 horas a 6 dias.

Las bactefias de Vibrio cholerae sobreviven através del

estimago, colonizan y 8s8e multiplican en el intestino delgado,
liberando su enterotoxina. La colonizacién se fomenta por 1la
adherencia de log vibriones a la mucosa del intestino delgado (9).

La enterotoxina es una proteina (peso molecular = 84,000)
compuesta de subunidades A y B. La subunidad B se une en forma
irreversible a su receptor, un ganglidéside 1llamado GM1l, de
naturaleza lipidica que se encuentra en la membrana de las células
epiteliales del intestino delgado. Esto facilita la penetracién
de la subunidad A a dichés células, que provoca, un aumento en la
actividad de 1la adenilciclasa, enzima que aumenta el contenido
intracelular del AMP <ciclico(3',4°' monofosfate de adenosina
ciclico), el cual altera el transporte activo de iones a nivel de
la membrana celular,' originando la salida de agua, cloruros y
carbonatos por los segmentos del intestino delgado, a la vez que
inhibe la absorcién de sodio en las vellosidades intestinales. La
permeabilidad de las proteinas séricas y la absorcién de glucosa

no son alteradas (1,2,9,10).

- 3.1.5 Manifestaciones clinicas

Cuando el V. cholerae 01 ingresa al organismo humano, el
sujeto puede permanecer asintomatico o presentar molestias leves,
moderadas o graves. Cuando se trata del biotipo Eltor, el 75% de

las personas son asintomaticas, 23% tienen sintomas moderados o
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leves y el 2% de los pacientes tienen un cuadro grave (2).

El cdlera comienza con la aparicidén de heces acuosas que
rapidamente dejan de contener materia fecal. La presencia de moco
le da a las heces el aspecto caracteristico de "agua de arroz"
(9).

En los casos graves las deposiciones pueden presentarse cada
hora ¥y ser hasta de un litro cada una. A continuacidén pueden
aparecer vomitos no precedidos de nauseas. Al progresar la
disminucién de liquidos y electrolitos se presentan calambres,
ﬁrincipalmente en las pantorrillas (1,9).

En los casos graves y no tratados, los hallazgos fisicos
incluyen colapso (cuando las pérdidas no sustituidas de liquido
son del 10% del peso corporal), mala turgencia de la piel, pulsos
periféricos débiles o ausentes, hipotensidn, taquicardia vy
cianosis. Los ojos estan hundidos y la voz es débil y aguda, los
ruidos cardiacos son débiles v los ruidos intestinales
hipoactivos (9).

En los nifios menores de 7 afios puede aparecer fiebre y en
ocasiones convulsiones y coma (9).

L.as causas de muerte son choque hipovol.émico, acidosis

metabélica y uremia (1).

3.1.6 Prevencion

La Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) recomienda en una
primera fase reforzar la vigilancia epidemiolégica, el saneamiento
ambiental, la educacién para 1la salud, la capacitacién de]

personal de salud y los servicios de laboratorio. Esito se aplica
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a regiones gue adn no sufren la enfermedad, pero que se encuentran
cerca de lugares que 8i la padecen (9,15).

En una segunda fase, se recomienda la instalacién de un
comité nacional de control de la epidemia y el establecimiento de
grupos de control méviies, dirigiéndose estos ultimos a los grupos
apartados para reforzar las medidas de prevencidén, principalmente
el saneamiento ambilental, la educacién para la salud y 1la
capacitacién del personal de salud, como ya se mencionod
anteriormente (9,15).

La prevencitn y control del cdélera se basan en la educacién
de la poblacién. Las medidas dirigidas a la poblacién se refieren
al abastecimiento de agua potable, a la disposicion sanitaria del
excremento y a la preparacién de alimentos y bebidas.

Se recomienda agregar cloro a las redes de abastecimiento de
agua y hervir el agua que no sea potable. En época de epidemia la
dosis de cloro residual aumenta de 0.5 a 2.0 mg/l; si no puede
clorarse el agqua, ésta debe hervirse durante dos o tres minutos
(9,15).

Se debe evitar el consumo de alimentos en puestos callejeros.
El alimento deberad calentarse a mds de 80 °C, no se deberan
consumir vegetales c¢rudos que hayan sido regados con aguas no
tratadas y se deberd prohibir la importacién de mariscos vy
pescados frescos refrigerados provenientes de paises con cédlera,
que no tengan un buen control de calidad (2).

Se debe interceptar las aguas de desecho (aguas negras) vy
tratarlas de tal forma que los patdgenos sean exterminados o

removidos antes que el efluente llegue al estuario o aguas
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costeras. Se requieren plantas de clarificacién y purificacion de
aguas de desecho para poder reciclar la misma (15).

Se debe monitorear el agua donde se capturan peces y mariscos
para determinar el grado de contaminacién. Se debe prohibir la
captura de los mismos de aguas contaminadas, a menos que éstos
sean adecuadamente tratados (15).

Antes de recomendar el no consumir los seviches (tratados con
1imén) debe investigarse la viabilidad de V. cholerae en este tipo
de productos, ya que V. cholerae no puede vivir en medios &acidos

(15) .

3.2 E1 camarén
3.2.1 Clasificacién

Las especies de camarén cultivadas en Guatemala, estan
clasificadas de la sigquiente forma:

Philum: Artrdépoda

Clase: Crustacea

Subclase: Malacostraca

Serie: Eumalacostraca

Superorden: Eucarida

Orden: Decépoda

Suborden: Dendrobranchiata

Familia: Penaeidae

Género: Penaeus

Especies: P. vannamei (camarén blancoc), P.
stylirostris (camaron azul} y P. aztecus
(camaron café) (27,28).

El nimero de especies de camarones y langostinos descritos en
todo el mundo es muy grande, pero las especies mAs importantes

desde el punto de vista comercial probablemente no excedan de unas

veinte (29).
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3.2.2 Caracteristicas generales del camarén

El cuerpo del camartn estd lateralmente comprimido igual que
la cébeza, los crustaceos tienen dos pares de antenas sensitivas,
un par de mandibulas, dos pares de maxilares sobre su cabeza y
diez pares de patas. La caparazon se forma de quitina, impregnada
de sales de calcio. La cola en forma de abanico, la utiliza el
animal para nadar hacia atréas. La respiracion se efectua por
branguias. Poseen sistema circulatorio que incluye un corazén y
arterias que terminan en el hemoceloma, grandes espacios llenos
de sangre que s8e ramifican por casi todas las partes del cuerpo
(7,30,31).

El ciclo vital del camarén comprende tres estadios larvales
que son: nauplia, zoea y mysis. Las larvas nauplios viven de sus
reservas de vitele y del fitoplancton. La etapa de mysis se
alimenta de diatomeas planctdénicas y zooplancton (32).

Luego de los estadios Jlarvales alcanza el estadio de
postlarva, juvenil y huevo (29,30).

La postlarva ya tiene las caracteristicas morfcldégicas de un
adulto y las corrientes le han aproximado a la costa, ingresando
finalmente a las aguas estuarinas en donde hay mas disponibilidad
de alimento, menor salinidad y mayor temperatura (32,33).

Después de cuatro meses inician una migracién hacia aguas
marinas, donde alcanzan la madurez sexual (30,31).

Los adultos gustan estar a diferentes profundidades vy
frecuentemente caminan cerca del sustrato marino (33)(Anexo No.1l).

Los camarones requleren, para poder desarrollarse de un rango

de pH entre 7.2 y 9.0 (32).
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Con respecto a la alimentacién, los camarones se han descrito
como omnivoros, es decir, que se nutren con toda clase de
alimentos, incluyendo bacterias (32-37).

3.2.3 Comercializacion del camarén en Guatemala

Se ha demostrado que el camardén contiene proteinas de buena
calidad nutricional, un alto contenido de vitaminas liposolubles y
bajo contenido en grasa; por lo que es8 un alimento de gran
importancia para la buena nutricién del guatemalteco (7,38,39).

En su mayor parte la produccién de camardn proviene de la
pesca maritima y en menor proporcién de la acuacultura (35).
3.2.3.1 Proceso del camarén de exportacion

El camardn se pesca en barcos de pluma o tangén, en donde se
congela en las bodegas respectivas. Se descarga en el puerto
congelado en toneles. Al llegar a la planta empacadora se
selecciona por color y tamafio: café (P. aztecus), azul (P.

stylirostris) y blanco (P. vannamei). Posteriormente se empaca y

para ello se pesa y se selecciona de nuevo seqgin su tamafio y se
coloca en cajas. Finalmente se pone agua clorada y se congela.
Para el almacenaje se coloca el lote en la bodega hasta su

transporte (7).

3.2.3.2 Proceso del camarén de consumo local

El camarén se pesca en embarcaciones pequefias y al llegar a
la playa se coloca en hieleras. Se transporta de ésta manera
hasta llegar a los lugares de venta en Guatemala. En los puestos

de venta se les coloca en bandejas de aluminio o latén. El

producto que no se vende se gquarda en cajas grandes de aluminio
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con hielo en trozos y al dia siguiente se coloca en las bandejas
nuevamente.

Los camarones se pescan, en general, entre los 80 y 200 pies
de profundidad, dependiendo de la especie (7).

El cultivo de camarones constituye la mayor y més importante
actividad de acuacultura gque se desarrolla actualmente en nuestro
pais, existiendo a la fecha alrededor de 15 fincas camaroneras
privadas que se encuentran ubicadas en la Costa Sur. Estas
camaroneras capturan postlarvas del medio natural, para su

posterior siembra y crecimiento en estanques risticos (35).

3.3 Aislamiento e identificacidén de V. cholerae en alimentos
Se debe dar una inspeccidén a conciencia de los alimentos, para
asegurar la inocuidad de los mismos (4).

El aislamiento de V. cholerae de alimentos utiliza mas o
menos el mismo procedimiento que el usado para el aislamiente del
organismo de muestras clinicas, aungue con ciertas modificaciones,
ya que por lo regular el organismo se encuentra en muy bajo niumero
(8).

Las muestras de alimentos sospechosas de estar contaminadas
deben recolectarse lo mas pronto posible, refrigerarse entre 4 y
10 °C y procesarse répidamente (8).

El proqedimiento para el andlisis de alimentos, en forma
general es el siguiente:

En forma aséptica, se pesa una muestra del alimento y se
coloca en un Masson estéril que contenga agua peptonada alcalina;

se licia durante 2 minutos a la velocidad maxima y a partir de
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éste, se hacen las diluciones respectivas (6).

Las diluciones se incuban de 6 a 8 horas a 36 °C. Después de
la incubacidn, se transfiere indculoc de la pelicula de crecimiento
formada en la superficie, a una placa de agar TCBS, que se incuba
de 18 a 24 horas a 36°C (6,8).

Se examina el medio de TCBS a fin de determinar si presenta
las colonias con las caracteristicas propias del V. cholerae.

Se seleccionan cuidadosamente, por lo menos tres colonias
sospechosas y se subcultivan a un medio nutritivo, éste se incuba
a 36 °C de 18 a 24 horas (6,8,14).

A partir del medio de TCBS se inoculan también un tubo de
TSI, uno de LIA y uno de MIO. Después de incubar 18 horas a 36 °C
se verifican las reaccilones bioquimicas que produce V. cholerae,
y ademas se realizan, a partir del medio de enriquecimiento, la
prueba de oxidasa y la prueba de string, ambas positivas para V.
cholerae. Por dltimo se realiza la prueba de aglutinacién con el
antisuero polivalente anti V. cholerae Ol. §1i no aglutina y.
todas las pruebas han coincidido con V. cholerae, se reporta V.
cholerae no 01 (6,8,14,40) (Anexo No. 2).

El biotipo Eltor es Voges-Proskauer posgitivo, aglutina
gldébulos rojos de pollo y es resistente a polimixina B (50
unidades). El1 biotipo clasico da las reacciones opuestas. Para
diferenciar los serotipos debe aglutinarse con antisueros Ogawa e

Inaba (6,8,40).
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3.4 Limon
3.4.1 Cclasificacidn

Reino: Vegetal
Subreino: Embryobiontha
Divisioén: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Especies principales: Citrus aurantifolia (lima acida o
limonero sGtil), Citrus limonia (l1imon real) y Citrus limeta
(lima limén) (41,42).

3.4.2 Principales clases de limén producidos en Guatemala

En Guatemala se producen dos tipos de l1limén principalmente:
el 1imén persa que es un limdn grande, muy acido, con pulpa casi
blanca y gruesa y el limdén criollo que es de fofma oval, mediano,
con mucho jugo, reqular cantidad de semillas, el cual al madurar
toma un color amarillo pdlido, el cual es vendido por el 69.B% de

la poblacién (43,44) (Anexo No. 3).

3.4.3 Usos del 1imén

El 1imén posee una serie de propiedades terapedticas,
higiénicas y alimenticias. Ademds es la fruta que contiene mas
vitaminas (A,B,C y K), estimula las funciones del higado, es
diurético y astringente (44).

Por el Aacido citrico, el 1limén estimula las funciones
digestivas y de las glandulas endocrinas y exocrinas. Puede
eliminar sustancias extraflas y microorganismos patégenos. Se
considera que a un pH bajo el interior de algunas bacterias se
acidifica, lo cual impide el transporté de nutrientes provocando

su muerte (43,44).

En 1992 se realizd un estudio en Panamd, en el cual mezclarcn

P
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bacterias de V. cholerae 01 a una concentracién de 15 X 10®°
vibriones/ml con jugo de 1imén puro y diluido hasta 1:32 en un
tiempo de 5 a 15 minutos (pH = 2.36-3.01) lo gue provocé una total
inhibicién del V. cholerae 01 (45).
3.4.4 Evaluacion del pH del jugo del limén

El pH del ijugo del 1limdén gradualmente baja de 5.40, cuando
la fruta es muy joven (1-2 cm de diémetro), a 2.25 cuando ya esta
listo para comercializarse. En Florida un estudio demostrd rango
de pH entre 2.1 a 2.5 (46).

El pH del jugo de 1imdén se ve influido por diversos factores,
entre ellos la sucrosa, pues se ha demostrado gque la ausencia de
sucrosa correlaciona con el pH bajo. Los azicares reductores y el
ion hidrégeno gque se encuentran en mayor cantidad que la sucrosa
la invierten. Otro factor gue influye en el mismo es la humedad,
pues al aumentar  ésta se aumentan los iones hidrégeno,
disminuyendo de esta manera el pH, de esta forma el limén que ain
estid verde tiene poca humedad por lo que el pH es mayor y al
contrario en el 1limén maduro. Por Gltimo estd el Acido propio que
el 1limén contiene, el jugo de limdén contiene de 5 a 7 % de acido
citrico y éste incluye el 95 3% del contenido total de Acidos. El
dcido citrico también contribuye a bajar el pH del 1imén, pero en

menor grado (46).

MOPERAS BE 1A UMVERSIMAD BE SO0 CADLSS DE SUATEMALA
ibliot Centrgl
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4. JUSTIFICACIONES

El camarén es un alimento de buena calidad nutricional, pues
contiene altas dosis de proteinas y vitaminas liposolubles y baja
cantidad de grasa. Su cultivo constituye la mayor y mas importante
actividad de acuacultura que se desarrolla actualmente en el pais,
pero desafortunadamente por la llegada del cdélera al pais, se ha
disminuido el consumo de productos de pesca, entre ellos, el
cama_rén. Se ha demostrado que el inicio de epidemias de célera en
muchos lugares, ha sido por el consumo de pescadeo y mariscos, lo
que también ha afectado la economia de productores, pescadores y

en general, de todo el pais. Se sabe que el Vibrio cholerae, el

agente causal de la enfermedad del célera, por sus condiciones
fisioldgicas no puede sobrevivir al pH acido del jugo del limén,
por lo que en el presente estudio se pretendid obtener mas
informacién acerca del efecto del jugo de 1imén sobre camarén
contaminado con g cholerae 0l, dando las bases para la

realizacion de estudios posteriores.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar la inhibicidén in vitro de Vibrio cholerae 01, biotipo

Eltor, serotipo Inaba en camardn (Penaeus sp) con jugo de 1limdn

(Citrus limonia).

5.2 Especificos
5.2.1 Evaluar a diferentes tiempos de contacto, el efecto del jugo

de limdon sobre camarén contaminado con V. cholerae.

5.2.2 Determinar el tiempo minimo, en el cual el jugo del 1imén,
elimina totalmente al V. cholerae gque se encuentra contaminando

el camarén.
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6. HIPOTESIS
El jugo del 1imdn (Citrus limonia) elimina al V. cholerae 01,

biotipo Eltor, serotipo Inaba, que se encuentra contaminando

camaron (Penaeus sp) en un tiempo de contacto minimno de 1

hora.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo de trabajo:
~camardn (Penaeus sp)

-cepa de Vibrio cholerae 01, biotipo Eltor, serotipo Inaba,

donada por el Instituto de Nutricion de Centro América y
Panama (INCAP) proveniente del CDC.
7.2 Medios:
7.2.1 Recursos humanos:
Investigadora:
Br. Diana Garzaro Abularach
Asesora:
Lic. Norma Gil de Castillo
7.2.2 Recursos materiales:
7.2.2.1 Institucionales:
~-Laboratorio de Microbioclogia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos y el
Centro de Estudios del Mar y Acuacultura (CEMA)
7.2.2.2 Cristaleria:
-Massons con capacidad de 500 ml
-Beackers de 500 ml
-Cajas de petri estériles
-Tubos de vidrio con tapaderas de rosca
-Pipetas seroldgicas de 1 ml estériles
7.2.2.3 Reactivos:
~Agua peptonada alcalina
~Agar TCBS

-ARgar Miilller-Hinton




33

26

-Agar TSI (Triple azicar y hierro)

-Agar LIA (lisina y hierro)

~Agar MIO (mobilidad,indol, ornitina)

-Reactivo de oxidasa (dihidrocloruro de tetrametil p-

fenilendiamina al 0.5%)

-Solucién salina estéril al 0.85%

-Antisuero polivalente anti V. cholerae 01

~Solucién acuosa de desoxicolato de sodio al 0.5%
6.2.2.4 Equipo:

~Asa bacteriolégica en anillo

-Asa bacteriolégica en punta

-Licuadora Osterizer

-Potenciodmetro Corning modelo UL24CB-6

—Mechero Bunsen

~Refrigerédora Tyler modelo AS47FAG

-Incubadora Lab-line serie 1031

-Balanza Ohaus serie 4606

-Autoclave Swendeman serie C-79

-Espectrofotémetro Bausch-Lomb (Spectronic 20)

7.3 Procedimiento:

7.3.1 Levantamiento del inéculo

7.3.1.1 Se resembrd la cepa de V. cholerae en dos cajas del medio
de cultivo Miller Hinton y se incubd a 36 °C de 18 a 24 horas.
7.3.1.2 Se colocaron aproximadamente 2 ml de solucién salina
estérll en las dos cajas de Miiller Hinton sembradas el dia
anterior y se agitdé suavemente. Se vertieron los 2 ml en un

beacker gue contenia 600 ml de solucidn salina, se repitid ésto
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hasta gque se obtuvo una concentracién de 1 X 10° vibriones/ml,
lo cual se correlaciond con una transmitancia de 80 % a una
longitud de onda de 650 nm (45).

7.3.2 Procesamiento del camardn

7.3.2.1 Se lavd aproximadamente 200 gramos de camardn con agua y
luego se tomé aproximadamente 150 gramos de ellos y se colocaron
en un beacker. Se afiadié al mismc la suspensidén de V. cholerae
preparada con anterioridad. Se dejdé reposar por 15 minutos.
7.3.2.2 E1 grupo control estuvo formado por un grupo de
camarones que se pelaron y partieron, 25 gramos de este grupo se
colocaron en un recipiente Masson que contenia 225 ml de agua
peptonada alcalina y se licud a velocidad maxima por 60 segundos.
7.3.2.3 Se obtuvo entonces una dilucién 1:10 y a partir de ella
se hicieron diluciones 1:100 y 1:1000. Estas se incubaron por 6
horas a 36 °C (6,29).

7.3.2.4 Transcurridos los 15 minutos de contaminacién de los 150
gramos de camardn, éstos se escurrieron, pelaron, partieron,
pesaron y dividieron en cuatro grupos de 25 gramos cada uno. A
tres se les agregd jugo de limén hasta cubrir completamente los
camarones (determinando con anterioridad el pH del jugo de 1limén).
El grupo restante se trabajé como se procesé el control y fue
considerado como el estandar (6).

7.3.2.5 Al transcurrir una, dos y tres horas de contacto del
camardén contaminado con el jugo de 1imén, se tomé cada grupo de 25
gramos por aparte y se colocdé en un recipiente Masson que contenia
225 m} de agua peptonada y se realizdé lo mismo que se hizo con los

camarones no contaminados (6).
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7.3.3 Aislamiento e identificacion
7.3.3.1 Se tomé una muestra de 1la superficle de cada tubo
utilizando el asa en anillo y se sembrdé en el medio de TCBS. Se
incubd aerdbicamente de 18 a 24 horas a 36 °C (8,11,40).
7.3.3.2 Se buscé en el medio de TCBS las colonias tipicas de V.
cholerae, colonias medianas de 2 a 3 mm de didmetro, amarillas,
con centro opaco, bordes translidcidos, delgados y ligeramente
achatadas (8,11,40).
7.3.3.3 Se aislaron las colonias sospechosas en un medio de
Miller Hinton. Se incubaron a 36 °C de 18 a 24 horas. Ademas con
las colonias sospechosas se inoculdé un tubo de agar TSI, LIA vy
MIO, se incubaron a 36 °C de 18 a 24 horas (8,11,12,40).
7.3.3.4 Las reacciones obtenidas fueron comparadas con las
reacciones propias de V. cholerae O1. S1 todo coincidia, a
partir del agar Miiller Hinton se realizdé la prueba de indofenol
oxidasa, las pruebas de String y de aglutinacién, 1las cuales
debieron ser positivas (8,11,12,40).
7.4 Disefio experimental

Se llevéo a cabo un disefio de blogques al azar, con tres
tratamientos y nueve inoculaciones por cada tratamiento para
formar nueve blogues. El1 primer tratamiento fue a una hora de
contacto del camarén con el jugo de 1limon; el segundo tratamiento
a dos horas de contacto y el tercero a tres,

Para comparar los tratamientos se utilizé 1la prueba de
Cochran, tomando como éxito la ausencia de V. cholerae en las

muestras tratadas con limén y como fracaso la presencia de v.

cholerae en las mismas, con un nivel de significancia de 0.01.
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8. RESULTADOS

De las nueve inoculaciones realizadas solamente una, a las tres
horas de contactoc del camardn con el 3jugo de limén, manifestd una
total inhibicidén del V. cholerae 01 presente en la misma, como se
puede observar en la siguiente tabla:

Tabla No. 1 Efecto del jugo de limdén sobre camardé4n contaminado con

V. cholerae 0Ol a diferentes tiempos de contacto
Tratamientos (horas)

Inoculacién 1 2 3
1 + + +
2 + + -
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + +
+: crecimiento de V. cholerae 01

e as

no crecimiento de V. cholerae Ol

Para determinar la presencia de V. cholerae 01 en los

camarones luego de los distintos tratamientos, se realizaron tres

diluc

1:10

iones de cada muestra (1:10, 1:100 y 1:1000). De la dilucién

no se obtuvo crecimiento de V. cholerae 01 en ninguna de las
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nueve inoculaciones realizadas, en cambio, de las otras dos
diluciones si se obtuvo crecimiento a excepcidon de la muestra dos,
a las tres horas de tratamiento. El pH de la dilucién 1:10 fue de
6, a diferencia del pH de 1las diluciones 1:100 y 1:1000 que se
mantuvo en 8.5. El1 jugo de 1limdn utilizado tenia un pH que variod
entre 2.2 v 2.4.

Todas las muestras de camardén utilizadas se compraron en el
mercado "E1l Guarda" en distintas ocasiones, de este camardén no se
aisldé V. cholerae 01, pero si algunas otras bacterias gque no
fueron identificadas.

La prueba de Cochran indicé que no hubo diferencia
significativa entre los tres tiempos ensayados (p > 0.01) y que

el jugo de 1limén no fue efectivo para eliminar al V.

cholerae.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El jugo de limén no logrdé, en la mayoria de las muestras, la
eliminacidén total de V. cholerae 01, a pesar de que el pH del
mismo osclldé entre 2.2 y 2.4. Este resultado pudo verse influido
por la cantidad de V. cholerae inoculada que fue bastante grande
(1 X 10® bacterias/ml), esta cantidad es la necesaria que debe
ingerir una persona para padecer la enfermedad (1). Los mariscos
pueden estar contaminados con distintas cantidades de V. cholerae
01, es posible que al tener menor cantidad del mismo, el jugo de
limén si logre eliminarlo.

El tiempo gue se deja el camardén con el jugo de 1imén en 1la
preparacion de seviche generalmente es de una hora. Al hacer el
andlisis del grado de inhibicidén de V. cholerae Ol al transcurrir
una hora de contacto del camarén con el jugo de 1imén, la
disminucién en la cantidad de V. cholerae fue muy poca
comparandola con el estandar (camardén contaminado pero sin
tratamiento). Esto pudo deberse a gque previo al alslamiento de

Vibrio cholerae Ol de las muestras de camarén ya tratadas se

realizdé un enriquecimiento en agua peptonada alcalina, medio ideal
para el desarrollo del vibrio, lo que pudo provocar 1la
reproduccidéon de las pocas bacterias que quedaban después del
tratamiento. A las tres horas de contacto del camardn con el jugo
de 1imén hubo una total inhibicidn del vibrio en una de las nueve
inoculaciones realizadas y se observdé una inhibicidén notable en
las otfas ocho, sin embargo no se realizdé el recuento de colonias.

Esto demuestra que el jugo de 1limén si es desfavorable para

el desarrollo de V. cholerae 01, perc no se comprobé
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estadisticamente que los tratamientos fueran efectivos para

eliminar al Vvibrio cholerae en esas condiciones.

Al efectuar el procedimiento para determinar la presencia de
V. cholerae Ol 1luego de 1los tratamientos se hicleron tres
diluciones (1:10, 1:100 y 1:1000), de la dilucidn 1:10 no se aisléd
V. cholerae, entonces se procedid a tomar el pH y se encontrdé que
el pH era de 6 y no de 8.5 como tendria que ser para el adecuado
desarrollo del vibrio y su posterior aislamiento, lo que puede
indicar que el pH 6 ya inhibe totalmente al V. cholerae 0Ol que
contamina camarén, al estar en contacto con el mismo por 6 horas.

El camarén utilizado se comprd en el mercado "El Guarda"”, del
mismo no se aislaron bacterias de V. cholerae pero si algunas
otras bacterias, lo que demuestra la poca higiene que se tiene en
productos como éste, que facilmente pueden convertirse en un medio

de transmision de enfermedades si no se le da un adecuado contrecl.
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10. CONCLUSIONES

10.1 E1 pH Acido del jugo de 1limén es desfavorable para el
adecuado desgsarrollo de V. cholerae 01 que pudieta estar
contaminando camarén, pero no es capaz de eliminarlo en su

totalidad a una, dos y tres horas de contacto.

10.2 E1 camardn que se vende en el mercado "El Guarda" presenta

alto grado de contaminacidn bacteriana.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Se recomienda realizar estudios posteriores para determinar
la presencia y cantidad de V. cholerae 01 en camardén, antes vy
degspués de distribuirse en el mercado. Posterior a ello,
determinar el efecto del jugo de 1limén sobre este camarén a
tiempos de contactoc de una hora en adelante, relacionando
concentracion de V. cholerae con tiempo de contacto necesario

para eliminarlo.

11.2 Se recomienda en estudlos posteriores, cuantificar 1la
cantidad de bacterias que quedan luego de los diferentes tiempos
de contacto con el jugo de limén y determinar si esta cantidad es

menor o mayor que la dosis infectiva (1 X 10° bacterias).

11.3 Se recomienda a las personas gue consuman seviche de camarodn,
que tomen las precauciones adecuadas, pues el jugo de 1limdén en
estas condiclones, ejerce un efecto inhibitorio bajo sobre V.
chelerae 01 que pudiera estar contaminando el camarén y este
efecto se ve influido por la cantidad de V. cholerae que pudiera

tener.
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13. ANEXOS
Anexo No. 1

Ciclo Vital del camardon (Penaeus sp)

Adolte
« o
=
Mysio %{ L
Teotozoea « 000 }Juc voo

Los peneidos descargan sus huevos directamente en el agua, y

aparecen las larvas nauplios, que van madurando hasta llegar al

-estadio de postlarva. Las corrientes aproximan las postlarvas a

la costa, ingresando éstas a las aquas estuarinas.
Después de 3 meses inician una migracién hacia aguas marinas

nuevamente, donde alcanzan 1l1a madurez sexual (7,28,30-33).
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Anexo No. 2
Aislamiento e identificacion de

V. cholerae O1 en alimentos

25 gramos de muestra en

225 ml de agua peptonada alcalina

6-8 horas de

incubacion a 36°C

sembrar a agar TCBS

18-24 horas/36°C

colonias amarillas
(sacarosa positivo)

7

TSI LIA agar nutritivo

| |

K(A)/A K/A Prueba de oxidasa:positiva
Prueba de String:positiva

Aglutinacion
Polivalente V. cholerae o1

T~

Serotipificacion + : -
V. cholerae 01 V. cholerae no 01

Biotipificaciénz’/’

Tomado de:

Torres MF, et al. Etiologia y Diagnéstico de laboratorio del

cdlera. Guatemala: Laboratorios de Microbiologia "Leonardo Mata",
INCAP. 1991. 21p.
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Anexo No. 3

Composicidon quimica del jugo de 1imén (Citrus limonia)

Valor energético: 22 calorias
Humedad: 91.6%

Proteina: 0.3 g

Grasa: 0.2 g

Hidratos de carbono totales: 7.7 g
Ceniza: 0.2 g

Calcio: 10 mg

Fosforo: 10 mg

Hierro: 0.4 mg

Vitamina A: 5 mcg

Tiamina: 0.03 mg

Riboflabina: 0.01 mg

Niacina: 0.2 mg

Acido ascorbico: 51 mg

Tomado de:

INCAP-ICNND. Tablas de compeosicién de alimentos para
América Latina. 1980. 140p. (p. 51).
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