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RESUMEN

Los brotes de enfermedades por consumo de alimentos se transmiten a diario
en todo el mundo y las bacterias del género Vibrio son una causa importante de
afecciones transmitidas por alimentos de origen marino. Esto representa una
amenaza continua para la seguridad alimentaria de los consumidores. El objetivo
de este trabajo fue determinar la prevalencia de bacterias potencialmente
patogenas del género Vibrio en el camarén de comercio minorista en mercados
del canton Manta, Manabi, Ecuador. Para ello, se caracterizd los mercados
Central de Manta, Playita Mia y Eloy Alfaro utilizando una lista de verificacion
segun la norma INEN 2687: 2013 mercados saludables, y la deteccidn de vibrios
potencialmente patdgenos, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus,
se realizaron pruebas microbiolégicas de PCR cuantitativa en tiempo real,
método AOAC RI 050902. El porcentaje global de calidad en todos los mercados
(48.8%) se encontro por debajo de lo minimo esperado (70.0%) y se reflejé en
diferencias significativas (p<0.05) en el nivel de cumplimiento con la norma
referida. Entre las tres especies de Vibrio detectadas, V. cholerae mostr6 la
prevalencia promedio méas alta (69.7%), V. parahaemolyticus alcanzé una
prevalencia promedio de 49.2%, mientras que V. vulnificus una prevalencia baja
(10.0 y 3.3%). La prevalencia de Vibrios potencialmente patdogenos no difirid
significativamente entre mercados para las tres especies de Vibrio evaluadas (p
>0,05). Se concluye que existe una alta prevalencia de Vibrio spp. en las
muestras de camaron procedentes de los tres mercados minoristas de mariscos

del cantén Manta.

Palabras claves: Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, qPCR,

mercados saludables.
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ABSTRACT

Outbreaks of foodborne diseases are transmitted daily worldwide, and bacteria
of the genus Vibrio are a major cause of conditions transmitted by marine food.
This represents an ongoing threat for consumers’ food security. The objective of
this work was to determine the prevalence of potentially pathogenic bacteria of
the genus Vibrio in retails of shrimp in markets in the city of Manta, Manabl,
Ecuador. For this, the Central Market of Manta, Playita Mia and Eloy Alfaro were
characterized using a checklist according to norm INEN 2687: 2013 healthy
markets, and the detection of potentially pathogenic Vibrio was perfomed by real-
time quantitative PCR microbiological tests, AOAC Rl method 050902. The
overall percentage of quality in all markets (48.8%) was below the expected
minimum (70.0%), and was reflected in significant differences (p <0.05) in the
level of compliance with the norm referred to. Among the three Vibrio species
evaluared, V. cholerae showed the highest average prevalence (69.7%), V.
parahaemolyticus achieved an average prevalence of 49.2%, while V. vulnificus
had a low prevalence (10.0 and 3.3%). The prevalence of potentially pathogenic
Vibrios did not differ significantly among markets for the three Vibrio species
evaluated (p> 0.05). It is concluded that there was a high prevalence of Vibrio
species in the shrimp samples from the three seafood retail markets of the Manta

municipality.

Key words: Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, gPCR, healthy

markets.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1.- PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Los brotes de enfermedades por consumo de alimentos (ETAS) se transmiten a
diario en todo el mundo (Fleckenstein, Bartels, Drevets, Bronze & Drevets, 2010).
En la mayoria de los casos las enfermedades intestinales agudas son causadas
por patogenos en alimentos (Cremonesi et al., 2014; Havelaar et al., 2015).
Segun Powell (1999), los Vibrios son una causa importante de afecciones
transmitidas por alimentos de origen marino, como residente natural del medio
ambiente acuatico salino, representando una amenaza continua para la

seguridad alimentaria de los consumidores.

Entre las bacterias del género Vibrio, las especies V. cholerae; V. vulnificus y V.
parahaemolyticus son los patdégenos mas importantes (Daniels & Shafaie, 2000;
Tantillo, Fontanarosa, Pinto & Musti, 2004). Vibrio parahaemolyticus y V.
vulnificus han sido identificados como causantes de gastroenteritis aguda
caracterizada por diarrea, cefalea, vomitos, nauseas, calambres abdominales y
hasta septicemia primaria, siendo esta Ultima potencialmente mortal (Powell,
1999; Su & Liu, 2007; Jones & Oliver, 2009; Oliver, Pruzzo, Vezzulli & Kaper,
2013; Raszl, Froelich, Vieira, Blackwood & Noble, 2016).

En China, se han realizado algunas evaluaciones de la calidad sanitaria de
productos marinos, en las cuales no se logré detectar la presencia de Listeria
monocytogenes; sin embargo, los patdégenos V. vulnificus y V. parahaemolyticus

evidenciaron valores del Numero Mas Probable (NMP) = a 3 (Chen et al., 2010).

En Berlin, se determind la prevalencia de Vibrio spp. en mariscos crudos,
camarones y bivalvos expendidos en supermercados y tiendas de productos del
mar. De las muestras analizadas la prevalencia de Vibrio spp. en camarones fue

ligeramente superior a la encontrada en los bivalvos ( Vu, Alter & Huehn, 2018).



A lo antes descrito, se une el reporte de Hanoi, Vietham donde se evidencia a V.
parahaemolyticus; V. alginolyticus; V. cholerae y V. vulnificus como los mas

prevalentes (Tra et al., 2016).

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC por su sigla en inglés) informo que las infecciones por Vibrio spp.
aumentaron entre 1996 y 2006, y en 2005 se confirmaron 121 casos por V.
vulnificus (CDC, 2006; CDC, 2007). Raszl et al. (2016), explican que en América
del Sur las infecciones por V. parahaemolyticus se han relacionado con la
alimentacion de mariscos. Sin embargo V. vulnificus se obtiene por el contacto
del agua con heridas abiertas. Perl, Ecuador y Uruguay reportaron casos de
muerte en humanos derivados de V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Raszl et
al., 2016).

En Ecuador, se identificaron resultados positivos para Vibrio spp. (Sperling, Alter,
& Huehn, 2015); es asi, que el portal Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y
Piensos (RASFF por sus siglas en inglés) publica alertas de presencia de V.
parahaemolyticus; V. vulnificus y V. algenolyticus en camarones crudos
congelados en paises de la Comunidad Europea provenientes del Ecuador
durante el periodo 1999 al 2019.

En el caso de pescados y camarones listos para el consumo (INEN 1896, 2013;
INEN 456, 2013) los patégenos V. parahaemolyticus; V. cholerae son requisitos
microbiolégicos regulados por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién (INEN).
El método de ensayo recomendado para determinar la presencia o ausencia es
el ISO 21872 método horizontal para la determinacion de Vibrio spp., siendo un
meétodo clasico que toma dias para identificar y cuantificar patégenos, ademas
de requerir intenso trabajo, y presenta baja sensibilidad (Su & Liu, 2007; Chiluisa
Utreras, Coba & Echeverria, 2014; Palomino-Camargo & Gonzalez-Mufioz,
2014).

En la actualidad se ha impulsado el uso de técnicas de deteccion molecular
basados en la amplificacion de acidos nucleicos, como la Reaccion en Cadena



de la Polimerasa, (PCR, por sus siglas en inglés) que es cuantitativa en tiempo
real y facilita la deteccion y cuantificacion de microorganismos patdogenos y su
aplicacién en la industria de alimentos (Maurer, 2006). La ventaja de usar
técnicas de PCR para alimentos es la especificidad y la rapidez de las pruebas
en comparacion con las técnicas tradicionales (Palomino-Camargo & Gonzéalez-
Mufioz, 2014).

Es conveniente indicar que hay estudios para la deteccion y cuantificacion de
Vibrio utilizando PCR en tiempo real en paises como EEUU (Liu et al., 2019),
Espafa (Garrido-Maestu, Chapela, Pefaranda, Vieites & Cabado, 2014) y
Francia (Robert-Pillot, Copin, Gay, Malle & Quilici, 2010; 2014). No obstante,
Aspiazu-Miranda, (2017) implementa un PCR multiple para el diagnéstico de V.
cholerae, en el proceso de control de calidad del camardon para exportacion,
dando como resultado informacion comprensible acerca de la ocurrencia y
distribucion de estos genes en V. cholerae. En consecuencia, los protocolos
resultaron confiables y rapidos para la deteccion sensible y especifica de V.

cholerae.

Se debe considerar el uso de métodos de deteccion rapidos, precisos y
especificos, como la técnica de PCR en tiempo real, que permite detectar la
presencia de segmentos de ADN especificos en muestras (Rodriguez-Lazaro,
2013). Estos ayudan a determinar por ejemplo, la especie que compone un
producto procesado, y asi determinar acciones fraudulentas o adulteraciones
accidentales o intencionales de los alimentos producidas por contaminantes
bioldgicos, como puede ocurrir con bacterias patdgenas del género Vibrio en
muestras de camaron. En este ultimo caso, el procedimiento permitiria recopilar
datos para ayudar a identificar, rastrear y, en ultima instancia, prevenir estas

infecciones.

Con estos antecedentes se plantea la siguiente pregunta cientifica: ¢ Cual es la
prevalencia de bacterias patégenas del género Vibrio spp. en el camaron que se

expende en comercios minoristas de mercados en el canton Manta?



1.2.-JUSTIFICACION

Cada vez mas, los métodos moleculares son utilizados para detectar, cuantificar
y estudiar microorganismos patogenos (Palomino-Camargo & Gonzéalez-Mufioz,
2014). Entre estos métodos, las técnicas basadas en Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) han ganado aceptacion siendo objeto de considerable
atencion (Maurer, 2006). Particularmente la técnica de PCR cuantitativa en
tiempo real tiene como ventaja ser mas rapida, especifica y sensible,
cuantificando el ADN objetivo con mayor reproducibilidad (Postollec, Falentin,

Pavan, Combrisson & Sohier, 2011; Rodriguez-Lazaro, 2013).

Entre los sistemas automatizados de PCR que han encontrado aplicacion en la
industria de alimentos estan el BAX Hygiena Co., (Maurer, 2006; Martin de
Santos, 2010) el cual ha sido aprobado por agencias gubernamentales de
Estados Unidos, Brasil, China, Canad4, Japon, Suiza y Rusia. Dicho sistema
permite detectar la presencia de genes especificos de microorganismos
patdogenos como los del género Vibrio, cubriendo la necesidad existente de
implementar métodos de analisis rapidos, de alta sensibilidad, alta especificidad,
de costo razonable y de facil manejo.

Las costumbres cambiantes de la poblacion humana son responsables de las
variaciones en la diversidad y cantidad de alimentos consumidos, a lo cual se
une la globalizacion y el crecimiento de la poblacion. Por lo tanto, surge la
necesidad cada vez mas importante de analizar los alimentos, cualitativa y
cuantitativamente desde las perspectivas de estandarizacion, autentificacion y
certificaciéon de la inocuidad de los alimentos (Salihah, Hossain, Lubis & Ahmed,
2016).

Ante esto, los programas de seguridad alimentaria y control de calidad
microbiolégica son cada vez més aplicados en toda la cadena de suministro de
alimentos. Esto garantiza productos inocuos con Vvalor agregado,
incrementandose su importancia en la agricultura y en la industria procesadora

de alimentos (Rodriguez-Lazaro, 2013).



En Ecuador, la Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria
(ARCSA) promueve con los diferentes Gobiernos Autdbnomos Descentralizados
(GAD) Municipales, los mercados saludables empleando los requisitos de la
norma INEN 2687. En esta ultima se establece el control y aseguramiento de la
inocuidad (INEN 2687, 2013) debido a que la pérdida de calidad de los alimentos
expendidos puede ocasionar infecciones, intoxicaciones y alteraciones de los

alimentos por origen microbiano (Frazier & Westhoff, 2003).

Por lo antes expuesto, la presente investigacion permitirA conocer en menor
tiempo de analisis la prevalencia de patogenos del género Vibrio en productos
pesqueros de origen marino. Con los resultados obtenidos, se podria levantar
una linea base, conteniendo la incidenciay el espectro de estas infecciones. Esto
es especialmente importante para crear conciencia entre los responsables
politicos de implementar programas de prevencion efectivos, incluyendo
saneamiento y optimizacion de la seguridad alimentaria. Esto contribuiria a la
optimizacién del uso de los recursos, lo cual permitirian crear cultura y coadyuvar
a consolidar el derecho de los pueblos de alimentarse de forma saludable. Esta
es una politica estatal consagrada en la normativa sobre soberania alimentaria
en el Ecuador con el fin de garantizar la seguridad, calidad nutricional y la

inocuidad de los alimentos que expenden en el pais.

1.3.- OBJETIVOS

1.3.1.- OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de bacterias patdgenas del género Vibrio spp. en el
camaron de comercio minorista en mercados del cantdon Manta, mediante PCR

a tiempo real.

1.3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS



» Caracterizar los centros de expendio de camaron mediante la norma NTE
INEN 2687:2013 Mercados saludables.

» Identificar mediante la técnica PCR a tiempo real, la prevalencia de
bacterias potencialmente patdégenas Vibrio cholerae; V. vulnificus; V.

parahaemolyticus en camaron de comercio minorista del canton Manta.

1.4.- PREMISA

Considerando datos histéricos, registrados en muestras de camardn expendido
en mercados minoristas de Ecuador, es probable que exista la presencia de
bacterias patdgenas Vibrio cholerae, V. vulnificus y V. parahaemolyticus en
muestras de camaron expendido en comercios minoristas de mercados en el

cantén Manta.



CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.-VIBRIO

Los Vibrios son bacterias gramnegativas, en forma de varillas pequefas, rectas,
como un bastén curvilineo o en forma de coma, con un Unico flagelo polar que
permite que la mayoria sean motrices. Son anaerobios facultativos capaces de
realizar un  metabolismo  respiratorio  fermentativo. @ Todos  son
quimioorganotrofos; en su mayoria pueden crecer en un medio mineral que
contenga D-glucosa como Unica fuente de carbono y NH* como Unica fuente de
nitrogeno. Fermentan y utilizan D-fructosa, maltosa y glicerol; son oxidasa y
catalasa positivos, y reducen el nitrito a nitrato (Farmer, Janda, Brenner,
Cameron & Birkhead, 2015; Jones, 2017).

En su mayoria, los Vibrio spp. son halofilos, principalmente acuaticos, presentes
de forma natural en mares, estuarios y ambientes de agua dulce, siendo
considerados como uno de los grupos de bacterias cultivables mas abundantes
en los océanos. La presencia y distribucién de Vibrio spp. depende de una
variedad de factores ambientales como la temperatura, concentracion de sal, pH
y nutrientes (Doyle & Buchanan, 2012 ; Farmer, 2015; Jones, 2017).

De hecho, las densidades de Vibrio spp. tienden a desarrollarse en aguas mas
calidas, segun lo indicado por Vezzulli, Pezzati, Brettar, Hofle & Pruzzo (2015).
Ademas, especies de este género a menudo se aislan de las aguas costeras, los
sedimentos marinos, en el contenido intestinal de animales marinos y los

productos pesqueros (Doyle & Buchanan, 2012 ; Jones, 2014).

Se indica que en el género Vibrio se identifican casi 100 especies (Janda,
Newton & Bopp, 2015), y al menos una docena son reconocidos como patdégenos
humanos. Estos dltimos, incluyen V. parahaemolyticus; V. vwvulnificus; V.
alginolyticus; V. cholerae; V. mimicus; V. cincinnatiensis; V. fluviales; V. harveyi



y V. metschnikovii. Ocasionalmente, se han asociado con enfermedades
transmitidas por alimentos en humanos, especificamente V. cholerae; V.
vulnificus; V. parahaemolyticus (Jones, 2014; Robert-Pillot, Copin, Himber, Gay
& Quilici, 2014). Estos ultimos se consideran de mayor preocupacion debido a
que pueden plantear problemas de salud publica como agentes de infecciones
esporadicas o colectivas asociados al consumo de pescados o mariscos (Kriem
et al., 2015).

2.1.1. Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es agente causante de célera, enfermedad transmitida por los
alimentos con epidemia y pandemia potencial (Doyle & Buchanan, 2012).
Estudios realizados por Ali et al. (2015) estimaron la carga global del cOlera en
2,86 millones de casos anuales en paises endémicos, siendo la tasa de
incidencia de riesgo promedio anual de 2,30 casos por cada 1000 habitante (Al,
Nelson, Lopez & Sack, 2015).

Vibrio. cholerae tiene forma de barras curvas o rectas con un solo flagelo polar,
inclusive la caracteristica mas definitoria es su capacidad de crecer en ausencia
de sal, aunque lo 6ptimo de concentracién para el crecimiento es de 5 a 10 ppm,
y respecto a la temperatura el valor oscila entre 35° a 40°C (Jones, 2014).
Ademas, a este patdégeno se lo clasifica en dos biotipos, EI TOR (llamado asi
porque se describié por primera vez en la estacion de cuarentena de El Tor, en

la peninsula del Sinai, Egipto) y el clasico (Ramamurthy & Nair, 2014).

2.1.2. Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus, es un agente de intoxicacion alimentaria asociado al
consumo de mariscos en muchos paises del mundo, que generalmente ocasiona
gastroenteritis en humanos, septicemia e infeccion de heridas (Villa et al., 2017).
Esta bacteria crece en concentraciones de sal entre 20 a 25 ppm, y temperatura
de 30° a 35°C. De hecho, tiene la capacidad para metabolizar el etanol a bajas

concentraciones (Jones, 2014). Los factores de virulencia identificados para V.



parahaemolyticus son hemolisina directa termoestable (TDH) y hemolisina
relacionada con THD (TRH) (Jones, 2017).

2.1.3. Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus es un patdgeno transmitido por mariscos, que se distingue de
otros miembros del género Vibrio por su habilidad de fermentar lactosa, siendo
capaz de crecer en concentraciones del 6%, y detener el desarrollo en 8% de
NaCl. Estd ampliamente distribuido en ambientes costeros calidos, pudiendo
aislarse de aguas marinas y estuarinas, sedimentos, plancton, diversos
moluscos y crustaceos (Karunasagar, 2014; Oliver, 2015; Baker-Austin & Oliver,
2018).

Las infecciones identificadas en los alimentos resultan casi exclusivamente del
consumo de moluscos crudos o poco cocidos. La enfermedad inicia entre las 12
y 24 h posteriores a la ingesta de mariscos, presentando sintomas como
gastroenteritis leves en pacientes sanos. Sin embargo, con un individuo
susceptible, la enfermedad puede avanzar rapidamente en una enfermedad

sistémica potencialmente mortal (Jones, 2014).

2.2.- INOCUIDAD EN MERCADOS DE EXPENDIO MINORISTA

Segun la norma INEN 2687, los mercados son sitios de compra y venta de
alimentos que cuentan con infraestructura fija y cerrada. Estos mercados deben
cumplir con requisitos y practicas para comercializar alimentos inocuos para el
consumo humano (INEN 2687, 2013). Estrada-Garcia et al., (2005) realizaron
estudios sobre venta de alimentos preparados con mariscos en mercados de
México, donde obtuvieron como resultado la presencia de Vibrio cholerae y V.
parahaemolyticus, revelando las malas condiciones sanitarias existentes en el

sitio.

El GAD municipal del cantén Manta ejecuta y promulga ordenanzas publicas que

regulan las actividades del comercio y otras en los mercados publicos, con el
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objeto de mejorar los requisitos de servicio, ambientales e higiénicos (GAD
Manta, 2009; 2010). Segun FAO (2001), el camarén vendido en mercados
internos de los paises presenta diferencias en el tratamiento higiénico sanitario
con respecto al producto destinado a mercados de exportacion. Ademas, se
realizo una evaluacion de exposicion de la V. cholerae en camarén, y concluye
que existe riesgo de contaminacion cruzada a través del agua o de la

manipulacion por portadores asintomaticos.

Un mercado saludable es un lugar que presenta y garantiza condiciones
higiénicas en la comercializacion de alimentos nutritivos e inocuos; ademas
cumple los requisitos establecidos en la NTE INEN 2687. Dentro de sus ventajas,
se tiene: mejoramiento en las ventas e ingresos econdmicos, en la calidad de los
productos, evita las enfermedades transmitidas por alimentos, incorporacion del
control de alimentos (INEN 2687, 2013).

2.3.- PREVALENCIA DE VIBRIO SPP. EN CAMARON

En China, se han realizado algunas evaluaciones de la calidad sanitaria de
productos marinos, en las cuales no se logré detectar la presencia de Listeria
monocytogenes; sin embargo, los patdégenos V. vulnificus y V. parahaemolyticus
evidenciaron valores del Numero Mas Probable (NMP) = a 3 (Chen et al., 2010).
A esto se puede agregar, ademas, una alta prevalencia de V. parahaemolyticus
en camarones minoristas (Xu et al., 2014), y mariscos (Yu et al., 2016) y se
identificaron cinco aislamientos positivos para la cepa trh y ninguno de los

aislamientos fue positivo para la cepa tdh (Xu, et al., 2014).

En las ciudades de Ho Chi Minh y Hanoi, Vietham se evidencia la presencia de
V. parahaemolyticus; V. navarrensis; V. alginolyticus; V. cholerae non Ol y V.
vulnificus como los mas prevalentes (Tra et al., 2016; Yen et al., 2020). En el
noreste de Italia la prevalencia de Vibrio spp. en crustaceos fue alta para V.
parahaemolyticus; sin embargo, no se detect6 la presencia de V. cholerae ni V.
vulnificus (Caburlotto et al., 2016).
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En Alemania se investigo la presencia de Vibrio spp. en expendios minoristas de
mariscos de diferentes regiones geograficas, demostrando su alta prevalencia
en camarones y mejillones (Huehn et al., 2014). Adicionalmente, en Berlin, se
determind la prevalencia de Vibrio spp. en mariscos crudos, camarones y
bivalvos de supermercados y tiendas de productos del mar. De las muestras
analizadas, la prevalencia de Vibrio spp. en camarones fue ligeramente superior
gue en bivalvos (Vu, Alter & Huehn, 2018).

En Ecuador se obtuvieron resultados positivos para la presencia de Vibrio spp.
(Sperling, Alter, & Huehn, 2015); es asi, que el portal Sistema de Alerta Rapida
para Alimentos y Piensos (RASFF, por sus siglas en inglés) publica alertas de
presencia de V. parahaemolyticus; V. vulnificus y V. algenolyticus en camarones
crudos congelados en paises de la Comunidad Europea provenientes del
Ecuador durante el periodo 1999 al 2019.

2.4.- HERRAMIENTAS DE DIAGNOSTICO Y ANALISIS
MICROBIOLOGICOS DE Q PCR

2.4.1.-DETERMINACION DE Vibrio POR REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL O CUANTITATIVA (gPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como concepto, fue descrito por
primera vez por Panet y Khorana en los afios 70; sin embargo, quien desarrollo
la técnica fue Kary Mullis y sus colaboradores en el afio 1983. Consiste en una
amplificacion exponencial de un fragmento de ADN, y su principio se basa en el
mecanismo de replicacion de ADN en vivo (Maurer, 2006; Rodriguez-L&zaro,
2013).

La PCR paso de ser una técnica para laboratorios de investigacion a laboratorios
de diagnéstico en todo el mundo, debido a su versatilidad, especificidad y
sensibilidad. Como conclusién, la PCR se utiliza con mucho éxito en laboratorios
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de microbiologia de alimentos para identificacion de microorganismos (Maurer,
2006; Rodriguez-Lazaro, 2013).

La PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR) produce de manera simultanea la
amplificacion y deteccion, representando un avance significativo en el analisis de
ADN; mediante el uso de la fluorescencia los datos se recopilan durante todo el
proceso de PCR en tiempo real y, los resultados de gPCR se cuantifican en
curvas de amplificacion. Como ventajas de qPCR, se tiene: formato de tubo
cerrado, analisis rapido y facil de realizar, el intervalo dinamico de cuantificacion
es extremadamente amplio, es una técnica fiable y sensible (Kralik & Ricchi,
2017). Las aplicaciones de la gqPCR, son variadas, pudiéndose resaltar las
siguientes: Deteccién, cuantificacién y control de patdgenos; alternativa rapida a

los métodos convencionales (Rodriguez-Lazaro, 2013; Uyttendaele et al., 2014).

La deteccion de vibrios patdgenos se realiza mediante los métodos oficiales o de
referencia, los cuales se basan en técnicas con agar, ademas requieren
confirmacion mediante pruebas bioquimicas (Doyle & Buchanan, 2012;
Rodriguez-Lazaro, 2013). En la actualidad, se cuenta con métodos moleculares
(PCR y gPCR) para analizar muestras de alimentos y ambientales en busca de
diferentes Vibrio spp. potencialmente patégenas como V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus (Espifieira, Atanassova, Vieites & Santaclara,
2010; Rodriguez-Lazaro, 2013; Garrido-Maestu et al.,, 2014; Ahmed,
Rafiguzaman, Hossain, Lee & Kong, 2016; Greig et al., 2018; Liu et al., 2019).En
el mercado mundial existen sistemas automatizados con tecnologias de
amplificacion de ADN unido a espectrofluorimetria laser (Martin de Santos,
2010).

El sistema BAX Hygiena combina esta tecnologia (Martin de Santos, 2010); es
un instrumento para deteccion de vibrio potencialmente patdgenos por PCR, el
cual crea rapidamente millones de copias de fragmentos de ADN, cuenta con
reactivos como cebadores, enzima polimerasa, nucleétidos, control positivo e
intercalador fluorescente, incorporado en una tableta. Dentro de sus ventajas se

puede mencionar que presenta: reduccion de horas de trabajo, minimiza el
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potencial de contaminacion cruzada, ademas lo hace en un sistema simple de
tres pasos donde carga las muestras preparadas, corre el programa y lee

resultados en la pantalla.

2.4.2.- TIPOS DE CAMARON QUE SE EXPENDEN EN LOS MER CADOS
DE MANTA

La pesqueria artesanal de camaron esta dirigida a la captura de especies como
pomada (Protrachypene precipua), cebra (Trachypenaeus byrdi), blanco
(Penaeus vannamei, P. syilirostris y P. occidentalis) y titi (Xiphopenaeus riveti)
(Nicolaides, Mendivez, Garcia-Saenz & Chicaiza, 2014). La especie mas comun
Penaeus vannamei, forma parte del grupo conocido comercialmente como
camaron blanco (Cedefio, 1974). Estos tipos de camarones son desembarcados
en los puertos pesqueros artesanales y comercializados al por menor en los
mercados. En los mercados de Manta también se observa la venta de camarén
procedente de instalaciones de cultivo, que se puede reconocer del procedente
de la pesca desde barcos arratreros por tener menor talla. EI camarén de cultivo
es P. vannamei, del cual se exportaron en 2019 unas 645 mil toneladas (CNA,
2020).



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1.- UBICACION

La investigacion se efectio en el canton Manta en los mercados: Mariscos
Playita Mia 0°57'00.7"S 80°42'32.7"W; Central de Manta 0°56'57.3"S
80°43'34.5"W y Parroquial Eloy Alfaro 0°58'53.0"S 80°42'20.2"W, mientras que
la fase analitica se ejecuto en el laboratorio de microbiologia A&G, Empresa La
Fabril S. A., acreditado bajo la norma NTE INEN ISO IEC 17025, ubicado en el
kilbmetro cinco y medio, via Manta-Montecristi, 0°59'33.9"S 80°41'29.4"W.

3.2.- DURACION

El desarrollo experimental de la investigacion se realizé desde noviembre de

2019 hasta abril de 2020 con una duracion de 6 meses.

3.3.- METODOS, TECNICAS

3.3.1.- METODOS

Bibliografico: Este trabajo de investigacion permitio realizar la recopilacion de
citas bibliogréficas a través de libros y articulos cientificos indexados
relacionados con la tematica de estudio.

Exploratorio: La propuesta de investigacion brindo un primer acercamiento para
identificar la prevalencia de Vibrio cholerae; V. parahaemolyticus y V. vulnificus
en muestras de camardon de comercio minorista; lo que permitié relacionar la
presencia o ausencia de estos agentes patdogenos en los mercados del canton
Manta. Asi mismo, se efectuardn entrevistas a los Administradores en la que se
utilizé una lista de verificacién fundamentada en la norma NTE INEN 2387:2013,
(INEN 2687, 2013), la que se aplico a los responsables de los mercados para
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identificar su probable origen y las fases por las que pudo haber atravesado
durante la cadena de comercializacion, con el proposito de detectar eventuales

fuentes de contaminacién bacteriana y rupturas de la cadena de frio.

Descriptivo: La propuesta de investigacion determind la prevalencia del género
Vibrio spp. empleando el método molecular Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (QPCR) cuantitativa, y con ello se determino las especies patégenas
Vibrio cholerae; V. parahaemolyticus, y V. vulnificus en muestras de camarén de

comercio minorista en el cantén Manta.

3.3.2.- TECNICAS

Las técnicas que se realizardn en esta investigacion son:

Para caracterizar los mercados de comercio minorista de camarén en el cantén
Manta se utilizé una lista de verificacion, donde se realizaron comprobaciones
rutinarias para recolectar datos relacionados con los requisitos establecidos en
la norma NTE INEN 2887 Mercados saludables (INEN 2687. 2013).

Para la deteccion Vibrio cholerae; V. parahaemolyticus y V. vulnificus, se realizé
PCR cuantitativa en tiempo real. Esta es una técnica de laboratorio simple,
versatil, sensible, especifica y reproducible basada en el principio de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). La técnica consiste en una amplificacién
exponencial de un fragmento de ADN, donde una méaquina (q) PCR y un
colorante fluorescente en una reaccién de PCR se une a su producto genético
amplificado y le da un nimero de ciclos necesarios para que cada curva alcance
un umbral en la sefial de fluorescencia, valor Ct. Esta ultima es proporcional a la
cantidad de ADN en su reaccion dependiendo de los patrones utilizados
(Rodriguez-Lazaro, 2013).

3.4.- VARIABLES EN ESTUDIO

3.4.1.- VARIABLE INDEPENDIENTE
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Muestras de camarén de tres mercados del cantén Manta.

3.4.2.-VARIABLE DEPENDIENTE

Prevalencia de Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus,

3.5.- PROCEDIMIENTO

3.5.1. CARACTERIZACION DEL CENTRO DE EXPENDIO MENOR DE
CAMARON MEDIANTE LA NORMA NTE INEN 2687:2013 MERCAD 0OS
SALUDABLES

Se califico los mercados mariscos Playita Mia; Central de Manta y Parroquial
Eloy Alfaro, realizando visitas programadas a los diferentes locales de expendio
menor de camaron y con ayuda de una lista de verificacién fundamentada en la
norma NTE INEN 2387:2013, (INEN 2687, 2013). Se midi6 el grado de
cumplimiento de las practicas de comercializacion en funcion de los requisitos

sanitarios.

3.5.2.- DETECCION DE Vibrio cholerae; V. vulnificus; V.
parahaemolyticus EN CAMARON DE COMERCIO MINORISTA DEL
GAD MUNICIPAL DEL CANTON MANTA

Las muestras de camarén de expendio menor se recolectaron y enviaron al
laboratorio siguiendo las recomendaciones de la NTE INEN 1529-2:1999 (INEN
1529-2, 1999), la toma de las muestras se realiz6 en condiciones asépticas, con
rapidez, pero cuidadosamente, y de manera representativa. El tamafo de
muestra fue de minimo de 100 g de camardn. Las muestras se enviaron al
laboratorio lo mas rapido posible y en condiciones que reduzcan al minimo la
posibilidad de cambio de la calidad microbioldgica, inclusive se evité que durante

el transporte sean expuestas a luz directa.
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El muestreo se realiz6 de acuerdo con lo establecido por la Comision
Internacional de Especificaciones Microbioldgicas en Alimentos (ICMSF, 2011),
utilizando el método de muestreo por atributos de dos clases, que evalud los
resultados obtenidos como aceptables o inaceptables. El plan de muestreo
seleccionado fue de riesgo moderado con extension amplia, el cual incluye
microorganismos que presentan riesgos epidemiologicos severos. Como
condicion de uso se aplico el caso 11 (ICMSF, 2011; p. 429), donde n=10
(nimero de unidades de muestras a analizar); ¢c=0 (nimero maximo de
resultados positivos permitidos). Se realizardn tres replicas. El total de muestras

fue calculado como se muestra en Tabla 1

Tabla 1
Detalle de la cantidad de muestras
Microorganismo patégeno NUmero de mercados Numero de Frecuencia de toma  Total
seleccionados muestras por de muestra
mercado (semanas)
V. cholerae; V. vulnificus; V. 3 10 3 90

parahaemolyticus
Nota. Fuente:Autor de la investigacion

En la preparacion de la muestra de camaron de expendio menor se utilizaron las
recomendaciones de la NTE INEN-ISO 6887-3 (INEN-ISO 6887-3, 2014); que
indica quitar el exoesqueleto del crustaceo y cortar la carne en trozos, mezclar
en un homogeneizador rotatorio y se afiade la cantidad necesaria de diluyente
para obtener una dilucién 1 en 9.

Para la deteccion de Vibrio spp. potencialmente patogeno (V. cholerae, V.
vulnificus, V. parahaemolyticus) en camarén de comercio minorista, se efectuo
el ensayo microbiol6gico molecular g PCR reaccion en cadena de la polimerasa,
método 050902 del Instituto de Investigacion de la Asociacion Oficial de

Quimicos Agricolas (AOAC RI, por sus siglas en inglés) (Hoelzer et al., 2013).

3.6.-TECNICAS ESTADISTICAS

Para el andlisis estadistico de las variables en estudio se llevo a cabo las

siguientes pruebas:
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Para comparar las diferencias de nivel de cumplimiento de la norma NTE INEN
2387:2013, (INEN 2687, 2013) entre mercados se utilizé un analisis de varianza
de una via en base a los valores alcanzados por cada mercado en las categorias
de dicha norma. En caso que las varianzas resulten heterégenias, se aplica una
prueba de varianza no paramétrica Kruskal-Wallis con su correspondiente

prueba a posteriori.

Los resultados de las pruebas microbioldgicas de prevalencia de Vibrio cholerae,
V. parahaemolyticus, V. vulnificus fueron calculados como porcentajes con el
correspondiente intervalo de confianza de 95%. La prevalencia de cada bacteria
se comparé mediante una prueba chi cuadrado. Los calculos se efectuaron

empleando el programa MS Excel® 2016.

Para el andlisis de la significancia de las diferencias encontradas en los
mercados de comercio minorista de camaron del canton Manta y su relacién con
la prevalencia de Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus se efectuo
la prueba regresion logistica binaria con un nivel de significancia al 5%, de
acuerdo con los grados de libertad (GL) del error. Para el procesamiento de los

datos se utilizo el software IBM-SPSS version 22.

3.6.1.- CODIFICACION DE VARIABLES

Para el desarrollo y manejo estadistico se debieron codificar algunas variables
para facilitar la ejecucion de las pruebas estadisticas. Para la codificacion de
variables dicotomicas en las pruebas de regresion logistica binaria se us6 0 para

indicar ausencia de la bacteria y 1 para sefialar su presencia.



CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- CARACTERIZACION DE LOS CENTROS DE EXPENDIO DE
CAMARON MEDIANTE LA NORMA NTE INEN 2687:2013
MERCADOS SALUDABLES

Dentro de la caracterizacion se aplicd una lista de verificacion conforme a la
norma NTE INEN 2687:2013 para establecer el grado de cumplimiento de los
requisitos y practicas que deben efectuar los mercados para comercializar
alimentos aptos para el consumo humano (Tabla 2). El porcentaje global de
todos los mercados (48.8%) se encontrd por debajo del minimo esperado
(70.0%), (Anexo 1) Aplicacién de una lista de verificacion conforme a la norma
NTE INEN 2687:2013.

La comparacion entre mercados reflejé diferencias significativas en el nivel de
cumplimiento con la norma referida (Prueba Kruskal-Wallis, H=12.18; *p<0.05).
La prueba a posteriori separé el mercado de Eloy Alfaro, con un nivel de
cumplimiento significativamente inferior (5.9%) al de los otros dos mercados que
no difirieron entre si (47.7 y 68.8%), para Playita Mia y Central de Manta,
respectivamente).

Tabla 2
Cumplimiento de requisitos de INEN 2687 en mercados de comercio minorista de camardn en Manta, Ecuador,
establecidos en porcentaje (%).

Requisitos PlayitaMia  Eloy Alfaro Central de Manta
Infraestructura 55.2 6.9 931
Servicios 63.6 0.0 81.8
Equipos y utensilios 73.3 20.0 100.0
Puesto de comercializacidn 73.6 26.3 89.5
Higiene del comerciante de alimentos 0.0 0.0 0.0
Limpieza y desinfeccion 33.3 0.0 100.0
Control de Plagas 62.5 0.0 87.5
Capacitacion 63.6 0.0 54.6
Control y aseguramiento de la inocuidad 4.4 0.0 13.0
Global 41.7 5.9 68.8

Nota. Fuente:Autor de la investigacion
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4.1.1.- REQUISITOS RELATIVOS A LA INFRAESTRUCTURA

La infraestructura es un conjunto de locales e instalaciones fisicas donde se
desarrolla una actividad comercial. En general, se observé una infraestructura
eficiente en el mercado Central de Manta, como disponibilidad de espacio,
mantenimiento y limpieza, sistema de drenaje, sefialética, condiciones higiénico
sanitarias de pisos, paredes, mezones y techos, entre otros. Sin embargo, tanto
el mercado de Playita Mia como Eloy Alfaro evidenciaron deficiencias en su
infraestructura alejandose al cumplimiento de la norma NTE INEN 2687:2013,

(Anexo 2) Requisitos relativos a la infraestructura.

4.1.2.- REQUISITOS RELATIVOS A LOS SERVICIOS

Los servicios son recursos con los que dispone un mercado para su
funcionamiento diario. El promedio entre el mercado Central de Manta y Playita
Mia (72.7%) permite corroborar el cumplimiento de la norma NTE INEN
2687:2013. No obstante, el mercado Eloy Alfaro no dispone de las caracteristicas
establecidas en dicha norma para la operatividad, (Anexo 3) Requisitos relativos

a los servicios.

4.1.3.- REQUISITOS RELATIVOS A LOS EQUIPOS Y UTENSI LIOS

Los equipos y utensilios son el conjunto de herramientas que se emplean para
la manipulacion de alimentos. Entre los mercados Central de Manta y Playita Mia
registran un promedio del 86,7% de cumplimiento de requisitos. Al contrario de
lo expuesto, en el mercado Eloy Alfaro persiste el incumplimiento de los
requisitos establecidos en la normativa referida en cuanto al uso de equipos y

utensilios, (Anexo 4) Requisitos relativos a los equipos y utensilios.

4.1.4.- REQUISITOS RELATIVOS AL PUESTO DE
COMERCIALIZACION
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Puesto de comercializacion o puesto de venta es el espacio o lugar donde se
exhiben y expenden productos alimenticios. Los mercados Central de Manta y
Playita Mia tienen un promedio de cumplimiento del 81.6%. Cabe indicar, que
aunqgue los dos mercados antes mencionados cumplen con la norma referida,
estos no evidenciaron en la visita in situ que los camarones estaban exhibidos y
protegidos en vitrinas refrigeradas. En contraparte, el mercado Eloy Alfaro
registro deficiencias en este requisito, (Anexo 5) Requisitos relativos al puesto

de comercializacion.

4.1.5.- REQUISITOS DE HIGIENE DEL COMERCIANTE DE AL IMENTOS

El comerciante de alimentos se considera, a toda persona gue tiene contacto
directo con los productos alimenticios y efectia su venta. En los mercados
evaluados se identifico el incumplimiento general del certificado de salud de los
trabajadores, vestimenta, aseo de manos, higiene y practicas del manipulador
de alimentos, (Anexo 6) Requisitos de higiene del comerciante de alimentos.

4.1.6.- REQUISITOS RELATIVOS A LA LIMPIEZA Y DESINF ECCION

La limpieza es la remocion de la suciedad y la desinfeccidon es aquella, en la que
se eliminan los microorganismos. El programa de limpieza, el uso de productos
guimicos y el almacenamiento se cumple sélo en el Mercado Central (100.0%),
al contrario de lo antes descrito, se observa que los mercados Playita Mia y Eloy
Alfaro incumplen con estos requisitos, (Anexo 7) Requisitos relativos a la

limpieza y desinfeccion.

4.1.7.- REQUISITOS RELATIVOS AL CONTROL DE PLAGAS

El control de plagas es practica de regulacion y manejo de especies que
perturban la salud publica. Se observa, que el mercado Eloy Alfaro incumple con
las disposiciones establecidas en la norma NTE INEN 2687:2013, sin embargo,
los mercados de Central de Manta y Playita Mia evidencian un cumplimiento

promedio del 75.0% en los aspectos del programa de control de plagas, uso de
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plaguicidas, medidas adoptadas por vendedores para control de plagas y

disposicion de alimentos que hayan sido contaminados por plagas.

4.1.8.- REQUISITOS RELATIVOS A CAPACITACION

La capacitacion se la define como el grupo de acciones didacticas, direccionadas
a mejorar los conocimientos, habilidades y aptitudes del comerciante de
alimentos. Los mercados evaluados registran un promedio del 39.4% de
cumplimiento. No obstante, el porcentaje obtenido no alcanza el minimo
esperado del 70.0%, aunque el mercado Eloy Alfaro evidencia incumpliento total

en este requisito.

4.1.9.- REQUISITOS RELATIVOS AL CONTROL Y ASEGURAMI ENTO
DE LA INOCUIDAD

El control y aseguramiento de la inocuidad son procedimientos que previenen los
efectos evitables y disminuyen los defectos inevitables que significan un riesgo
para la salud de la poblacion, los cuales pueden variar segun el tipo de alimento.
Es evidente que los mercados de Playita Mia, Eloy Alfaro y Central de Manta, no
cumplen con Supervision, responsable(s) de la supervision y con el Programa de

control y aseguramiento de la inocuidad.

Los resultados de la presente investigacion, coinciden con lo realizado por
Sanchez Romo (2015), donde se diagnostico las condiciones de higiene en el
Mercado Mayorista de Quito, reflejando un 16.7% de deficiencias en la higiene,
limpieza y desinfeccién y control de plagas. Es asi, que Schlottfeldt, Rodriguez,
Herrera, Rosales & Franco, (2010) en un estudio realizado en mercados de
México, observaron que las condiciones para la presencia de organismos
patogenos fue la manipulacion de dinero, la deficiente limpieza de los utensilios
y la escasez de agua potable. De igual forma Huaman & Zarate (2019) indican
que los manipuladores de alimentos no aplican las Buenas Préacticas de
Manufactura, por ende se evidencia una cultura de prevencion deficiente en los

mercados de abastos de Lima, Perd.
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4.2.- PREVALENCIA DE V. CHOLERAE; V.
PARAHAEMOLYTICUS; V. VULNIFICUS EN MUESTRAS DE
CAMARON DE EXPENDIO MENOR

Para el estudio de prevalencia realizadé en tres mercados de expendio menor
del Canton Manta (Acéapite 3.1). Se recolectaron 84 muestras de camaron

fresco.

Los resultados de prevalencia de Vibrios spp. potencialmente patégenos en los
mercados Central de Manta, Playita Mia y Eloy Alfaro no difieren
significativamente entre mercados para las las tres especies de Vibrio spp.
(Prueba de Chi cuadrado, p >0,05), (Tabla 3), (Anexo 8) Prueba Chi cuadrado.

Tabla 3
Prevalencia de Vibrio spp. en mercados de comercio minorista de camarén en Manta, Ecuador
Central de Manta (n = 30) Playita Mia (n = 30) Eloy Alfaro (n = 24)
Prevalencia 95% Cl Prevalencia 95% Cl Prevalencia 95% ClI
(%) (%) (%)
V. cholerae 43.9- 47.2- 59.3-
63.3 80 1 66.7 827 79.2 939
V. 17.3- 40.6- 33.1-
parahaemolyticus 333 52.8 600 77.3 52 73.9
V. vulnificus 10.0 0.0-17.2 3.3 0.0-11.6 0.0

Nota. Fuente:Autor de la investigacion

La prevalencia de V. cholerae y V. parahaemolyticus discrepan con los limites
microbiolégicos de la Norma INEN 456 (2013), la cual establece que dichos
patdogenos no deben ser detectados, tanto en camarones y langostinos crudos

como congelados.

La presencia de V. cholerae se destaca en las muestras de todos los mercados
evaluados en el presente estudio, con prevalencias superiores a 63.0%. Al
respecto, Ndip, Akoachere, Mokosso, Ndip & Anyangwe, (2002) en el suroeste
de Camerun, registran prevalencia de V. cholerae de 26.4% en camarones no

procesados, y destaca que las aguas costeras contaminadas con efluentes
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domeésticos son mas propensas a la presencia de V. cholerae, el cual
contaminaria los crustaceos alli presentes.

Por otra parte, Sperling etal. (2015) reportan valores de prevalencia de V.
cholerae de 7.0% en camarones provenientes de mercados de Cuenca,
Ecuador, y 13.3% en ejemplares provenientes de granjas de cultivo del sur de
Ecuador; no reportan estos autores la presencia del gen toxigénico ctxA en las
muestras evaluadas de esta especie de Vibrio en Ecuador. Koralage et al. (2012)
observan un 13.5% de prevalencia en camarones pre cosechados en provincia
Noreste, Sri Lanka. En Alemania, estudios de Vu et al. (2018) encuentran
prevalencias de V. cholerae en orden de 6.8% en camarones de venta menor en
la ciudad de Berlin, mientras que Tra etal. (2016) evidencian un 2.0% de
prevalencia en camarones minoristas en Hanoi, Vietnam. Sin embargo, Franco
Monsreal, Serralta-Peralta, Hernandez Gomez, Sosa-Castilla & Castillo-Cocom,

(2015) no reportan prevalencia de V. cholerae en productos marinos en México.

Se observa que las muestras de Manta reflejan los valores mas elevados de
prevalencia de V. cholerae, entre los estudios que pudieron detectarse en el
ambito mundial. A este respecto, la FAO (2001) indica que el camarén de
consumo interno en paises en vias de desarrollo podria estar contaminado con
V. cholerae por higiene insuficiente del personal manipulador y al lavado con
agua contaminada. Por su parte, Escobar et al. (2015) en un estudio de la
distribucion actual de V. cholerae en los océanos del mundo, encuentran que la
concentracion de clorofila a, el pH y la temperatura superficial del mar explican
de mejor manera la distribucién del potencial patégeno, y encuentran que las
costas de América Latina presentan condiciones favorables y semejantes a las

de Bangladesj donde el V. cholerae es endémico.

La prevalencia promedio de V. parahaemolyticus entre los mercados evaluados
fue de 49.2%, sin que las diferencias entre dichos mercados difirieran
significativamente. En una revision de la presencia de V. parahaemolyticus en
alimentos marinos, Odeyemi (2016) reporta prevalencia de V. parahaemolyticus
del 48.3% en camarones, aunque la prevalencia en bivalvos, particularmente en

ostras, fue mayor (63.4%).
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Nakaguchi (2013), en estudios realizados en paises asiaticos, obtuvo resultados
de prevalencia del 72.2% en Vietnan, 54.5% en Malasia, y en ciudades de
Indonesia como Padang donde observa prevalencias de 66.7% y 57.9% en
Yakarta. Por su parte, en China Xu et al. (2014) determinan que en camarones
vendidos por minoristas se encuentra una prevalencia de 37.7%. Ademas,
estudios de Silva et al. (2018) encuentran prevalencias de 75.0% en camarones
de venta en mercados de Korea. Asi mismo, Robert-Pillot et al. (2014) realizaron
estudios en camarones consumidos en Francia donde identifican un 31.1% de

prevalencia de este vibrio.

Tambien Sperling et al. (2015) reportan valores de 80.8% de prevalencia en
camaron de expendios minoristas y granjas de Ecuador, lo cual puede
relacionarse con el reporte de Berry, Park & Lightner (1994), quienes encuentran
una prevalencia de 36.7% en camarones crudos importados por Estados Unidos
procedentes de Ecuador. Entre los estudios que reportan valores menores de
prevalencia de V. parahaemolyticus en camarones, estan los de Abd-Elghany &
Sallam (2013) quienes indican una prevalencia de 16.7% en mercados de la
ciudad de Mansoura, Egipto; Eja et al. (2008) quienes examinan la prevalencia
de este vibrio en mariscos de Nigeria y observan 13.6%; y Zarei, Borujeni,
Jamnejad & Khezrzadeh, (2012) quienes reportan prevalencia de 7.1% en

camarones de expendio en mercados de Iran.

Esta generalidad de la presencia de V. parahaemolyticus en muestras de
camarones expendidos en muchos paises puede estar asociada a su distribucién
natural en ambientes marinos. Al respecto, Su y Liu (2007) y Jones (2017)
indican que la distribucidn de esta bacteria esta asociada a ambientes marinos y
estuarinos, con especial influencia de la temperatura. La bacteria puede estar en
fase de latencia en el sedimento durante periodos invernales de paises
templados y recolonizar la columna de agua cuando la temperatura alcanza 15°C

0 Mas.
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La presencia de V. vulnificus fue observada en dos de los mercados evaluados
en el presente estudio con una prevalencia baja (10.0 y 3.3%), sin diferencias
significativas entre mercados. Al respecto, Robert-Pillot et al. (2014) reportd
prevalencia de V. vulnificus de 12.6% en camarones consumidos en Francia,
mientras que Vu et al. (2018) encuentran prevalencias de 1.3% en camarones

de ventas de minoristas en Berlin, Alemania.

Trabajos realizados por Elhadi, Radu, Chen & Nishibuchi, (2004) encuentran
prevalencia de 6.0% en camarones obtenidos en los mercados y supermercados
de Malasia. De igual forma, Koralage etal. (2012) observan un 2.4% de
prevalencia en camarones pre cosechados en una provincia al Noreste de Sri
Lanka. De igual forma, Tra et al. (2016) investigaron la prevalencia de camarones

en mercados minoristas en Hanoi, Vietham, encontrandola en 1.5%.

Tambien, Sperling et al. (2015) reportaron valores de 3.5% de prevalencia en
camardn de expendios minoristas y granjas de Ecuador, mientras que 10.0% de
prevalencia ha sido reportado en camarones crudos importados en los Estados
Unidos provenientes de Ecuador, aunque los procedentes de México alcanzaron
un 40.0% de prevalencia y no se observo presencia de V. vulnificus entre los

camarones procedentes de China (Berry et al., 1994).

Se deduce de los estudios antes citados, que la prevalencia de V. vulnificus es
menor en crustaceos que otras especies de Vibrio. Segun Oliver (2015) y Baker-
Austin y Oliver (2018), V. vulnificus es una patégeno oportunista que habita
regularmente en aguas costeras y estuarinas, particularmente en los meses mas
calidos del afio. Suele estar presente en alta densidad en moluscos bivalvos y
gasteropodos, a través de los cuales puede contaminar al hombre. Se estima
gue un 95.0% de los fallecimientos de humanos asociados al consumo de
alimentos marinos crudos o levemente cocinados en los Estados Unidos, son

causados por este microorganismo.



CAPITULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.- CONCLUSIONES

* Elcumplimientro de la norma NTE INEN 2687 “Mercados Saludables”, por
los mercados Central de Manta, Playita Mia y Eloy Alfaro en Manta, fue

menor al minimo establecido por dicha norma (70.0%).

» El Mercado Central de Manta es el que mas se aproxima a lo indicado por
la norma NTE INEN 2687 “Mercados Saludables”, con un 68% en el global
de los requisitos, mientras que el mercado informal de Eloy Alfaro, tuvo el

menor cumplimiento (5.9%).

 ElI mayor incumpliento de la norma NTE INEN 2687 “Mercados
Saludables”, estuvo asociado a la higiene personal de los vendedores y

al control y aseguramiento de la inocuidad.

* Se encontro una alta prevalencia (95.8%) de especies de Vibrio spp. en
las muestras de camaron procedentes de los tres mercados minoristas de

mariscos evaluados en Manta.

» Entre las tres especies de Vibrio detectadas, V. cholerae mostré la
prevalencia promedio mas alta (69.7%), sin diferencias significativas entre
los tres mercados. V. parahaemolyticus alcanzé una prevalencia
promedio de 49.2%, mientras que V. vulnificus una prevalencia baja (10.0
y 3.3%)
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5.2.- RECOMENDACIONES

Para determinar la presencia o ausencia de V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, con el método AOAC RI N°050902,
utilizar agua de peptona alcalina en concentraciones de 10g de peptonay

10g de NaCl por litro, ajustando el pH luego de la esterilizacion a 8.510.2.

Se deben implementar alianzas estratégicas entre los GAD Municipales,
Ministerio de Salud Publica e Instituciones de Educacion Superior y/o
Centros de Investigaciones, para dar cumplimiento al articulo de inocuidad
y seguridad alimentaria niumero 281 de la Constitucion Politica del
Ecuador, que trata de los derechos de soberania alimentaria para el
control y aseguramiento de la calidad e inocuidad de los productos

marinos que se expenden en los mercados minoristas.
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ANEXO



ANEXO 1

c.- Mercado Paroquial Eloy Alfaro.
4.1.- Aplicacion de una lista de verificacion conforme a la norma NTE
INEN 2687:2013.



ANEXO 2

c.- Mercado Parroquial Eloy Alfaro.
4.1.1.- Requisitos relativos a la infraestructura.
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ANEXO 3

a.- Mercado Cenral de Manta

c.- Mercado Parroquial Eloy Alfaro.
4.1.2.- Requisitos relativos a los servicios.
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ANEXO 4

B
¢.- Mercado Parroquial Eloy Alfaro.
4.1.3.- Requisitos relativos a los equipos y utensilios.
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ANEXO 5

¢.- Mercado Parroquial Eloy Alfaro.
4.1.4.- Requisitos relativos al puesto de comercializacion.
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ANEXO 6

c.- Mercado Parroquial EIo Alfaro.
4.1.5.- Requisitos de higiene del comerciante de alimentos.
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ANEXO 7

c.- Mercado Parroquial Eloy Alfaro.
4.1.6.- Requisitos relativos a la higiene y desinfeccion.
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ANEXO 8

Prueba de Chi cuadrado para la variable prevalecia de Vibrio cholerae; V. parahaemolyticus; V. vulnificus.

Central de Manta Playita Mia Eloy Alfaro TOTAL

V. cholerae 19 20 19 58
1 10 5 26
30 30 24 84

p=_ 0430

Central de Manta Playita Mia Eloy Alfaro TOTAL

V. parahaemolyticus 10 18 13 41
12 12 11 43
30 30 24 84

p=_ 0.099

Central de Manta Playita Mia Eloy Alfaro TOTAL

V. vulnificus 3 1 0 4
27 29 24 80
30 30 24 84

p=_ 0.207
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