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RESUMEN

Se investigo la presencia o ausencia del Vibrio parahaemolyticus en la especie
bivalva Anadara tuberculosa (concha peluda) durante la época lluviosa y €época
seca (julio del afio 2019 a marzo 2020), las muestras de Anadara tuberculosa
fueron recolectadas en los establecimientos del muelle del puerto de La Libertad
gue comercializan la especie de interés.

Como parte de la investigacion se desarrollo una guia de inspeccion para verificar
la procedencia, manipulacion y condiciones de almacenamiento. Las muestras
se dividieron en dos tratamientos: conchas lavadas y conchas sin lavar, ambos
tratamientos se analizaron microbiolégicamente en el laboratorio de alimentos de
CENSALUD, esto con la finalidad de tener un parametro de comparacion en
cuanto al recuento e identificacion de microorganismos para verificar si la
limpieza es un factor critico a la hora de los andlisis.

Se utilizé el método de recuento en placa en agar TCBS y aislamiento en agar
TSA para tincion al Gram y pruebas bioquimicas, como resultado, en los analisis
microbiolégicos se logré aislar al Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y
Vibrio alginolyticus, juntamente se aislé la especie Aeromona hydrophila. El
Vibrio parahaemolyticus no es predominante en la especie Anadara tuberculosa
ya que solo se pudo aislar en 6 muestras en época seca, obteniendo recuentos
superiores a 10° UFC/mL, incumpliendo el limite maximo establecido por el
RTCA 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA
INOCUIDAD DE ALIMENTOS del afio 2009.

En conclusién, se considera que este microorganismo esta sujeto a los cambios
climaticos y se confirma que es autdctono de lugares como los esteros, bahias y
manglares, cuyas condiciones de proliferacion son especificas.

Se recomienda de manera general realizar buenas practicas de higiene antes y
durante la manipulacion del alimento, siempre llevando a cabo un proceso de
limpieza sobre las valvas de la concha con abundante agua y con ayuda de un
cepillo. También es recomendable invertir en proyectos de acuicultura para
garantizar condiciones sanitarias del producto Anadara tuberculosa durante
todas las etapas de crecimiento hasta su comercializacion.



CAPITULO |
INTRODUCCION



XX

1.0 INTRODUCCION

El género Vibrio comprende 75 especies, de ellas 12 son consideradas
patbgenas para el ser humano, el Vibrio parahaemolyticus es asociado con
enfermedades gastrointestinales como gastroenteritis aguda, frecuentemente
asociada por el consumo de pescado, moluscos y crustaceos crudos o
insuficientemente cocidos; Causando vomito, fiebres y cuadros de diarrea aguda
eventualmente de tipo disentérico, en ocasiones bastante severos y con
desenlaces fatales.

Se han demostrado casos de gastroenteritis reemergentes en diferentes partes
del mundo incluyendo nuestro pais, El Salvador, esto vinculado a la ingesta de
mariscos crudos, sin embargo, segun los datos reportados en el boletin
epidemioldgico del Ministerio de Salud y la Direccion de Vigilancia Sanitaria de la
Republica de El Salvador, en el pais no existe un diagndstico real sobre el agente
etiologico causante de las enfermedades gastrointestinales como las diarreas en
general. La Libertad el segundo departamento a nivel nacional mas afectado con
cuadros clinicos de diarrea aguda.

En la zona costera de nuestro pais es predominante el consumo de la especie
Anadara tuberculosa (curil o concha peluda) y uno de los microorganismos que
se han encontrado en este molusco es el Vibrio parahaemolyticus, causante de
la enfermedad antes mencionada.

La presencia del Vibrio en la especie Anadara tuberculosa (variable dependiente)
es influenciado cuando se alteran los parametros hidrobioldgicos normales del
ecosistema marino y no se descarta que la proliferacion del microorganismo se
deba también a variables independientes, entre estas tenemos: la temperatura,
pH y salinidad del agua, las cuales estan condicionadas por las diferentes
estaciones del afio. Entre otros factores que pueden contribuir a la contaminacion
y proliferacién del Vibrio parahaemolyticus en la especie Anadara tuberculosa
podemos mencionar las siguientes: frescura del producto, practicas higiénicas
con las que se recolecta y se comercializa el producto, la temperatura de
almacenamiento por parte del comerciante y el consumidor.

Considerando lo antes mencionado para la elaboracion de la parte experimental
de esta investigacion se realizd un muestreo dirigido y puntual, tanto en época
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lluviosa como en época seca, se tomaron un total de 34 muestras durante la
investigacion en los establecimientos que comercializaban Anadara tuberculosa,
se transportaron en una hielera y se llevé al laboratorio donde se dividieron en 2
tratamientos: conchas lavadas y conchas sin lavar y posteriormente se analizaron
microbiolégicamente.

Se realiz6 el andlisis microbioldgico aplicando la técnica de siembra por estriado
en placa con agar TCBS y confirmando la presencia del microorganismo
mediante las pruebas bioquimicas, los analisis se desarrollaron en el Laboratorio
de alimentos del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud de la Universidad
de El Salvador (CENSALUD), en el periodo comprendido desde julio del 2019 a
marzo del 2020.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar el Vibrio parahaemolyticus en Anadara tuberculosa (concha peluda)
comercializado en el muelle del puerto de La Libertad.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Evaluar por medio de una guia de inspeccion la procedencia,
manipulacion y condiciones de almacenamiento de los puestos que
comercializan el molusco dentro del muelle del puerto de La Libertad.

2.2.2 Determinar la presencia o ausencia del microorganismo patégeno
Vibrio parahaemolyticus en la especie Anadara tuberculosa.

2.2.3 Comparar los resultados obtenidos con los valores establecidos en el
RTCA 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS
PARA LA INOCUIDAD DE ALIMENTOS del afio 2009.

2.2.4 Elaborar un informe de resultados y presentarlos a la Defensoria del
Consumidor.
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3.0. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedades transmitidas por alimentos
3.1.1 Definicién:

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
transmitidas por alimentos se definen como «EI conjunto de sintomas originados
por la ingestion de agua y/o alimentos que contengan agentes bioldgicos
(bacterias 0 pardsitos) o no biologicos (plaguicidas o metales pesados) en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o cronica,
a nivel individual o de grupo de personas». a7

En El Salvador no existe un diagndéstico real sobre el agente etiolégico productor
de las enfermedades gastrointestinales, como las diarreas, que pueden ser
provocadas por el consumo de alimentos contaminados. s

Esta inferencia tiene como base el boletin epidemiolégico de la Direccién de
Vigilancia Sanitaria, del Ministerio de Salud de nuestro pais, pues en él, solo se
brindan los datos finales de casos por diarreas agudas y gastroenteritis, sin
ahondar y brindar un reporte mas extenso sobre las causales de estas
enfermedades. Ver anexo N°2

Por tanto, bajo el entendido de que el Vibrio parahaemolyticus es un
microorganismo patdgeno causante de gastroenteritis, es de nuestro interés
determinar si el molusco bivalvo Anadara tuberculosa en estudio es portador de
esta especie de Vibrio y consecuentemente una fuente de contaminacion
alimentaria, pues en nuestro pais es comun el consumo de alimentos elaborados
con ostras, curiles y curilias, especialmente sin ningin proceso de coccion.

Esta especie de bivalvo se encuentra ampliamente distribuidas en la costa
salvadorefia, pero especialmente en el puerto de La Libertad, la Bahia de
Jiquilisco y el puerto de La Unidn. Segun el reporte estadistico publicado por el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), por intermedio del Centro de
Desarrollo de la Pesca y la Acuicultura (CENDEPESCA), se establecen en el
pais cuatro zonas de extraccion y de comercializacion de bivalvos, entre estas
tenemos la de mayor representatividad, delimitada como la zona 7: puerto de La
Libertad, debido a su alta influencia comercial y como receptora de productos
bivalvos provenientes de la Bahia de Jiquilisco y el puerto de La Unidn.
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3.1.2 La Libertad.

La zona costera del Departamento de La Libertad posee caracteristicas propias.
Esta zona presenta muchas &reas pedregosas que la hacen propicia para la
produccion natural de bivalvos, siendo uno de los lugares con actividad extractiva
de este molusco en el pais, presentdndose esta actividad como un rubro
econdmico del cual dependen directa o indirectamente muchas familias
lugarefias. El puerto de La Libertad es un lugar turistico para nacionales y
extranjeros, especialmente surfistas. s Ver anexo N° 1

3.2 ESPECIE DE ESTUDIO: Anadara tuberculosa.
3.2.1 Clasificacion Taxon6mica.

Segun Camacho (1999) y Sanclement (2008), la especie Anadara tuberculosa
se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Animalia

Phylum: Mollusca

Clase: Bivalvia

Orden: Arcoida

Familia: Arcidae

Nombre cientifico: Anadara tuberculosa.

Nombres comunes: “piangua” (Costa Rica); “concha negra” (Nicaragua); “Curil,
concha negra” (El Salvador); “chucheca” (Panama); “concha prieta” (Ecuador).

Es la especie de moluscos mas conocida y consumida en El Salvador, su concha
es equivalva e inequilateral; su contorno es ovalado, con alargamiento
moderado, su color es blanco, cubierto por un periostraco piloso que va desde
café oscuro hasta negro.

Puede llegar a alcanzar una talla maxima de crecimiento de 8 cm, pero su
crecimiento comun es hasta los 6 cm, cuenta con un nimero de 33 a 37 costillas
radiales con forma redondeada, los nédulos se encuentran dispersos hacia el
margen antero-ventral de la valva, estos nddulos o tubérculos de las costillas son
la razon del nombre de la especie.

Segun Sanclement (2008), la concha se encuentra formada por 3 capas: la
exterior constituida por quitina, una capa intermedia de calcita y una interior
laminada. Poseen dos Iébulos de tejido llamada manto, cuya funcién es segregar
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la concha, formando una espaciosa cavidad en torno al cuerpo, sus células
precipitan el CaCO3 (Carbonato de Calcio) de la sangre para hacer crecer la
concha. e

Figura N°1. Vista exterior e interior de Anadara tuberculosa mostrando los
tubérculos.

Es esencialmente habitante de sustrato suave, se puede encontrar también en
sustratos de fango arenoso, pero las densidades de poblacion mas altas se
encuentran en los lodos blandos intermareales que bordean los bosques de
manglar, generalmente asociada a las raices de Rhizophora mangle y Laguncularia
racemosa; esto es debido a una mayor penetracion de agua y oxigeno,
disponibilidad de nutrimentos o por ser un buen sustrato para la fijacion de etapas
tempranas de desarrollo de este bivalvo. La alimentacién de la mayoria de los
moluscos es esencialmente por filtracién de particulas y microorganismos.

En cuanto a la distribucién de este organismo el factor mas importante es la
salinidad, a salinidades altas favorecen el proceso de crecimiento y reproduccion y
a baja salinidad hay un crecimiento lento. Anadara tuberculosa alcanza una
longitud promedio de 20 mm durante el primer afio de vida, crecimiento que se
reduce a un 50% durante el segundo afio, iniciando la madurez sexual entre los
23.2-26.2 mm de longitud y alcanzando su tamafio comercial después de 18-24
meses. Con este rapido crecimiento, esta especie puede ser un recurso renovable
comercial, pues produce gran cantidad de biomasa en corto tiempo.

3.2.2 Habitos Alimenticios.

La mayoria de los moluscos entre ellos los géneros de la familia Arcidae, se
alimentan de pequefos organismos planctonicos y de particulas en suspension.
Las particulas alimenticias, que en algunos casos miden menos de 1 pum, son
filtradas de las corrientes de agua que pasan entre filamentos.
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Anadara tuberculosa, en su mayoria se alimenta por filtracién de organismos, en
donde absorbe agua por la boca, retiene el alimento como un cedazo, y luego
expulsa el agua; por esta razén se alimenta principalmente de diatomeas
bentdnicas, detritus y también pueden ingerir algunos organismos
zooplanctonicos.

Cuando sube la marea y el lodo del manglar se inunda, la concha abre las valvas
y empieza a comer. Al bajar la marea cierra las valvas y espera cuando el agua
alcanza nuevamente su nivel mas alto para volver a comer.

Anadara tuberculosa posee la capacidad de filtrar hasta 50 litros de agua por dia
y su periodo de crecimiento hasta alcanzar la talla comercial oscila de dos a méas
anos. (26)

3.2.3 Desarrollo tecnolégico para produccion controlada de concha:
especie Anadara tuberculosa

En el marco del Proyecto para el Desarrollo de la Acuicultura de Moluscos en la
Republica de El Salvador, se realizaron varios Proyectos Modelos sobre cultivo
de moluscos y otras actividades econdmicas en las comunidades de la Bahia de
Jiquilisco, Departamento de Usulutan y también en la zona costera del
Departamento de La Union.

Dentro de dichos Proyectos el experto de JICA Satoshi Chikami y su equipo
indican que el propdsito es proponer un modelo de mejoramiento en el area
econOmica de los pescadores artesanales principalmente por la introduccion del
cultivo de moluscos basados en el uso sostenible de los recursos naturales y el
engorde natural de la concha.

El proyecto propuesto por JICA y CENDEPESCA es bastante artesanal:

Para el cultivo de curil se utiliza las semillas del medio natural, que se obtienen
de la faena diaria con los individuos que no alcanzan talla comercial, La talla
promedio de la semilla para el cultivo es de alrededor de 3.3 cm, las cuales se
colocan en el vivero en el bosque de manglar, en parcelas de crecimiento
controladas. Se dejan crecer naturalmente por un afio hasta la talla de 4.5 cm. o
mas. Entre las ventajas que tiene el cultivo de curil es que no hay necesidad de
alimentar los curiles ni fertilizar el agua / suelo. Es decir, no se necesita ninguna
intervencién durante el tiempo de engorde. ¢
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Por medio de la ejecucion de El Proyecto se detectaron algunos inconvenientes
como: la situacion actual del recurso es decreciente, el tamafio es pequefio para
la especie, los lugares de extraccion son cada vez mas lejos de las comunidades
y se necesita mas tiempo hoy que antes para extraer determinada cantidad, por
lo que se determind necesario desarrollar la tecnologia de acuicultura de

moluscos requiriendo la produccion artificial de semillas estable en el laboratorio.
4

Por otra parte, se han encontrado recientes notificaciones aseverando que el uso
indiscriminado de antibiéticos en la acuicultura ha causado que las conchas se
encuentren mas expuestas a contaminarse con microorganismos como Vibrio
parahaemolyticus. Se encontré que la bacteria era frecuente entre las ostras
(48,8- 100%), mejillones (34-68,1%), abrazaderas (63,9-100%), berberechos
(7,5-62%), vieiras (55-60%), camarones (7,1-57,8%), cangrejos (20%), peces
(2,9-45,1%).

Vibrio parahaemolyticus generalmente se concentra, multiplica y adhiere en el
intestino de los mariscos y moluscos que se alimentan por filtracion como
almejas, ostras y mejillones. Por tanto, se recomienda el monitoreo continuo del
ambiente en acuicultura para detectar la presencia de este patégeno.

3.3 Clasificacion de Anadara tuberculosa y Vibrio parahaemolyticus segun el
RTCA 67.04.50:08.

El molusco bivalvo Anadara tuberculosa se clasifica como un alimento de riesgo
tipo A (que comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion,
proceso, manipulacion y poblacién a la que va dirigida, tienen una alta
probabilidad de causar dafio a la salud.) delimitado dentro del grupo alimenticio
9.0 del RTCA (Grupo de Alimento: Pescado, derivados y productos marinos).

Para los moluscos bivalvos se identifica especificamente el Vibrio
parahaemolyticus, clasificado dentro de la categoria 8, indicado en parametros
microbiolégicos considerados patdgenos, estableciendo un limite maximo
permitido de 102 UFC/g. Segun lo establecido por el RTCA 67.04.50:08. ¢
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Tabla N°1: Pardmetros establecidos por el Reglamento Técnico
Centroamericano RTCA 67.04.50.08

9.0 Grupo de Alimento: Pescado, derivados y productos marinos. Esta amplia categoria se
subdivide en categorias para el pescado fresco y para diversos productos marinos elaborados.
Se incluyen en ella los vertebrados acuaticos y mamiferos acuaticos (p.ej., ballenas), los
invertebrados acuaticos (p.ej., medusas), los moluscos (p.ej., almejas y caracoles), los
crustaceos (p.ej.,, camarones, cangrejos y langostas). Los productos marinos se pueden
recubrir, p.ej., con glaseados o especias, antes de su comercializacion para el consumo (p.ej.,
filetes de pescado congelados y glaseados). En el SCA esto se indica con una anotacion relativa
al “uso como glaseado o recubrimiento (tratamiento de superficie)”

9.1 Subgrupo de alimentos: Pescado y productos marinos frescos, congelados, incluidos
moluscos, crustaceos y equinodermos empacados.

. .| Tipode | Limite M&ximo
Parametro Categoria . -
riesgo permitido

Escherichia coli 4 102 UFCl/g
Staphylococcus aureus (solo para pescados) 7 103 UFCl/g
Salmonellasp /25 g 10 Ausencia
Listeria monocytogenes /25 g (solo para producto A .

. . . . 10 Ausencia
crudo listo para consumo ejemplo, sushiy ceviche)
V'|br|o parahaemolyticus (solo para moluscos 8 10° UFClg
bivalvos)

3.4 Generalidades sobre Vibrio sp. @), ay

Es un microorganismo Gram negativo y pertenece a la familia Vibrionaceae. Es
un bacilo anaerobio facultativo que puede ser identificado por su aspecto al
microscopio (bacilos curvados).

Es de naturaleza haléfila y su temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C.
Positivos a la prueba de oxidasa, caracteristica principal que distingue a la familia
Vibrionaceae de la Enterobacteriaceas

Las especies de Vibrio sp se inactivan con el frio, la desecacién y las altas
temperaturas de la coccion. Probablemente éste es el microorganismo mejor
descrito, en cuanto a su transmision alimentaria, dentro del género Vibrio. Los
brotes tienen lugar tras el consumo de pescado o productos de la pesca crudos
o insuficientemente cocinados.

La literatura ha evidenciado que los bivalvos pueden ser vectores de bacterias y
virus entérico, debido al modo de alimentacién que poseen. Anualmente se
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reportan miles de casos de vibriosis alrededor del mundo incluyendo paises
como la India, Bangladesh, Japon, Taiwan, Sudamérica, los Estados Unidos y El
Salvador donde el origen de la enfermedad se ha relacionado al consumo de
ostiones crudos.

Las especies microbianas del género Vibrio son bacterias propias del agua y
especialmente de ambientes marinos. En los estuarios, donde hay una mezcla
de agua marina con agua dulce y donde las condiciones de salinidad,
temperatura, movimiento del agua y otros factores, son mas homogéneos,
pueden incluso ser los microorganismos predominantes. Su alta presencia
determina que los alimentos mas frecuentemente contaminados sean los
productos de la pesca.

Las cepas patdgenas poseen un factor toxico que generalmente se presenta 10-
18 horas después de ingerir el alimento contaminado. Inicialmente el Vibrio se
asocié unica y exclusivamente al colera, enfermedad todavia endémica en
muchos paises en desarrollo.

Entre las diferentes especies, Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus son los
que mas frecuentemente se encuentran implicadas en brotes de intoxicaciones
alimentarias, especialmente en donde las condiciones de desarrollo sean
favorables.

3.4.1 Factores de riesgo para la presencia de Vibrio parahaemolyticus en
Anadara tuberculosa.

Los productos marinos son altamente perecederos ya que facilmente se
contaminan con microorganismos patégenos, como los moluscos bivalvos, y
debido a que filtran grandes cantidades de agua, bioacumulan sustancias toxicas
y microorganismos presentes en su entorno, como Vibrio parahaemolyticus,
cuya incidencia sigue constituyendo uno de los problemas de salud publica a
nivel mundial debido al creciente consumo de mariscos y pescados crudos, mal
cocidos y contaminados. La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) encargd una evaluacion cuantitativa de riesgos acerca de
las consecuencias para la salud publica de la presencia Vibrio
parahaemolyticus en moluscos crudos" (FDA-VPRA), uno de cuyos resultados
fue la elaboracién de un modelo de riesgo.
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Un componente fundamental del modelo era la temperatura del agua. Dado que
las temperaturas altas del agua son un factor pertinente en varios paises con
importantes industrias ostricolas. ) EI modelo FDA-VPRA (Curva Beta Poisson
de dosis-respuesta) incluye todas las fases de la cadena: cosecha, post-
recoleccion y consumo, clasificandolo en médulos. ¢

Para el modulo de la cosecha: La temperatura del agua es el factor principal que
determina el niumero inicial de Vibrio parahaemolyticus en las ostras.

Las variaciones de temperatura en las diferentes zonas y estaciones del afio

permiten que se realice un analisis plurianual, que puede representar las
variaciones de temperatura a largo plazo.

Variacion regional estacional y anual

rd S mmmmm T -~
Temperature del agua Salinad del agua _— g
memcmman

¥pig total

b 4

Vp/g patogens

Figura N°2: Modelo conceptual FDA-VPRA (Curva Beta Poisson de dosis-
respuesta) para el modulo de la cosecha. ¢

La salinidad del agua puede ser otro factor importante. Alcanzando
generalmente mayores densidades de Vibrio parahaemolyticus en las épocas de
mayor temperatura, siempre y cuando los niveles de salinidad en esas épocas
sean los 6ptimos para su expansion demografica, esto se logra cuando coinciden
los meses mas célidos del afio con épocas lluviosas, provocando un descenso
de salinidad.

Aguas mas templadas y menos salinas generadas por un incremento en las
lluvias, proporcionara un medio ambiente mas propicio para la expansion de las
poblaciones de Vibrio en zonas costeras. ¢,
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Tabla N°2: Condiciones limites para desarrollo patologico de Vibrio sp.

Min

Pat6geno Min Min pH Max % Max Mlon Max T° Requerlmlentos
Aw pH sal %sal | T de oxigeno
Vibrio cholerae | 0.95 | 3.6-6.0 | 9.6 | 0 | 6-8 | 8°C | a2-agoc | Anaerobio
facultativo
Vibrio 094 | 4850| 96 | 3 | 810 |5C| 43°C Anaerobio
parahaemolyticus facultativo

El médulo post-recoleccién: establece el papel que juegan la elaboracién y la
manipulacion post-recoleccion en la determinacion del numero de Vibrio
parahaemolyticus patégenos en el consumo. La indicacion "V.p/g en la
recoleccion” es el resultado del modelo de recoleccion.

Vpig en la cosecha

Vpigenlal®
vefrigeracion

Tiempo hasta
la refrigeracid

Tiempo de enfriado
Vpgenal enfriado

Tiempao de
almacenamiento
L 4

Vp:ig en al consumo

Figura N°3: Modelo conceptual FDA-VPRA (Curva Beta Poisson de dosis-
respuesta) para el modulo de post — recoleccién.

Los datos sobre el tiempo que permanecen las ostras fuera del agua y la
temperatura del aire se utilizan para pronosticar el crecimiento de Vibrio
parahaemolyticus en las ostras.

El crecimiento prosigue cuando se enfrian las ostras, pero a ritmo diferente. Los
niveles de Vibrio parahaemolyticus disminuyen durante el almacenamiento
(refrigerado y la congelacion) y por tanto el tiempo de almacenamiento es un
factor que influye en el numero de Vibrio parahaemolyticus, ¢,
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El mddulo de consumo indica el resultado del modulo post-recoleccion
denominado como gramos en el consumo. Este nimero se multiplica por el
namero de ostras por racion y el peso de las ostras para obtener la dosis
ingerida. Dicha dosis ingerida se utiliza en la relacion dosis-respuesta para
calcular el riesgo de enfermedad asociado al consumo de una comida de ostras.
(]

¥.p.fg (mimero)
en el consumo

Dasis
ingerida

# ostras por
racidn

Peso por
ostra (g}

Riesgo de
enfermedad

Figura N°4: Modelo conceptual FDA-VPRA (Curva Beta Poisson de dosis-
respuesta) para el modulo de consumo. ¢

La especie concreta de ostras puede tener una profunda influencia en el modelo,
y se necesita investigar mas para ampliar la base de conocimientos sobre la
ecologia ostra — Vibrio parahaemolyticus; En general este modelo busca ser
reproducible en cualquier lugar del mundo donde sea necesario determinar la
incidencia de este microorganismo en la salud de una poblacién determinada,
sin que exista mayor alteracion que la especie alimenticia con la que comparte
una estrecha relacion ecoldgica con el microorganismo Vibrio parahaemolyticus.
Conociendo la finalidad de este modelo, el cual es exponer los factores de riesgo
para la presencia del Vibrio parahaemolyticus, se estara retomando como punto
de apoyo en las conclusiones de esta investigacion. uy

3.5 Vibrio parahaemolyticus

Es un microorganismo Gramnegativo haléfilo, es autoctono para el entorno
marino y un agente causante de enfermedades relacionadas con los mariscos.

Vibrio parahaemolyticus ha sido reconocido como una de las principales causas
de gastroenteritis bacteriana relacionada con mariscos en todo el mundo y
representa casi el 50% de todos los brotes de intoxicacion alimentaria en Taiwan,
Japon y el sudeste asiatico.
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En los Estados Unidos, Vibrio parahaemolyticus es la principal causa de enteritis
bacteriana inducida por mariscos, tipicamente relacionada con el consumo de
mariscos crudos o poco cocinados. Este patdogeno se identificd por primera vez
en 1971 en Maryland, Estados Unidos, después de tres brotes de 425 casos de
gastroenteritis en total asociado con el consumo de cangrejos cocidos
incorrectamente.

Posteriormente, se han producido brotes esporadicos en toda la costa de los
Estados Unidos. Segun los autores del Control y Prevencion de Enfermedades,
se estima que la infeccidén por Vibrio parahaemolyticus tiene una tasa anual de
4.500 casos por afio en los Estados Unidos. s

Vibrio parahaemolyticus es tanto oxidativo como fermentativo y se produce
naturalmente tanto en ambientes marinos como de agua dulce donde interactia
con diversos organismos marinos y estuarinos.

Se sabe que las especies de Vibrio se concentran en el intestino de las ostras y
otros bivalvos que se alimentan por filtracion, lo que aumenta el riesgo de
infeccion para los humanos que ingieren mariscos crudos o poco cocidos.

Estudios previos llevados a cabo en la region de la bahia de Chesapeake han
demostrado que Vibrio parahaemolyticus rara vez se aisla cuando la temperatura
del agua es inferior a 15 ° C. Es una especie de la familia Vibrionaceae, causante
de infecciones intestinales a través del consumo de alimentos, se encuentra
principalmente en alimentos marinos, por lo que los alimentos que provienen de
esta hdbitat, son considerados los principales vehiculos de transmision del
agente etiolégico al ser humano, provocando cuadros de gastroenteritis e
inclusive septicemia, se ha reportado como fuente de infecciones a los largo de
las costas de todo el mundo cuando la temperatura se eleva sobre los 20°C.

3.5.1 Cuadro clinico

Este microorganismo causa gastroenteritis y los sintomas que se presentan son
dolor abdominal severo, nauseas, vomito, fiebre, dolor de cabeza y diarrea, la
cual persiste hasta ocho dias, en casos severos la diarrea es acuosa con moco
y sangre, y pueden presentarse cuadros de deshidratacion, hipotensién y
acidosis. La dosis infectiva debe superar el limite de 10° UFC/g, el periodo de
infeccion es de 12-24 horas. Se han reportado casos de infecciones
extraintestinales, en el ojo, oido, tracto urinario y en heridas superficiales,
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ademas de procesos de septicemia asociado a enfermedades preexistentes
como alcoholismo, enfermedad renal, vascular y diabetes. ¢ ¢

3.5.2 Mecanismos de patogénesis

La toxina termoestable directa (TDH) es el factor de virulencia mas importante
en el mecanismo de produccion de la diarrea. La TDH es una proteina con
actividad hemolitica sobre una variada gama de eritrocitos (fendmeno de
Kanagawa); esta toxina posee varias propiedades entre las que destacan:
citotoxicidad, aumento de la permeabilidad vascular y acumulacion de liquido en
el asa de ileon en el modelo experimental en conejos.

El mecanismo patogénico es la alteracion del flujo i6nico de las células
intestinales, el que desencadena una diarrea secretora.

La toxina TDH es codificada por un gran numero de genes TDH, los que han sido
secuenciados, evidenciandose una estrecha relacion genética entre ellos 97%
de similitud. Otro factor importante en la produccion de diarrea es la presencia
de la toxina hemolisina relacionada (TRH), que es codificada por los genes TRH,
genéticamente relacionado a TDH, con 68,6% de similitud genética.

Esta toxina fue inicialmente determinada en cepas provenientes de casos de
gastroenteritis que no presentaban el fendmeno hemolitico de Kanagawa. Al
igual que TDH, TRH produce acumulacién de liquido en el modelo experimental
de asa ideal y presenta actividad citotoxica en una variedad de tejidos. Ademas
de los anteriores, Vibrio parahaemolyticus requiere de otros factores para causar
enfermedad, como una variedad de pili, hemaglutininas (hemaglutinina manosa
sensitiva, mannose sensitive hemagglutinin-MSHA), factores de colonizacién y
capacidad de invasién celular. En la poblacion ambiental de Vibrio
parahaemolyticus se han estudiado las cepas para constatar si contienen el gen
TDH y/o TRH, pero han sido detectados con baja frecuencia (0.3 a 3%).

Estos resultados indican que las cepas ambientales, aisladas recientemente en
Europa, las cuales pertenecen a las cepas patdgenas de Vibrio deben ser
consideradas como portadoras potenciales de genes de virulencia incluyendo
aquellas encontradas en “cepas pandémicas”. Debido a su potencial patogénico,
Su presencia debe ser puesta bajo vigilancia ya que representan un riesgo para
la salud humana. s
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3.5.3 Morfologia Macroscoépica en medio TCBS:

El medio TCBS es un medio selectivo de diferenciacion para el aislamiento y
cultivo de diferentes especies de Vibrio a partir de muestras clinicas y de otras
clases.

El extracto de levadura y la peptona proporcionan el nitrégeno y las vitaminas.
El citrato sddico, el tiosulfato sédico, la bilis de buey y el colato son agentes
selectivos que proporcionan un pH alcalino para inhibir los organismos gram
positivos y suprimir los organismos coliformes. El pH del medio se modifica para
favorecer el crecimiento de especies de Vibrio especificas.

La alta concentracion de sodio favorece el crecimiento de diferentes especies de
Vibrio cuya mayoria es halofilica. La sacarosa es un carbohidrato fermentable, y
el cloruro sodico estimula el crecimiento.

El tiosulfato sédico es una fuente de azufre y actda con el citrato férrico como
indicador para detectar la produccion de &cido sulfhidrico.

El Vibrio parahaemolyticus crece en este agar nutritivo incubado a 35°C en
atmosfera aerobia y anaerobia y no fermentan la sacarosa, el ion sodio del medio
estimula su crecimiento y favorece la rapidez del mismo. En medio TCBS las
colonias se observan de color verde a verdes azuladas con borde traslucido. o

Figura N°5: Colonias de Vibrio paraaemolyticus en placa de TCBS.

3.5.4 Morfologia Microscépica:

La mayoria de las especies de Vibrio tienen las siguientes caracteristicas: bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativos, curvos, en forma de coma, miden entre
1.4y 2.6 um de largo, son catalasa y oxidasa positivos. Ver figura N°6.
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Los Vibrio son moviles ya sea por un flagelo monotrico o multitricos monopolares
cuando crecen en medio liquido. Todas las especies de Vibrio requieren de sodio
para crecer, y las especies halofilicas requieren que el NaCl sea agregado al
medio de cultivo, (si la férmula comercial no lo incorpora).

Las concentraciones minimas de NaCl para su desarrollo éptimo varian entre
0.029 y 4.1 %. El Vibrio fermenta la glucosa, pero rara vez produce gas, reduce
nitrato a nitrito. @

alt. 2 Was orN%

Figura N°6: Morfologia del Vibrio p‘éfaﬁ'aemolyticus vista al microscopio
electrénico (a) y al microscopio convencional (b).

3.6 Pruebas bioquimicas:

Caracteristicas de la especie y confirmacion: ¢ El Vibrio parahaemolyticus es un
bacilo gramnegativo, levemente curvo, aerobio facultativo, halofilico, oxidasa
positiva, fermentador de glucosa, pero no de sacarosa, y ureasa variable.
Requiere de medios selectivos para su desarrollo, con una concentracion de
NaCl de 1%. Los principios de cada prueba bioguimica utilizada en la
confirmacion de este microorganismo se definen a continuacion:

3.6.1 Prueba de la Oxidasa:

La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo-
oxidasa que activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el oxigeno
molecular produciéndose agua o peroxido de hidrégeno segun la especie
bacteriana.
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Se detecta utilizando el tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo de oxidasa) que
contiene este compuesto que va a ser oxidado por la enzima. Se prepara una
solucion al 1% en agua destilada. El oxigeno actda por tanto como aceptor final
de electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el
sistema citocromooxidasa solo se encuentra en las bacterias aerobias, algunas
anaerobias facultativas y excepcionalmente en alguna microaerdfila (Vibrio
fetus), pero las bacterias anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa. (s

3.6.2 Agar TSI (Hierro Tres Azucares):

El medio fue disefiado para determinar la habilidad de las bacterias de fermentar
hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrégeno (H2S). La férmula del medio
y los cambios que pueden observarse segun el comportamiento del
microorganismo se muestra en el siguiente cuadro o):

Cuadro N°1: Formula del agar TSI mostrando los componentes que reaccionan
segun el microorganismo presente.

Formula (g) Cambios que pueden observarse en el medio
Digerido pancreatico de 10 No interviene en cambios
caseina
Digerido péptico de tejido 10 No interviene en cambios
animal
Cloruro sdédico 5 No interviene en cambios
Glucosa 1 Puncién / estria (color amarillo= fermenta) (rojo=
no fermenta)
Lactosa 10 Estria: acida (amarilla) / Alcalina (roja) no fermenta
lactosa
Sacarosa 10
Rojo fenol 0.0025 Indicador de pH
Sulfato ferroso 0.2 Indica produccién H2S (ennegrecimiento del
medio)
Tiosulfato sédico 0.2 No interviene en cambios
Agar 13 No interviene en cambios

3.6.3 Prueba de movilidad:

Esta prueba sirve para determinar si un organismo es moévil o inmovil. Las
bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos que se encuentran
principalmente entre los bacilos.
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En el caso de los Vibrios la prueba es positiva debido a que poseen un flagelo
gue les da movilidad. Con un asa en aguja se toca una colonia y se introduce al
medio por medio de picadura, teniendo cuidado de no mover el asa al sacarla
del medio para evitar una falsa lectura. Se incuba a 35° C por 18 a 24 horas. La
prueba es positiva si se observa turbidez alrededor de la picadura, si es negativa
no hay turbidez. (9

3.6.4 Prueba Lisina hierro (LIA):

El Agar hierro Lisina sirve para detectar ciertas especies de Vibrio, las cuales, a
diferencia del Vibrio cholerae, no decarboxilan la lisina. Los microorganismos
fermentadores de glucosa acidifican el medio y provocan el viraje del color
parpura al amarillo. EI ambiente &cido favorece la actividad enzimatica
decarboxilasa y se metaboliza la lisina a cadaverina elevando el pH del medio
de cultivo y tomando un color parpura o violeta.

Los microorganismos fermentadores de la glucosa que no tienen actividad lisina
descarboxilaza, producen un viraje total del medio de cultivo formando un color
amarillo. A las 24 horas de incubacion se observa el fondo del tubo color amarillo
y la superficie de color violeta debido al consumo de las peptonas que producen
alcalinidad.

La generacion de sulfuro de hidrogeno se visualiza por el ennegrecimiento del
medio debido a la formacién de sulfuro de hidrégeno. @

3.6.5 Prueba de Voges-Proskauer:

El piruvato es un intermediario en el metabolismo de la glucosa. A partir del acido
pirdvico un microorganismo puede seguir varios caminos. Algunos lo rompen
para formar como productos finales &cidos lactico, acético o férmico. Otros
metabolizan el piruvato por el camino del butilenglicol para formar como
productos finales acetoina (acetilmetilcarbinol) y 2,3-butanodiol (diacetilo). El
ensayo de Voges Proskauer (VP) detecta estos productos metabdlicos. En
presencia de oxigeno y KOH, la acetoina se oxida a diacetilo, que da un complejo
rojo. La sensibilidad del ensayo se aumenta por el agregado de a-naftol antes
del agregado de KOH.

El primer reactivo agregado a una alicuota incubada es el catalizador alfa-naftol
debido a que actua como un intensificador del color, lo que incrementa la
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sensibilidad de la reaccién sin pérdida de la especificidad. El alfa-naftol se
combina con el producto de la reaccion de diacetilo y con el compuesto de tipo
guanidina, la arginina, presente en la peptona al comienzo de la reaccion; por
esto debe ser agregado en primer término. El segundo reactivo es el KOH al
40%, el cual ayuda a la absorcién de CO: en el medio VP. No debe excederse
de la cantidad exacta de 0,2 ml.

Estos dos reactivos, alfa-naftol y KOH al 40%, deben ser agregados en ese
orden. EI KOH reacciona con la peptona para dar un color salmoén-rosa y el
posterior agregado de alfa-naftol no altera el color.

Después del agregado del alfa-naftol y del KOH, el tubo debe agitarse con
suavidad para exponer el medio al oxigeno atmosférico a fin de oxidar la acetoina
presente a diacetilo.

El diacetilo es el reactante esencial que da una reaccion de color con el KOH y
la peptona. En consecuencia, cuando se mezclan en proporciones correctas
diacetilo, peptona y alfa-naftol se desarrolla de manera casi instantanea un color
rojo en la superficie del medio; la velocidad de desarrollo del color depende de
la cantidad de acetoina en el cultivo de prueba, esta coloracion solo en la
superficie sugiere un proceso de oxidacion.

La reaccion positiva por lo comun ocurre en 2-5 minutos, mediante un tenue color
rosa; no obstante, exhibe una marcada coloracion (rojo oscuro) cuando se lo deja
durante 30 minutos. El maximo color se obtiene después de 1 hora. ¢

3.6.6 Crecimiento en NaCl:

Es una prueba que se usa para diferenciar distintas especies del género Vibrio.
Se basa en la capacidad de la bacteria de desarrollarse en presencia de
cantidades variadas de cloruro de sodio (NacCl).

Es una propiedad que ha sido utilizada para caracterizar varios géneros y
especies bacterianas. ¢

3.6.7 Tincién de Gram:

Es el método de tincion diferencial mas importante usado en bacteriologia,
llamada asi en honor a Dr. Christian Gram.
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El método divide las bacterias en dos grandes grupos Gram- negativas y Gram-
positivas. Esto es esencial para la clasificacion y diferenciacion de
microorganismos.

La reaccion a la tincibn de Gram esta basada en la diferencia de composicion
quimica de la pared celular bacteriana.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPOS DE ESTUDIO

Estudio de campo, Transversal, Experimental.

4.1.1 De campo

Se recolectaron muestras de Anadara tuberculosa (concha peluda)
comercializada en el muelle del puerto de La Libertad y mediante una guia de
inspeccion se obtuvieron datos relevantes sobre: la procedencia del producto,
manipulacion a la hora de su venta, condiciones de almacenamiento, etc. Estos
datos fueron tomados de los puestos muestreados. Ver anexo N°3

4.1.2 Transversal

La investigacion se realizd durante los meses de julio del 2019 a marzo del 2020,
contemplando los meses de verano y los meses de invierno.

4.1.3 Experimental

Se realizaron experimentalmente analisis microbiolégicos aplicando la
metodologia de recuento en placa y pruebas bioquimicas, para determinar si el
alimento es aceptable para consumo humano, en base al RTCA 67.04.50:08 de
alimentos.

4.2 Investigacion bibliografica

La investigacion se realizo visitando las siguientes bibliotecas:

- “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).
- Dr. José Matias Delgado.

- Internet.



45

4.3 Investigacion de campo

Se realiz6 en el muelle del puerto de La Libertad en todos los establecimientos
fijos que comercializaban la especie Anadara tuberculosa (concha peluda).

Se recolectaron muestras en época lluviosa y seca, se aplicaron las buenas
practicas higiénicas colocandolas en bolsas identificadas con etiqueta por cada

puesto.

Se trasladaron las muestras al laboratorio de alimentos de CENSALUD, en una
hielera manteniendo las condiciones para su conservacion y tratamiento.

Se observd que los establecimientos no cumplen con las buenas préacticas
higiénicas dejando los productos expuestos a moscas y otros contaminantes.

Durante el muestreo realizado el 21 de julio del afio 2019 se percibié una
temperatura ambiental de 33°C y una temperatura de 35°C en época seca el dia
23 de febrero del afio 2020.

4.4 Universo

Todos los bivalvos crudos de la especie Anadara tuberculosa que se
comercializan en los establecimientos del muelle del puerto de La Libertad.

4.5 Muestra
Molusco bivalvo de la especie Anadara tuberculosa, concha peluda.
4.6 Tipo de muestreo

Dirigido y puntual. Se tomaron un total de 34 muestras para analizar, 17
muestras en época lluviosa y 17 muestras en época seca.

Cada muestra que se tomo fue sometida a dos tratamientos diferentes: conchas
lavadas y conchas sin lavar.
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4.7 Tamafno de la muestra

Se contd con un total de 34 muestras (17 muestras en cada época) adquiridas
en los 17 establecimientos fijos que comercializan la especie Anadara
tuberculosa en el muelle del puerto de La Libertad.

4.8 Recoleccion de muestras.

Se desarroll6 una guia de inspeccion en donde se verifico la procedencia,
manipulacion y condiciones de almacenamiento, en donde se observé que los
vendedores no poseen camaras frigorificas para almacenar los productos
marinos, lo recomendado es almacenar los productos a una temperatura menor
a 5°C.

Se tomd una muestra en cada establecimiento y posteriormente se colocé en
una bolsa plastica de polietileno con su respectiva identificacion. Ver anexo N°4
Se almaceno cada muestra en una hielera previamente limpia y sanitizada con
alcohol etilico al 70%, se transportaron las muestras al Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD). 43

4.9 Parte experimental (s

4.9.1 Material, equipo y reactivos. Ver anexo N°5

4.9.2 Procedimiento previo a la manipulacién de la muestra.

- Se utilizé la indumentaria adecuada para el desarrollo de los andlisis: uso de
gorro, mascarilla, guantes y gabacha blanca.

- Se desinfecto el area de trabajo (mesa de laboratorio) con alcohol etilico al
70%, para evitar contaminacion de las muestras a analizar.

- Identificacion de cada placa de Petri, tubo de ensayo u otro material a utilizar
de la siguiente manera: Codigo de muestra, numero de muestra, dilucion,
medio, tipo de muestra.

- Preparacion de medios de cultivo TCBS, TSA, agares y caldos para pruebas
bioquimicas: durante la preparacion de estos medios se llevaron controles de
calidad como, parametros quimicos y fisico quimicos del agua destilada, fecha
de vencimiento de agares y caldos, volumenes adecuados de preparacion, pH
de medios, esterilizacidon en autoclave para los medios de cultivos y caldos
(excepto TCBS), uso de flujo laminar e incubacion.
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- Descripcion de material, equipo, reactivos, medios de cultivo.

4.9.3 Determinacion y cuantificacion del Vibrio parahaemolyticus por el
método de recuento en placa. ¢ Ver anexo N°6

- Se dividieron las 34 muestras en dos grupos: 17 muestras que se limpiaron y
las otras 17 muestras que se dejaron sin limpiar.

- Para las conchas con proceso de limpieza: se lavaron las valvas de las conchas
con agua corriente fria y se utilizé un cepillo para retirar la suciedad externa.
(Lodo, arena y otros).

- Utilizando un cuchillo estéril por lote de muestra, se abrieron las conchas
necesarias para el analisis, extrayendo asi el molusco.

- Se pesO asépticamente 25 g del contenido homogenizado de 6 moluscos,
directamente en una bolsa de polietileno previamente tarada.

- Se afadieron 225 mL de agua peptonada con 3% de NaCl y se homogenizé
durante 2 minutos en el Stomacher a 260 rpm. Esta fue la dilucién 1:10 (101).
- Se transfirié a un Erlenmeyer estéril de 250 mL y se cubrié con papel aluminio,

agitando por 1 minuto.

- Se pipetearon 10 mL de la dilucién 1:10 (10%) y se afiadi6 a un frasco que
contenia 90 mL de agua peptonada con 3% de NaCl y se agit6é. Esta fue la
dilucién 1:100 (10-2), se cubrié con papel aluminio y se agité nuevamente por 1
minuto.

- Se pipetearon 10 mL de la dilucién 1:100 (10?) y se adicion6 en otro frasco que
contenia 90 mL de agua peptonada con 3% de NaCl y se agit6. Esta fue la
dilucién 1:1000 (10-3), se cubrié con papel aluminio, y se agité por 1 minuto.

- Se pipetearon 10 mL de la dilucién 1:1000 (10-%) y se adiciono en otro frasco
gue contenia 90 mL de caldo peptonado con 3% de NaCl y se agitd. Esta fue
la dilucién 1:10000 (10%), se cubrié con papel aluminio, y se agité por 1 minuto

- Se incubaron las cuatro diluciones anteriormente preparadas de 18 a 24 horas
a 37°C.
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- Se prepararon ocho placas con agar TCBS, dos por cada una de las diluciones
preparadas e identificadas por niamero de dilucién.

- Con ayuda de un asa previamente esterilizada, se tom6 una muestra de la
dilucion 1:10 y fue sembrada con la técnica de estriado en las dos placas con
medio TCBS preparadas para esa dilucion.

- Se repite el paso anterior para las diluciones 1:100, 1:1000 y 1:10000.

- Se incubaron todas las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas.

-Se observaron en las placas las colonias caracteristicas de Vibrio
parahaemolyticus (colonias redondas, opacas, verdes o azuladas, de 2 a 3 mm
de didmetro). Comparando simultaneamente con una cepa de referencia.

- Se contaron Unicamente el numero de colonias caracteristicas para Vibrio
parahaemolyticus de cada placa utilizando contador de colonias.

- Se reportan los resultados como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por

gramo.

4.9.4 Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus en agar TSA para tincion al
Gram y pruebas bioquimicas. s @ Ver anexo N°7

- Se prepararon dos placas con medio TSA con 3% de NaCl para las 17
muestras.

- De las placas de TCBS anteriormente sembradas, se selecciona la placa con
la dilucion que presenta mejor aislamiento de Vibrio parahaemolyticus y con
ayuda de un asa previamente esterilizada, se transfieren dos o0 mas de estas
colonias a las placas de TSA con 3% de NacCl, identificando con el mismo
namero de dilucion de donde se tomo la muestra.

- Se incubaron a 37°C por 24 horas.

- De estas placas se tomaron las colonias necesarias para realizar la Tincién al

GRAM vy las respectivas pruebas bioquimicas.
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4.9.4.1 Tincion al GRAM.

- Se selecciono una colonia aislada con la ayuda de un asa bacterioldgica esteéril
en forma de anillo y realizamos tincién al GRAM.

- Se observé la morfologia microscépica, el cual fue: bacilos gramnegativos,

anaerobios facultativos, curvos, en forma de coma.

4.9.4.2 Prueba de oxidasa.

PROCEDIMIENTO:

- Se selecciona con un asa bacteriologica estéril una colonia aislada del medio
agar TSA.

- Se aplico la muestra bacteriana sobre un disco que contiene el reactivo de
oxidasa.

- Se observa si ocurre algin cambio en los proximos 30 segundos.

4.9.4.3 Prueba del Indol

PROCEDIMIENTO:

- Con la ayuda de un asa bacteriol6gica estéril, se tom6 del agar TSA una colonia
sospechosa de Vibrio parahaemolyticus y se cultivé en un tubo de ensayo que
contenia caldo de Triptona con NaCl al 0.5%.

- Se incubo a 35°C durante 24 - 48h.

- Se afadieron 5 gotas del reactivo de Kovacs por la pared del tubo.

- Se observo el resultado.

4.9.4.4 Prueba TSI Agar hierro tres azlucares

PROCEDIMIENTO:

- Se seleccion6 una colonia sospechosa del agar TSA y utilizando un asa
bacterioldgica estéril en forma de punta se inoculo en direccion vertical hasta
unos 3-5 cm del fondo del tubo que contiene el medio agar TSI.

- Se estri6 la superficie inclinada del agar TSI.
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-Se mantuvieron condiciones aerobias dejando el tapon ligeramente
desenroscado para prevenir la produccion excesiva de Sulfuro de Hidrégeno
(H2S).

- Se incubo a 35° C durante 24 - 48 h

- Transcurrido el tiempo estipulado, se interpretaron los resultados, considerando
como alcalino (K) el color rojo que es caracteristico del medio y como acido (A)

al viraje de color, de rojo a amarillo.

4.9.4.5 Prueba de la movilidad

PROCEDIMIENTO:

- Se seleccion6 una colonia sospechosa del agar TSA y con la ayuda de un asa
bacterioldgica estéril en forma de punta se inoculé a modo de picadura sobre
el Agar Movilidad.

- Se incubo a 25°C por 48 h.

4.9.4.6 Prueba de LIA (Lisina Hierro) () a4

PROCEDIMIENTO:

- Se tomo6 del agar TSA una colonia caracteristica de Vibrio parahaemolyticus,
utilizando un asa con punta y se pincho el medio con la punta del asa hasta
unos 3-5 cm del fondo del tubo con agar LIA.

- Se estri6 la superficie inclinada del agar LIA.

- Se tapo el tubo procurando no apretar demasiado el tapon.

- Se incubo a 35° C durante 18 - 24 h en atmosfera normal.

4.9.4.7 Prueba de Voges Proskauer

PROCEDIMIENTO:

- Con la ayuda de un asa bacteriol6gica estéril en forma de anillo, se seleccioné
una colonia sospechosa del agar TSA y se inoculé en un tubo que contenia
caldo RMVP.

- Se incubo a 35°C durante 24h-48h.



51

- Se agregaron 0.6mL del reactivo a-naftol 5%.
- Seguidamente se adicionaron 0.2mL del reactivo de KOH 40%.

- Se agit6 el tubo y se dejé descansar 10-15 minutos.

4.9.4.8 Crecimiento en NaCl

PROCEDIMIENTO:

- Con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril en forma de anillo, se tom6 una
colonia sospechosa del agar TSA y se realizd una suspension de la bacteria en
un tubo que

- Contenia agua peptonada sin NacCl.

- Con esta suspension se inoculé en diferentes tubos que contenian agua
peptonada a diferentes concentraciones: 0,1, 6, 8, 10% de NaCl.

- Se incubo a 37°C por 24 h.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se recolectaron las muestras en el muelle del puerto de La Libertad y por medio
de una guia de inspeccion se verifico la procedencia, manipulacion y condiciones
de almacenamiento de los puestos de venta.

Posterior a ello en el laboratorio de CENSALUD se separaron las muestras en
dos tratamientos que fueron: muestras lavadas y muestras sin lavar para cada
establecimiento, esto con la finalidad de tener un parametro de comparacion en
cuanto al recuento e identificacion de microorganismos para verificar si la
limpieza es un factor critico.

Se realizaron los respectivos analisis microbiolégicos para determinar la
presencia del Vibrio parahaemolyticus utilizando placas con agar TCBS para el
recuento de las colonias y placas con agar TSA para la identificacién del
microorganismo mediante las pruebas bioquimicas. La discusion de los
resultados se presenta en orden, dando cumplimiento a cada objetivo.

5.1 Evaluar por medio de una guia de inspeccién la procedencia,
manipulacion y condiciones de almacenamiento de los puestos que
comercializan el molusco dentro del muelle del puerto de La Libertad.

Tabla N°3: Pardmetros de verificacion de la guia de inspeccion.

Epoca Epoca
lluviosa seca
. Parametros a verificar en los manipuladores y en el i )
Iltem Si No Si No
producto
1 El vendedor posee ufias cortas 8 9 10 7
2 El vendedor porta Vestimenta limpia 13 4 14 3
3 Al vendedor se le observan heridas a simple vista 0 17 2 15
4 El vendedor utiliza joyas (anillos, pulseras, reloj, otros) 3 14 4 13
5 El vendedor utiliza guantes para manipular el producto. 0 17 0 17
6 El puesto de venta posee un ambiente limpio 11 6 10 7
Existe algin procedimiento de limpieza en el producto previo
7 0 17 4 13
ala venta




Tabla N°3: Continuacion
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El molusco se encuentra almacenado junto con otros

8 1 16 0 17
productos

9 Los moluscos se encuentran almacenados a una | 5 12 10 7
temperatura adecuada (con hielo alrededor)

10 Los moluscos estan protegidos del sol 16 1 4 13

La tabla N°3 refleja los datos tabulados de la guia de inspeccion aplicada tanto
en época lluviosa y en época seca, la cual fue desarrollada a cada vendedor que
comercializa el producto de interés (concha peluda).

En esta tabla se plasman Unicamente los pardmetros de higiene que practica
cada uno de los manipuladores, y los medios que utilizan para mantener un
almacenamiento 6ptimo del producto en investigacion.

Al tener los resultados de la guia de inspeccion para ambas épocas, se observo
una pequefia variante en los paradmetros tomados.

No
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Figura N°7. Cumplimiento de préacticas higiénicas en manipuladores (1-6) y

producto (7-10), resultados obtenidos durante la época lluviosa.
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Figura N°8. Cumplimiento de practicas higiénicas en manipuladores (1-6) y
producto (7-10). Resultados obtenidos durante la época seca.

La figura N°7 y N°8 permiten una mejor comparacion sobre los resultados
obtenidos en la tabla N°3.

Durante la época lluviosa los vendedores mantuvieron un ambiente higiénico
mas adecuado durante su venta, es decir tenian los puestos de venta mas
limpios, no presentaban heridas en sus manos, a pesar de estas pequefas
diferencias de higiene, no se puede decir que son suficientes para tener
productos inocuos y libres de contaminantes (la temperatura a la que se
encuentra el molusco a la hora de la venta no evita el crecimiento del Vibrio
parahaemolyticus) o contaminacion cruzada.

A diferencia de la época lluviosa la figura N°8 muestra un incremento en las faltas
de précticas higiénicas, tanto en su indumentaria a la hora de la venta como en
la manipulacion del producto.

Los vendedores manifiestan tener conocimiento de las buenas practicas
higiénicas recomendadas por el ministerio de salud, como:

A. Se les recomienda agregar hielo al producto, antes de ingresarlo a la
camara frigorifica, de esta forma se previene que el producto no se
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deshidrate, ya que los mariscos deben almacenarse en un lugar fresco y
evitar que el producto esté a temperaturas superiores de 48 grados
centigrados o inferiores a 2 grados centigrados.

B. Se les indica que los productos no deben estar en contacto directo con el
piso, sino que deben almacenarlos sobre pallets o tarimas de plastico.

C. Se le recomienda, como medidas higiénicas, tomar un bafio diario, usar
desodorante, lavarse el cabello y conservarlo peinado, conservar ufias
limpias y recortadas, cambiarse diariamente la ropa interior, usar ropa de
colores claros y limpios.

Estas recomendaciones dadas por el ministerio de Salud no son practicadas a
cabalidad. Los comerciantes mencionaron que, por el tipo de comercio, las
ganancias adquiridas no son suficientes como para poder invertir en insumos
como: redecillas para el cabello, guantes e incluso mascarillas que son parte de
la indumentaria basicas que debe portar un vendedor que manipula alimentos
frescos o preparados.

En cuanto al almacenamiento de los productos, los vendedores separan los
productos de venta de acuerdo con su especie, no mantienen los requerimientos
minimos de temperatura, ya que, de acuerdo con la bibliografia consultada, la
temperatura recomendada para almacenar los moluscos bivalvos y evitar la
proliferacion del Vibrio parahaemolyticus debe de ser abajo de 5°C o arriba de
43°C.

Existen otros factores que pueden causar contaminacion cruzada, entre estos
podemos mencionar:

- El uso de huacales de aluminio como contenedores en lugar de utilizar
hieleras con cierre hermético.

- Los espacios de cada local no estan separados adecuadamente.

- Los productos estan expuestos a la intemperie, por lo que estan teniendo

contacto con moscas y contaminantes.
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En el cuadro N°2 se presenta la procedencia del producto (concha peluda), que
se comercializa dentro del muelle del puerto de La Libertad durante la época
lluviosa y seca.

Cuadro N°2: Procedencia de Anadara tuberculosa en el muelle del puerto de La

Libertad.
Parametros a verificar en el
producto Bahia de Jiquilisco | Puerto El Triunfo | LaLibertad
Procedencia del molusco 10 6 1

= Bahia de Jiquilisco

= Puerto el Triunfo

La Libertad

Figura N°9. Procedencia del producto (Concha peluda) que se comercializan
dentro del muelle del puerto de La Libertad durante la época
lluviosa y seca.

En el cuadro N°2 y figura N°9 se observa un resumen de la procedencia del
producto de los puestos de venta, en 10 de ellos el producto es procedente de
la Bahia de Jiquilisco, 6 del puerto el triunfo y solo en un puesto el producto
procede de La Libertad. Ver anexo 11

El Salvador se caracteriza por ser el pais a nivel centroamericano donde existe
mayor niumero de personas dedicadas a la extraccidn de curiles; siendo la Bahia
de Jiquilisco la zona del pais con una mayor cantidad de curileros.

El nimero de curileros en la Bahia de Jiquilisco es el mas elevado en todo el
pais con 8,468, haciendo un porcentaje del 65% del total a nivel nacional.
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La Bahia de Jiquilisco posee la mayor extension de agua salobre y bosque
salado en El Salvador, formada por numerosos esteros y canales, barras de
arena y playas, un conjunto de islas de tamafos variables, un complejo lagunar
de agua dulce y bosques estacionalmente saturados conectados con el manglar.

La Bahia de Jiquilisco pertenece a las cuencas hidrogréficas del rio Grande de
San Miguel y Rio Lempa, generando una mezcla de aguas dulces y saladas, lo
que permite la existencia de una gama de habitat, encontrandose una alta
biodiversidad en este lugar.

Otra caracteristica, debido a la region donde se encuentra la Bahia de Jiquilisco,
es la presencia de las estaciones seca y lluviosa, ambas con una duracién de
seis meses; la Bahia de Jiquilisco presenta también una humedad anual
promedio de 70%.

La principal zona de vida dentro del &rea de la Bahia de Jiquilisco es la de
Bosque Humedo Subtropical, con un promedio de temperatura de 24° Cy 22° C
en zonas elevadas, con precipitacion anual de 1,400 a 2,000 mm.

Se muestra otro parametro contemplado en la guia de inspeccién, que permitid
verificar el tiempo promedio de la venta total del molusco (Concha peluda) que
se comercializa en los puestos muestreados dentro del muelle del puerto de La
Libertad durante la época lluviosa y seca.

Cuadro N°3: Tiempo promedio de venta de la especie Anadara tuberculosa en
el muelle del puerto de La Libertad.
Parametros a verificar en el producto Tiempo en horas

Tiempo promedio de la venta total del molusco 4-8

El cuadro N°3 muestra que el producto es comercializado fresco, es decir tras la
recoleccion y entregado al vendedor, no tarda mas de un dia laboral
(entendiéndose por dia laboral: como el tiempo que el vendedor tarda en vender
el producto en un solo dia, puede ser esto en 4 horas o mas, pero no
estrictamente 8 horas) en ser totalmente vendido.

Se comprobod la veracidad del tiempo de venta ya que como investigadores
fuimos en mas de una ocasion a realizar el muestreo, debido a que nos vimos
con el inconveniente de no encontrar el producto a muestrear en horas de la
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tarde, debido a que los restaurantes de la zona adquieren las conchas a
tempranas horas del dia en los establecimientos del muelle del puerto de La
Libertad, causando que el producto se agote mas rapido; esto obligo a realizar
el muestreo en horas de la mafiana y asi tener una mayor posibilidad de poder
adquirir el producto.

El producto comercializo (concha peluda) se debe de adquirir lo mas fresco
posible ya que segun el RTCA 67.04.50:08 clasifica a este tipo de alimento como

riesgo tipo A, es decir, con una alta probabilidad de causar dafio a la salud. s

Cuadro N°4: Tipo de embalaje utilizado para entrega del producto.

Parametros a verificar en el producto Papel periédico con Bolsa
bolsa plastica plastica
Tipo de embalaje que utiliza para la entrega del producto 5 12

=

ONPO0ON

n

Papel periddico con bolsa Bolsa plastica
plastica

Puestos

Figura N°10. Tipo de embalaje que se utiliza para la entrega del producto
(concha peluda) que se comercializa en los puestos muestreados
dentro del muelle del puerto de La Libertad durante la época
lluviosa y seca.

Considerando siempre la importancia de la frescura del producto, también se
evaluo el tipo de embalaje que se utiliza para la entrega de este al comprador y
los resultados se muestra en el cuadro N°4.

Los vendedores en su mayoria utilizan una bolsa plastica para entregar el
producto al consumidor, otro grupo mas pequefio de vendedores prefieren
adjuntar papel periédico humedecido ya que, segun ellos esto le brinda al
producto la humedad suficiente para evitar la muerte de la concha.
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Un grupo de vendedores intenta mantener la calidad y frescura, brindando
indicaciones al comprador de como manipular las conchas hasta su preparacion;
y el otro porcentaje de vendedores dejan claro que su Unico objetivo es la venta.

5.2 Determinar la presencia o ausencia del microorganismo patdégeno Vibrio
parahaemolyticus en la especie Anadara tuberculosa.

Se determina la presencia o ausencia del microorganismo patdgeno Vibrio
parahaemolyticus en la especie Anadara tuberculosa, en época lluviosa para los
dos diferentes tratamientos a evaluar (conchas lavadas y conchas sin lavar)
durante el periodo comprendido de la tercera semana del mes de julio del afo
2019. Ver anexo N°9

Tabla N°4 Conteo de colonias de las muestras limpias y muestras sin limpiar en
agar TCBS 35°C/24h en época lluviosa.

Muestras Limpias
Cdédigo de Numero de
muestras Dilucién Dilucién colonias
MBO1 10~ 10~ DNPC
MBO02 10~ 10~ DNPC
MBO03 10™ 10™ DNPC
MBO04 10 10™ DNPC
MBO05 10™ 10™ DNPC
MBO06 10™ 10™ DNPC
MBO7 10 10~ DNPC
MBO08 10 10~ DNPC
MB09 10~ 10~ DNPC
MB10 10™ 107 DNPC
MB11 10™ 10™ DNPC
MB12 10™ 10™ DNPC
MB13 10™ 10™ DNPC
MB14 10™ 10™ DNPC
MB15 10 10™ DNPC
MB16 10 10™ DNPC
MB17 10 10~ DNPC
*MB=Muestra de bivalvo
*DNPC= Demasiado humeroso para contar
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En el muestreo en época lluviosa del afio 2019 se obtuvieron colonias de color
anaranjado en su mayoria y algunas amarillas, dificiles de contar en todas las
diluciones en el medio TCBS a 35°C con incubacion de 24h.

Figura N°11: Crecimiento de Aeromona hydrophila (colonias color naranja) en
placas con agar selectivo TCBS en muestreo durante época
lluviosa.

La temperatura de almacenamiento de la concha influyo en el crecimiento
desmedido de colonias de microorganismos, pues en ningdn momento se
sometié a temperaturas inferiores a los 5°C para poder interrumpir la cadena de
duplicacion del microorganismo.

Figura N°12: Resultados del Crecimiento de Vibrio alginolyticus (colonias color
amarillo) en placas con agar selectivo TCBS, en muestreo durante época
lluviosa.

El tiempo de incubacion en el medio de enriquecimiento fue demasiado largo, no
siendo congruente con el objetivo de detectar el nimero de microrganismos
presentes al momento de iniciar el analisis, es decir, que el fin principal es
detectar la carga microbiana presente en las conchas al momento del consumo,
pues no buscamos generar un crecimiento exponencial de colonias, aunque si
las suficientes para poder aislar el microorganismo de interés.
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Es importante mencionar que la carga microbiana de las conchas pudo haber
sido alterada por la manipulacion de los comerciantes y por el ambiente en el
gue se encuentran a la hora de su venta, es por eso que se utiliza agua
peptonada al 3% de NaCl para crear un ambiente donde solo crezcan
microorganismos tolerantes a la sal.

En la tabla N°6, se presenta un resumen por microorganismo.

Tabla N°5: Microorganismos identificados por medio de las pruebas bioquimicas
muestras lavadas y muestras sin lavar en época lluviosa.

Epoca lluviosa
Microorganismos Muestra}s Procedencia
Lavadas Sin Lavar
Aeromona La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto
hydrophila 8 7 El Triunfo
V. vulnificus 4 4 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V. alginolyticus 5 5 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 0 1 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo

9
8 Lavadas
7 Sin lavar
" 6
S g Lavadas Sin lavar
3 4 Lavadas  sin lavar
>
=
3
2
1 Sin lavar
; ]
Aeromona hydrophila V. vulnificus V. alginolyticus No identificado

Figura N°13. Microorganismos identificados en muestra recolectadas en época
lluviosa.

En época lluviosa los resultados de los andlisis presentan ausencia de Vibrio
parahaemolyticus en el 100% de las muestras analizadas; sin embargo, se
sospecha la presencia de otros tipos de Vibrios que, aunque no son
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considerados en el RTCA 67.04.50:08 del afio 2009 (s, pueden causar
enfermedades transmitidas por alimentos, siendo la principal fuente de
contaminacion, el agua (manglares).

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas de los dos tratamientos
planteados son los siguientes:

- Prueba de oxidasa positiva para los tratamientos.

Figura N°14: Resultado sobre discos de oxidasa para muestras analizadas
durante la época lluviosa, se considera positiva por la coloracién
morada al centro del disco.

- Aeromona hydrophila en 8 muestras lavadas y 7 muestras sin lavar. Ver
figura N°41

- Vibrio alginolyticus 5 muestras lavadas y 5 muestras sin lavar. Ver figura
N°42

- Vibrio vulnificus en 4 muestras lavadas y 4 muestras sin lavar Ver figura
N°43

- Una muestra sin lavar no se logro identificar (MBSO06), esto debido a la
presencia de sulfuro de hidrogeno en la prueba bioquimica de TSI, siendo
una reaccion no esperada para este analisis.

Segun los resultados obtenidos se observa una alta prevalencia de Aeromona
hydrophila ya que no es microorganismo exigente en cuanto a su proliferacién
de acuerdo con las condiciones ambientales en las que se desarrolla (rios,
mares, lodos y suelos) Ver anexo N° 10

El Vibrio alginolyticus es el mas halofilico de todos ya que es capaz de tolerar
concentraciones de hasta el 10% de NaCl y concentraciones minimas del 1%.
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Se aisla con frecuencia en aguas costeras templadas y tropicales,
especialmente cuando la temperatura del agua es superior a los 17°C.

El Vibrio vulnificus se encuentra presente en aguas con bajas concentraciones
de sal desde el 1% y en sedimentos; la época de lluvia y temperatura de 23°C
con un pH ideal de 7.8 son las condiciones iddéneas para su proliferacion, este
microrganismo tiene una asociacion simbidtica con su hospedero en este caso
la Anadara tuberculosa.

Anteriormente detallamos que tanto el Vibrio alginolyticus y Vibrio vulnificus
poseen la capacidad de proliferacion a temperaturas inferiores a los 25°C en
presencia de lluvias, es decir, son altamente dependientes a condiciones
climéticas especificas, en cambio la Aeromona hydrophila no es un
microorganismo exigente de condiciones ambientales definidas para su
crecimiento y proliferacion.

Posteriormente, se realizaron las mismas determinaciones, para el muestreo
llevado a cabo en época seca, en agar TCBS 35°C/24h durante la Gltima semana
del mes de febrero del afio 2020 procedentes del muelle del puerto de La
Libertad.

Tabla N°6: Resultados obtenidos en el recuento de colonias para cada muestra
analizada, durante la época seca.

Muestras Limpias Muestras Sin limpiar

N° de Recuento N° de Recuento

Cédigo de colonias en UFC/ml colonias en UFC/ml
muestras | Dilucidn | sospechosa | 35°C/24h | Dilucién | sospechosa | 35°C/24h
MBO1 10™ 29 2.9x106 10™ DNPC DNPC
MBO02 10™ 2 2.0x105 10™ 13 1.3x10°
MBO03 10™ 4 4.0x10° 10™ 7 7.0x10°
MBO04 1073 22 2.2x10° 10™ DNPC DNPC
MBO5 10™ 3 3.0x105 10™ 6 6.0x105
MBO06 10™ 28 2.8x106 10™ 17 1.7x10°
MBO7 1078 23 2.3x10° 10™ 4 4.0x10°
MBO08 10™ DNPC DNPC 10™ 34 3.4x108
MBO09 10™ 9 9.0x105 10™ 15 1.5x106
MB10 10™ 9 9.0x10° 10™ 21 2.1x108




Tabla N°6 Continuacion
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MB11 10™ 5 5x10° 10™ DNPC DNPC

MB12 10™ 17 1.7x106 10™ 10 1.0x10¢
MB13 10™ 2 2.0x10° 10™ 4 4.0x10°
MB14 10™ DNPC DNPC 10™ 2 2.0x10°
MB15 10™ 8 8.0x10° 10™ 31 3.1x10¢
MB16 10™ 15 1.5x10¢ 10™ 12 1.2x10¢
MB17 10™ DNPC DNPC 10™ 157 1.6x107

*MB=Muestra de bivalvo

*DNPC= Demasiado numeroso para contar

*UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro

UFC/mL

Figura N°15:
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Grafica sobre el conteo de colonias presuntivas de Vibrio

parahaemolyticus, tratamiento de las muestras limpias en época
seca procedentes del muelle del puerto de La Libertad.
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Figura N°16: Grafica sobre el conteo de colonias presuntivas de Vibrio
parahaemolyticus, tratamiento de muestras sin lavar en época seca
del afio 2020 procedentes del muelle del puerto de La Libertad.

La tabla N°7, Figuras N°15 y N°16 muestran los resultados finales del conteo de
colonias expresados en UFC/mL, para el segundo muestreo realizado en época
seca en el afo 2020.

Las colonias obtenidas en el agar TCBS a 35°C / 24h, fueron en su mayoria de
color naranja y algunas amarillas, y en menor cantidad se logro aislar colonias
verdes con caracteristicas presuntivas de Vibrio parahaemolyticus.

Para el recuento de las colonias Gnicamente se tomaron en cuenta las colonias
que presentaron caracteristicas presuntivas para Vibrio parahaemolyticus
(colonias redondas, opacas, verde azuladas, de 2 a 3 mm de diametro) las
cuales fueron cuantificadas y se muestran en la tabla anterior. Ver anexo N°9

Se realiz6 el recuento en la mayoria de las diluciones 104+ siendo las diluciones
donde mejor se aislaron las colonias, pero en dos tratamientos se utilizd la
dilucién 10 (MBL04 y MBLO7) debido a que en la dilucién 10 no hubo un
crecimiento significativo para poder realizar el conteo.
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En cuanto a las placas donde se identifico Vibrio parahaemolyticus (MB05, MB10
y MB15) se observé un mayor crecimiento en los tratamientos de las muestras
sin lavar, esto nos comprueba que al realizar un procedimiento de limpieza solo
con agua y un cepillo se reduce la carga microbiana significativamente.

El RTCA 67.04.50:08 del afilo 2009, ubica al microorganismo (Vibrio
parahaemolyticus) como riesgo de categoria 8, al cual se le aplica un plan de 3
clases con n=5y c=1, de las 34 muestras analizadas solo 6 podian presentar el
limite indicado (1x10° UFC/mL), con los resultados del conteo de las colonias se
observa que no cumple con el pardmetro establecido ya que se obtuvieron
valores a partir de 10° UFC/mL.

Las muestras que estan en la tabla con la abreviacion DNPC (Demasiado
numeroso para contar) estan indicando un crecimiento excesivo de colonias
amarillas en el agar TCBS.

El tiempo de incubacion planteado era de 24 horas, el cual fue modificado a 90
minutos para controlar y evitar un crecimiento excesivo de colonias, este cambio
de tiempo de incubacion se realizé en base a la experiencia del primer muestreo
(época lluviosa) donde no se logré aislar ningun tipo de colonia, impidiendo el
recuento; el cambio de este criterio fue tomado de acuerdo a la informacion
disponible en la Revista digital Universitaria de la UNAM, en el que especifica
gue el rango de generacion celular estimado es de 10 a 15 minutos para el Vibrio
parahaemolyticus. s

Esta decision también fue considerada con el propésito de evitar el uso excesivo
de medios de cultivos, reactivos y por tener limitada la cantidad de cristaleria
disponible para los analisis.

Los resultados sobre la identificacion de microorganismos presentes en las
muestras lavadas y muestras sin lavar recolectadas durante la época seca por
medio de las pruebas bioquimicas se detallan en la tabla N°9
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Resumen del total de microorganismos identificados en las 17 muestras lavadas
y muestras sin lavar que fueron recolectadas en época seca.

Tabla N°7: Total de microorganismos identificados por medio de las pruebas
bioquimicas para muestras lavadas y sin lavar.

Epoca Seca
Microorganismos Muestrias Procedencia
Lavadas | Sin Lavar
La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto El
Aeromona hydrophila 3 3 Triunfo
V.Vulnificus 9 11 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V.parahaemolyticus 3 3 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 2 0 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
12 _
11 Sin lavar
10
Lavadas
9
8
8 7
2 6
=}
= 5
4
3 Lavadas Sin lavar Lavadas  Sin lavar
Lavadas
2
1 .
0
Aeromona hydrophila V. Vulnificus V.parahaemolyticus No identificado

Figura N°17: Microorganismos identificados en las 17 muestra analizadas en
época seca.

Para el segundo muestreo realizado en época seca en febrero del afio 2020, se
muestran algunas imagenes de los resultados obtenidos en la determinacion de
Vibrio parahaemolyticus en muestras de musculo crudo (Anadara tuberculosa).
Empezando con la prueba bioquimica oxidasa, la cual fue positiva para todas las
muestras.
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Figura N°18: Resultado sobre discos de oxidasa para muestras analizadas
durante la época seca, se considera positiva por la coloracion
morada al centro del disco.

Mediante las demas pruebas descritas para la identificacion, se logré confirmar
la presencia de Vibrio parahaemolyticus en 6 muestras, debido al crecimiento de
colonias de color verde azulado en el medio TCBS vy al observar bacilos curvos
al microscopio

Figura N°19: Resultado del crecimiento de Vibrio parahaemolyticus en placas
con agar selectivo TCBS (colonias verdes azulada).
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Figura N°20: Vista al microscopio (bacilo corto curvo) de Vibrio
parahaemolyticus.

Figura N°21: Resultados de pruebas bioquimicas y crecimiento en NaCl
indicando presencia de Vibrio parahaemolyticus.

El segundo microorganismo identificado en 20 muestras fue el Vibrio vulnificus,
confirmado por su coloracion verde en las placas TCBS, también por el bajo
crecimiento en la prueba de NaCl y bacilos cortos al observar bajo el microscopio

Figura N°22: Resultado del crecimiento del Vibrio vulnificus en placas con
agar selectivo TCBS (colonias verdes oscuras).
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Figura N°24: Resultados de las pruebas bioguimicas y crecimiento en cloruro de
sodio para Vibrio vulnificus.

Y el ultimo microorganismo que se identifico fue la Aeromona hydrophila en 6
muestras siendo las Unicas que presentaron colonias de color naranja.

Figura N°25: Crecimiento de Aeromona hydrophila (colonias color naranja) en
placas con agar selectivo TCBS.
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Figura N°26: Resultados de pruebas bioquimicas y crecimiento en NaCl para
Aeromona hydrophila

También obtuvimos 2 muestras (MBLO2 Y MBLO7) en las cuales no se logré
identificar el microorganismo, esto debido a la presencia de sulfuro de hidrogeno
en la prueba bioquimica de TSI, siendo una reaccion no esperada para los
microorganismos que se consideraron en la tabla comparativa de resultados de
pruebas bioquimicas que se elabord, y que fue tomada en cuenta en esta
investigacion como refuerzo, ademas de los resultados esperados del Vibrio
parahaemolyticus (quien es el principal objetivo de investigacion y de
identificacion) ningun resultado nos indica la presencia de este gas (H2S), por tal
razon se desconoce el tipo de microorganismo aislado. Ver anexo N°8

Es conocido que el Vibrio parahaemolyticus es un huésped natural en las
conchas, cuyo habitat natural esta en las aguas marinas costeras, especialmente
en los estuarios, los que representan su reservorio, acumulando vibrio durante el
proceso de filtracion y alimentacion, alcanzando en su interior concentraciones
hasta cien veces superiores a las del agua. El patdégeno se asocia a la presencia
de plancton y moluscos bivalvos para sobrevivir en el agua.

Se sabe que la distribucion de Vibrio parahaemolyticus en los ambientes marinos
se relaciona a las temperaturas del agua. Asi, diversos estudios han demostrado
gue el organismo rara vez se detecta en agua de mar hasta que la temperatura
del agua sube de 15°C a mas. Por tanto, es mas probable detectar Vibrio

parahaemolyticus en las conchas recolectadas en el verano que en el invierno.
(18)
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Se identifico el Vibrio parahaemolyticus solo en 6 muestras, cuando se esperaba
la presencia de dicho microrganismo en mas del 50% de las muestras
recolectadas durante la época seca, por lo que se relaciona la escasa presencia
de este microorganismo con la alteracion del ambiente natural.

En el andlisis de las muestras se identificd la presencia del Vibrio vulnificus, los
responsables de que este microorganismo de origen marino se incremente en un
momento dado es la temperatura, el pH, la salinidad y el aumento de la materia
organica; este microorganismo se encuentra diseminado en los océanos y
estuarios a nivel mundial durante la época de lluvia o cuando la temperatura del
agua es elevada (mayor a 23°C), en la mayoria de los casos es mejor aislado
entre los meses de mayo y octubre.

Se puede decir que el Vibrio vulnificus no es tan exigente en los requerimientos
ambientales para su crecimiento y diseminacion en comparacion con el Vibrio
parahaemolyticus, por tal razon es notable un mayor crecimiento para esta
época, también hay que tomar en cuenta que en las placas de TCBS, que es un
medio selectivo da lugar a la competitividad entre las diferentes especies del
género Vibrio, desarrollandose mas el que mejor aprovecha los nutrientes del
medio.

5.3 Comparar los resultados obtenidos con los valores establecidos en el
RTCA 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA
LA INOCUIDAD DE ALIMENTOS DEL ANO 20009.

Tabla N°8: Microorganismos identificados en época lluviosa y en época seca.
Epocalluviosay época seca

Total de muestras

Microorganismo - Procedencia
Lavadas | Sin lavar
11 10 La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto El
Aeromona hydrophila Triunfo
V. vulnificus 13 15 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V. alginolyticus S S Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V. parahaemolyticus 3 3 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 2 1 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
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Figura N°27: Total de microorganismos identificados a lo largo de toda la
investigacion.

Se analizaron un total de 34 muestras (17 muestras para cada época) adquiridas
en los 17 puestos fijos que comercializan la especie Anadara tuberculosa en el
muelle del puerto de La Libertad, cada muestra se dividi6 en dos tratamientos
analizados a lo largo de la investigacion.

Como resultado final de las muestras (unificando los dos tratamientos) se logro
aislar al Vibrio Vulnificus en 28 muestras y como segundo microorganismo
relevante la Aeromona hydrophila en 21 muestras, se puede ver con estos
resultados que el Vibrio parahaemolyticus no es un microorganismo
predominante en la especie Anadara tuberculosa ya que solo se aislé en 6
muestras durante toda la investigacion.

Cada microorganismo encontrado en los analisis realizados, si bien no estan
contemplados en el RTCA 67.04.50:08 del afio 2009 de alimentos para la especie
bivalva, es de suma importancia conocer un poco sobre las diversas
enfermedades que pueden estar generando el consumo de alimentos
contaminados; por tal razén se menciona puntualmente un poco sobre cada
microorganismo y sus efectos a la salud al consumirlos:
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- El Vibrio vulnificus es una bacteria comdn en el agua de los estuarios de
climas tropicales, puede estar presente en alimentos de origen marino
como los bivalvos y pescados, causa tres cuadros clinicos en humanos:
septicemia, gastroenteritis e infeccion en heridas.

Por otro lado, las personas saludables tienen un riesgo menor de infeccion
por el Vibrio vulnificus la mayoria de las enfermedades de Vibrio vulnificus
ocurren durante los meses de verano. s

- La especie Aeromonas hydrophila se clasifico en la familia Vibrionaceae;
sin embargo, se reclasificé posteriormente en la familia Aeromonadaceae,
que son bacilos gramnegativos moviles, la Aeromonas hydrophila es una
bacteria que esta en agua dulce o salada, como lagos, rios, embalses y
estuarios, y es mas frecuente en climas calidos; también puede
contaminar el suelo humedo, resiste el calor, el frio y el cloro.

Algunas cepas de Aeromona hydrophila (la méas frecuente) producen una
toxina llamada aerolisina, que causa dario tisular.

La infeccion se produce cuando las bacterias que producen la toxina
aerolisina entran en un area de la piel lesionada. Las infecciones humanas
causadas por Aeromonas hydrophila son raras e incluyen enfermedades
gastrointestinales, infecciones de la piel y de los tejidos blandos.

- El Vibrio alginolyticus es un organismo del mar y estuarios, su distribucion
es mundial por lo general en costas de paises templados, se encuentra en
cualquier organismo marino como: peces, almejas, ostiones, corales, entre
otros.

Los signos y sintomas en el hombre se deben a la ingesta de productos
marinos crudos o insuficientemente cocidos, producen un cuadro
gastrointestinal asociado a la ingestion de productos marinos
contaminados. @9

Los Vibrios de acuerdo con su especie y familia tienen diferentes exigencias para
su crecimiento y su desimanacion, por ejemplo, en nuestra investigacion
encontramos que el Vibrio vulnificus se encuentra desminado durante todo el afio
y para el caso del Vibrio parahaemolyticus unicamente lo logramos identificar en
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época seca, esto posiblemente por la metodologia en la que hay que considerar
dos factores: composicion del agua peptonada y tiempo de enriquecimiento.

Por otra parte, los resultados nos ayudan a confirmar, con base a la teoria
consultada, que el Vibrio parahaemolyticus es un microorganismo sujeto a
cambios climaticos, pero no garantizamos que este sea estacional propio de la
época seca. Si es autéctono de lugares como los esteros, bahias y manglares,
cuyas condiciones de proliferacion son bien especificas.

En cuanto al recuento de colonias de Vibrio parahaemolyticus ninguna cumple
con el limite maximo permitido de 10% UFC/mL establecido por el RTCA
67.04.50:08 de alimentos del afio 2009 obteniendo valores superiores a 10°
UFC/mL.

Para las dUltimas actualizaciones del RTCA de alimentos, el Vibrio
parahaemolyticus ya no figura como un microorganismo patégeno de interés en
la especie bivalva (Anadara tuberculosa) no solicitando ni su identificacién y ni
Su recuento, esto puede deberse al decremento de la presencia de este
microorganismo en la concha peluda.

5.4 Elaborar un informe de resultados y presentarlo a la defensoria del
consumidor.

Se elabord un informe dirigido a la defensoria del consumidor en el cual se
presentan los resultados que se obtuvieron de la identificacion del Vibrio
parahaemolyticus en la especie Anadara tuberculosa, mostrando la informacién
mas relevante; Con el fin de hacer de su conocimiento la baja prevalencia de este
microorganismo y la presencia de otros en el alimento y sus posibles riesgos para
la salud de los consumidores.
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Presidente de la Defensoria del Consumidor
Presente.

Reciba un cordial saludo deseéandole éxito en su labor diaria.

El motivo de la presente es para presentar a usted los resultados del andlisis
microbioldgico realizado a 34 muestras de molusco bivalvo crudo de la especie
Anadara tuberculosa  obtenidas de los 17 establecimientos fijos que
comercializan la especie en el Muelle del Puerto de la Libertad, para darle
cumplimiento a uno de nuestros objetivos especificos de nuestro trabajo de
graduacion titulado “IDENTIFICACION DEL Vibrio parahaemolyticus en
Anadara tuberculosa (CONCHA PELUDA) COMERCIALIZADO EN EL MUELLE
DEL PUERTO DE LA LIBERTAD”.

Cabe mencionar que anexo a los resultados, se incluyen los pardmetros
microbiolégicos para moluscos crudos segun el Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS
PARA LA INOCUIDAD DE ALIMENTOS del afio 2009, (Criterios microbiolégicos
para registro de alimentos y vigilancia, grupo de alimento 9: Pescados, derivados
y productos marinos, Subgrupo del alimento 9.1: pescado, productos marinos y
de agua dulce, crudos, refrigerados o congelados, incluidos moluscos,
crustaceos y equinodermos, empacados)

Agradeciendo de antemano su atencion.

Atentamente
F. F.
Débora Maria Sanchez de Milian Denis Francisco Avalos Platero

Estudiantes Egresados de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador.



RESUMEN

El género Vibrio comprende 75
especies, de ellas 12 son
consideradas patdégenas para el ser
humano, el Vibrio parahaemolyticus es
asociado con enfermedades
gastrointestinales como gastroenteritis
aguda, frecuentemente por el
consumo de pescado, moluscos y
crustaceos crudos o insuficientemente
cocidos. El consumo de la especie
Anadara tuberculosa (Concha peluda)
en todo el territorio nacional presenta
una alta demanda, mayormente en
zonas turisticas, asi como lo es el
puerto de La Libertad, por tal razén la

presente investigacion tiene como
finalidad identificar el Vibrio
parahaemolyticus en la especie

Anadara tuberculosa (concha peluda).
Para nuestra investigacion se tomo el
muelle del puerto de la Libertad como
punto de referencia donde se
comercializa la especie de interés,
recolectando las muestras de
(Anadara  tuberculosa) en 17
establecimientos ubicados sobre el
muelle, siendo un total de 34 muestras
(17 muestras recolectadas en época
lluviosa y otras 17 muestras
recolectadas en época seca) en cada
establecimiento se desarrollé una guia
de inspeccibn para evaluar la
procedencia, manipulacion y
condiciones de almacenamiento del
molusco, las muestras recolectadas se

dividieron en dos tratamientos:
conchas lavadas y sin lavar.

El andlisis microbiolégico consistio en
aislar el Vibrio parahaemolyticus de las
muestras de Anadara tuberculosa
(concha peluda) realizando diluciones
y siembras en placas con el agar
TCBS mediante la técnica de estriado
y se confirmd la presencia del
microorganismo mediante las pruebas
bioquimicas, los analisis se
desarrollaron en el Laboratorio de
alimentos del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud de la
Universidad de El Salvador
(CENSALUD), en el periodo
comprendido desde julio del 2019 a
marzo del 2020.

INTRODUCCION

Clasificacion Taxondmica. Segun
Camacho (1999) y Sanclement (2008),
la especie Anadara tuberculosa se
clasifica de la siguiente manera:

- Reino: Animalia

- Phylum: Mollusca

- Clase: Bivalvia

- Orden: Arcoida 18

- Familia: Arcidae

- Nombre cientifico: Anadara
tuberculosa.

- Nombres comunes: “piangua”
(Costa Rica); “concha negra”
(Nicaragua); “Curil, concha negra” (El
Salvador); “chucheca” (Panama);
“concha prieta” (Ecuador).



Es la especie de moluscos mas
conocida y consumida en El
Salvador, su concha es equivalva e
inequilateral; su contorno es ovalado,
con alargamiento moderado, su color
es blanco, cubierto por un periostraco
piloso que va desde café oscuro
hasta negro, es esencialmente
habitante de sustrato suave, se
puede encontrar también en
sustratos de fango arenoso, pero las
densidades de poblacion mas altas
se encuentran en los lodos blandos
intermareales que bordean los
bosques de manglar, la alimentacién
de la mayoria de los moluscos es
esencialmente por filtracion de
particulas y microorganismos. Segun
lo establecido por el RTCA los
alimentos de clasifican de acuerdo en
la probabilidad de causar dafo a la
salud de las personas, la gravedad de
dicho efecto y de acuerdo a la clase
de peligro y a la relacion de las
condiciones de manipulaciéon 'y
consumo, la Anadara tuberculosa se
clasifica en una categoria de alimento
de riesgo tipo A ya que es un alimento
que se consume fresco. Y segun las
categorias de riesgo asociadas al
alimento y al microorganismo se
recomienda que a la Anadara
tuberculosa se le debe de identificar
y cuantificar el microorganismo Vibrio
parahaemolyticus, considerado de
riesgo en categoria 8 con una
presencia y limitado maximo
permitido de 10% UFC/ml. Vibrio

parahaemolyticus es una bacteria
Gramnegativa haldfila, es autoctona
para el entorno marino y un agente
causante de enfermedades
relacionadas con el consumo de
mariscos crudos o poco cocidos.
Vibrio parahaemolyticus es tanto
oxidativo como fermentativo y se
produce naturalmente tanto en
ambientes marinos como de agua
dulce donde interactta con diversos
organismos marinos y estuarinos. Se
sabe que las especies de Vibrio se
concentran en el intestino de las
ostras y otros bivalvos que se
alimentan por filtracion, lo que
aumenta el riesgo de infeccién para
los humanos que ingieren. Este
microorganismo causa gastroenteritis
y los sintomas que se presentan son
dolor abdominal severo, nauseas,
vomito, fiebre, dolor de cabeza y
diarrea, la cual persiste hasta ocho
dias, en casos severos la diarrea es
acuosa con moco y sangre, y pueden
presentarse cuadros de
deshidratacion, hipotensién y
acidosis. La dosis infectiva es de 103
UFC/ml, el periodo de infeccion es de
12-24 horas.

METODOLOGIA

DETERMINACION Y
CUANTIFICACION DEL Vibrio
parahaemolyticus. @

Se dividieron las muestras en dos
tratamientos: muestras lavadas y sin
lavar. Se pesé asépticamente 25 g del



contenido homogenizado de
aproximadamente 6 moluscos,
directamente en una bolsa de

polietileno previamente tarada. Se
afiadieron 225 mL de agua peptonada
con 3% de NaCl y se homogeniz6
durante 2 minutos en el Stomacher a
260 rpm, esta fue la dilucién 1:10 (10
D). A partir de esta dilucion madre se
realizaron tres diluciones mas hasta
preparar el factor de dilucion 10+ Se
incubaron las cuatro diluciones
anteriormente preparadas de 18 a 24
horas a 37°C.

Posteriormente se sembré en placas
con agar TCBS, con ayuda de un asa

previamente esterilizada, se incubaron
todas las placas a una temperatura de
35°C por 24 horas. Se contaron
Unicamente las colonias
caracteristicas de Vibrio
parahaemolyticus (colonias redondas,
opacas, verdes o azuladas, de 2 a 3
mm de didmetro). Reportando como
UFC/ml.

Se transfieren colonias caracteristicas
de Vibrio parahaemolyticus a placas
de TSA con 3% de NaCl incubando a
37°C por 24 horas, de las placas se
tomaron muestras para realizar tincion
al Gram y pruebas bioquimicas.

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla N°1: Parametros de verificacion de la guia de inspeccion.

Epoca Epoca
lluviosa seca

_ Parametros a verificar en los manipuladores y : _

Iltem Si No Si No
en el producto
El vendedor posee ufias cortas 8 9 10 7
El vendedor porta Vestimenta limpia 13 4 14
Al vendedor se le observan heridas a simple vista 0 17 2 15

4 El vendedor utiliza joyas (anillos, pulseras, reloj, 3 14 4 13
otros)

5 El vendedor utiliza guantes para manipular el 0 17 0 17
producto.

6 El puesto de venta posee un ambiente limpio 11 6 10 7

7 Existe algun _ procedimiento de limpieza en el 0 17 4 13
producto previo a la venta

8 El molusco se encuentra almacenado junto con 1 16 0 17
otros productos
Los moluscos se encuentran almacenados a una

9 . 5 12 10 7
temperatura adecuada (con hielo alrededor)

10 Los moluscos estan protegidos del sol 16 1 4 13




Cuadro N°1: Procedencia de Anadara tuberculosa comercializada en el muelle
del puerto de La Libertad.

Parametros a verificar en el
producto

Bahia de Jiquilisco

puerto El Triunfo

LaLibertad

Procedencia del molusco

10

6

1

Cuadro N°2: Tiempo promedio de venta de la especie Anadara tuberculosa en
el muelle del puerto de La Libertad.

Parametros a verificar en el producto

Tiempo en horas

Tiempo promedio de la venta total del molusco

4-8

Cuadro N°3: Tipo de embalaje utilizado para entrega del producto.

Papel periédico con Bolsa
Pardmetros a verificar en el producto bolsa plastica plastica
Tipo de embalaje que utiliza para la entrega del producto 5 12

Tabla N°2: Conteo de colonias de las muestras limpias y muestras sin limpiar en
agar TCBS 35°C/24h en época lluviosa.

Muestras Limpias
Cédigo de Numero de
muestras Dilucion Dilucion colonias
MBO1 107 107 DNPC
MB02 107 10 DNPC
MBO3 107 107 DNPC
MBO4 1074 10 DNPC
MBO5 107 10 DNPC
MBO6 107 107 DNPC
MBO7 1074 10 DNPC
MBOS 107 10™ DNPC
MB09 10 107 DNPC
MB10 107 10™ DNPC
MB11 107 10™ DNPC
MB12 10 107 DNPC
MB13 107 10™ DNPC
MB14 10 107 DNPC
MB15 107 10™ DNPC
MB16 10 107 DNPC
MB17 107 107 DNPC

*MB=Muestra de bivalvo

*DNPC= Demasiado humeroso para contar




Tabla N°3: Microorganismos identificados por medio de las pruebas bioquimicas
muestras lavadas y muestras sin lavar en época lluviosa.

Epoca lluviosa
Microorganismos Muestras Procedencia
Lavadas | Sin Lavar
Aeromona La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto El
hydrophila 8 7 Triunfo
V. vulnificus 4 4 Bahia de Jiguilisco y puerto El Triunfo
V. alginolyticus 5 5 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 0 1 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo

9
8 Lavadas
7 Sin lavar
" 6
c 5 Lavadas Sin lavar
® 4 Lavadas  sin lavar
>
=
3
2
1 Sin lavar
0 -
Aeromona hydrophila V. vulnificus V. alginolyticus No identificado

Figura N°1: Microorganismos identificados en muestra recolectadas en época
lluviosa.

Tabla N°4: Resultados obtenidos en el recuento de colonias para cada muestra
analizada, durante la época seca.

Muestras Limpias Muestras Sin limpiar
Recuento
Cédigo N° de en N° de Recuento en
de colonias UFC/ml colonias UFC/mlI
muestras | Dilucién | sospechosa | 35°C/24h | Dilucién | sospechosa 35°C/24h
MBO01 10™ 29 2.9x108 10™ DNPC DNPC
MBO02 10™ 2 2.0x10° 10™ 13 1.3x108
MBO03 10™ 4 4.0x10° 10™ 7 7.0x10°
MB04 107 22 2.2x10° 10™ DNPC DNPC
MBO05 10™ 3 3.0x10° 10™ 6 6.0x10°
MBO06 10™ 28 2.8x10° 10™ 17 1.7x10¢%




Tabla N° 4: Continuacion

MBO7 10 23 2.3x10° 10™ 4 4.0x10°
MBO8 10™ DNPC DNPC 10™ 34 3.4x108
MBO09 10™ 9 9.0x10° 10™ 15 1.5x10°6
MB10 10™ 9 9.0x10° 10™ 21 2.1x108
MB11 10™ 5 5x10° 10™ DNPC DNPC
MB12 10™ 17 1.7x10° 10™ 10 1.0x10°
MB13 10™ 2 2.0x10° 10™ 4 4.0x10°
MB14 10™ DNPC DNPC 10™ 2 2.0x10°
MB15 10™ 8 8.0x10°5 10™ 31 3.1x108
MB16 10™ 15 1.5x10° 10™ 12 1.2x10°6
MB17 10™ DNPC DNPC 10™ 157 1.6x107
MB11 10™ 5 5x10° 10~ DNPC DNPC

*MB=Muestra de bivalvo

*DNPC= Demasiado humeroso para contar

*UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro
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Figura N°2: Grafica sobre el conteo de colonias presuntivas de Vibrio
parahaemolyticus en muestras de bivalvos limpios en época seca
del afio 2020 procedentes del muelle del puerto de La Libertad.
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Figura N°3: Grafica sobre el conteo de colonias presuntivas de Vibrio
parahaemolyticus en muestras de bivalvos sin limpiar en época
seca del afio 2020 procedentes del muelle del puerto de La Libertad.

Tabla N°5: Total de microorganismos identificados por medio de las pruebas
bioquimicas para muestras limpias y sin limpiar.

Epoca Seca
Microorganismos Muestras Procedencia
Lavadas | Sin Lavar
La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto El

Aeromona hydrophila 3 3 Triunfo
V.Vulnificus 9 11 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V.parahaemolyticus 3 3 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 2 0 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
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11 Sin lavar
10
9 Lavadas
8
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4
3 Lavadas Sin lavar Laval i ar
2 Lavadas
: L
0
Aeromona hydrophila V.Vulnificus V.parahaemolyticus No identificado

Figura N°4: Microorganismos identificados en las 17 muestra analizadas en
época seca.

Tabla N°6: Microorganismos identificados durante toda la investigacion.

Epoca lluviosa y época seca
Microorganismo Muestras Procedencia
Lavadas | Sin lavar
Aeromona La Libertad, Bahia de Jiquilisco y puerto El
. 11 10 .
hydrophila Triunfo
Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V. vulnificus 13 15 q P
Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
V. alginolyticus 5 ° a P
V. 3 3 Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
parahaemolyticus
Bahia de Jiquilisco y puerto El Triunfo
No identificado 2 1 a yP
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Figura N°5: Total de microorganismos identificados a lo largo de toda la

investigacion.

La tabla N°1 refleja los resultados de
la guia de inspeccion, desarrollada a
cada vendedor que comercializa el
producto de interés (concha peluda)
realizada durante la época lluviosa y
época seca, en este cuadro se
plasman Unicamente los parametros
de higiene que practican cada uno de
los manipuladores junto con la
capacidad que poseen los
vendedores para mantener un
almacenamiento optimo del producto
en investigacion, durante el tiempo de
comercializacion, al tener los
resultados de la guia de inspeccion
para ambas épocas, se observé una
pequefia variante en los parametros
tomados, entre los cuales resaltan,
que durante la época lluviosa los
vendedores mantuvieron un ambiente
higiénico mas adecuado durante su

venta, es decir tenian los puestos de
venta mas limpios, no presentaban
heridas en sus manos y tenian las
conchas a una temperatura mas
adecuada para su venta, a pesar de
estas pequeilas diferencias de
higiene no se puede decir que son
suficientes para tener productos
inocuos y libres de contaminantes (la
temperatura a la que se encuentra el
molusco a la hora de la venta, no evita
el crecimiento del Vibrio
parahaemolyticus) y contaminacion
cruzada.

En cuanto al almacenamiento de los
productos, si observamos que los
vendedores tienen el cuidado de
separar los productos de venta de
acuerdo con su especie, se observo

9



gue no mantienen los requerimientos
minimos de temperatura y humedad
ya que de acuerdo a la bibliografia
consultada la temperatura
recomendada para almacenar los
moluscos bivalvos y evitar la
proliferacion del Vibrio
parahaemolyticus debe de ser debajo
de 5°C Yy arriba de 43°C y al mismo
tiempo descuidan también otros
factores que pueden causar
contaminacion cruzada entre estos
tenemos:

- Utilizar huacales de aluminio
como contenedores en lugar
de utilizar hieleras con cierre

hermético.
- Los espacios de cada local no
estan separados

adecuadamente, es decir, no
tienen una construccion
adecuada que permita dividir
cada puesto entre si;

- Y por dltimo y no menos
importante:  los  productos
estan  expuestos a la
intemperie por lo que estan
teniendo contacto con moscas
y otros contaminantes.

Aclaramos que se analizaron un total
de 34 muestras (17 muestras para
época lluviosa y otras 17 muestras
para época seca) adquiridas en los 17
establecimientos fijos que
comercializan la especie Anadara
tuberculosa en el muelle del puerto de

La Libertad, Las muestras se
dividieron en dos tratamientos:
muestras lavadas y sin lavar. Como
resultado la tabla N°9 y figura N°5
indican que en toda la investigacion
se logrog aislar al Vibrio Vulnificus en
28 muestras y como segundo
microorganismo relevante la
Aeromona hydrophila en 21 muestras,
se puede ver con estos resultados
gue el Vibrio parahaemolyticus no es
un microorganismo predominante en
la especie Anadara tuberculosa ya
que solo se aisl6 en 6 muestras
durante toda la investigacion, en
cuanto a las placas donde se
identific6  Vibrio parahaemolyticus
(MBO05, MB10 y MB15) se observé un
mayor crecimiento en las muestras
sin lavar, esto nos comprueba que al
realizar un procedimiento de limpieza
solo con agua y un cepillo se reduce
la carga microbiana
significativamente.

El RTCA 67.04.50:08 del afio 2009,
ubica al microorganismo (Vibrio
parahaemolyticus) en categoria de
riesgo 8, donde sefiala un limite
maximo permitido de 1x10% UFC/mL.
En nuestro caso, de las 34 muestras
analizadas solo en 6 se confirmd la
presencia de este microorganismo y
ninguno cumple con el pardmetro
establecido ya que se obtuvieron
valores a partir de 10° UFC/mL.

10



Cada microorganismo encontrado en
los andlisis realizados, si bien no
estdn contemplados en el RTCA
67.04.50:08 del afio 2009 de
alimentos para la especie bivalva, es
de suma importancia conocer un poco
sobre las diversas enfermedades que
pueden estar generando el consumo
de alimentos contaminados; por tal
razon se menciona puntualmente un
poco sobre cada microorganismo y
sus efectos a la salud al consumirlos:

El Vibrio vulnificus es una bacteria
comun en el agua de los estuarios
de climas tropicales, puede estar
presente en alimentos de origen
marino como los bivalvos vy
pescados, causa tres cuadros
clinicos en humanos: septicemia,
gastroenteritis e infeccion en
heridas. Por otro lado, las personas
saludables tienen un riesgo menor
de infeccion por el Vibrio vulnificus la
mayoria de las enfermedades de
Vibrio vulnificus ocurren durante los
meses de verano. s us

-La especie Aeromonas hydrophila
se clasific6 en la familia
Vibrionaceae; sin embargo, se
reclasific6 posteriormente en la
familia Aeromonadaceae, que son
bacilos gramnegativos moviles, la
Aeromonas hydrophila es una
bacteria que esta en agua dulce o
salada, como lagos, rios, embalses
y estuarios, y es mas frecuente en

climas célidos; también puede
contaminar el suelo hiumedo, resiste
el calor, el frio y el cloro. Algunas
cepas de Aeromona hydrophila (la
mas frecuente) producen una toxina
llamada aerolisina, que causa dafo
tisular. La infeccion se produce
cuando las bacterias que producen
la toxina aerolisina entran en un area
de la piel lesionada. Las infecciones
humanas causadas por Aeromonas
hydrophila son raras e incluyen
enfermedades  gastrointestinales,
infecciones de la piel y de los tejidos
blandos. a3

El Vibrio alginolyticus es un
organismo del mar y estuarios, su

distribucibn es mundial por lo
general en costas de paises
templados, se encuentra en

cualquier organismo marino como:
peces, almejas, ostiones, corales,
entre otros. Los signos y sintomas
en el hombre se deben a la ingesta
de productos marinos crudos o
insuficientemente cocidos, producen
un cuadro gastrointestinal asociado
a la ingestion de productos marinos
contaminados.

Se comprueba mediante esta
informacion que los Vibrios de
acuerdo a su especie y familia tienen
diferentes exigencias para Ssu
crecimiento y su desimanacion, por
ejemplo, en nuestra investigacion
encontramos que el vibrio vulnificus
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se encuentra de forma abundante
durante todo el afio y para el caso
del vibrio parahaemolyticus
Gnicamente lo logramos identificar
en época seca.

Por tanto, consideramos que este
microorganismo es estacional, propio
de la época seca y su prevalencia
esta sujeta a los cambios climaticos;
también se confirma que es un
microorganismo autoctono de lugares
como los esteros, bahias vy
manglares, cuyas condiciones de
proliferacion son bien especificas. Es
relevante traer a discusion las ultimas
actualizaciones del RTCA
67.04.50:08 de alimentos, en donde el
Vibrio parahaemolyticus ya no figura
COmMo un microorganismo patégeno
de interés en las especies bivalvas, se
cree en base a esta investigacion que
uno de los motivos que ha llevado al
ente regulador a tomar estas nuevas
disposiciones sobre este tipo de
alimento es el decremento de la
presencia de este microorganismo en
la concha peluda. a1 Mas adelante se
concluyen las posibles razones que
estan ocasionando la aparente
extincion de este microorganismo.

CONCLUSIONES

1. La falta de interés de los
comerciantes por realizar las
buenas practicas higiénicas
genera una  contaminacion
cruzada, lo cual influye en que los

alimentos no sean inocuos Yy
aptos para consumo humano.

El almacenamiento de los
productos de venta no es el
adecuado, ninguno de los
puestos posee camaras
frigorificas debido a la falta de
conocimiento sobre la
temperatura adecuada a la cual
deben mantenerse los productos
marinos durante la
comercializacion.

Los productos muestreados en el
muelle del puerto de La Libertad
eran provenientes de La Bahia de
Jiquilisco, del puerto El Triunfo, y
de un proveedor local, este dato
se conoce ya que fue un punto
tomado en cuenta en la guia de
inspeccion realizada a cada
comerciante.

Unicamente 6 de las muestras
analizadas presentaron Vibrio
parahaemolyticus, no se
considera un resultado alarmante
que pueda generar intoxicacion
en la poblacion.

De los 6 tratamientos analizados
con presencia de  Vibrio
parahaemolyticus ninguno
cumple con el limite maximo
permitido por el RTCA
67.04.50:08 de alimentos que
define 10° UFC/mL para este
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microorganismo, en los analisis
obtuvimos recuentos mayores a
este limite los cuales fueron
105,106 Yy 107 UFC/mL. (25)

El proceso de limpieza que se
implemento6 en las valvas de las
conchas recolectadas durante la
época lluviosa y época seca no
permite eliminar completamente
la presencia del Vibrio
parahaemolyticus y de los demés
microorganismos identificados en
la investigacion, pero si reduce la
carga microbiana, esto en base a
la comparacion de resultados del
recuento de las colonias de los
diferentes tratamientos.

Se identific6 una diversidad de
microorganismos debido a que
los manglares de la Bahia de
Jiquilisco y del puerto El Triunfo
(lugar de procedencia de las
muestras) presentan nutrimentos
gue favorece el desarrollo de una
diversidad de microorganismos,
con requerimientos especificos
de temperatura, pH y salinidad.

El informe de resultados dirigidos
a la defensoria del consumidor
tiene como fin informar que el
microorganismo en estudio ya no
es predominante en el molusco
bivalvo Anadara tuberculosa, y
advertir que debe mantenerse un
monitoreo del cumplimento de las

buenas practicas higiénicas
sobre los alimentos que se
comercializan en el muelle del
puerto La libertad.

RECOMENDACIONES
1. Desarrollar mas capacitaciones y

charlas dirigida a los
comerciantes por parte de la
unidad de salud, acerca de
buenas practicas de higiene y
almacenamiento de productos
marinos crudos.

Sugerir a los comerciantes que
soliciten a la alcaldia de La
Libertad una mejora en la
infraestructura de los diferentes
puestos, con el fin de brindar un
ambiente més limpio y garantizar
gue el producto comercializado
cumpla con las normas de
higiene.

Almacenar los productos marinos
adecuadamente en cada uno de
los puestos de venta, y cumplir
con las temperaturas 6ptimas que
interrumpan el crecimiento de
cualquier microorganismo
patbgeno en los productos de
pesca.

Sugerir a la Direccién General de
Desarrollo de la Pesca vy
Acuicultura invertir en lugares de
cultivo de diferentes especies de
moluscos bivalvos, en donde se

13



garanticen las condiciones
sanitarias y un monitoreo estricto
de calidad.

Limpiar las valvas de la concha
antes de consumirla y
almacenarlas a una temperatura
abajo de los 5°C con el fin de
interrumpir la proliferacion
microbiana presente en el
producto.

Considerar como factor critico el
tiempo de incubacién del Vibrio
parahaemolyticus, para la
deteccién y la cuantificacion de
este microorganismo, se requiere
un crecimiento que genere datos
reproducibles y que permita aislar
cepas de diferentes tipos de
Vibrios.

Desarrollar en futuras
investigaciones un estudio con
muestras directamente
provenientes de la bahia de
Jiquilisco, donde se determinen
las condiciones ambientales que
puedan estar potencializando la
prevalencia de todas las especies
de Vibrios encontrados en esta
investigacion.

Revisar el método de
cuantificacién con el fin de hacerlo
mas especifico para el

microorganismo Vibrio
parahaemolyticus o los que se
deseen estudiar, a partir de una
muestra de interés.
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ANEXO

RTCA 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA
INOCUIDAD DE ALIMENTOS del afio 2009.

Todos los alimentos se clasifican basandose en la probabilidad de causar dafio a
la salud de las personas, la gravedad de dicho efecto y los factores de riesgo:
Alimento Riesgo tipo A: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicién, proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una
alta probabilidad de causar dafio a la salud.

Alimento Riesgo tipo B: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicién, proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una
mediana probabilidad de causar dafio a la salud.

Alimento Riesgo tipo C: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicién, proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una

baja probabilidad de causar dafio a la salud.

De acuerdo con la clase de peligro determinado por las variables antes sefialadas
y por aquellas relacionadas a las condiciones de manipulacién y consumo, se
establecen las siguientes categorias de riesgo asociadas al alimento y al
microorganismo:

Las categorias 1, 2 y 3 se aplican a aquellos microorganismos que tiene por
objeto definir la vida util y alteracion del producto como recuento de
microorganismos aerobios mesofilos, mohos y levaduras, lactobacillus, entre
otros.

Las categorias 4, 5 y 6 se usan para microorganismos indicadores tales como
coliformes totales, enterobacteriaceas, entre otros.

Las categorias de alimentos 7, 8 y 9 se usan en parametros microbiolégicos que
siendo considerados patdégenos, en bajos niveles pueden aceptarse, tales como

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus.



- La categoria 10 se emplea en otros microorganismos considerados peligrosos

como Salmonella, entre otros.

Tabla N°7: Paradmetros establecidos

por el

Centroamericano RTCA 67.04.50.08

Reglamento

Técnico

9.0 Grupo de Alimento: Pescado, derivados y productos marinos. Esta amplia categoria se
subdivide en categorias para el pescado fresco y para diversos productos marinos elaborados.
Se incluyen en ella los vertebrados acuaticos y mamiferos acuaticos (p.ej., ballenas), los
invertebrados acuaticos (p.ej., medusas), los moluscos (p.ej., almejas y caracoles), los
crustaceos (p.ej., camarones, cangrejos y langostas). Los productos marinos se pueden
recubrir, p.ej., con glaseados o especias, antes de su comercializacion para el consumo (p.ej.,
filetes de pescado congelados y glaseados). En el SCA esto se indica con una anotacion relativa
al “uso como glaseado o recubrimiento (tratamiento de superficie)”

9.1 Subgrupo de alimentos: Pescado y productos marinos frescos, congelados, incluidos
moluscos, crustaceos y equinodermos empacados.

bivalvos)

Tino de Limite
Pardmetro Categoria P Méximo
riesgo -
permitido
Escherichia coli 4 102 UFCl/g
Staphilococcus aureus (solo para pescados) 7 103 UFCl/g
Salmonellasp /25 g 10 Ausencia
Listeria monocytogenes /25 g (solo para producto A .
. . . . 10 Ausencia
crudo listo para consumo ejemplo, sushi y ceviche)
Vibrio parahaemolitycus (solo para moluscos 8 10° UFC/g
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6.0. CONCLUSIONES

. La falta de interés de los comerciantes por realizar las buenas practicas
higiénicas genera una contaminacién cruzada, lo cual influye en que los
alimentos no sean inocuos y aptos para consumo humano.

. El almacenamiento de los productos de venta no es el adecuado, ninguno de
los puestos posee camaras frigorificas debido a la falta de conocimiento sobre
la temperatura adecuada a la cual deben mantenerse los productos marinos
durante la comercializacion.

. Los productos muestreados en el muelle del puerto de La Libertad eran
provenientes de La Bahia de Jiquilisco, del puerto El Triunfo, y de un
proveedor local, este dato se conoce ya que fue un punto tomado en cuenta
en la guia de inspeccidn realizada a cada comerciante.

. Unicamente 6 de las muestras analizadas presentaron Vibrio
parahaemolyticus, no se considera un resultado alarmante que pueda generar
intoxicacion en la poblacion.

. De los 6 tratamientos analizados con presencia de Vibrio parahaemolyticus
ninguno cumple con el limite maximo permitido por el RTCA 67.04.50:08 de
alimentos que define 102 UFC/mL para este microorganismo, en los analisis
obtuvimos recuentos mayores a este limite los cuales fueron 10°10°6 y 107
UFC/mL. (25)

. El proceso de limpieza que se implementd en las valvas de las conchas
recolectadas durante la época lluviosa y época seca no permite eliminar
completamente la presencia del Vibrio parahaemolyticus y de los demas
microorganismos identificados en la investigacion, pero si reduce la carga
microbiana, esto en base a la comparacién de resultados del recuento de las
colonias de los diferentes tratamientos.

. Se identifico una diversidad de microorganismos debido a que los manglares
de la Bahia de Jiquilisco y del puerto El Triunfo (lugar de procedencia de las
muestras) presentan nutrimentos que favorece el desarrollo de una diversidad
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de microorganismos, con requerimientos especificos de temperatura, pH y
salinidad.

. El'informe de resultados dirigidos a la defensoria del consumidor tiene como
fin informar que el microorganismo en estudio ya no es predominante en el
molusco bivalvo Anadara tuberculosa, y advertir que debe mantenerse un
monitoreo del cumplimento de las buenas practicas higiénicas sobre los
alimentos que se comercializan en el muelle del puerto La libertad.
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7.0 RECOMENDACIONES

. Desarrollar mas capacitaciones y charlas dirigida a los comerciantes por parte
de la unidad de salud, acerca de buenas practicas de higiene y
almacenamiento de productos marinos crudos.

. Sugerir a los comerciantes que soliciten a la alcaldia de La Libertad una mejora
en la infraestructura de los diferentes puestos, con el fin de brindar un ambiente
mas limpio y garantizar que el producto comercializado cumpla con las normas
de higiene.

. Almacenar los productos marinos adecuadamente en cada uno de los puestos
de venta, y cumplir con las temperaturas Optimas que interrumpan el
crecimiento de cualquier microorganismo patdgeno en los productos de pesca.

. Sugerir a la Direccién General de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura invertir
en lugares de cultivo de diferentes especies de moluscos bivalvos, en donde
se garanticen las condiciones sanitarias y un monitoreo estricto de calidad.

. Limpiar las valvas de la concha antes de consumirla y almacenarlas a una
temperatura abajo de los 5°C con el fin de interrumpir la proliferacion
microbiana presente en el producto.

. Considerar como factor critico el tiempo de incubacion del Vibrio
parahaemolyticus, para la deteccion y la cuantificacion de este
microorganismo, se requiere un crecimiento que genere datos reproducibles 'y
que permita aislar cepas de diferentes tipos de Vibrios.

. Desarrollar en futuras investigaciones un estudio con muestras directamente
provenientes de la bahia de Jiquilisco, donde se determinen las condiciones
ambientales que puedan estar potencializando la prevalencia de todas las
especies de Vibrios encontrados en esta investigacion.

. Revisar el método de cuantificacion con el fin de hacerlo mas especifico para
el microorganismo Vibrio parahaemolyticus o los que se deseen estudiar, a
partir de una muestra de interés
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Investigar en un proximo trabajo de graduacion la presencia del Vibrio
vulnificus y/o la Aeromona hydrophila en la especie Anadara tuberculosa
(concha peluda) y relacionar el limite maximo permitido de consumo con el
grado de patogenicidad en el huésped.
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ANEXO N°1

IMAGEN SATELITAL Y CROQUIS DE UBICACION DE LOS
ESTABLECIMIENTOS MUESTREADOS
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Figura N°28: Mapa de ubicacién del muelle del puerto de La Libertad.
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Figura N°29: Croquis de ubicacion de los establecimientos muestreados que
comercializan la especie Anadara tuberculosa en el muelle del
puerto de la libertad.




ANEXO N°2

BOLETIN EPIDEMIOLOGICO 2018 - 2019 Y ENFERMEDADES DIARREICAS
EN EL SALVADOR POR DEPARTAMENTO ANO 2019.

Tabla N°9: Boletin epidemiolégico 2018 - 2019

(%)

Semana . .
Acumulado diferencial

epidemiolégica
42 Diferencia Parael
2018 2019 absoluta 2019

1 Casos con sospecha de

dengue 640 6,636 24,045 17,409 (262)
2 Ca_sos con sospecha de 6 317 610 293 (92)

Chikungunya
3 giizos con sospecha de 9 297 707 480 211)
4 ggﬁggon respiratoria 43235 1,531,287 1,594,485 63,198 4)
5 Neumonias 675 24,305 31,950 7,645 (31)
6 Diarreay gastroenteritis 4,199 295,723 306,537 10,814 (4)
7 Fiebre tifoidea 4 1,343 1,443 100 (7
8 Hepatitis aguda A 12 860 694 166 (-19)
9 Parotiditis infecciosa 15 202 2,087 1,885 (933)
10 Enfermedad febril eruptiva 9 457 503 46 (10)
11 Paludismo confirmado* 0 1 1 0 (0)

*Casos importados

Tabla N°10: Cuadros por enfermedades diarreicas en ElI Salvador por
departamento hasta la Semana 42 (del 13 al 19 de octubre de 2019)

Departamentos Total general Tasa x 100,000
San Salvador 125,556 7,146
La Libertad 42,356 5,276
San Miguel 22,173 4,460
San Vicente 8,191 4,378
Chalatenango 8,574 4,056
Usulutan 15,377 4,010
Cabafias 6,312 3,711
Sonsonate 16,057 3,382
Santa Ana 19,871 3,263
La paz 11,417 3,258
La Union 8,486 3,185
Morazan 6,410 3,078
Cuscatlan 7,862 2,797
Ahuachapan 7,895 2,238

Total General 306,537



ANEXO N°3

FORMATO DE LA GUIA DE INSPECCION PARA VERIFICAR LA
PROCEDENCIA, MANIPULACION Y CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO DE LOS PUESTOS QUE COMERCIALIZAN EL
MOLUSCO Y ETIQUETA DE IDENTIFICACION PARA MUESTRAS.



Tabla N°11: Guia de inspeccion para verificar la procedencia, manipulacion y
condiciones de almacenamiento de los puestos que comercializan
el molusco.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Objetivo: Conocer las condiciones sanitarias y de almacenamiento del molusco bivalvo
comercializado en el muelle del puerto de la libertad.

Parametros a verificar en los manipuladores Si No Observaciones

El vendedor posee uiias cortas

El vendedor porta vestimenta limpia

Al vendedor se le observan heridas a simple vista

El vendedor utiliza joyas (anillos, pulseras, reloj, otros)

El vendedor utiliza guantes para manipular el producto

El puesto de venta posee un ambiente limpio

Existe algun procedimiento de limpieza en el producto
previo a la venta.

El molusco se encuentra almacenado junto con otros
productos

Los moluscos se encuentran almacenados a una
temperatura adecuada (con hielo alrededor)

Los moluscos estan protegidos del sol




Tabla N°11: continuacion

Parametros a verificar en los manipuladores

Si

No Observaciones

El utensilio para abrir las conchas esta limpio

El utensilio para abrir las conchas lo utilizan para
manipular otros productos

Pardmetros a verificar en el producto

Respuesta abierta

Procedencia de los moluscos

Tiempo promedio de la venta total del molusco

Tipo de embalaje que utilizan para la entrega del producto




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
ETIQUETA DE IDENTIFICACION

Fecha de muestreo: Hora de muestreo: N° de muestreo:
Nombre de la muestra: Cantidad de muestra:
Lugar de muestreo: Cadigo de la muestra:

Nombre del analista que realiza el muestreo:

Nombre del analista que verifica el muestreo:

Observaciones:

Figura N°30: Etiqueta de identificacién para muestras a analizar.




ANEXO N°4

PROCEDIMIENTO PREVIO A LA MANIPULACION DE LA MUESTRA

Figura N°31: Almacenamiento e identificacion de las muestras.



ANEXO N°5

DESCRIPCION DE MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y MEDIOS DE
CULTIVO UTILIZADOS EN EL LABORATORIO.

EQUIPOS
- Autoclave
- Balanza semianaliticas
- Bafio de Maria
- Cabina de flujo laminar
- Cocina con magneto
- Cuenta colonia
- Estufa
- Mecheros
- Micro pipetas de 100 pL
- Micro pipetas de 1000 pL
- Microscopio
- Refrigeradora
- Stomacher

MATERIALES
- Azas
- AzasenlL
- Beackear de 100 mL
- Beackear de 250 mL
- Beackearde5L
- Bolsa para stomacher
- Bolsas plasticas
- Cajas herméticas plasticas
- Cucharas plasticas
- Cuchillos de acero
- Erlenmeyer 100 mL
- Erlenmeyer 250 mL
- Erlenmeyer 300 mL
- Erlenmeyer 500 Ml
- Erlenmeyer 1000 mL
- Erlenmeyer 2000 mL
- Fésforos
- Gasas



- Gradillas para tubos

- Jeringas plasticas 20 mL

-  KOH 40%

- Magnetos

- Mascones

- Papel de aluminio

- Papelfiltro

- Papel para pesar

- Papel toalla

- Placas de Petri desechables
- Porta objetos

- Probeta 250 mL

- Probeta 500 mL

- Probeta 1000 mL

- Puntas plasticas para micro pipetas
- Tira quimica

- Tirro

- Toallas de tela

- Tubos con rosca 15 mL

MEDIOS DE CULTIVO
- Agar movilidad
- Agua peptonada
- Caldo de Indol
- LIA
- TCBS
- TSA
- TSI
- Voges proskauer

REACTIVOS
- a-naftol 5%
- Acetona
- Alcohol 70%
- Cloruro de sodio
- Cristal violeta
- kovac
- Lugol
- Safranina



ANEXO N°6

DETERMINACION Y CUANTIFICACION DEL Vibrio parahaemolyticus
POR EL METODO DE RECUENTO EN PLACA Y AISLAMIENTO EN
AGAR TSA.



Procedimiento:

lavar (para cada época).

Se dividié cada muestra en dos grupos de tratamiento: muestras lavadas y muestra sin

Para las muestras con
proceso de limpieza: se
lavaron las valvas de las
conchas con agua
corriente fria y se utilizé
un cepillo para retirar la
suciedad externa. (Lodo,
arena vy otros).

l

Utilizando un cuchillo
estérii  por lote de
muestra, se abrieron las
conchas necesarias para
el andlisis, extrayendo
asi el molusco.

Se afiadieron 225 mL de
agua peptonada con 3% de
NaCl y se homogenizo
durante 2 minutos en el
Stomacher a 260 rpm. Esta
fue la dilucion 1:10 (101).

Por lote de muestra, se pesé
asépticamente 25 g del
<«—] contenido homogenizado de
moluscos, directamente en
una bolsa de polietileno
previamente tarada.

!

Se transfiri6 a un Se pipetearon 10 mL de la dilucién 1:10 (101) y se
Erlenmeyer  esteéril afiadié a un Erlenmeyer que contenia 90 mL de
de 250 mL y se agua peptonada con 3% de NacCl, agitando. Esta
cubri6 con papel [—| fue la dilucion 1:100 (102), se cubri6 con papel
aluminio, agitando aluminio, se agité por 1 minuto. Se repite este
por 1 minuto. procedimiento hasta formar la dilucién 1:10000
(Dilucién 1:10 (101).) (104).

Se mcubaron_ las 10 mL 10 mL 10 mL
cuatro diluciones

anteriormente

preparadas: 24 - -
horas en época B 3
lluviosa y 90 minutos |[*— (107) (10%)

en época seca a
37°C.

(10%)

(10




Procedimiento: continuacion

Dilucién

Diluciéon Dilucién

Dilucion

Se prepararon ocho placas con agar TCBS, dos por cada una de las diluciones preparadas.
Con ayuda de un asa previamente esterilizada, se tom6 una muestra de cada dilucién y se
sembré con la técnica de estriado en las placas respectivas preparadas para cada dilucién.
Se incubaron todas las placas a una temperatura de 35°C por 24 horas. Se contaron
Unicamente colonias caracteristicas de Vibrio parahaemolyticus con ayuda de un cuenta
colonias. Reportando como UFC/ ml.

\4

Por cada Ilote de
muestra, se prepararon

dos placas con medio
TSA con 3% de NacCl.

De las placas de TCBS, se
selecciona la placa con la
diluciébn que presenta mejor
aislamiento de Vibrio
parahaemolyticus y con ayuda
de un asa previamente
esterilizada, se transfieren dos
0 més de estas colonias a las
placas de TSA con 3% de
NaCl.

(10%) (10%)

De estas placas se tomaron las colonias “«—

necesarias para realizar:

Respectivas pruebas bioquimicas para
la especie Vibrio parahaemolyticus

Se identificaron las placas con el
mismo numero de dilucion del
cual se tomé la muestra.
Incubando a 37°C por 24 horas.

> Tincién al Gram

Jwele

4 , :
AP P .
AW W e W

Figura N°32: Proceso para el desarrollo de la técnica, determinacion y
cuantificacion del Vibrio parahaemolyticus.




ANEXO N°7

TINCION AL GRAM Y PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA
IDENTIFICACION DE  Vibrio  parahaemolyticus, CON  SUS
RESPECTIVAS INTERPRETACIONES.



Tincion al Gram Bacterias gran negativas

=

Se fija la bacteria mediante calor
haciendo uso del mechero.

=
[/ <O/

—

y afiadimos
dejando
segundos.

actuar por

Se lavo con agua desmineralizada
alcohol-cetona
15-20

-
[/ < ]

Se agreg6 safranina y se
dej6 actuar por un minuto

E—

//\./

Se agreg0 cristal violeta y se
dejé actuar por un minuto.

\
YA 24

Se lavé con agua
desmineralizada y a continuacion
se agregd el reactivo de Lugol
dejando actuar por 1 minuto.

Se lavé con agua, dejando
secar y finalmente se observa
al microscopio.

Figura N°33: Proceso para el desarrollo de la tincion de Gram



Prueba de bioquimica de oxidasa

Se seleccioné con un asa bacterioldgica
estéril una colonia aislada del agar TSA

Se observé si ocurre Se transfirid la muestra bacteriana
algn cambio en los |«——| sobre un disco que contenia el
préximos 30 segundos. reactivo de oxidasa.

NEGATIVO POSITIVO

Figura N°34: Esquema del procedimiento de la prueba bioquimica movilidad



Prueba bioquimica de Indol

Tomando con la ayuda de un asa
bacteriolégica estéril una muestra
de una colonia sospechosa pura
del agar TSA, se cultivo en un tubo
de ensayo que contenia caldo de
Triptona con NaCl al 0.5%.

Se observo el resultado.

A

Incubando a 35°C
durante 24 - 48h.

Se afiadieron 5 gotas del reactivo
de Kovacs por la pared del tubo.

Resultado
Positivo

Resultado
Negativo

Figura N°35: Esquema del proceso prueba de Indol y resultado




Prueba bioguimica de hierro tres azucares (TSI)

Se seleccion6 una colonia sospechosa del agar Se estrié la
TSA y utilizando un asa bacteriolégica estéril en superficie inclinada
forma de punta se inoculé en direccion vertical del agar TSI.
hasta unos 3-5 cm del fondo del tubo que contenia
el agar TSI.

Incubando a 35° C < Se  mantuvieron  condiciones

durante 24 - 48 h. aerobias dejando el tapén

ligeramente desenroscado para
prevenir la produccion excesiva de
Sulfuro de Hidrégeno (H2S).

Transcurrido el tiempo estipulado, se
interpretaron los resultados considerando
como alcalino (K) el color rojo que es
caracteristico del medio y como acido (A)
al viraje de color, de rojo a amarrillo.

Figura N°36: Esquema del proceso de prueba TSI y resultados.



Tabla N°12: Interpretacion del resultado para prueba en Agar TSI.

Resultado Simbologia Interpretacion

Pico alcalino/fondo KIK Microorganismos no fermentadores
alcalino (coloracién roja)

Pico acido/fondo &cido A/A Microorganismo fermentador de
(coloracion amarilla) glucosa, sacarosa y lactosa
Pico alcalino/fondo acido K/A Microorganismo fermentador de
(coloracién roja/amarilla) glucosa
Precipitado de color negro H2S Microorganismo que produce Sulfuro

de Hidrégeno

Produccidn de burbujas Microorganismo que libera gas

Prueba bioquimica en agar movilidad

Se selecciond una colonia sospechosa del
agar TSA y con la ayuda de un asa
bacteriol6gica estéril en forma de punta, se
inoculd6 a modo de picadura sobre Agar
Movilidad.

Incubando a 25°C
por 48 h.

Figura N°37: Proceso de prueba de movilidad y resultados (A) negativo y (B),
positivo.



Prueba bioquimica LIA

Se tomo una colonia pura del agar
TSA, utilizando un asa con punta y
se introdujo la punta del asa hasta
unos 3-5 cm del fondo del tubo con
agar LIA.

Se estrié la superficie
inclinada del agar LIA.
Tapando el tubo
procurando no apretar
demasiado el tap6n

\ 4

Incubando a 35°C durante 18 —
24H en atmosfera normal. —

Figura N°38: Esquema del proceso y los posibles resultados de la prueba de
LIA.



Tabla N°13: Interpretacion del resultado para prueba en Agar LIA.

Resultado Simbologia Interpretacion
Pico alcalino/fondo alcalino K/IK Resultado positivo para
(coloracion violeta) descarboxilacién de la Lisina
Pico alcalino/fondo acido (pico K/A Resultado negativo para
violeta / fondo amarillo) descarboxilacién de la Lisina
Pico rojizo /fondo acido R/A Resultado positivo para
desaminacion de la Lisina,
Fermentacion de glucosa
Precipitado de color negro H2S Microorganismo que produce

Sulfuro de Hidrégeno




Prueba bioquimica de Voges Proskauer

Se selecciond una colonia sospechosa del agar
TSA con la ayuda de un asa bacteriolégica | —»
estéril en forma de anillo, inoculando en un tubo
gue contenia caldo RMVP.

Se incubé a 35°C
durante 24h — 48h

l

Seguidamente se afadieron Se a}[gregaror;t ?'g(yml‘ del
0.2mL del reactivo de KOH 409 | < | eactivoa-natolsso

|

Se agito el tubo y dejo descansar 10 — 15 minutos.

Resultado positivo Resultado negativo

Figura N°39: Esquema de procedimiento de prueba de Voges Proskauer y
resultados



Crecimiento en NacCl

Se seleccionaron colonias sospechosas del

agar TSA con la ayuda de un asa , | tnoculando en diferentes
bacteriol6gica estéril en forma de anillo y se tubos que contenian agua
realizaron suspensiones de la bacteria. peptonada a diferentes

concentraciones:  0%,1%,
6%, 8% y 10% de NacCl.

e

O ™

v

<«——| Incubamos a 37°C por 24 h

Ensayo positivo (+): desarrollo de turbidez por crecimiento.
Ensayo negativo (-): ausencia de turbidez por falta de crecimiento.

Figura N°40: Esquema de procedimiento de prueba Crecimiento en NacCl.



CUADRO COMPRATIVO DE MICROORGANISMOS CONSIDERADOS EN LA INVESTIGACION.

Tabla N°14: Resultado de las pruebas bioquimicas de microorganismos soSpecho0S0S. (), ). (). 12), 16), (17), (8)

ANEXO N°8

Pruebas Vibrio Aeromonas | Pseudomonas | Plesiomonas Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio
bioquimicas | parahaemolyticus | hydrophila shigelloides cholerae | alginolyticus | vulnificus | fluvialis
Colonias en Verdes/ Azuladas Amarillo/ N/C N/C Amarillas Amarillas Colonias Colonias
agar TCBS Naranja Mucoides verdes amarillas
Morfologia Bacilos cortos Bacilos Bacilos cortos Bacilos recto Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
curvos cortos curvos cortos cortos corto
Oxidasa + + + + + + + +
INDOL + + - + + + + -
Agar TSI K/A AlA K/A K/K A/A AlIA K/A A/A
Movilidad + + + + + + + +
LIA K/IK K/IK K/IK K/A K/IK K/IK K/IK K/A
V.P - + - - + + - -
NaCl 0% - + + + + - - -
NaCl 1% + + - - + + + +
NaCl 6% + + - - - + + +
NaCl 8% + - - - - + - -

NaCl 10 %




ANEXO N°9
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS POR MEDIO DE LAS PRUEBAS
BIOQUIMICAS PARA EPOCA LLUVIOSA Y EPOCA SECA



Tabla N°15: Identificacion de microorganismos por medio de las pruebas bioquimicas para muestras lavadas y

muestras sin lavar en época lluviosa. ¢) a4

Pruebas bioquimicas

My OX1| TSI LIA (MOV| VP |[INDOL NaCl Microorganismo
LISL|{ L |SL|{ L [SL|L|SLILISL|L |SL 0% | 1% | 6% | 8% | 10% .

L |SL|L [SL|L |SL|L |SL|L [SL Lavadas Sin lavar
MB 01{(+)|(+)A/AJAJA[K/K[K/K|(H[EIEIE [ EIEIEIEOIEEIEN O[O O E)] A hydrophila | A. hydrophila
MB 02|(+)[(H)[A/AJA/AIKIKIKIKIEEHIEIEH O] HD|EIEEEEOIE O] O] G)] ()] A. hydrophila | A. hydrophila
MB 03|(+)|(+)[K/A|K/A[K/KIKIK|EEL OTOLEOTE[ O] OIEIEIEIEN O[O )] V. vulnificus V. vulnificus
MB 04(+)|(+ ) K/AIKIA[K/K[KIK| [ E O O[O OENENEIE] O[O O] V. vulnificus V. wulnificus
MB 05|(+)|(]K/AIKIAKIKIKIK|H|] O Q][] O[OS O]O] ()] V. wulnificus | V. wulnificus
MB 06|(+)[(+)|A/AH2S|K/K|K/K| ([ EIE ] E]EIEIEIEEEN O[O O G| A. hydrophila | No identificado
MB _07)(+)|(H)|K/AKIAIKIKIKIK]O|E O] O[O O O] OEIENOHIEN O[O O] ()] V- wuinificus V. wulnificus
MB 08|(+)|(HA/AIAAIK/KIKIK| IO O[O O[] ()] V. alginolyticus | V. alginolyticus
MB 09|+ (HA/AIAAIK/KIKIK| IO O OGO O[] ()] V. alginolyticus | V. alginolyticus
MB 10|+ (HA/AIAAIK/KIKIK| IO O[O O[] O ()] V. alginolyticus | V. alginolyticus
MB 11|(+)[(+)A/AA/AIK/K|K/K] N EEOIELEOTE]EIEEIEEEN O[O O] A, hydrophila A. hydrophila
MB 12|(+)[(+)A/A|A/AIK/K|K/K] N EEOIELEOIE]E[EEIEEEN O[O O] A, hydrophila A. hydrophila
MB 13|(+)|(+)A/AAIA[K/KIKIK| [ EIEE]EO[E[EOIENENEIEIENOTO[ETG)] A, hydrophila A. hydrophila
MB 14{(+)|(+)A/AJAJA[K/K KK (HEIEIE [ EIEIEIEIEEIENGOFOTOLE)] A, hydrophila | AL hydrophila
MB 15((+)[(+)A/A[ATA]K/KIK/K[EEEOIEOLEEIEIE[EOIENEIEI OO G| ()] AL hydrophila A. hydrophila
MB 16|(+)[(+)|A/A|A/AIK/KIK/K|IEIEIEONE]IE] O OIEOIEIEIE O[O O] V.- alginolyticus | V. alginolyticus
MB 17|(+ (AAATAK/ KKK O[O O OIEIOIEIO O O[O O] V- alginolyticus | V. alginolyticus




Tabla N°16: Identificacion de microorganismos por medio de las pruebas bioquimicas para muestras lavadas y si
lavar en época seca.

Pruebas bioquimicas
Mx OoXi | TSI LIA [MOV| VP |[INDOL NaCl Microorganismo
0% | 1% | 6% | 8% | 10%

LSy LSty LstibsyLsyList L |sL|L [SL|L |sLIL [SL|L |SL Lavadas Sin Lavar
MB O7|(+ ) (+ )KTAJA/AIKTKIKIK| () () O] () () (H)[ O] O EYEAE) O] O] O] 6) V.wulnificus A. hydrophila
MB 02)(+ )| (+ YH2S|K/A|K/K[KIK|(#= N+ O O)ENE| O] O)ENENEN O OO O] ()| No identificado V.wulnificus
MB 03(+ ) (+)K/AIK/A|K/K[KIK|(F N (FX O ONENE O OIENENO[EXOIO O] ) V.vulnificus V.wulnificus
MB 04i(+ \(+ YK/AJA/AIKTKKIK|(F= N E O[ENET G [OTEOIENENOIEXELO O] ) V.vulnificus A. hydrophila
MB 09|(+ | (+ YK/A[K/AIK/K[KIK|(F N FEX O] OFENE O OENENENEN OO O G| V.parahaemolyticus | V.parahaemolyticus
MB 06|(+ )] (+)K/AIK/A|K/KKIK|(F ) (FX O ONENEO[OIENEN O[O O] ) V.vulnificus V.wulnificus
MB 07|(+ )| (+ YH2S|K/A|K/K[KIK|(#= N+ O O)ENE| O] O)ENENEN OO OO ()| No identificado V.wulnificus
MB 08|(+)[(+ YA/A[K/A[K/K[KIK|(+ ) (E N O EO[OIENEENOIO[EO]E) A. hydrophila V.wulnificus
MB 09/(+ ) (+)K/AIK/A|K/K[KIK|(F N (FX O ONENE O ONENENEN OO OO E) V.vulnificus V.wulnificus
MB 10/(+ | (+ YK/A[K/AIK/K[KIK|(F N EX O] OFENE O OENENENEN OO O G| V.parahaemolyticus | V.parahaemolyticus
MB 11|(+ ) (+ YK/ AJA/AIKTKKIK|(F N E O[ENENELOTEOENENOIEXELO O] ) V.vulnificus A. hydrophila
MB 12|(+ ) (+ Y K/A[KIA|K/K[KIK|F ) )] EERE O O[EXEN O O[O E]G) V.vulnificus V.wulnificus
MB 13/(+)(+)K/AIK/A|K/KKIK|(F ) (X O EONENEO[OIENEN O[O O] ) V.vulnificus V.wulnificus
MB 14|(+)[(+ YA/A[K/A[K/K[KIK|(+{(E N O EO[EOENEE O[O A. hydrophila V.wulnificus
MB 19(+ | (+ YK/A[K/AIK/K[KIK|(F N EX O] OFENE O OENENENEN OO O G| V.parahaemolyticus | V.parahaemolyticus
MB 16|(+ )| (+)K/AIK/A|K/KKIK|(F ) (X O ONENE O OIENENO[EXOLO O] E) V.vulnificus V.wulnificus
MB 17|(+ ) (+ YA/A|K/AIKTKKIK|(F= Y O OIENELOTEOIENENEN OO O] ) A. hydrophila V.wulnificus




ANEXO N°10

RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS
REALIZADOS DURANTE LA EPOCA LLUVIOSA.



Figura N°41: Resultados de prueba bioquimica y crecimiento en NaCl para
Aeromona hydrophila, en muestreo durante época lluviosa.

Figura N°42: Resultados de pruebas bioquimicas y crecimiento en NaCl
indicando presencia de Vibrio alginolyticus en muestreo durante
época lluviosa.

—_—

Figura N°43: Crecimiento de Vibrio Vulnificus en placas con agar selectivo TCBS
(colonias verdes oscuro) en muestreo durante época seca.



Figura N°44: Resultados de pruebas bioquimicas y crecimiento en NacCl
indicando presencia de Vibrio Vulnificus, en muestreo durante
época lluviosa.



ANEXO N°11

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS DE BIVALVO Anadara tuberculosa
(CONCHA PELUDA) RECOLECTADAS EN EL MUELLE DEL PUERTO DE LA
LIBERTAD

Tabla N°17: Procedencia de las muestras de bivalvo Anadara tuberculosa
(concha peluda) recolectadas en el muelle del puerto de La Libertad
durante la época lluviosa del afio 2019 y durante la época seca del

ano 2020.
PUESTO DE VENTA CODIGO DE MUESTRA PROCEDENCIA
MBLO1 - MBS01 Jiquilisco
2 MBLO2 - MBS02 Jiquilisco
3 MBLO3 - MBS03 La Union
4 MBLO4 - MBS04 Jiquilisco
5 MBLOS - MBS05 La Unién
6 MBLO6 - MBS06 puerto El Triunfo
. MBLO7 - MBS07 Jiquilisco
8 MBLOS - MBS08 La Union
9 MBLO9 - MBS09 Jiquilisco
10 MBL10 - MBS10 Jiquilisco
11 MBL11 - MBS11 puerto El Triunfo
12 MBL12 - MBS12 Jiquilisco
13 MBL13 - MBS13 La Union
14 MBL14 - MBS14 La Union
15 MBL15 - MBS15 Jiquilisco
16 MBL16 - MBS16 puerto El Triunfo
17 MBL17 - MBS17 Jiquilisco




ANEXO N° 12
CARTA DEL INFORME DE RESULTADOS CON FIRMA Y SELLO DE
RECIBIDO PRESENTADO A LA DEFENSORIA DEL CONSUMIDOR.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y
FARMACIA

San Salvador, Junio, 2021

Lic. Ricardo Salazar

Presidente de la Defensoria del Consumidor
Presente.

Reciba un cordial saludo deseandole éxito en su labor diaria.

El motivo de la presente es para presentar a usted los resultados del analisis
microbiolégico realizado a 34 muestras de molusco bivalvo crudo de la especie
Anadara tuberculosa obtenidas de los 17 establecimientos fijos que
comercializan la especie en el Muelle del Puerto de la Libertad, para darle
cumplimiento a uno de nuestros objetivos especificos de nuestro trabajo de
graduacion titulado “IDENTIFICACION DEL Vibrio parahaemolyticus en
Anadara tuberculosa (CONCHA PELUDA) COMERCIALIZADO EN EL MUELLE
DEL PUERTO DE LA LIBERTAD”.

Cabe mencionar que anexo a los resultados, se incluyen los parametros
microbioldégicos para moluscos crudos segun el Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:08 ALIMENTOS, CRITERIOS MICROBIOLOGICOS
PARA LA INOCUIDAD DE ALIMENTOS del ano 2009, (Criterios microbiolégicos
para registro de alimentos y vigilancia, grupo de alimento 9: Pescados, derivados
y productos marinos, Subgrupo del alimento 9.1: pescado, productos marinos y
de agua dulce, crudos, refrigerados o congelados, incluidos moluscos,
crustaceos y equinodermos, empacados)

Agradeciendo de antemano su atencion.

Atentamente : ™~
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el Jr)fff”‘[// F. _.,J ){ug r(ULLLa)
Débora Marﬁé/Sénchez de Milian Denis F ancisEo Avalos Platero

Estudiantes Egresados de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universka\%g de EI
Salvador > 2
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