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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue aplicar el método de la norma ISO 10705 — 1: 1995 para determinar si
el choro (Aulacomya ater) es un molusco que esta libre de patégenos virales al momento de su venta al publico en los
terminales pesqueros y algunos mercados de abasto en Lima. Las muestras utilizadas fueron las visceras y el manto
del choro. La metodologia empleada fue la recomendada por la horma ISO 10705-1:1995, la cual consistié primero en
la preparacion de los cultivos madre y de trabajo de la cepa hospedadora Salmonella typhimurium WGA49, deteccién y
enumeracion de bacteriéfagos ARN F+ especificos a la cepa. El bacteriéfago fue detectado Unicamente en las mues-
tras provenientes del terminal pesquero de Ventanilla, con una mayor concentracién en las visceras (6000 a 10000 uff)
que en el manto (800 a 1400 uff).
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ABSTRACT

The purpose of this project was to apply the ISO 10705 — 1: 1995 standard method to determine whether the mussel
(Aulacomya ater) is a mollusk that is free of viral pathogens at the time it is sold to the public at the Lima fishing ports
and some wholesale fresh food markets. As samples we used the mussel viscera and mantle. The methodology
employed was the one recommended by the ISO 10705-1:1995 standard, which consisted in the preparation of the
master culture and working culture of the strain hosting the Salmonella typhimurium WG49, the detection and
enumeration of the strain F+ specific RNA bacteriophages The bacteriophage was detected only in the samples
obtained at the Ventanilla fishing port, showing that the concentration in the viscera (6000 to 10000 pfu) was higher than

in the mantle (800 to 1400 pfu).
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INTRODUCCION

El choro al ser de gran importancia
comercial en el pais requiere como
otros moluscos destinados a consu-
mo, de un control microbiologico que
contribuya a minimizar la transmision
de virus entéricos por via alimentaria.
El choro (Aulacomya ater), al igual
que todo molusco filtra grandes can-
tidades de agua para alimentarse de
toda la materia que ésta lleva en sus-
pension, entre la que puede encon-
trarse microorganismos patégenos.
Ademas, poseen una gran capacidad
de concentraciéon (logran concentra-
ciones 1000 veces superiores a las
del agua exterior) convirtiéndose en
peligrosos portadores de agentes
infecciosos.

El monitoreo de la contaminacién viral
del agua y alimentos como los molus-
cos deberia ser realizada pero es
impracticable debido a lo complejo de
las técnicas y el largo tiempo de ana-
lisis y el alto costo. Ademas, algunos
virus entéricos epidemiolégicamente
importantes son incultivables

(Norwalk) o ineficientemente cultiva-
bles ( hepatitis A). Por esta razén, se
hace necesario encontrar indicadores
confiables, rapidos y econémicos pa-
ra detectar contaminacion fecal para
virus entéricos y otros patégenos en
agua, moluscos y otros alimentos.

De acuerdo a lo anterior , el objetivo
del presente trabajo fue aplicar el mé-
todo de la norma ISO 10705 — 1:1995
para detectar y enumerar bacteriéfa-
gos F+ especificos como indicadores
indirectos de enterovirus en choros
en los terminales pesqueros de Ven-
tanilla, Villa Maria y algunos merca-
dos de abasto.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos y medios de cultivo se
prepararon de acuerdo a lo especifi-
cado en la norma ISO 10705 - 1:
1995 (1), los materiales y equipos
utilizados fueron los necesarios para
el desarrollo del presente trabajo ex-
perimental.

Preparacion de las muestras

Los choros utilizados fueron adquiri-
dos en los terminales pesqueros de
Villa Maria, Ventanilla y algunos mer-
cados de abasto.

Los procedimientos utilizados en la
preparacion de las muestras fueron
los recomendados en la bibliografia
(2,3).

Las valvas de los choros se lavaron
con agua potable y ayuda de una es-
cobilla. Se descartaron los que se
encontraron abiertos 0 no respondie-
ron con el abrir y cerrar de las valvas
ante cualquier tipo de estimulo. Lue-
go se abrieron asépticamente con un
cuchillo flameado para separar las
visceras del manto.

Las muestras de manto y visceras
fueron pesadas por separado ( 30
choros aproximadamente) hasta ob-
tener un peso referencial de 100 gra-
mos para cada muestra.

En los mercados de abasto y el termi-
nal pesquero de Chorrillos se proce-
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dié a analizar las muestras por dupli-
cado y en los terminales pesqueros
de Villa Maria y Ventanilla se consi-
deré analizar por su tamario en gran-
des y pequerios dado su tipo de ven-
ta, obteniéndose un total de 26 mues-
tras de manto y 26 muestras de vis-
ceras durante todo el periodo de in-
vestigacion.

Luego cada muestra fue homogenei-
zada en una licuadora con un volu-
men de £ 100 ml de agua peptonada
al 0.1% a la cual se le adicioné pre-
viamente 0.5 ml de Tween 80.

El homogeneizado fue sometido a
centrifugacién refrigerada a 5000 rpm
por 30 minutos y el sobrenadante se
utilizé para la busqueda del fago F+
especifico.

Todo el proceso, desde la adquisicién
hasta la siembra se realizé el mismo
dia, manteniendo las muestras de
manto, visceras y reactivos en refri-
geracién o en bafio de hielo.

Cultivo y mantenimiento de la
cepa hospedadora Salmonella typ-
himurium WG49

Todos los procedimientos se realiza-
ron segun la norma ISO 10705-
1:1995 (1), considerando ademas el
control de calidad de la cepa y sus
criterios de aceptabilidad.

Determinacion de bacteriofagos

Muestras del manto y visceras de
choros fueron analizadas para la de-
teccion y enumeracion de bacteriéfa-
gos ARN F+ especificos con la pre-
sencia de la cepa hospedera WG49
Salmonella typhimurium fago tipo 3
Nal (F'42 lac::Tn5), NCTC 12484 de
acuerdo con el método de la norma
ISO 10705-1:1995 (1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los choros fueron adquiridos vivos en
los diferentes puntos de venta porque
en estas condiciones estos moluscos
bivalvos son considerados de maxima
calidad debido a que se esta ingirien-
do un alimento con el maximo nivel
de frescura posible. Desde este ulti-
mo punto de vista, algunas de sus
caracteristicas justifican un nivel de
riesgo muy elevado por varios moti-
vos: se alimentan por filtracién, se
encuentran en contacto con el fondo
o lodos y se pueden consumir crudos

(4).

Los moluscos por su tipo de alimenta-
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cion se comportan como concentra-
dores virales naturales, pero esta bio-
acumulacion es pasiva, sin replica-
cion del virus en el interior del molus-
co (5).

En consecuencia, se debe tener en
cuenta que si una proporcién, mas o
menos importante, de las personas
que forman parte de la poblacién ge-
neral son portadoras de microorganis-
mos como Salmonella, Campilobacter
o el mismo virus de la hepatitis A,
estos microorganismos pasaran al
agua de cultivo y de aqui se acumula-
ran en los moluscos bivalvos (4).

La metodologia utilizada para la de-
teccion del fago es la mencionada en
la norma ISO 10705 — 1: 1995 (1) en
donde se utiliza como huésped a la
cepa WG49 Salmonella typhimurium.
La cepa WG49 fue genéticamente
modificada por la insercion de un
plasmidio codificado para la produc-
cion de F-pilus dentro de él. Esto pro-
duce una bacteria hospedera la cual
es susceptible a bacteriéfagos ARN
F+ la cual puede ser utilizada como
hospedera de fagos de organismos
patégenos y, como consecuencia, lo
hace un procedimiento confiable
(3,6).

Se tomaron muestras de cinco mer-
cados de abasto y del terminal pes-
quero de Chorrillos durante el mes de
agosto en donde se observo que las
condiciones higiénicas no eran las
mas adecuadas no solo por presencia
de lodo en las valvas sino también
por la presencia de animales domés-
ticos, ademas de poca iluminacion, a
pesar de lo cual las pruebas para la
deteccién del fago dieron negativo.

En el terminal pesquero de Villa Ma-
ria a fines del mes de agosto y me-
diados de setiembre se observé en
cuatro fechas que los choros se co-
mercializaban con presencia de lodo
en las valvas y que su venta se reali-
zaba a pocos centimetros del suelo
donde se suele estancar el agua de-
terminandose también resultados ne-
gativos al fago.

Cuando se comenzé a tomar mues-
tras en el terminal pesquero de Ven-
tanilla se observaron las mismas con-
diciones de higiene que en el termi-
nal pesquero de Villa Maria reportan-
dose resultados negativos tanto en
visceras como en manto para la pri-
mera fecha mas no asi en las siguien-
tes dos fechas en donde se detecto la
presencia del fago.
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En el siguiente cuadro se resumen
los resultados positivos y negativos
del total del numero de muestras.

Numero de muestras
Manto Visceras
Positivo 4 4
Negativo 22 22
Total 26 26

Resultados de la determinacion de fagos ARN
F+ en choros

Al respecto se menciona que salvo
algunas excepciones, todos los casos
registrados de infecciones virales
transmitidas por productos pesque-
ros , se han debido al consumo de
moluscos crudos o poco cocidos .No
obstante, existen pruebas claras de
que el VHA se ha transmitido por me-
dio de practicas antihigiénicas duran-
te la elaboracién, distribucion o mani-
pulacion de alimentos (7).

La formacion de placas de (lisis de la
cepa bacteriana) es decir la presen-
cia de bacteri6fagos ARN F+ en cho-
ros indicé que estuvieron expuestos a
contaminacién fecal ya sea en las
areas de cultivo o en algun punto de
la cadena de comercializacion.

El método empleado permiti6, ade-
mas de determinar cualitativamente
la presencia de fagos, determinar la
cantidad de particulas virales hacien-
do el recuento de las unidades forma-
doras de fagos (uff) por unidad de
peso de tejido de molusco (100 g).
Se cuantificaron solamente las mues-
tras que dieron positivo cualitativa-
mente o sea en las procedentes del
terminal pesquero de Ventanilla.

En el siguiente cuadro se muestran
los resultados obtenidos en la enume-
racién de fagos

Muestras Manto | Visceras
(uff) (uff)

G varooro2) | s00 | 000
Ghoros grandes_| 1200 | 9000
G oorooro2) | so0 | so00
Ghorosgrandes| 1400 | 10000

Numero de placas de lisis por 100 g de mues-
tra en pruebas positivas al fago. T.P.V : Termi-
nal Pesquero de Ventanilla

Se observa que, tanto el manto como
las visceras, dieron positivo, cuantita-
tivamente en las visceras el nimero




de fagos fue mucho mayor que en el
manto, como citan otros autores en
donde los resultados indicaron que
las muestras de visceras, debido al
tipo de alimentacion del molusco, re-
tienen un mayor numero de particulas
virales (3).

El método utilizado en el presente

trabajo no sélo serviria como un mé-
todo rapido para monitorear los dife-
rentes procedimientos (como el de
depuracién) utilizados para eliminar
los virus contaminantes sino, tam-
bién, como un control para los mo-
luscos como el choro que se encuen-
tran listos para la venta al consumi-
dor.

Al utilizar esta metodologia se contro-
laria de una mejor manera las condi-
ciones sanitarias y de esta forma
disminuir el riesgo de enfermedades
de tipo viral.
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