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1.- RESUMEN

Esta tesis se focalizé en identificar la presencia de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus y Vibrio alginolyticus en macroalgas del género Ulva en la Paloma,
departamento de Rocha (Uruguay), asi como se establecieron pautas para prevenir
el crecimiento de estos vibrios en dichas algas poscosecha. Ulva spp. fueron
extraidas de forma manual durante el periodo octubre 2018 y mayo 2019. Se utiliz6
C1HROMagar™ Vibrio para la deteccion de los vibrios no coélera. A las colonias
caracteristicas se les realiz6 test de oxidasa y las positivas se confirmaron por
APl 20 NE (Biomériux). En todas las muestras de algas recolectadas se encontrd
vibrios no colera. El Vibrio alginolyticus se aislé de todas las muestras analizadas.
Se aislo Vibrio parahaemolyticus en 18.2% de las muestras mientras que Vibrio
vulnificus se identificé en un 13.6%. Se concluyé que existen condiciones propicias
para el desarrollo de estos vibrios, registrandose por primera vez el hallazgo de V.
vulnificus y V. alginolyticus en lechuga de mar en La Paloma. Se plantearon pautas
para prevenir las vibriosis asociadas a macroalgas (Ulva spp.) en consumidores y
manipuladores.



2.- SUMMARY

This thesis was focused on identifying the presence of Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus and Vibrio alginolyticus in macroalgae of the genus Ulva in La
Paloma, department of Rocha (Uruguay), as well as establishing guidelines to
prevent the growth of these vibrios in such post-harvest algae.

Ulva spp. were extracted manually in the period between October of 2018 and May
of 2019. In order to detect non cholera vibrios, CHROMagar™Vibrio was used.
Characteristic colonies were were sampled and picked to perform the oxidase test
and positive colonies were confirmed by APl 20 NE (Biomériux). Non-cholera vibrios
were found in all collected algae samples. Vibrio alginolyticus was isolated from all
samples tested. Vibrio parahaemolyticus was isolated in 18.2% of the samples while
Vibrio vulnificus was identified in 13.6%. It was concluded that there are favourable
conditions for the development of these vibrios, the finding of V. vulnificus and V.
alginolyticus in sea lettuce in La Paloma being registered for the first time. Guidelines
to prevent vibriosis associated to macroalgae (Ulva spp.) in consumers and handlers
were proposed.



3.- INTRODUCCION

La Paloma, en el departamento de Rocha, es uno de los destinos turisticos elegido
por la poblacién local y extranjera. La gastronomia es destacable en este
departamento por su oferta en productos artesanales tipicos como ser mariscos,
pescados frescos, bufiuelos de algas, entre otros.

La presencia de vibrios en los diferentes recursos hidrobiolégicos es motivo de
preocupacion para la salud publica. Estos recursos son utilizados en restaurantes
locales y puestos de comidas artesanales de esta zona del pais siendo pasibles de
contaminacion cruzada, insuficiente refrigeracion e inadecuada coccion.

En el 2015, Cortazzo y Pérez estudiaron los parametros microbiol6gicos en algas del
género Ulva sin encontrar Vibrio spp. en las muestras analizadas. Sin embargo,
Olivera y Popovich (2017) y Dragonetti y col., (2018) reportaron resultados positivos
para Vibrio parahaemolyticus en todas las placas sembradas.

Dada la severidad de los casos que afo a afio se producen durante el verano en la
costa uruguaya sumado al subdiagnéstico de cuadros de gastroenteritis asociados al
consumo de recursos pesqueros es necesario profundizar el estudio de la presencia
de vibrios en dichos recursos hidrobiolégicos. Asi mismo, es incipiente la
investigacion, especificamente en lo atinente a los aspectos higiénico-sanitarios en
Ulva spp.



4.- REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 ALGAS

4.1.1.- Definicién de las algas

Las algas son un grupo muy diverso de organismos autétrofos, fotosintéticos de
estructura simple que incluyen desde organismos unicelulares microscépicos hasta
organismos multicelulares filamentosos simples o ramificados (Ibanez y Herrero,
2017; Dreckmann 1998; Baldauf, 2003) que llegan a medir hasta 50 metros. Son
talofitas (Quitral y col., 2012), poseen un talo en el que no se diferencian ni raices, ni
tallo, ni hojas, y son de origen polifilético. Presentan distintas formas de reproduccién
asexual y sexual que van desde la simple division celular hasta ciclos con
alternancia de generaciones (Duran de Grau y Pascual., 1986).

4.1.2.- Clasificacion

Segun diferentes autores y los criterios adoptados, las algas se pueden clasificar de
diversas formas. A modo de ejemplo teniendo en cuenta su tamafio se pueden
diferenciar en:

Microalgas o Micréfitas: también conocidas como fitoplancton o plancton vegetal.
Su tamarfio oscila entre menos de un micron hasta 2 mm. Se las encuentra tanto en
ambientes naturales como artificiales (Negri y col., 2004)

Macroalgas o Macrofitas: miden desde unos pocos milimetros a decenas de
metros viviendo adheridas a un sustrato (bentdnicas) encontrandose en todos los
continentes y durante todo el afio pese a que la cantidad de algas es menor en los
meses de otofio e invierno evidenciandose un marcado incremento en la primavera
(Negri y col., 2004).

Las macroalgas son un grupo de algas marinas pluricelulares que se clasifican
segun su coloracién en tres grupos: (Mendoza, 1999; Swamy, 2011 en Quitral y col.,
2012).

- Algas Pardas (Phaeophyta o fedfitas) corresponden a un grupo muy grande de
algas marinas variando su pigmentacion de amarillo pardo a pardo oscuro. Producen
gran cantidad de un mucus protector.

- Algas Rojas (Rhodophyta o rodéfitas) son el segundo grupo mas grande de algas
y son las mas primitivas.

- Algas Verdes (Chlorophyta o clorofitas) se encuentran en menor nimero que las
algas pardas y rojas y su pigmentacion varia desde amarillo verdoso hasta verde
0SCUro).

4.1.3.- Habitat

La distribucion de las macroalgas es amplia ya que se las puede encontrar desde la
zona intermareal superior hasta la submareal inferior (Mendoza, 1999) esto incluye



grietas, pozas de marea hasta lugares en la profundidad protegidas de la insolacion
y del golpe de la ola. Viven naturalmente arraigadas a un sustrato (roca, mejillones,
arena, etc.) encontrandose influenciadas por diferentes factores como ser: cantidad
y calidad de luz, temperatura, pH y salinidad del agua, asi como el movimiento del
agua y los nutrientes disponibles. Existen otros aspectos para tener en cuenta como
la actividad que pueda ejercer tanto el hombre, como animales herbivoros sobre
dichas poblaciones (Negri y col., 2004; Mendoza, 1999)

4.1.4.- Diferentes usos de las algas

Las algas presentan diversas aplicaciones constituyendo un recurso natural pasible
de ser explotado (Gutiérrez y col., 2017; Negri y col., 2004). Se puede afirmar que
mas de la mitad de las especies de algas conocidas se usan como alimento (Quitral
y col., 2012) o como ingrediente para conferirles sabor o propiedades nutritivas y
benéficas para la salud (Ibafiez y Herrero, 2017; McHugh, 2002). Se utilizan con
fines medicinales y en diferentes industrias ademas de la alimentaria entre las que
se destacan la industria de fertilizantes, textil y cosmética. Otra industria que destaca
su uso es la farmacéutica con la obtencion de yodo y diferentes ficocoloides, como el
agar y el carragen de las algas rojas y los alginatos de las pardas (Barrios Gonzalez
y col., 2011; McHugh, 2002; Negri y col., 2004). Estos coloides también son
empleados para la produccion de pinturas, en bacteriologia y odontologia entre
otros. También se las utiliza en la produccion de combustibles. Por su contenido en
carotenos se incorporan en la alimentacion de las gallinas ponedoras y en canarios
(Borazo de Zaixso y col., 2015; FAO, 2004).

Algunas algas son utilizadas como bioindicadoras de contaminacion y depuradoras
de ecosistemas acuaticos contaminados debido a su capacidad de absorber iones
de metales pesados, como zinc y cadmio (Pefa y col, 2005; FAO, 2004). Existen
estudios que sugieren propiedades antimicrobianas de las macroalgas (Balaraman y
col., 2013; Ravikumar y col., 2016).

Se las utiliza como alimento funcional ya que reduce el indice glucémico en las
preparaciones en las cuales se afladen (Bravo, 2012 en Olivera y Popovich, 2017).
Ademas, las algas poseen propiedades tecnoldgicas que permiten mejorar la calidad
sensorial y nutritiva de alimentos céarnicos y pastas (Quitral, 2012).

4.1.5.- Produccién

En 2016, el volumen total de plantas acuéticas (recolectadas del medio natural y
cultivadas) fue de 31,2 millones de toneladas. La produccién mundial de plantas
acudaticas cultivadas, en la cual predominan las algas marinas, aumento su volumen
de 13,5 millones de toneladas en 2005 a méas de 30 millones de toneladas en 2016.
Este significativo crecimiento se debié al cultivo de diferentes especies de algas
marinas tropicales en Indonesia quien aument6 su produccion de casi 3,5 miles de
toneladas en el 2010 a 11,6 miles de toneladas en el 2016 (FAO, 2018). Segun
estos datos podemos concluir que las macroalgas cultivadas representan un 96.4%
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del total de la produccién mundial y es la forma de produccién que mas aumenta
anualmente.

China e Indonesia fueron los mayores productores y cultivadores de algas en el
mundo en el 2016. Chile fue el Unico pais por América del Sur con una produccion
de 15 mil toneladas. Las exportaciones de algas y otras plantas acuaticas para dicho
afo registré 1700 millones de USD (FAO, 2018).

El comercio de plantas acuaticas presenté un aumento de 940 millones de doélares
desde 1976 a 2016 cuando se alcanz6 mas de 1000 millones de dolares. Los
principales exportadores fueron Indonesia, Chile y la Republica de Corea vy, los
principales importadores China, el Japon y los Estados Unidos de América (FAO,
2018).

4.1.6.- Valor nutricional

El valor nutricional de las algas depende de factores tales como: especie, época del
afo, temperatura del agua, salinidad, entre otros. Las algas marinas presentan bajo
contenido de calorias y lipidos, asi como elevada concentracion de proteinas,
hidratos de carbono, fibra dietética, minerales y vitaminas.

El contenido de proteinas difiere segun la especie de alga. En algas pardas, se ha
reportado entre 3 y 15% en base seca, mientras que las algas verdes y rojas entre
10 y 47% (Lordan y col., 2011). De acuerdo con los requerimientos recomendados
por la FAO y la OMS; las algas son una fuente importante de aminoéacidos
esenciales (Rajapakse y Kim, 2011).

Referente a los lipidos, presentan un bajo contenido, entre 1-5 % en base seca
(Lordan y col., 2011, Van Ginneken y col., 2011). Cabe mencionar que existe un
predominio de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, tales como los
pertenecientes a las familias omega 3 y el omega 6 (Wang y col., 2013 en Gutiérrez
y col.,, 2017). Van Ginneken y col., (2011) destacan que la baja relacion omega
6/omega 3 presente en las algas, es beneficiosa para la salud humana.

Contienen importantes cantidades de vitaminas A, B1, B12, C, D, y E, riboflavina,
niacina, &cido pantoténico y &cido félico (Dhargalkar y Verlecar, 2009).

Poseen alto contenido de hidratos de carbono como polisacaridos estructurales, de
almacenamiento y funcionales cuyo valor varia entre 20 a 76%. La proporcién de
fibra dietética puede variar de 36 a 60% en base seca de la cual aproximadamente
el 55-70% es fibra dietética soluble (Rajapakse y Kim, 2011). Las algas tienen alta
proporcion de fibra soluble que le confiere un incremento en la sensacion de
saciedad, reduce la respuesta glicémica y presenta propiedades laxantes e
hipocolesteromiantes (LOpez Regueiro y col., 2013).

Presentan alto contenido de minerales, alrededor de un 36% en base seca, que
incluye sodio, calcio, potasio, cloro, foésforo, yodo, hierro, zinc, cobre, selenio,
molibdeno, fldor, manganeso, boro, niquel y cobalto. Ademés, aportan el
requerimiento diario de yodo (150 Mg/dia) (Rajapakse y Kim, 2011). También
presentan una relacibn Na/K baja contribuyendo a disminuir la incidencia de
hipertension (Matanjun y col., 2009).

4.1.7- Ulva spp.
Las algas verdes del género Ulva crecen en zonas de la costa tanto intermareal

como submareal de todos los océanos del mundo (Borazo de Zaixso y col., 2015).
Asi mismo al tolerar salinidades bajas pueden encontrarse en estuarios.
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Las especies de Ulva tienen talos simples formados frecuentemente por una lamina
translicida de dos células de grosor. Estas capas pueden formar tubos huecos o
guedar como simples filamentos de células (Borazo de Zaixso y col., 2015).

Se fijan al sustrato (rocas, mejillones, canto rodado u otros objetos) mediante un
disco basal o filamentos rizoidales. Pueden alcanzar hasta 1 metro de altura y 50 cm
de ancho cuando las condiciones son propicias como encontrarse adheridas al
sustrato en fondos arenosos de aguas tranquilas (Diaz-Piferrer y Lopez, 1959 en
Chéavez, 2017). Pueden resistir periodos largos de desecacion. Su color varia desde
verde claro a verde oscuro.

La reproduccion ocurre mediante la liberacion de células méviles flageladas que
pueden ser sexuales (gametas) o asexuales (esporas) (Duran de Grau y Pascual.,
1986).

4.1.8- Ulva en Uruguay

Ulva spp. es el alga mas consumida en nuestro pais, siendo Ulva lactuca y Ulva
fasciata las que mas se extraen en forma artesanal para consumo humano.

Son recolectadas en el litoral Atlantico, principalmente en el departamento de Rocha.
A nivel local son utilizadas en restaurantes y puestos gastronémicos artesanales
especialmente durante la temporada turistica (diciembre - marzo) donde la demanda
de productos asociados al mar es mayor que en el resto del afio (Cortazzo y Pérez,
2015).

Los consumidores en busqueda de nuevos sabores y texturas han incorporado en su
dieta este tipo de producto en ensaladas, bocaditos fritos o galletitas saborizadas.
En Montevideo y resto del pais estos productos escapan la estacionalidad veraniega
comercializandose durante todo el afo.

4.2.- ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR LOS ALIMENTOS (ETA)

Son enfermedades producidas por la ingestion de agua o alimentos contaminados
con agentes biolégicos como bacterias, virus, parasitos; agentes fisicos o quimicos
en cantidades tales que afecten la salud de un consumidor o grupo de estos en
forma aguda o crénica (OMS, 2020). ETA es considerada como tal siempre que se
vincule con un alimento y haya ingresado por via oral. Las ETA son una causa
importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo y representan uno de los
principales problemas para la salud publica. Ocasionan un gran impacto econémico
tanto por los gastos en salud producidos como en las actividades relacionadas con
la produccion de alimentos (Zamudio y col., 2011). Se presentan en paises en vias
de desarrollo como paises desarrollados. Afectan principalmente a lactantes, nifios y
ancianos, siendo una de las causas de muerte infantil en el mundo principalmente en
menores de 5 afios (OMS, 2015).

Los cambios en los habitos alimentarios como ser el consumo de alimentos fuera del
hogar (cantinas, restaurantes, puestos artesanales, etc.) implican una mayor
manipulacion de los alimentos, dificultad en mantener la cadena de frio y facilitan la
contaminacion cruzada, lo que favorece la aparicion de estas enfermedades
(Consejeria de empleo y desarrollo tecnoldgico, 2010).
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Los recursos pesqueros presentan peligros bioldgicos, quimicos o fisicos que
puedan afectar a los consumidores por lo que es necesario identificarlos para
prevenir las posibles enfermedades asociadas a estos.

Se entiende por inocuidad alimentaria a aquel alimento que no afecta la salud del
consumidor el cual ha sido elaborado, manipulado, envasado, almacenado,
transportado y exhibido bajo condiciones higiénico-sanitarias adecuadas. Si el
consumidor ingiere dicho alimento, respetando las indicaciones de preparacion del
proveedor, éste no le causara ninguna enfermedad (OPS, s.f.).

4.3.- VIBRIOS

4.3.1.- Antecedentes

En 1950 Japon reportd el primer brote de enfermedad causada por el Vibrio
parahaemolyticus en 272 individuos que presentaron un cuadro de gastroenteritis
aguda de los cuales 20 fallecieron (Fujino y col., 1953). En América del Sur,
Argentina reportd la presencia de V. parahaemolyticus en mejillones en 1971
(Casellas y col.,1977 en Raszl y col., 2016) siendo el primer y Unico reporte para
este vibrio en dicho pais. En el mismo afio en Maryland (Estados Unidos) se
identificoO este patdgeno asociado al consumo de cangrejos mal cocidos donde 3
brotes de gastroenteritis fueron reportados (Molenda y col., 1972). En 1975, Brasil
denuncié el primer caso de infeccidon por V. parahaemolyticus diagnosticado en un
nifio (Hofer, 1983) destacandose como el pais con mas hallazgos de este vibrio en
muestras de medio ambiente y alimentos de origen marino en América del Sur hasta
el 2015 (Raszl y col., 2016). Asi mismo, V. parahaemolyticus ha sido reportado en
casos aislados y brotes en diferentes paises de América del Sur exceptuando a
Uruguay y Argentina. En Uruguay, Ramos y col., en 1979 describen por primera vez
la presencia de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus en peces bentonicos y
heces de nifios con diarrea. En 2018 Dragonetti y col., realizan la primera
comunicaciéon de V. parahaemolyticus en macroalga Ulva spp, en el Departamento
de Rocha.

La presencia de Vibrio vulnificus en Ameérica del Sur ha sido documentada desde
1982 cuando fue encontrada en muestras de agua estuarina en el estado de Rio de
Janeiro en Brasil (Rodrigues y Hofer, 1986). Sin embargo, en Uruguay se
diagnosticé el primer caso de infecciobn en humanos en 1997 en un paciente
diabético de 60 afios quien permanecié varias horas con sus piernas en contacto
con agua del Rio de la Plata provocandole sepsis y muerte (Carrerou-Perreng, 2001
en Raszl y col.,, 2016). Segun el Ministerio de Salud Publica (2019), se registran
anualmente alrededor de 10 notificaciones de esta bacteria, siendo en todos los
casos debido al contacto con el agua de mar. El ultimo reporte hasta la fecha ocurrio
durante el verano del 2019 en Maldonado, Uruguay donde se notificé el fallecimiento
de un hombre de 52 afos a causa de una infeccion por Vibrio vulnificus que ingresé
a través de una herida en piel.

Los casos en los cuales la via de entrada del agente fueron heridas no deben ser
considerados como ETA. Sin embargo, la presencia del patégeno en el medio
acuatico implica un riesgo potencial para la presentacion de ETA.
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Miyamoto y col. en 1961 aislaron por primera vez al V. alginolyticus, pero no fue
considerada una especie patdgena hasta el afio 1973 (Zen-Yoji y col. 1973 en
Franco y col., 2014) pero, desde entonces, los casos en los cuales ha sido implicada
han ido en aumento. La enfermedad causada por este vibrio se encuentra
actualmente en auge, aunque su presentacion es esporadica (Gonzéalez y Cecchini
s.f.a). Asi mismo, Reilly y col., 2011 destacan el riesgo potencial para la salud el uso
de algas marinas directamente de forma tépica o mediante preparados caseros para
la limpieza y aplicacion sobre heridas.

Parte de este trabajo estd basado y tiene como antecedente nacional principal la
tesis de Maestria Internacional en Tecnologia de Alimentos de la Dra. Carina Galli
Cetraro: “Identificacion de vibrios no coélera en macroalgas del género Ulva extraidas
en la costa este de la Republica Oriental del Uruguay”. Facultad de Agronomia.
Universidad de Buenos Aires. Universita degli studi di Parma.

4.3.2.- Generalidades

El género Vibrio se encuentra dentro de la familia Vibrionaceae. Son bacilos Gram
negativos, rectos o curvados, aerobios o anaerobios facultativos, generalmente
moviles debido a un flagelo polar simple. Pueden ser no halofilos como el V.
cholerae o hald6filos como V. parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus que
requieren sal para su crecimiento (Chart, 2002; Leyton y Riquelme, 2008). No son
formadores de esporas, Su tamafo varia entre 0.5 a 0.8 um de anchoy 1.4 a 2.6 um
de largo. Muchas especies son fermentadoras de glucosa sin produccion de gas,
productoras de oxidasa y catalasa (McLaughling, 1995 en Drake y col., 2007).
Habitan en las aguas marinas costeras y estuarinas de todo el mundo
encontrandose tanto libremente en la columna de agua asi como también asociados
al zooplancton, fitoplancton, peces, crustaceos y moluscos quienes ofician de
reservorios de éstos vibrios (Lépez, 2012). Los V. anguillarum, V.alginolyticus y V.
vulnificus son microorganismos patdégenos tanto para peces de vida libre, como de
cultivo (Colwell & Grimes, 1984). También son frecuentes las vibriosis en crustaceos,
con gran mortalidad en cultivos de camarones peneidos (Vibrio harveyi) (Cuellar,
2013).

El género Vibrio estd compuesto por 142 especies de las cuales 12 fueron hasta
ahora identificadas como patégenas para el hombre (Sawabe y col.,, 2013)
destacandose entre ellos al V. parahaemolyticus, V vulnificus, V. cholerae (Robert-
Pillot y col., 2014) y V. alginolyticus. Las infecciones causadas por las diferentes
especies de vibrios pueden dividirse en dos grupos: las causadas por V cholerae y
las provocadas por vibrios no-colera también llamadas vibriosis.

El V. parahaemolyticus y el V. cholerae se los relaciona mayormente en infecciones
gastrointestinales mientras que el V. vulnificus esta asociado con infecciones de
heridas y septicemias (Roig y col., 2009). El V. alginolyticus causa otitis medias y
externas e infecciones gastrointestinales (Chen y col.,, 2011). En la Tabla 1 se
observan las diferentes patologias causadas por algunos vibrios de interés para la
salud publica.
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El V. parahaemolyticus y el V. vulnificus pueden persistir en sedimentos donde
entran en un estado viable pero no cultivable (VBNC, viable but non-culturable, por
sus siglas en inglés) cuando las condiciones medioambientales son adversas
(Kaneko y Colwell, 1973) como falta de nutrientes, temperaturas bajas y pH
inadecuado (Oliver, 2010). Las bacterias en estado VBNC no pueden recuperarse
del ambiente, no forman colonias en medios solidos altamente nutritivos, pero son
consideradas vivas y metabdlicamente activas (Oliver, 2000).

Los cambios que sufren las bacterias en estado de VBNC incluyen; reduccién de
tamafio, alteraciones en su fisiologia y bioquimica, modificaciones en la composicion
en acidos grasos de la membrana citoplasmatica, entre otros (Oliver, 2004 en Lépez,
2012). Este estado se revierte una vez que las condiciones sean favorables,
volviéndose metabdlicamente activa y cultivable nuevamente.

Tabla 1. Patologias causadas en humanos por infecciones por Vibrios (Adaptado de
Lopez, 2012)

Patologias
Especie Gastroenteritis Infeccion de heridas Septicemia primaria
V. a + ++ (+)
V.cno-O1 ++ (+) +
V.c 01/0139 ++ + ND
V.p ++ (+) +
V. v + ++ ++

V.a: Vibrio alginolyticus. V.c: Vibrio cholerae. V.p: Vibrio parahaemolyticus. V.v:
Vibrio vulnificus. Infeccién descrita en: ++ alto numero de casos, +bajo nimero de
casos. (+): Infeccién poco habitual ND: infeccién no descrita

4.3.3.- Vibrio parahaemolyticus

e su habitat natural son aguas marinas costeras, estuarinas y sedimentos

e anaerobio facultativo

e halofilico: crece en aguas con salinidad optima de 10-30 g/I (ICMSF, 1996).

esSu crecimiento se ve favorecido en aguas templadas entre 5-43°C con una
temperatura 6ptima de 37°C (ICMSF, 1996) donde su tiempo de generacion
estimado entre 8 a 9 minutos (Hernandez y col, 2005), aunque Gonzéalez y Cecchini
(s.f.b) establecen un tiempo de generacién de 12 a 18 minutos en productos
marinos.

crece Optimamente a un pH entre 7,6 — 8,6 con un rango entre 4,8 a 11 (Beuchat,
1973).

El V. parahaemolyticus es una bacteria multiserotipica que contiene 13 diferentes
antigenos O y 71 diferentes antigenos K en su capsula (Balakrish y Hormazéabal,
2005). Los serotipos 03:K6, 04:K12, 04:K68 han estado implicados en brotes en
Estados Unidos, América del Sur y Europa (FDA, 2012; Letchumanan y col., 2014).
Sus factores de virulencia incluyen 3 hemolisinas especificas: directa termoestable
(tdh), la hemolisina relacionada con la directa termoestable (trh), la termolabil y un
sistema de secrecion tipo lll causante de enterotoxicidad y citotoxicidad (Johnson,
2013). La tdh presenta actividad hemolitica, enterotoxica, cardiotoxica y citotoxica
(Park y col., 2004).
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Se han encontrado otros factores de virulencia en V. parahaemolyticus relacionados
con la capacidad de causar la enfermedad, como ser: factores de adherencia,
colonizacion y de invasion celular; pili y hemaglutininas (mannose sensitive
hemagglutinin-MSHA), entre otros (Lopez, 2012). Se diferencia de otros vibrios por
el fendbmeno de Kanagawa (KP) (Dalsgaard, 2017) donde la hemolisina directa
termoestable (tdh) produce un halo de hemdlisis en el medio Wagatsuma agar (7%
de NaCl, manitol y sangre humana o de conejo fresca) incubado a 35-37°C durante
24 h. (Lopez, 2012).

Al ser un habitante normal del medio marino no se puede evitar su presencia en los
alimentos de este origen como moluscos bivalvos, pescados y crustaceos
principalmente. Asi mismo se lo ha encontrado en algas del género Ulva (Dragonetti
y col., 2018). La infeccion se asocia con el consumo de agua contaminada o
productos hidrobiol6gicos crudos o mal cocidos (Daniels y col.,2000) o por
contaminacion cruzada. En los bivalvos la depuracién controlada no es eficaz para
su eliminacion.

Generalmente la infeccion se manifiesta clinicamente como una gastroenteritis
donde se observa una inflamacion de la membrana interna del intestino. Es un
cuadro de leve a moderado y revierte en menos de una semana (autolimitante en la
mayoria de los casos) con una duracion media de 3 dias. Presenta un periodo de
incubacion de 4 a 96 h con una media de 15 h (Balakrish y Hormazabal, 2005). Se
caracteriza por nauseas, diarrea abundante (en las formas graves se presenta
acuosa con moco Yy sangre), vomitos, dolor abdominal. La aparicion de fiebre y
escalofrios es menos frecuente (Blake y col., 1979). Normalmente no se requiere
tratamiento antibiotico ni hospitalizacion. Se requiere aporte hidroelectrolitico via oral
o parenteral y antibioticoterapia en casos graves (Gonzalez y Cecchini, s.f.b). En
algunos casos el periodo de incubacion y las manifestaciones clinicas son similares
a las causadas por otros enteropatdgenos quedando subdiagnosticada.

El V. parahaemolyticus puede ingresar a través de heridas preexistentes en contacto
con agua con el agente (Hernandez y col, 2005) o por aquellas soluciones de
continuidad ocasionadas durante la manipulacion de peces, moluscos 0 crustaceos
(cortes, rasguiios) o comida de origen marino (Dalsgaard, 2017). En estos casos las
heridas infectadas habitualmente requieren ademas de la antibioticoterapia el
desbridamiento y drenaje de estas. En el caso de que la bacteria llegue a invadir el
torrente sanguineo puede desencadenar septicemia caracterizada por fiebre,
hipotensién, shock y muerte en muchos casos.

A pesar de que la septicemia primaria causada por este vibrio es rara puede ocurrir
en individuos con enfermedades cronicas subyacentes como ser linfomas,
tuberculosis pulmonar, ulcera duodenal, artritis reumatoidea, hepatitis crénica, entre
otras. Otra poblacion susceptible son mujeres embarazadas o0 pacientes
inmunodeprimidos (Blake y col., 1979). La septicemia cursa de forma grave y puede
llegar a ser mortal.

Este patégeno se asocia a su vez con casos de otitis infecciosa (Dalsgaard, 2017).
Las concentraciones infecciosas del V. parahaemolyticus se encuentra en 1 x 10*
bacteria por gramo (Hernandez y col, 2005) aunque la gravedad dependera tanto de
la cepa bacteriana como del hospedador.

La inactivacion efectiva de V. parahaemolyticus se logra a una temperatura de
congelacion de -18 a -24°C y la muerte de este, mediante la coccién a temperaturas
mayores a 55 °C por 10 min (Andrews y col.,, 2000) El procesamiento a altas
temperaturas, asi como la irradiacion son otros meétodos para eliminar este
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microorganismo del alimento (Andrews y col., 2003). Es altamente susceptible a pH
bajo y a desinfectantes como el alcohol (FDA, 2012).

4.3.4.- Vibrio vulnificus

Patogeno humano oportunista que se distribuye ampliamente en los nichos
ecologicos del ecosistema marino y estuarino (Strom y Paranjpye, 2000) incluyendo
costas marinas, sedimento, plancton, peces y mariscos (Gonzalez y Cecchini, s.f.c).
Es halofilico, crece en aguas con un rango de salinidad entre 7- 16 g/l (Leng, 2019)
Es mesofilo y no resistente a pH menores a 5. Crece en un rango de temperatura
entre 20 a 24°C (Mahmud y col., 2008).

Los alimentos principalmente involucrados son ostras, almejas, cangrejos y peces.
Puede ser clasificado en 3 biotipos: el biotipo 1 se relaciona con las infecciones en
humanos, el biotipo 2 es responsable de enfermedad en anguilas (Dalsgaard, 2017;
Tison y col., 1982), mientras que el biotipo 3 fue aislado de manipuladores de
pescado en Israel (Bisharat y col., 1999).

La virulencia de esta bacteria se encuentra asociada esencialmente al polisacarido
capsular, aunque existen otros factores que juegan un rol importante en la
patogenicidad de este vibrio (Strom y Paranjpye, 2000). A modo de ejemplo se
puede citar una exotoxina con actividad citolitica y hemolitica (vvhA), la toxina RTX
(rtxA), el pili tipo 4 (pilA) (Johnson, 2013) y el lipopolisacarido capsular (Strom y
Paranjpye, 2000).

Los casos clinicos de infeccién por V. vulnificus ocurren debido al consumo de
mariscos que albergan este microorganismo o por la exposicion de heridas abiertas
al agua de mar (Hlady y Klontz, 1996). La severidad de esta infeccion esté influida
por factores como la exposicion o ingesta del inéculo, virulencia potencial del
organismo, asi como el estado de salud del individuo.

Este organismo es capaz de causar septicemia primaria, infeccion de heridas y en
mucho menor frecuencia gastroenteritis (Strom y Paranjpye, 2000).

La septicemia primaria se produce al consumir productos pesqueros crudos con el
agente infeccioso. Afecta individuos con enfermedades cronicas, particularmente
enfermos hepaticos, pacientes con Ulceras gastricas, inmunodeprimidos vy
alcohdlicos (Li y col., 2018). Los sintomas tipicos ocurren dentro de los 7 dias y
comienza por la aparicion abrupta de fiebre y escalofrios puede estar seguida por
lesiones cutédneas usualmente en las extremidades inferiores o tronco. Tienen una
evolucion rapida que va desde vesiculas o ampollas con contenido hemorragico
hasta llegar a la necrosis del tejido. La hipotensién durante las primeras 12 hs o
leucopenia estan asociadas con un pronostico desfavorable. En estos individuos las
bacterias ingresan al torrente sanguineo provocando un shock séptico y la muerte en
mas del 50% de los casos (Blake y col., 1979).

La infeccién de heridas se produce por su contaminacién expuesta al agua de mar
en presencia de la bacteria, o por heridas provocadas durante la manipulacion de
productos pesqueros con el agente. Los sintomas en las heridas pueden aparecer
en aproximadamente 4 horas, destacandose una inflamacion local que puede
evolucionar desde una celulitis (contenido sero-heméatico) hasta necrosis del tejido
(Tacket y col., 1984). La infeccion puede tornarse sistémica generando fiebre,
escalofrios, hipotension y en casos méas severos, shock septicémico (Blake y col.,
1979).

17



La gastroenteritis se produce por la ingestion de alimentos con V. vulnificus en
individuos sanos que puede dar como resultado un cuadro clinico entre las 18 horas
y los 7 dias post ingestion. Los sintomas comunes son vOmitos, diarrea acuosa y
profusa y dolor abdominal. El cuadro generalmente dura unos pocos dias y tiende a
ser autolimitante en la mayoria de los casos (Klontz y col., 1988).

Si la infeccion es detectada en forma temprana, el V. vulnificus es susceptible a
tratamiento con antibiéticos como las tetraciclinas (FDA, 2012). Las drogas
alternativas son cefotaxima y ciprofloxacina. En la infeccién de heridas ademas de la
antibioticoterapia es necesario, el tratamiento quirdrgico como drenaje,
desbridamiento (Gonzalez y Cecchini, s.f.c).

4.3.5.- Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus es una bacteria con distribucion mundial que se encuentra
presente en todos los ambientes y organismos marinos considerandola parte de la
microflora marina normal (Chen y col., 2011). Crece a salinidades de 5-25 g/l
(Hornstrup y col., 1993). Es anaerobio facultativo, movil por flagelos peritricos y
polares (Zavala y col., 2005). Es Oxidasa, catalasa, indol y VogesProskauer positivo;
produce acido a partir de glucosa, maltosa, manitol y sacarosa (Rivera, O, 2010).

Se ha aislado de aguas costeras templadas y tropicales con temperaturas superiores
a 17°C (Zavala y col., 2005). Es una de las especies de Vibrio aislada con mas
frecuencia (Gonzalez y Cecchini, s.f.a).

Dada su capacidad de adhesion al mucus del huésped, se le asocia a enfermedades
oportunistas, lo cual es un factor crucial en el mecanismo de virulencia (Luo y col.,
2016). Otros factores de virulencia incluyen la capacidad de producir hemodlisis,
hemaglutinacién y proteasas (Zanetti y col., 2000). A pesar de esto, su virulencia es
baja y se asocia frecuentemente con otros microorganismos patdgenos (Franco,
2014).

Las infecciones por V. alginolyticus varian dependiendo la forma en que éste entra al
organismo La ingesta de productos marinos contaminados crudos o
insuficientemente cocidos causan un cuadro gastrointestinal autolimitante. Si se
presenta un cuadro diarreico agudo debe realizarse el tratamiento de sostén
mediante el aporte hidroelectrolitico (Gonzalez y Cecchini, s.f.a).

Al entrar en contacto con agua de mar puede producir sobreinfecciones de heridas,
otitis, conjuntivitis, celulitis y abscesos (Schmidt 1979).

El alcoholismo y el inmunocompromiso son factores de riesgo para la ocurrencia de
la enfermedad. Las tetraciclinas son los antibioticos de primera eleccion para el
tratamiento especifico en la celulitis y sepsis; las alternativas son cefotaxima y
ciprofloxacina.
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4.3.6.- Métodos para el aislamiento e identificacion

El método convencional utilizado en el aislamiento e identificacion de los vibrios
incluye, el enriquecimiento en un medio liquido seguido de la siembra en un medio
solido (Hara-Kudo y col., 2001).

Se han desarrollado medios alternativos como el agar tiosulfato-citratosales
biliares-sacarosa (TCBS) que buscan evitar el crecimiento de la microflora natural
gue acompafa la siembra en los medios de cultivo convencionales. Asi mismo se
crearon medios selectivos como el CHROMagar™ Vibrio (CHROMagar, Francia) que
nos permiten identificar diferentes especies del género vibrio (Su y col., 2005).

4.3.6.1.- Agar CHROMagar™ Vibrio

El CHROMagar™ Vibrio agar es un medio de cultivo selectivo, cromogénico

basado en el cambio de pH debido a la fermentacion de la sacarosa. Permite
diferenciar claramente V. parahaemolyticus de V. vulnificus, ambas incapaces de
fermentar la sacarosa. V. alginolyticus permanece incoloro en CHROMagar™ Vibrio
mientras que las colonias de V. parahaemolyticus presentan un color malva y las
colonias de V. vulnificus presentan una coloracion verde azulado a azul turquesa.
Las muestras pueden procesarse mediante siembra directa por estrias en placa, asi
como realizando un paso previo de enriquecimiento.

4.3.6.2.- APl indice Analitico de Perfil

El sistema API 20 NE (Biomériux) es un sistema de pruebas bioquimicas de lectura
directa e indirecta que basa su sistema de interpretacién en algoritmos vinculados a
una base de datos. El APl 20 NE es especifico para identificar bacilos Gram
negativos no pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Consiste en 20 pruebas
bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas y una base de datos. La lectura de
estas reacciones se hace con la ayuda de la tabla de identificacion y el
reconocimiento se realiza mediante el catalogo analitico “Analytical Profile Index API
20NE” o el software “APILAB”.

Las pruebas bioquimicas que se efectlan son: reduccion de nitratos a nitritos o
nitrogeno, formacion de indol, fermentacion de glucosa, arginina dehidrolasa,
presencia de ureasa, hidrolisis de esculina, hidrolisis de gelatina, B-galactosidasa,
oxidasa. Ademas, evalla la asimilaciéon de D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-
manitol, N-acetilglucosamina, D-maltosa, gluconato potasico, acido caprico, acido
adipico, acido malico, acido fenilacético, citrato trisodico.
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5.- OBJETIVOS:

5.1.- Objetivos generales

Identificar la presencia de vibrios no coélera en Ulva spp. colectada en La Paloma,
Departamento de Rocha, Uruguay.

5.2.- Objetivos particulares

Identificar la presencia de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio wvulnificus y Vibrio
alginolyticus.

Establecer pautas para prevenir el crecimiento de vibrios no colera poscosecha en
macroalgas del género Ulva.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Recoleccion de muestras

Las algas se recolectaron de la zona de El Cabito, ElI Faro y zona INAPE en el
balneario La Paloma, Rocha durante el periodo comprendido entre octubre 2018 y
mayo 2019. El muestreo se realizd teniendo en cuenta las zonas de extraccion
elegidas por los recolectores artesanales para la preparaciéon de bufiuelos de algas
ademas de la disponibilidad de las algas y accesibilidad al momento de la
recoleccion. La figura 1 es una imagen satelital con los puntos donde se realiz6 el
muestreo.

Las algas extraidas se encontraban adheridas directamente a las rocas o bien fijadas
a los mejillones. La extraccion se realiz6 de forma manual. Las algas se colocaron
directamente en bolsas ziploc ® y fueron inmediatamente acondicionadas en la caja
isotérmica con hielo en escamas para su transporte al Instituto de Investigaciones
Pesqueras, Facultad de Veterinaria, UdelaR.

Figura 1. Mapa de la costa de La Paloma mostrando los sitios de muestreo. Fuente:
adaptado de Imagenes ©2020TerraMetrica https://gmapgis.com

6.2 Procesamiento de muestras

Se procesaron un total de 22 muestras, para su enriquecimiento se utilizé 225 ml de
agua peptonada alcalina y 25 g de algas. Se homogenizaron y luego se incubaron a
36°C por 18 - 24 horas.Transcurrido el enriquecimiento se sembraron por duplicado
en CHROMagar™ Vibrio incubandose a 36°C por 24 horas. A las 24 horas se realizo
la lectura en base al codigo de colores de CHROMagar™ para la identificacion de
vibrios no célera (ver figura 2):
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A las colonias caracteristicas se les realizé test de oxidasa. Las oxidasas positivas
se confirmaron por APl 20 NE (ver Figura 2). A su vez se enviaron muestras a
laboratorio externo certificado (LAAI Laboratorio Analitico Agroindustrial) para
confirmar los hallazgos y evaluar la técnica.

Malva: Vibrio parahaemolyticus Verde: Vibrio vulnificus Crema: Vibrio alginolyticus
Figura 2. Medios para la identificacion de vibrios no célera. CHROMagar™ Vibrio

agar: a) colonias de Vibrio alginolyticus. b) colonias de Vibrio parahaemolyticus. c)
colonias de Vibrio vulnificus. d) API 20 NE
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7.- RESULTADOS OBTENIDOS

Durante el periodo de muestreo la temperatura y salinidad del agua de mar se
mantuvo dentro del rango apropiado para el desarrollo o sobrevivencia de los vibrios
no colera estudiados en esta tesis. La temperatura minima registrada fue de 13°C en
el mes de octubre y la maxima fue de 25.1°C en el mes de febrero con un promedio
de 20,1°C. La salinidad alcanz6 maximos de 32,1 g/l en octubre y 11,2 g/l en febrero
con un promedio 26,2 g/l. Los datos de salinidad y temperatura del agua marina
fueron obtenidos de la base de datos de la Direccion Nacional de Recursos
Acuaticos (DINARA-MGAP), La Paloma (Fabiano y col., 2019).

En la Tabla 3 se muestra la distribucidén de las diferentes especies de vibrio aisladas
segun zona de muestreo, asi como el nimero total de muestras analizadas.

En todas las muestras analizadas se encontré Vibrio alginolyticus visualizandose
como Unico agente patogeno se visualizo en el 72.7% de las mismas. Se aisl6 Vibrio
parahaemolyticus en 18.2% de las muestras mientras que Vibrio vulnificus se
identifico en un 13.6%. El punto de extraccion no influyd en el tipo de vibrio aislado
(ver Gréfico 1).

5 ® Vibrio alginolyticus
m Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus

Zona INAPE El Cabito El Faro

Grafico 1. Distribucion de los diferentes vibrios aislados por zona de extraccion
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La educacion de los consumidores y manipuladores es clave para prevenir las
vibriosis asociadas a macroalgas (Ulva spp.) asi como crear conciencia sobre los
riesgos que implican determinadas précticas recreativas o habitos alimentarios.

Las pautas para prevenir el crecimiento de vibrios no célera poscosecha en
macroalgas del género Ulva y evitar vibriosis por contaminacion cruzada de las
superficies de trabajo y productos terminados (omelettes, bufiuelos y ensaladas)
incluyen:

- evitar el consumo de algas crudas o ligeramente cocidas: es aconsejable una
coccioén profunda como ser hervido o fritura

- al momento de manipular las algas, utilizar guantes o vendaje a prueba de agua
en caso de tener heridas en las manos.

- lavarse las manos con agua y jabdon después de manipular productos
hidrobiolégicos.

- lavar cualquier herida expuesta al contacto con las algas con abundante agua y
jabon.

- no utilizar agua de mar como agua de lavado.

- evitar contaminacién cruzada de las algas cocidas con crudas u otros productos
hidrobioldgicos asi como con utensilios, mesadas o recipientes.

- evitar el contacto o ingreso al agua de mar o estuarina si presenta una herida
(incluidos los cortes y las raspaduras).

- en caso de infeccion en piel consultar al médico informando que ha estado en
contacto con algas.

- no utilizar algas como compresas sobre heridas, quemaduras de sol o cualquier
otra solucion de continuidad.
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8.- DISCUSION

En el periodo de extraccién de las macroalgas se constataron temperaturas y
salinidades adecuadas para el crecimiento o sobrevivencia de los vibrios no célera
de estudio aislandose Vibrio alginolyticus en la totalidad de las muestras, mientras
gue V. vulnificus y V. parahaemolyticus se encontraron en menor proporciéon. Esto se
encuentra en concordancia con los hallazgos de Murthy y col, (2016) quienes lo
aislaron en 9 de 10 de las macroalgas estudiadas dentro de las cuales se
encontraba Ulva lactuca. Asi mismo, Chen y col. (2011), en las costas de Shenzhen,
Japdn encontraron que dentro de la diversidad de vibrios aislados, el V. alginolyticus
era el dominante y que existia una correlacion positiva entre la temperatura del agua
y la densidad de vibrios coincidiendo con nuestros resultados.

Asi mismo, Galli (2019) informd6 que el vibrio que predominé en la matriz estudiada
fue V. alginolyticus, también coincidiendo con nuestros resultados.

Egan y col. (2013) plantean a las macroalgas como hospedadoras de una diversa
microbiota epifita dentro de la cual se encuentran los Vibrio spp. El V.
parahaemolyticus ha sido aislado de Ulva spp. provenientes de las costas del canal
Kii en Japdén destacandose una mayor prevalencia de este durante el verano y el
otofio que durante el invierno (Mahmud y col., 2007).

En nuestro trabajo, el V. parahaemolyticus se constatd en el 18.2% de las muestras
pero fueron en los meses de enero y febrero donde se registraron los mayores
promedios de temperatura en el agua sugiriendo la probable asociacion entre el
factor ambiental y la presencia del patégeno coincidiendo con los hallazgos de
Mahmud y col., 2007.

Mahmud y col., (2008) aislé V. vulnificus de diferentes macroalgas encontrando
mayor prevalencia del vibrio en verano y otofio donde la temperatura del agua oscilo
entre 20-29°C en comparacion con los meses de invierno. En concordancia con
nuestros estudios, las muestras que dieron positivas a V. vulnificus (13.6%) se
registraron en los meses de octubre, enero y febrero aislandose por lo tanto en los
extremos de temperatura y salinidad del periodo estudiado.

Por otro lado, segun las observaciones realizadas por Eiler (2006) en la bahia de
Barnegat, New Jersey, en invierno se encontré una baja densidad de vibrios cuando
las temperaturas estuvieron por debajo de 18°C.

Por lo expuesto podemos afirmar que la temperatura y salinidad del agua influyen en
la incidencia y densidad de los vibrios en el ambiente y consecuentemente en los
diferentes recursos hidrobiolégicos donde se incluyen las macroalgas.

En los ultimos afios el cambio climético ha tenido influencia en la temperatura del
agua del mar registrandose un aumento en la misma en comparacion con décadas
anteriores. Esto podria provocar que los vibrios se aislen fuera de la temporada
tipica destacandose también la gran capacidad de adaptacion que poseen estos
patébgenos a cambios medioambientales (Mahmud y col., 2008; Paz y col., 2007).
Conocer los parametros de temperatura y salinidad podrian ayudar a predecir la
carga bacteriana probable de estas bacterias a lo largo de la costa (Mahmud y col.,
2008). Las macroalgas presentan en su superficie una microbiota diversa dentro de
la cual existen bacterias potencialmente patégenas para el hombre como ser Vibrio
spp. (Duinker y col., 2016). Si bien no se han reportado infecciones asociadas al
consumo de Ulva spp. en Uruguay, las mismas pueden convertirse en un riesgo para
la salud publica si se consumen crudas o insuficientemente cocidas, asi como
durante el procesamiento y el almacenamiento inadecuado de las mismas.
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9.- CONCLUSIONES

Los vibrios no colera V. parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus fueron
aislados de algas pertenecientes al género Ulva provenientes de La Paloma, lo que
indica que existen condiciones propicias para el desarrollo de estos.

Cabe destacar que el hallazgo de V. vulnificus y V. alginolyticus en lechuga de mar
es inédito en este balneario. Asi mismo, se puede inferir que la matriz Ulva spp. es
apropiada para el V. alginolyticus asi como reservorio para los otros vibrios no colera
de estudio en esta tesis.

Otra apreciacion importante es la no influencia de la zona de extraccion con los
aislamientos reportados.

Ulva spp. constituye una fuente de estos microorganismos patdégenos no
considerada hasta el momento, por lo que su vinculaciéon con posibles infecciones
adquiridas por su consumo directo o en preparaciones insuficientemente cocidas asi
como la recontaminacion poscoccion por tablas y utensilios inadecuadamente
higienizados debe ser tenida en cuenta.

Dado nuestro hallazgo es importante destacar que existe mayor riesgo de contraer
una vibriosis al consumir estas algas durante los meses de verano ya sea por los
habitos alimenticios, asi como por el aumento de la densidad de vibrios en aguas
marinas durante los meses mas calidos. También existe el riesgo de contraer
enfermedades asociadas con la exposicion de heridas preexistentes o provocadas
durante las diferentes actividades acuaticas con el agua de mar o el alga
directamente.

Por lo anteriormente expuesto es importante seguir pautas para prevenir la vibriosis.

Son necesarias futuras investigaciones en lo atinente al estudio de la cuantificacion
de estos vibrios en materia prima, asi como la presencia de estos en producto
terminado (bufiuelos de algas, omelettes, ensaladas).
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