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_Resumen
El presente informe pretende determinar la vigencia del actual sistema de control sanitario de productos
de la pesca congelados en puestos de inspeccién fronterizos, en relacion a las especies patogenas del
género Vibrio y muy especialmente, V. cholerae, V. parahemolyticus y V. vulnificus.

En vista de los conocimientos cientificos actuales y de la evaluacion del riesgo, parece justificada la
aplicacion de criterios microbioldgicos en los puntos de inspeccion fronterizos como medida adicional
y complementaria de control. En lo que se refiere especificamente a V. cholerae se recomienda aplicar
un criterio de tolerancia cero sin distincion entre serotipos. En el caso de serotipos distintos de 0:1'y
0:139 se recomienda identificar los productos de mayor riesgo para el consumidor y adoptar medidas
de vigilancia efectivas.

Respecto de V. parahaemolyticus, se considera adecuada la aplicacion de un limite maximo de 102 ufc/g
y que el criterio microbioldgico y plan de muestreo establecido en los puntos de inspeccidn fronterizos para
esta especie es adecuado y suficiente. En capturas procedentes de zonas de riesgo, deberia establecerse
un plan de vigilancia especial como paso previo para la adopcion de otro tipo de criterios.

Se recomienda extender, igualmente, la vigilancia de pescado y mariscos procedentes de zonas de
riesgo a V. vulnificus. lgualmente se recomienda mantener cierta cautela respecto de las mismas zonas
(de riesgo) en lo que se refiere a cualquiera otra especie de Vibrio, en particular las consideradas.

Ademas cabe destacar, que la temperatura de mantenimiento del pescado y productos de la pesca
tiene una importancia critica en el control de potenciales brotes por estos microorganismos.

En Espafia, en funcion de los datos disponibles, el riesgo de padecer enfermedad por el consumo de
productos pesqueros contaminados, puede calificarse con caracter general de muy bajo.

Palabras clave
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Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Sa-
fety and Nutrition (AESAN) on the applicable microbiological criteria for
pathogenic species of the genus Vibrio in imported fishery products, as
additional control measures at border inspection posts.

The present report aims to determine the currency of the present system for health-related control of
frozen fishery products at border inspection posts, with regard to the pathogenic species of the genus
Vibrio and more specifically, V. cholerae, V. parahaemolyticus and V. vulnificus.

In view of the current scientific knowledge and risk assessment, the application of microbiological
criteria at border inspection posts is justified as an additional and complementary control measure.
With regard to V. cholerae specifically, it is recommended to apply a zero-tolerance criterion without
distinguishing between serotypes. In case of serotypes other than 0:1 and 0:139, it is recommended to
identify the products with the greatest risk for consumers and to adopt effective surveillance measures.

With respect to V. parahaemolyticus, the application of a maximum limit of 102 cfu/g is considered
adequate and the microbiological criterion and sampling plan established at border inspection posts
for this species are adequate and sufficient. In catches from areas at risk, a special surveillance plan
should be established as a preliminary step for the adoption of another kind of criterion.

Similarly, it is recommended to extend the surveillance over fish and shellfish from areas at risk to
V. vulnificus. In addition, it is recommended to keep certain caution with respect to the same areas (at
risk) for any other species of Vibrio, particularly those considered here.

Furthermore, it should be highlighted that the temperature at which fish and fish products are
maintained is of critical importance in the control of potential outbreaks due to these micro-organisms.

In Spain, in light of available data, the risk of suffering illness due to the ingestion of contaminated
fishery products can be generally classified as very low.

Border Inspection Posts, fishery products, Vibrio, microbiological criteria.



Introduccion

La Direccion Ejecutiva de la AESAN ha trasladado al Comité Cientifico una consulta sobre “la vigencia
del actual sistema de control sanitario de productos de la pesca congelados en puestos de inspeccion
fronterizos” en lo que se refiere a las siguientes cuestiones:

1. Respecto de la deteccion de Vibrio parahaemolyticus, actualmente basada en la aceptacion de su
presencia hasta concentraciones de 100 ufc/g. En caso contrario, posibles criterios microbioldgicos a seguir en
relacion con la presencia del citado microorganismo en productos de la pesca procedentes de paises terceros.

2. Respecto de Vibrio cholerae, del que actualmente solo se adoptan medidas adicionales de control
en frontera ante la deteccion de los serotipos O1 y 0139, se consulta sobre la conveniencia de la
medida o, en caso contrario, sobre posibles criterios microbiolégicos en relacidn con su presencia en
productos de la pesca procedentes de paises terceros.

3. Respecto de criterios microbioldgicos aplicables a productos importados, referidos a especies
patégenas del género Vibrio.

4. Respecto de si los criterios microbioldgicos aplicables actualmente son consistentes con las
evaluaciones de riesgo e informacion cientifica actual y, en su caso, los criterios que debieran aplicarse
si sus instrucciones son incorrectas o insuficientes.

En el desarrollo de este informe se sigue la metodologia clasica de Evaluacion del Riesgo Micro-
bioldgico (Comision del Codex Alimentarius, 1999).

Identificacion del peligro

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae de la clase Vibrionales. Recientemente se han
separado de la familia los géneros Aeromonasy Plesiomonas, que en la actualidad se integran en otras
familias. Incluye bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, fermentadores de carbohidratos,
oxidasa y catalasa positivos, moviles por flagelos polares, por lo general, sensibles al agente vi-
briostatico 0/129 y que para su crecimiento requieren NaCl (son haléfilos). Son ubicuos, ampliamente
difundidos en la naturaleza en ambientes acuosos dulces o salinos, en zonas de litoral y estuarios, cuya
especie tipo, V. cholerae, es un importante patégeno humano.

En la actualidad se reconocen en el género Vibrio un total de 48 especies diferentes' de las que 11
se consideran patégenos humanos de mayor o menor importancia. Destacan por su interés y gravedad
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Austin y Austin, 2007) que o bien se han implicado
en brotes de enfermedad humana o poseen potencial para ello (Austin, 2009). V. anguillarum y V.
tapetis se asocian con enfermedades de peces. En el grupo de microorganismos de bajo riesgo (Austin,
2009) se incluyen V. hollisae, que ocasionalmente se ha asociado con gastroenteritis relacionada con
el consumo de marisco crudo; V. alginoliticus, que produce infecciones de heridas y oidos; V. fluvialis,
relacionado en la India con casos de gastroenteritis e infecciones de heridas, al igual que V. harveyi.
Y otros (Photobacterium damselae, V. furnisii, V. metschnikovii y V. mimicus), aunque de forma menos
precisa en lo que se refiere a la relacion con enfermedad.

'ICSP Subcommittee on the Taxonomy of Aeromonadaceae, Vibrionaceae and related organisms - April 2003.
http://www.the-icsp.org/taxalvibriolist.htm#vibrio
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Los brotesy episodios de enfermedad en humanos, aunque poco frecuentes, implican tipicamente infecciones
por heridas y enfermedad gastrointestinal, a menudo con diarrea acuosa. Su origen no puede asociarse de
forma definitiva con animales, pudiendo ser las aguas en las que se encuentran los peces. La transmision al
hombre se produce a través de heridas o del consumo de alimentos/agua. Hasta la fecha no se ha descrito
correlacion entre los niveles de Vibrio y la de patogenos o indicadores de contaminacion fecal humanos.

V. cholerae es el agente del colera humano. Originalmente fue aislado por R. Koch en 1884 a
partir de enfermos de célera, en Egipto, y ha sido responsable de epidemias y pandemias en todas
las épocas, especialmente en Grecia, China y la India. En 1817 se produjo la primera pandemia de
cOlera fuera de Asia y desde entonces se han producido siete pandemias nuevas. La Ultima se inici6
en Indonesia en 1961 y desde alli se propagé a Africa (1970) y América Latina (1991), extendiéndose
después a los Estados Unidos. Esta producida por V. cholerae El Tor, que después de mas de 40 afios
se mantiene, aunque presenta patrones epidemioldgicos diferentes dependiendo de la region a la que
afecta (endemicidad en regiones en desarrollo y brotes esporadicos en otros lugares). Actualmente
es endémico en varias regiones del sudeste asiatico. En Espafa solo se describen casos importados
aunque en los afos 70 se produjeron tres epidemias con una incidencia entre 200 y 300 casos.

En la actualidad, se reconocen alrededor de 200 serogrupos de V. cholerae sobre la base de la
composicion del antigeno O del lipopolisacérido (LPS) y s6lo dos, los serogrupos 0:1'y 0:139 se consideran
responsables de epidemias de célera, siendo los tnicos capaces de producir toxina colérica (TC). Dentro
del serogrupo 0:1, se incluyen dos biotipos: clasico y El Tor y, en cada uno de ellos, se integran tres
serotipos diferentes: Inawa, Ogawa e Hikokima. El resto de serogrupos se reconocen como no 0:1/no
0:139, pudiendo aislarse de fuentes ambientales produciendo esporadicamente casos de gastroenteritis
e infecciones extraintestinales. Se ha descrito que ocasionalmente algunas cepas no 0:1/no 0:139 pueden
producir toxina colérica, pero no producen episodios o brotes epidémicos (Kaper et al., 1995).

Las cepas del serogrupo 0:139, surgido en la India y Bangladesh en 1992 estan muy relacionadas
con las del serogrupo O:1 El Tor, responsable de la Ultima pandemia, aunque difieren en la presencia
de capsula, la composicion del LPS (contiene colitosa) y carecen de varios genes rfb responsables de
la sintesis y ensamblaje del antigeno O, lo que parece indicar que su origen es el propio serogrupo O:1
por adquisicion de DNA procedente del exterior (Popovic et al., 1995).

V. cholerae presenta un ciclo de vida libre formando parte de ecosistemas acuaticos en los que
frecuentemente se asocia como comensal a peces, moluscos o crustaceos. Puede asociarse a la quitina
de los caparazones de algunos crustaceos y adherirse a la superficie de algas, fitoplancton, copépodos y
raices de plantas acuaticas (Faruque et al., 1998), aunque de estos ambientes se aislan principalmente
cepas no 0:1/no 0:139. En cualquier caso, la adquisicion de factores de virulencia les capacita para
colonizar la mucosa intestinal y si adquieren la capacidad de producir toxina, producen enfermedad
(Kaper et al., 1995).

Son factores de virulencia los flagelos y pili, que permiten a la bacteria desplazarse en la mucosa
intestinal y adherirse al epitelio. La toxina colérica es una toxina tipo A-B, formada por una unidad A y
cinco B que le sirven de soporte. Un vez que estas Ultimas se unen a los receptores GM1 de la superficie
celular se produce un cambio conformacional en la molécula que permite la separacion y entrada de
la subunidad A al interior celular. En el interior, la subunidad A se disocia en dos fragmentos A, y A, y



el primero produce la hidrélisis del NAD liberando ADP-ribosa que se fija covalentemente e inactiva
la proteina Gy, como consecuencia, activa la adenilato ciclasa. El resultado es el incremento del AMP
ciclico intracelular, que da lugar a la liberacion de electrolitos y comienzo de la diarrea tipica, acuosa,
‘en agua de arroz'.

El hombre es el tnico hospedador de V. cholerae aunque se ha sefalado la existencia de reservorios
ambientales, no identificados, en los que el microorganismo permaneceria en estado latente, no
cultivable. Fenémenos naturales relacionados con el calentamiento oceanico, como El Nifio, pueden
asociarse a la aparicion de brotes de célera que se relacionan con el aumento de la temperatura del
agua, de la concentracion de nutrientes y de la poblacion de fitoplancton (Colwel, 1996). Aunque
no se considere un patégeno zoondético, en los Ultimos afios se han descrito brotes epizodticos de
enfermedad en poblaciones de peces de los que se han aislado cepas de V. cholerae. Se incluyen
especies de ayu (o pez dulce, Plecoglossus altivelis) en Japon, en carpa dorada en Australia e incluso
a partir de tiburones (Austin y Austin, 2007). También existen descripciones de que cepas no 0:1/no
0:139 pueden asociarse con enfermedad en camarones (Haldari et al., 2007) y en peces ornamentales
(Swaminathan et al., 2007) en la India.

Recientemente se han secuenciado los dos cromosomas circulares de V. cholerae, siendo éste uno
de los primeros microorganismos en los que se ha completado la secuenciacion de su genoma. En
las cepas patdgenas, ademas de los genes que codifican para la TC estan también presentes genes
que codifican para un factor de colonizacién denominado TCP (toxin co-regulated pilus) y la proteina
reguladora ToxR que co-regula la expresion de ambos (Herrington et al., 1988). Ambos genes se
transfieren horizontalmente mediante infeccion fagica (el operon ctxAB, de la TC, forma parte del
genoma del fago CTXA que esta lisogenizado en V. cholerae) y se ubican en elementos genéticos
repartidos en el cromosoma | (el mayor) de la bacteria. Las cepas toxigénicas ordinariamente llevan
una o varias copias del operén ctxAB. TCP actia como receptor del fago y promueve la colonizacion
del epitelio intestinal por la bacteria; sus genes se localizan dentro de una isla de patogenicidad de 40
kb que también es transferida por otro fago filamentoso (VPIZ). Resulta muy interesante el hecho de
que ambos fagos (CTX4 y VPI£) podrian participar en la emergencia de nuevos clones epidémicos de
V. cholerae a partir de acontecimientos que tendrian lugar en el medio acuético (sintesis de particulas
del fago VPIZ a partir de cepas toxigénicas) y en el intestino humano (transformacion de cepas
apatogenas en patogenas) cuya distribucion a partir de las heces de enfermos y portadores incluiria la
contaminacion de ambientes acuaticos (Faruque et al., 1998). A este respecto, estudios recientes han
descrito la presencia de genes de virulencia (ctxAB y zot) en cepas de V. cholerae de origen ambiental
en la India y Brasil. La misma observacién se ha descrito también en aguas de la Bahia de Newport,
en California (Jiang et al., 2003) aunque por el momento no se han sefialado evidencias de toxicidad
asociada.

Ademas de la TC, también se ha descrito la produccién de otras toxinas entre las que destaca
una toxina RTX (del inglés, repeat in toxin), capaz de romper los filamentos de actina, aunque se
desconoce su papel en la patogénesis de la enfermedad. Un importante nimero de enzimas producidas
por V. cholerae actdan a nivel intestinal facilitando el proceso de adherencia y colonizacién, incluyendo
neuraminidasas, mucinasas y proteasas. También se ha descrito una proteasa con propiedades de
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hemaglutinina sensible a la manosa que participa en la formacion de biofilms en ambientes acuéticos,
que facilitan la supervivencia (Watnick et al., 1999).

V. cholerae esta presente en el agua marina contaminada a partir de desembocaduras de rios a su vez
contaminados con aguas fecales, pudiendo sobrevivir en el agua durante largos periodos de tiempo,
como se hizo patente en las costas del Golfo de México y en Australia, donde se ha venido aislando
el mismo serotipo de V. cholerae 01 a lo largo de mas de 20 afios (Blake et al., 1983). En un estudio
realizado entre 1997 y 1998, en el que se analizaron 420 muestras de agua, en 44 (8,09% del total)
se describid la presencia de V. cholerae no-01, y se considerd que sus enterotoxinas podrian constituir
un riesgo potencial de gastroenteritis en humanos (Manfrin et al., 2001). Sin embargo, el cdlera se
ha caracterizado por ser una enfermedad de caracter estacional, debido a que la transmisién de V.
cholerae esté influenciada por una serie de factores ambientales como la temperatura, condiciones de
salinidad del agua, nutrientes, o por los diferentes métodos de captura y formas de consumo de los
productos pesqueros.

La prevalencia de V. cholerae en productos derivados de la pesca se considera baja en general; de hecho,
no se han encontrado O1 ni 0139 en gambas (Gopal et al., 2005), ni en muestras de agua y sedimentos.
Dalsgaard et al. (1995) citaron una prevalencia de un 2% de muestras con O1 en productos del sudeste
asiatico, pero después se demostré que el serotipo aislado carecia del gen de la TC. En otros estudios
los niveles de prevalencia de otros serotipos no-01/no-0139 se encuentran alrededor del 5% (Ottaviani
et al., 2009), siendo predominantes los serogrupos 026 y 051. Sin embargo, no se ha demostrado con
claridad si estos serotipos son capaces de producir enfermedad en humanos. Algunos brotes epidémicos
por V. cholerae se han asociado al consumo de marisco contaminado, incluyendo ostras crudas (Morris,
2003) y cangrejos (CDC, 1991) e implicando cepas no-01 y no-0139 (Farama et al., 2008).

A nivel mundial, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los casos de cdlera en 2008
aumentaron respecto a 2007, con un total de 190.130 casos y 5.143 muertes, que representa un
incremento del 7,6% y del 27% en el nimero de casos y muertes, respectivamente.

V. parahaemolyticus esta ampliamente distribuido en ambientes marinos. Se puede aislar de una
gran variedad de productos de la pesca crudos, particularmente de marisco (especialmente ostras),
cuyo consumo produce el contagio humano (De Paola et al., 2003) (Drake et al., 2007).

V. parahaemolyticus produce distintos factores de virulencia entre los que se incluyen dos hemolisinas,
una termoestable (TDH —thermostable direct haemolysin-) con caracter de b-hemolisina (fendmeno
de Kanagawa en agar sangre de Wagatsuma) y otra relacionada (TRH) codificada por el gen trh, cuya
presencia conjunta o independiente se asocia con aislados de origen clinico y produccion de ureasa
y no se asocia con los de origen ambiental. La TDH se asocia efectos enterotdxicos, cardiotoxicos y
citotoxicos, aunque el mecanismo de produccion no se conoce. También se ha descrito una hemolisina
termolabil (TLH), codificada por el gen tlh, que se ha descrito en mas del 90% de las cepas de origen
clinico y, lo contrario, en menos del 1% de las cepas de origen ambiental. También se ha descrito
enteroinvasividad en el modelo conejo en el que la bacteria invade, coloniza y produce inflamacién en
el intestino delgado (Chatterjee et al., 1984).

La incidencia de la enfermedad en Asia, Europa y Estados Unidos diverge significativamente; a modo
de ejemplo, en Osaka (Japon), V. parahaemolyticus fue reconocido como la causa de un brote con



272 casos de enfermedad y 20 muertes, asociado al consumo de sardinas (Daniels et al., 2000a).
Posteriormente se ha implicado en el 20-30% de los casos de origen alimentario en dicho pais (Alam
et al., 2009) e identificado como una causa comtn de enfermedad en otros muchos paises asiaticos
(Wong et al., 2000) (Deepanjali et al., 2005), como sucede en Taiwan, que entre 1981-1999, los casos de
gastroenteritis por V. parahaemolyticus representaron el 69% del total de brotes de origen alimentario
(Andnimo, 2005) y en China el 31,1% (Liu et al., 2004). Por el contrario, en Europa raramente se
han producido infecciones por esta causa, aunque se han documentado brotes esporadicos en
Espafa y Francia. En la Tabla 1 se representan los brotes mas importantes acontecidos en Europa
por V. parahaemolyticus. Con independencia de los brotes referenciados en la misma, el BEP (Boletin
Epidemiolégico Semanal, del Centro Nacional de Epidemiologia-Instituto de Salud Carlos I1l) recoge
un historico de 35 brotes entre 1994 y 2003, con un maximo de seis brotes en los afios 1996 y 1997
y un minimo de uno en 1994. En el citado informe se sefala que los cuatro brotes correspondientes
a 2003, sumaron un total de 98 casos, todos ellos producidos por el consumo de pescado y mariscos
contaminados. El dltimo informe de la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, actualizado al 1 de
noviembre de 2009 y correspondiente a la semanas 1 a 13 de ese afo, incluye un caso de enfermedad
de transmision alimentaria en la que se implicé V. parahaemolyticus, en Catalufa.

Tabla 1. Brotes por consumo de pescado y marisco contaminados por V. parahaemolyticus en Europa

Pais Aio N° casos  Alimento implicado Referencia

Espana 1989 8 Pescado y marisco Molero et al., 1989

Espana 1999 64 Ostras crudas Lozano-Ledn et al., 2003

Francia 1997 44 Langostinos importados de Asia Robert-Pillot et al., 2004

Espana 2004 80 Cangrejo cocido en condiciones de Martinez-Urtaza et al., 2005
higiene deficientes

Al igual que en el caso de Europa, en Estados Unidos los brotes producidos por V. parahaemolyticus
son esporadicos. En 1971 cuando se identificd V. parahaemolyticus por primera vez como un agente
etiolégico, tras la aparicion de tres brotes con 425 casos de gastroenteritis asociados con el consumo
de cangrejo inadecuadamente cocinado en Maryland (Molenda et al., 1972). Entre 1973-1998 los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) han descrito un total de 40 brotes
(Daniels et al., 2000a). De entre ellos, cuatro brotes entre 1997 y 1998, que incluyeron mayor nimero
de casos (por encima de 700) se asociaron al consumo de ostras crudas (CDC, 1998) (DePaola et al.,
2000). Mas recientemente, tuvo lugar un brote por consumo de ostras contaminadas procedentes de
Washington y la Columbia Britanica, que se saldé con un total de 177 casos (CDC, 2006).

Desde el punto de vista epidemioldgico resulta de interés la creciente atencion del serotipo 03:K6
que desde 1996 ha incrementado su presencia en Asia. Primero se describié en la India (Calcuta) y en
corto espacio de tiempo hizo su aparicién en Taiwan, Laos, Japon, Tailandia y Corea, desde donde se
extendié a otros paises (Chile, Rusia y los Estados Unidos) y mas recientemente hizo su aparicion en
Africa y la costa francesa. En definitiva, el serotipo 03:K6 esta difundido en la actualidad por cuatro
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continentes (Okuda et al., 1997) (DC, 1999) (Daniels et al., 2000b) (Chiou et al., 2000) (Vuddhakul et
al., 2000) (Gonzélez-Escalona et al., 2005) (Martinez-Urtaza et al., 2005) y los estudios moleculares han
puesto de manifiesto que las cepas de este serotipo asociadas con brotes epidémicos conforman un
grupo genético definido, distinto de otras cepas no epidémicas y, también, de las cepas 03:K6 aisladas
antes de 1996. Otros serotipos, como el 04:K68 y 0O1:KUT (no tipificable) parece que se han originado
a partir del clon pandémico y se han sefialado como derivados clonales. La variacion ha continuado y
desde 1998 se han descrito un total de 20 serovariantes con la misma consideracién. 04:K68, 01:K125 y
01:KUT poseen secuencias toxRS, perfiles AP-PCR, ribotipos y perfiles PFGE idénticos a los del 03:K6. El
06:K18 comparte identidad molecular con el 03:K6. El resto, descritos por una gran variedad de técnicas
de caracterizacién molecular, aislados en el curso de brotes diarreicos en diversas partes del mundo
se consideran, como hemos sefalado, derivados clonales, originados por alteracion o modificacion de
los antigenos O:K. La lista, ademas de los descritos antes, incluye también: 04:K12, 01:K41, 01:K56,
03:K75, 04:K8, 5:KUT, 04:KUT, 05:KUT, 05:K17, 05:K25, 01:K33, 02:K3, OUT:KUT, 03:KUT, 03:K5,
04:K4, 04:K10 y 06:K18.

En el brote mas importante de la enfermedad descrita en Espafia, en Galicia en 1999, al que ya
hemos hecho referencia, se aislaron varios serotipos, incluyendo 04:K11, 04:KUT y mediante PFGE
pudo comprobarse que se trataba de un cluster claramente diferenciado de otros aislados originarios
de Asia 0 América (Martinez-Urtaza et al., 2004).

Respecto de la relacién de posibles factores de virulencia con el potencial pandémico, por el
momento es una situacion no resuelta y la mayor parte de los factores y su génesis se desconocen; se ha
especulado con la posibilidad de que el fago f237 (ORF8), a semejanza de lo que ocurre con V. cholerae,
fuera responsable de mayores niveles de adherencia y citotoxicidad, pero no ha podido recuperarse
de aislados de casos clinicos de 03:K6. Ha llegado a afirmarse que el 28% de las combinaciones 0:K
reconocidas de V. parahaemolyticus, ha adquirido potencial pandémico (Balakrish Nair y Hormézabal,
2005). Debe precisarse, en cualquier caso, que la utilizacion del término pandémico aplicado al 03:K6
y el resto de serovariantes alude mas a la descripcion hecha por los investigadores que a una situacion
real de pandemia. Recientemente se ha descrito, en un estudio llevado a cabo a partir de cepas aisladas
en Galicia (Martinez-Urtaza et al., 2008) la existencia de una relacion entre la presencia del agente y
su niimero y variables ambientales, incluyendo salinidad (mayor presencia en otofio, coincidiendo con
una baja salinidad) con densidades medias de 1.234 NMP/100 g.

Se ha demostrado que muchas de las cepas de V. parahaemolyticus aisladas del medio ambiente y
productos pesqueros no son patogenas (Nichibuchi y Kaper, 1995) (FDA, 2005) y, a pesar de la relacion
descrita entre cepas productoras de TDH y aislamiento clinico (ver antes), también se han aislado de
pacientes cepas KP negativas, por tanto no productoras de TDH, pero productoras de TRH (Honda et
al., 1987) (Honda et al., 1988) (Shirai et al., 1990).

En estas condiciones, en el medio ambiente, la deteccion de V. parahaemolyticus virulento representa
un problema a la hora de diferenciarlo de las cepas avirulentas. El recuento total, indiferenciado, se
utiliza habitualmente como control de contaminacién de alimentos. En relacion con las consideraciones
anteriores, claramente deberia considerarse un indicador inadecuado (Balakrish Nair y Hormazabal,
2005) y la prueba esta en brotes epidémicos que tuvieron lugar en los Estados Unidos pese a que los



recuentos del NMP fueron inferiores a 10 ufc/g (Pat et al., cit por Balakrish Nair y Hormazabal, 2005).

Vibrio vulnificus es considerado un oportunista virulento y letal para determinados grupos de
riesgo humanos, con una tasa de mortalidad que puede superar el 50% (Jones y Oliver, 2009) llegando
incluso al 90% en casos de hipotensién grave. Desde un punto de vista general puede definirse como
un microorganismo complejo con caracteres fisiolégicos que contribuyen a su supervivencia en los
ambientes marinos y en el hospedador humano.

Sobre la base de sus caracteristicas bioquimicas, V. vulnificus es un Gram negativo halofilico, fer-
mentador de la lactosa, que se clasifica en biotipos 1-3 (produccion de indol y fermentacion de la
celobiosa). Las cepas pertenecientes al biotipo 1 son responsables de la mayoria de las infecciones
humanas, mientras que las del biotipo 2 generalmente se asocian a procesos clinicos en las anguilas
aunque se han descrito varios casos de infecciones de heridas en el hombre. El biotipo 3 (Bisharat et
al., 1999) es en la practica un hibrido de los dos biotipos anteriores (1 'y 2) y es causa de infecciones
de heridas en el hombre.

El biotipo 2 es heterogéneo y puede subdividirse en diferentes serovares. La primera descrita fue
la serovar E (equivalente al serovar 04 del sistema de clasificacion de Martin y Siebelin, 1991) que
parece ser genéticamente homogénea, independientemente de su origen (peces o humano), porque
constituye una excepcion en el sentido de que se han descrito casos humanos producidos por él. El
serovar A aparecio en el afio 2000 en anguilas, en Espafa. Los serovares 03 y 03/4 solamente se han
aislado en una ocasion a partir de anguilas, en Dinamarca (Fouz et al., 2007).

El microorganismo tiene su habitat natural en los ambientes marinos costeros de todo el mundo
y hasta la fecha ha sido aislado de agua, sedimentos y una amplia variedad de pescados y mariscos
incluyendo peces, camarones, ostras, almejas, etc. (Baffone et al., 2006) (Mahmud et al., 2008).

V. vulnificus posee un variado arsenal de factores de virulencia incluyendo la capacidad de neutralizacion
acida, capsula polisacarida, sistemas de captacién de hierro, citotoxicidad, movilidad y adhesinas de
caracter protéico, todos los cuales requieren un sistema de regulacion en el proceso patogénico. Estudios
recientes han puesto de manifiesto la existencia de linajes genéticos. En el biotipo 1, que es el causante
principal de las infecciones humanas, se ha descrito una isla de patogenicidad de 33 kb que incluye varios
genes que parece se relacionan con la patogenicidad en otros patégenos, por lo que se ha sugerido que
las cepas que la poseen son potencialmente virulentas.

La descripcion de casos de infeccion por V. vulnificus ha aumentado sustancialmente en los Gltimos
afios, desconociéndose las causas responsables de este hecho. En Israel se han descrito varios brotes
que se han relacionado con el aumento de las temperaturas, lo que hace pensar que el cambio
climético podria relacionarse con un incremento de este tipo de enfermedades y su distribucion en
todo el mundo, pese a que la tasa de infeccion sigue relativamente baja, circunstancia que contrasta
con el caracter ubicuo del microorganismo en los ambientes marinos. La explicacion, al menos en
parte, tiene que ver con que V. vulnificus raramente causa enfermedad grave en individuos sanos,
mientras que en pacientes con problemas de salud, como enfermedades crénicas del higado, diabetes,
hemacromatosis, SIDA, tumores malignos y situaciones de inmunosupresion, el riesgo es elevado; de
hecho, los individuos con el sistema inmune alterado o con enfermedades hepaticas, estan 80 veces
mas predispuestos a padecer situaciones de septicemia que los individuos sanos (Klontz et al., 1988).
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Caracterizacion del peligro

1. V. cholerae

Es el causante de las pandemias humanas de célera, un tipo de gastroenteritis causada por cepas
productoras de la toxina del célera que cursa con diarrea acuosa muy abundante (en “agua de arroz")
que puede conducir a la muerte (Morris, 2003).

Después de un periodo de incubacién que oscila desde unas pocas horas hasta cinco dias, comienza
de forma brusca una intensa diarrea acuosa, indolora y, ocasionalmente, con vomitos. La diarrea se
describe tipicamente “en agua de arroz” como consecuencia de la presencia de mucosidad, pero sin
sangre. En algunos casos la deshidratacion es extrema y, sin tratamiento, puede ser fatal.

V. cholerae se transmite a través de la ingestion de alimentos y agua contaminados con restos fecales
o material del vomito de enfermos o portadores. La barrera gastrica es muy eficiente en controlar la
infeccion hasta el punto de que dosis de 10" ufc a voluntarios humanos rara vez producen sintomas,
mientras que la neutralizacion del pH, simplemente con NaHCO,, produce la enfermedad con tan solo
10* ufc.

Una vez superado el estdbmago, los microorganismos colonizan el epitelio mucoso del intestino
delgado y secretan la TC (los serogrupos coleregénicos) que en ultimo extremo es la principal
responsable del cuadro clinico.

La tasa de mortalidad puede alcanzar el 30-50% en individuos susceptibles, si la enfermedad no
se diagnostica a tiempo (Bennish, 1994). Sin embargo, el tratamiento de la enfermedad esté bastante
desarrollado y, en la mayoria de los casos, esta tasa se reduce hasta el 1%. De hecho, la OMS indica
que aproximadamente un 90% de los casos de célera presentan una sintomatologia leve o moderada,
siendo dificiles de diferenciar clinicamente de otros casos de diarrea profusa.

Historicamente, el cdlera se ha asociado a cepas toxigénicas del serogrupo 01, aunque como se ha
sefialado antes, algunas descripciones sefialan la capacidad de producir toxina por parte de cepas no
0:1/no 0:139 si bien en ninglin caso se han relacionado con situaciones de interés epidemiolégico. Por
tanto, la cuestion fundamental es si las cepas de V. cholerae en animales acuaticos portan o no el gen
de la toxina y en relacion con ello, efectivamente, algunos aislados ambientales se han asociado a la
toxigenicidad, como ha sucedido por ejemplo, a partir de aguas marinas de la costa oeste de Estados
Unidos, de donde se han recuperado cepas que portan el gen de la toxina (ctxA y zot) (Jiang et al.,
2003). También recientemente se ha descrito la presencia de genes de virulencia relacionados con la
produccion de TC en cepas de origen ambiental en diversos estudios llevados a cabo en la India, Brasil
y Estados Unidos (California), aunque hasta la fecha no se haya descrito toxicidad en las mismas.

En cualquier caso, se ha demostrado que la capacidad de producir toxina, igual que la de producir otros
factores de virulencia, puede adquirirse de forma horizontal por parte de cepas ambientales de V. cholerae
no 0:1, no 0:139, por mediacion de fagos, lo que puede dar lugar a la emergencia de clones epidémicos.
Ademas, en los (ltimos afios se han descrito brotes epizoéticos de los que se ha aislado V. cholerae, de
diversas especies de peces y de algun tipo de marisco, lo que podria incluir la posible consideracién de
zoonosis por parte de algunas variantes del agente, generalmente de procedencia ambiental.

Seglin se ha sefalado anteriormente, V. cholerae es muy sensible al pH acido, por lo que en caso
de ingestion normalmente se inactiva rapidamente en el estémago (Levine et al., 1984), circunstancia



que hace que la frecuencia de enfermedad, en la practica, sea baja. Glass y Black (1992) estimaron
una dosis infectiva del orden de 10%-10° ufc aunque en diversos estudios realizados en humanos dicha
dosis resultd mucho mas alta. En este sentido, se han llevado a cabo estudios en los que dosis de hasta
10" ufc en individuos no susceptibles no causaron enfermedad, mientras que dosis entre 10*y 108 ufc
suministradas con 2 g de bicarbonato sodico (que neutraliza el pH géstrico) si provocaron enfermedad
en los mismos individuos. En otros estudios con dosis mas bajas (10°*-10° ufc) la probabilidad de
contraer enfermedad oscil6 en torno al 60%, aunque con dosis inferiores a 10* ufc los sintomas fueron
mas leves y los periodos de incubacion mas prolongados (Levine et al., 1981).

2. V. parahaemolyticus

La infeccion en humanos por V. parahaemolyticus desencadena gastroenteritis aguda con diarrea,
acompafada generalmente con dolor de cabeza, vémitos, nduseas y calambres abdominales (Cho et
al., 2008).

El periodo de incubacion oscila entre 4 y 96 horas, con una media de 15 horas. El cuadro clinico se
considera autolimitante, de gravedad moderada, y un promedio de duracién de tres dias en pacientes
sanos. Incluye diarrea, dolor abdominal, natseas, vomitos, dolor de cabeza y fiebre baja; en ocasiones
la diarrea es sanguinolenta, “como carne lavada”, denominacion con la que se describe un tipo de
heces de color rojizo acuoso, pero diferente del que se puede ver en otros cuadros diarréicos parecidos,
como en los producidos por Shigella o amebas. Ademas del cuadro gastroentérico, V. parahaemolyticus
puede ser causa de infeccion de heridas y septicemia.

En Dinamarca, en el periodo 1987-1992, se aisl6 el microorganismo de 13 pacientes, de los cuales
tres y diez presentaron heridas e infecciones de oido, respectivamente y todos ellos se asociaron con
el ambiente marino (Hornstrup y Gahrhansen, 1993). En los Ultimos afios V. parahaemolyticus se ha
transformado en la causa principal de gastroenteritis asociada al consumo de productos pesqueros
en Estados Unidos y, a nivel internacional, es un importante patégeno de origen marino (Kaysner y
DePaola, 2001). Aunque normalmente la gastroenteritis producida por este agente es autolimitante,
en pacientes inmunodeprimidos o con enfermedades cronicas puede causar septicemia de prondstico
grave o muy grave.

V. parahaemolyticus se considera un patogeno de interés creciente cuya vigilancia sanitaria previa
al consumo se limita a que su ntimero no exceda 100 ufc/g de pescado procedente de zonas de riesgo.
Segln se ha descrito en la parte expositiva de este informe, ademas de considerar su incremento
general en todo el mundo, en algunas regiones se considera la toxiinfeccion alimentaria mas frecuente
asociada al consumo de pescado y, de forma particular, en Asia, donde es causa de la mitad de los
brotes de este tipo y todos los serotipos tienen la consideracion de capacidad pandémica (epidémica)
potencial. Incluso en Espafia, en Galicia y otras zonas costeras, se ha sufrido la experiencia de varios
brotes importantes de la enfermedad, con hospitalizaciones incluidas.

Merece especial atencién cuanto se refiere al serotipo epidemidgeno 03:K6 que desde 1996 es
la causa principal de enfermedad humana por consumo de pescado o marisco contaminado. Hasta
la fecha se ha puesto de manifiesto una gran evolucion de este serotipo del que se han descrito
mas de 20 serovariantes que se consideran derivados clonales surgidos por modificacion o alteracién
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de la estructura antigénica, pero manteniendo su potencial patdgeno intacto. Algunos autores han
llegado a afirmar que casi un tercio de las combinaciones O:K de V. parahaemolyticus ha adqurido
potencial pandémico (epidémico). Igualmente se ha sefialado que el recuento total, indiferenciado
de V. parahaemolyticus, como control de la contaminacién alimentaria no es un buen indicador de la
situacion de riesgo alimentario.

La dosis de riesgo se ha estimado en voluntarios humanos, con un rapido desarrollo de gastroenteritis
después de la ingestion de niveles de 2x10° a 2x107 ufc del patdgeno KP positivo; por otra parte,
voluntarios que recibieron hasta 1,6x10' ufc de un aislado KP negativo, no exhibieron signos de
diarrea (Sanyal y Sen, 1974) (Oliver y Kaper, 1997). Sin embargo, en los brotes acontecidos en Canada
y Estados Unidos durante 1997 y 1998 por consumo de ostras, el analisis de muestras evidencié valores
inferiores a 200 ufc/g de carne de ostra, lo que sugiere que la enfermedad puede aparecer como
consecuencia de la exposicion del agente a niveles mucho mas bajos de los que habitualmente se
habian considerado (CDC, 1999).

Con respecto a los modelos de dosis-respuesta (D-R) de V. parahaemolyticus, uno de los escasos
modelos disponibles es el desarrollado por la FDA/CFSAN (2000). Basado en este estudio, se ha
aplicado un modelo de dosis-respuesta tipo Beta-Poisson, con objeto de obtener la probabilidad de
enfermar en funcion de la concentracion ingerida del patogeno. El modelo aplicado se describe con la
siguiente funcion:

dosis )=
B
donde ay B son los parametros a estimar por el modelo, dosis es la cantidad ingerida del microorganismo

P (enfermedad) =1 — (1 +

por servicio o racion expresada en ufc y P (enfermedad) es la probabilidad de que un individuo contraiga
enfermedad como consecuencia de la ingestion de una dosis determinada por servicio o racion.
Los parametros del modelo Beta-Poisson utilizados fueron los siguientes: «=0,6 y 3=1,31 x 10°.
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Figura 1. Curva dosis-respuesta para V. parahaemolyticus obtenida con el modelo Beta-Poisson.

Como se puede observar en la Figura 1, la Dosis Infectiva media (DI, ), es decir, la dosis que produciria
tras su ingestion una probabilidad del 50% de enfermar, correspondié a un valor de 6,5 log ufc. Este
valor se encuentra en concordancia con los datos hasta ahora aportados sobre la posible dosis infectiva.



3. V. vulnificus

V. vulnificus se define como un patdgeno oportunista de procedencia ambiental e interés muy destacado en
los ultimos afios, especialmente cuando se asocia a determinados grupos de riesgo en los que la infeccion por
consumo o contagio a través de heridas, puede dar lugar a cuadros de una extrema mortalidad, superior al
50% en términos generales e incluso del 90% si se asocian otras caracteristicas médicas particulares.

El consumo de pescado y marisco crudo contaminado puede dar lugar a una infeccion sistémica
fulminante con fiebre, escalofrios, nduseas, shock séptico hipotensor y formacion de lesiones secundarias en
las extremidades de los enfermos (hasta el 60-70% de los casos) que se desarrollan en un plazo de 36 horas y
que se inician en forma de eritema que evoluciona rapidamente a vesiculas, ampollas y bullas hemorrégicas
que se ulceran. Como se ha sefialado, en un porcentaje superior al 50%, especialmente en determinados
grupos de riesgo, la enfermedad puede terminar en un desenlace fatal. Especialmente se asocian con este
prondstico la concurrencia con enfermedades cronicas hepaticas, incluyendo cirrosis y hepatitis.

Ademas de septicemia, V. vulnificus se relaciona con infecciones graves de heridas resultantes
del contagio de heridas abiertas con aguas contaminadas, como sucede con la practica de bafios en
zonas contaminadas por la bacteria, heridas producidas por la manipulacion del pescado o mariscos,
etc. Igual que sucede en el caso de las infecciones sistémicas, las infecciones de heridas progresan
rapidamente a celulitis, equimosis y vesiculas que pueden evolucionar mas tarde a fascitis necrotizante
en el lugar de la infeccion, aunque en estos casos, la tasa de mortalidad es mucho mas baja que en
las infecciones sistémicas. Existe la posibilidad de diseminacion secundaria al torrente circulatorio. La
gastroenteritis es un cuadro menos frecuente que los dos anteriores, pero también se describe; en este
caso, el diagnéstico por aislamiento sélo se lleva a cabo por coprocultivo.

En estas condiciones deberia incluirse alguna cautela para la inspeccion en frontera de especies de
pescado y marisco procedentes de zonas de riesgo, tanto con caracter general sobre la especie (los tres
biotipos pueden ser causa de infecciones de heridas), como en particular en relacién con el biotipo 1,
que se asocia con la mayoria de las infecciones humanas por consumo de pescado o marisco crudo o
escasamente cocinado.

Resumiendo, pues, V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, guardan relacién con procesos
humanos de interés desde el punto de vista clinico, y en los tres casos el contagio se produce por
ingestion de alimentos de origen marino (pescado o mariscos) o agua contaminados. En el caso
de V. vulnificus, ademas, es tipico contaminante de heridas abiertas a partir del contacto con agua
contaminada o como consecuencia de la manipulacién de pescados o mariscos contaminados.

Evaluacion de la exposicion

1. V. cholerae

V. cholerae esta ampliamente distribuido en ambientes marinos, aunque los serotipos 01 y 0139
relacionados con la produccion de la TC se aislan con frecuencia muy baja. Segun la informacién apor-
tada por la Evaluacion de Riesgo Microbioldgico de V. cholerae 01 y 0139 realizada por la FAQ, en
gambas importadas procedentes de aguas templadas (FAO/OMS, 2005), los procesos de inactivacion
como el lavado, refrigeracién/congelacion y cocinado, producen una reduccion sustancial de la concen-
tracion de V. cholerae en el alimento final.
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Los factores fisico-quimicos que limitan el crecimiento de V. cholerae fueron cuantificados en 1996
por la ICMSF2. La temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C, pudiendo crecer en un rango entre
10-43 °C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 7,6 aunque el microorganismo puede crecer en un margen
entre 5,0y 9,6. V. cholerae puede tolerar concentraciones moderadas de NaCl (4,0%), y su nivel de aw
optimo para crecer es de 0,998 (el rango de crecimiento se puede dar entre 0,970 y 0,998). En cuanto
a los factores que le inactivan se cuentan el pH acido y la desecacion, por lo que se recomienda utilizar
contenedores de almacenamiento limpios y secos, para no favorecer la transmisién del microorganismo
en la cadena produccidn-consumo.

Asimismo, es un microorganismo termolabil, que presenta un valor D de 2,65 min a 60 °C (ICMSF,
1996). Castro-Rosas y Escartin (2005) estudiaron la supervivencia de V. cholerae 01 en gambas frescas
sometidas a diferentes temperaturas comprobando la inactivacion en 10, 5, 3 y 1 min después de
calentamientos de 50, 60, 65 y 70 °C respectivamente.

Kolvin y Roberts (1982) estudiaron el crecimiento de V. cholerae en pescado y marisco crudo y
cocinado. No se observo crecimiento en gambas, ostras y mejillones crudos, aunque si hubo crecimiento
en marisco cocinado, llegandose a alcanzar niveles de 10'° ufc/g en langostinos y mejillones cocinados
y almacenados a 37 °C. No obstante, a temperaturas de refrigeracion, se produce un descenso de la
poblacion de V. cholerae, aunque parte de la misma permanece viable durante un cierto periodo de
tiempo.

En general, partiendo de concentraciones de entre 10%-10° ufc/g se han podido aislar V. cholerae viables
después de un almacenamiento de cuatro dias a 5 °C, y de 9 dias a 10 °C. A concentraciones mayores (108
ufc/g) se ha comprobado que V. cholerae puede sobrevivir durante 21 dias a 7 °C (Reilly y Hackney, 1985).
En relacion al efecto de las temperaturas de congelacion sobre la inhibicién de V. cholerae, los estudios
son contradictorios; seguin la ICMSF (1996) V. cholerae es capaz de sobrevivir durante mas de seis meses
en condiciones normales de congelacion, aunque otros estudios indican que a -20 °C, puede producirse
un descenso de 6 log ufc/g de la poblacion microbiana en 30 dias de almacenamiento (Nascumento et
al., 1998). Parece necesario, por tanto, nuevos estudios a fin de poder establecer conclusiones fiables.

2. V. parahaemolyticus

La distribucion de V. parahaemolyticus en ambientes marinos esta relacionada con la temperatura de las
aguas. En un estudio reciente (noviembre de 2002 a octubre de 2003) llevado a cabo en Oregon (EE UU) en
zonas de cultivo de ostras se observé una correlacién positiva entre la presencia de V. parahaemolyticus
en agua de mar y su temperatura, encontrando las poblaciones mas altas en los meses de verano
(Duan y Su, 2005). Asimismo, el grado de contaminacion de V. parahaemolyticus en marisco crudo se
asocia con la temperatura del agua; aunque la concentracién del microorganismo normalmente estéa por
debajo de 10° ufc/g en ostras en el momento de su recogida (Kaysner y DePaola, 2000), hay que admitir
que se podria superar esta concentracion en ostras recogidas en aguas calidas, multiplicindose después
como consecuencia de la exposicion a temperaturas elevadas. Algunos estudios han mostrado que las
poblaciones de V. parahaemolyticus en el caso de ostras sin refrigerar pueden aumentar rapidamente

2International Commission on Microbiological Specifications for Foods.



entre 50-790 veces dentro de las 24 horas después de la captura, si las ostras se exponen a 26 °C (Gooch
et al., 2002). Cook et al. (2002), en un estudio sobre 370 lotes de ostras muestreadas de restaurantes,
puestos de venta de ostras, tiendas y mercados de productos pesqueros en Estados Unidos, entre junio
1998-julio 1999, observaron una distribucion estacional de V. parahaemolyticus con niveles altos (en
algunos casos por encima de 1.000 MPN/g) en los meses de verano. Por otra parte, se ha demostrado
también que tratamientos térmicos moderados, o tratamientos de congelacién y de altas presiones
hidrostaticas aplicados a ostras recién capturadas, producen una disminucién de entre 5 a 6 unidades
logaritmicas con respecto a ostras no procesadas (DePaola et al., 2009).

El crecimiento de V. parahaemolyticus a temperaturas entre 15-40 °C puede ser muy rapido, con
un tiempo de generacién de 8-9 minutos en caldo de cultivo, en condiciones dptimas (37 °C). Miles
et al. (1997) desarrollaron un modelo de crecimiento en caldo de cultivo que describe la tasa de
crecimiento de V. parahaemolyticus en funcién de la temperatura y la actividad de agua (a,), con
buenas predicciones en alimento. La temperatura minima para el crecimiento fue 8,3 °C; la maxima
de 45,3 °C; y la optima, entre 37 y 39 °C. V. parahaemolyticus puede crecer en un amplio rango de a |
desde 0,936-0,995 (con 9,6-0,4% de NaCl), con un éptimo de 0,982-0,987.

Se dispone, ademas, de informacién sobre la viabilidad de V. parahaemolyticus en filetes de pescado
fresco inoculados con una mezcla de tres cepas del agente, almacenados a 4 y 8 °C durante nueve dias,
y a -18 °C durante siete semanas (Vausdevan et al., 2002). En las dos temperaturas de refrigeracion,
con un indculo inicial de 10°y 10* ufc/filete, el microorganismo sobrevivié, aunque se observd una
reduccion significativa al final del periodo de almacenamiento. En filetes congelados, la reduccion
fue muy acusada ya en el quinto dia de almacenamiento. Los autores de la investigacion concluyeron
que la refrigeracion o congelacion, por si solas, no constituyen métodos validos para reducir V.
parahaemolyticus en el pescado, pues tanto el tiempo como la magnitud de la reduccién dependen de
la concentracion inicial del patoégeno y de la temperatura de almacenamiento.

Maés recientemente se han desarrollado varios modelos de crecimiento de V. parahaemolyticus en
salmon (Yang et al., 2009) y en preparados de ostras (Yoon et al., 2008). En el caso del salmon, se
comprueba que el microorganismo es capaz de crecer a partir de los 12 °C, mientras que a temperaturas
inferiores, la concentracién microbiana se reduce con el tiempo. A partir de los 16 °C, el crecimiento se
presenta muy acelerado, incrementandose dos unidades logaritmicas a 16 °C tras 130 h, mientras que
a 20 °C requiere 30 hy a 25 °C, tan sélo 12 h.

En el caso de las ostras, hasta 15 °C decrece la concentracion de V. parahaemolyticus que comienza a
crecer, muy lentamente, a partir de 20 °C (a 20 °C aumenta una unidad logaritmica después de 75 horas
de almacenamiento). Un aumento de la temperatura de tan sélo 5 °C (25 °C) produce un crecimiento
muy acusado, observandose un incremento de dos unidades logaritmicas en 28 h; a 30 °C el tiempo
necesario para producir tal incremento fue de 9,5 h.

Estimacion de la dosis de exposicion mediante la simulacion de escenarios de supervivencia-crecimiento
de V. parahaemolyticus

Con objeto de representar el comportamiento del microorganismo, se recurre a simular las condiciones
reales de mantenimiento refrigerado desde la captura hasta el consumo. A este respecto, tanto en
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el caso del salmén como de las ostras, se consideran dos fases: a) desde la captura del producto
hasta la toma de muestras en el PIF (Puesto de Inspeccion Fronterizo), y b) desde este momento
hasta el consumo, partiendo de varios niveles hipotéticos de contaminacién por V. parahaemolyticus y
considerando un perfil habitual tiempo-temperatura (Figura 2).

v o Punto de captura Punto de Inspeccién.

o Fronterizo (PIF) \;

Transporte a pais de destino
s > . — 5 Distribucion y venta

Temperatura (°C)

Tiempo (horas)

Figura 2. Perfil tiempo-temperatura desde la captura hasta la venta de productos pesqueros importados (merluza).
Adaptado de (Zubia, 2008).

En cualquier caso, se contemplan los siguientes considerandos:

1.La temperatura es el factor més importante a controlar en relacién al crecimiento de V. para-
haemolyticus.

2.El nivel de riesgo potencial es en todo caso superior a 102 ufc/g en el alimento final, entendiéndose
que no existe un riesgo significativo si la concentracion es inferior.

3.En el primer escenario (captura-PIF), se asume un perfil tiempo-temperatura de enfriamiento en
condiciones reales. En el segundo (PIF-consumo) se aplican modelos de crecimiento de V. para-
haemolyticus en ostras y salmén a temperatura constante.

Primer escenario (Captura-PIF). Se aplica el modelo descrito por Yang et al. (2009) para cuantificar
la inactivacion de V. parahaemolyticus durante el almacenamiento en frio desde la captura hasta el PIF
(Figura 3). La concentracion final del microorganismo en el PIF se representa en la Tabla 2.
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Figura 3. Perfil tiempo-temperatura y evolucion de V. parahaemolyticus en el producto desde la captura hasta su
entrada en el PIF

Tabla 2. Concentracion del microorganismo en el PIF partiendo de diferentes niveles de contaminacion en el
punto de captura

Concentracion inicial V. parahemolyticus Concentracion en PIF
(ufc/g) Log ufc/g ufc/g
1 -1,044 0,090
10 -0,044 0,904
100 0,956 9,043
1.000 1,956 90,426

Partiendo de las cuatro concentraciones hipotéticas que se contemplan en el punto de captura (Tabla
2), la concentracion microbiana se reduciria 1,044 unidades logaritmicas, siendo la concentracion final
alcanzada inferior a 100 ufc/g en todos los casos.

Segundo escenario (PIF-consumo). Partiendo de diferentes concentraciones de V. parahaemolyticus
en los PIF, se aplican los mencionados modelos tanto para salmén como para ostras, obteniéndose la
concentracion final alcanzada tras su almacenamiento durante 72 h a diferentes temperaturas (Stroud,
2001) (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentracion final (log ufc/g) de V. parahaemolyticus en salmén y ostras tras el almacenamiento
(72 h) previo al consumo a distintas temperaturas
Nivel en PIF (log ufc/g)
0 1 2 3
T(°C) salmén ostras salmon ostras salmon ostras salmén ostras
0 -1,21 -* -0,22 -* 0,78 -* 1,78 -*
4 -0,74 ¥ 0,26 -* 1,26 -* 2,26 -
8 -0,38 -* 0,62 -* 1,62 - 2,62 -*
10 0,00 -* 1,00 -* 2,00 -* 3,00 -*
12 0,00 ¥ 1,00 -* 2,00 -* 3,00 -
14 0,20 -* 1,20 -* 2,20 -* 3,20 -*
16 1,17 -* 2,17 -* 3,17 -* 417 -*
20 5,80 0,64 6,80 1,64 7,80 2,64 8,80 3,63
25 6,75 1,30 7,75 2,30 8,75 3,30 9,00 4,30

*No se han encontrado modelos secundarios de supervivencia disponibles para ostras a estas temperaturas.

De los datos de la Tabla 3 se puede observar en el caso de salmén, que no existe crecimiento de V.
parahaemolyticus por debajo de 12 °C, mientras que entre 16 y 20 °C, el crecimiento se acelera de
forma notoria. Concentraciones de inicio en los PIF de 10 y 10% ufc/g en salmén, aumentarian hasta
poco mas de 102 y de 10° ufc/g respectivamente, tras 72 horas de almacenamiento a 16 °C. En el caso
de las ostras, a esta temperatura, el microorganismo simplemente no creceria. Experimentos llevados
a cabo en ostras a 10 y 15 °C demuestran que la concentracion de V. parahaemolyticus disminuye a
dichas temperaturas y comienza a crecer, muy débilmente, a partir de 20 °C (Yoon et al., 2008).

En conclusion, se puede observar que el crecimiento de V. parahaemolyticus en ostras es marcadamente
mas lento que en salmon a las temperaturas de 20 y 25 °C. Por debajo de 20 °C, sélo se ha observado
crecimiento en salmén.

Caracterizacion del riesgo

El riesgo de padecer enfermedad por consumo de productos pesqueros contaminados por Vibrio spp.
puede calificarse, en términos generales, de bajo o muy bajo, en funcién de los datos disponibles
de identificacion, prevalencia y concentracion, tanto de V. cholerae como de V. parahaemolyticus, en
productos pesqueros procedentes de terceros paises.

Salvo situaciones particulares, la exposicion del consumidor a estos patégenos es muy baja, debido
al mantenimiento de temperaturas de refrigeracion bajo las cuales el microorganismo no crece, a la
baja prevalencia de los serotipos patégenos de Vibrio en productos de la pesca, y al consumo muy
limitado de pescado o marisco crudo en Espafa. De hecho, los brotes de esta etiologia son de caracter
esporadico. No obstante, una razon para explicar los brotes producidos en los tltimos afios, pudiera ser
la pérdida de control de las temperaturas, pues aun partiendo de concentraciones del patégeno muy
bajas en la captura o en los PIF, las temperaturas elevadas pueden producir un aumento considerable
en la concentracion, pudiéndose alcanzar niveles de riesgo para la salud.



Por otro lado existen evidencias de la capacidad de especies de Vibrio, para mantenerse en estado
viable pero no cultivable. En este estado las bacterias mantienen su viabilidad y su potencial patogénico
pero no son recuperadas como unidades formadoras de colonia en los habituales métodos de recuento
en placa. En el caso de V.cholerae 01 se ha demostrado su capacidad de entrar en este estado en
condiciones de escasez de nutrientes u otras situaciones ambientales desfavorables (Alam et al., 2007)
(Binsztein et al., 2004).

1. Estimacidn del tiempo en alcanzar niveles de riesgo de V. parahaemolyticus en el momento
del consumo

Con los modelos de crecimiento descritos, se puede calcular el tiempo necesario para alcanzar niveles
de riesgo en el momento de consumo (102,10, 104 10° y 10 ufc/g), partiendo de concentraciones de
V. parahemolyticus encontradas en los PIF (Tabla 4).

]
N

Z1 oU 0J113UBI PHWOD 9P BISIADL



]
3

Z1L oU 0311331 P1IWOD [P EISIAGI

Tabla 4. Tiempo necesario (horas) para alcanzar determinados niveles de V. parahaemolyticus tras el almacena-
miento a diferentes temperaturas

Concentraciones de inicio de V. parahaemolyticus (ufc/g)

T(°C) | Nivel final 1 ufc/g 10 ufc/g 100 ufc/g 1.000 ufc/g
(ufc/g)
salmon  ostras salmén ostras salmén ostras salmén ostras
fresco fresco fresco fresco

102 ufc/g >1.000 -* >1.000 0,000 0,000 0,000 0,000

10° ufc/g >1.000 >1.000 >1.000 0,000 0,000
10°C | 10*ufc/g > 1.000 >1.000 > 1.000 >1.000

10° ufc/g > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000

108 ufc/g >1.000 >1.000 >1.000 > 1.000

102 ufc/g >1.000 >1.000 0,000 0,000 0,000 0,000

10° ufc/g > 1.000 >1.000 > 1.000 0,000 0,000
12°C | 10*ufcig >1.000 >1.000 >1.000 > 1.000

10° ufc/g >1.000 >1.000 >1.000 >1.000

106 ufc/g > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000

102 ufc/g 378 230 0,000 0,000 0,000 0,000

10° ufc/g 527 379 230 0,000 0,000
14°C | 10*ufcg 676 529 379 230

10° ufc/g 826 678 529 379

10° ufc/g 975 827 678 529

102 ufc/g 92 56 0,000 0,000 0,000 0,000

10% ufc/g 128 92 56 0,000 0,000
16°C | 10*ufc/g 164 128 92 56

10° ufc/g 200 165 128 92

106 ufc/g 237 201 165 128

102 ufc/g 23 147 14 89 0,000 0,000 0,000 0,000

10° ufc/g 31 206 23 148 14 89 0,000 0,000
20°C | 10*ufc/g 40 265 32 207 23 148 14 89

10° ufc/g 49 325 41 266 32 207 23 148

10° ufc/g 58 384 50 326 4 266 32 207

102 ufc/g 9 88 5 52 0,000 0,000 0,000 0,000

10° ufc/g 12 124 9 88 5 52 0,000 0,000
25°C | 10*ufc/g 15 160 12 124 9 88 5 52

10° ufc/g 19 196 15 161 12 124 9 88

10° ufc/g 22 233 19 197 15 160 12 124

*SegUn los modelos de prediccion existentes en la bibliografia, no hay crecimiento a temperaturas inferiores a 20 °C.




Como puede observarse en la Tabla 4, el tiempo necesario en alcanzar un determinado nivel de riesgo
viene determinado por la concentracion inicial y la temperatura de almacenamiento para cada tipo de
producto pesquero. A 20 °C o mas, concentraciones en ostras de 1,10y 102 ufc/g de V. parahaemolyticus
en los PIF, alcanzarian el nivel de 10° ufc/g, respectivamente en aproximadamente 16, 14y 11 dias
respectivamente. En el caso del salmdn se observan tiempos mas cortos. Asi a temperaturas de 20
°C y partiendo de los mismos niveles iniciales (1,10 y 10? ufc/g) se alcanzaran niveles de 106 ufc/g en
tiempos inferiores a los 2,5 dias. A temperaturas de 12 °C o inferiores se necesitarian mas de 40 dias
en alcanzarse dicha dosis de exposicion.

2. Estimacion de la probabilidad de enfermar asociada al consumo de productos pesqueros
contaminados con V. parahaemolyticus

Para estimar la probabilidad de enfermar asociada al consumo de productos pesqueros, se aplico el modelo
D-R, descrito en el apartado “Caracterizacion del Peligro”, sobre la concentracion de V. parahaemolyticus en el
alimento antes de su consumo (Tabla 3) y en relacion a la racion consumida. Las unidades de consumo habitual
pueden venir expresadas como medidas caseras, como porciones o raciones tipicas o medias o como unidades
convencionales. En este caso, se ha considerado un tamafio medio de racion de 100 g de salmén y ostras.

Las probabilidades obtenidas revelan que la temperatura de almacenamiento es un factor critico, junto
con el nivel de contaminacién inicial. En el caso del salmén mantenido a 14 °C y asumiendo un nivel de
contaminacion de V. parahaemolyticus de 10° ufc/g en PIF la probabilidad de enfermar es del 6,64%,
mientras que un almacenamiento a 16 °C supone un incremento superior al 36,66% y por encima de 20 °C,
la probabilidad es superior al 90%. En el caso de las ostras, como el crecimiento de V. parahaemolyticus es
menor, asumiendo el peor caso posible en el modelo (contaminacién inicial de 10° ufc/g en PIF seguido de un
almacenamiento a 25 °C), el valor maximo alcanzado de probabilidad de enfermar llega al 42,77%.

La probabilidad de contraer enfermedad difirié de forma notoria en funcion de los distintos niveles
de contaminacién de V. parahaemolyticus en los PIFs (1, 10, 100 y 1.000 ufc/g); por ejemplo, una
reduccion de la contaminacion de 10° a 102 ufc/g en el salmén produce una reduccion de la probabilidad
del 920%, suponiendo un almacenamiento a 14 °C y en el caso de las ostras, la misma reduccion
del grado de contaminacién hace que la probabilidad disminuya hasta en un 815%, asumiendo un
almacenamiento a 20 °C. A partir de estos resultados, se desprende que la concentracién maxima
admisible de V. parahaemolyticus en los PIFs no debe superar 10? ufc/g, ya que niveles superiores
producen un incremento muy significativo de la probabilidad de contraer enfermedad.

Consideraciones finales derivadas del analisis de los datos y de la informa-

cion disponible

En Espania, los casos de enfermedad producida por Vibrio spp. se han limitado a brotes esporadicos. De esta
afirmacién podria deducirse que las medidas de control vigentes hasta ahora (deteccion de V. cholerae serotipo
0:1y 0:139, y concentraciones permitidas hasta 10% ufc/g de V. parahaemolyticus) son eficaces. Su anulacién
podria tener consecuencias indeseables, sobre todo tratandose de productos de la pesca importados de paises
terceros (principalmente asiticos), con una elevada incidencia de la enfermedad y marcado protagonismo de
V. parahaemolyticus con respecto a otros patégenos vehiculados por alimentos.
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Por otra parte, pese a que el Reglamento (CE) N° 2073/2005 no establece criterio microbiolégico
especifico para V. vulnificus y V. parahaemolyticus, “en funcion de las pruebas cientificas disponibles”
(aunque se refiere a la necesidad de elaborar métodos fiables, en el caso de V. parahaemolyticus),
si recomienda el establecimiento de cddigos de practicas para la aplicacion de “Buenas Practicas
de Higiene". Ademas, el documento de la SCVPH (2001) se refiere a que la mayoria de los brotes
producidos en Europa por V. parahaemolyticus se deben al consumo de pescado y mariscos importados,
especialmente de Asia, consumido crudo o cocinado inadecuadamente o recontaminado, por lo que
parece oportuno el mantenimiento del control del pescado y derivados procedentes de paises terceros.

Respecto de la situacion vigente en las legislaciones de otros paises, en el caso de V. cholerae, ma-
yoritariamente los limites aplicados establecen tolerancia cero. Por ejemplo, la FDA en Estados Unidos
en el caso de productos pesqueros listos para el consumo, establece ausencia en 25 g (FDA, 1998); la
Australian New Zealand Food Standards Code (ANZSC), define un criterio n=5; c¢=0 para crustaceos
crudos y cocidos (ANZSC, 2001) y en algunos paises europeos, como el Reino Unido, se mantiene
también un criterio de tolerancia cero definido por su ausencia en 25 g. En todos los casos no se hace
distincion entre grupos 01 y no 01 (PHLS, 1996).

En el caso de V. parahaemolyticus, existen criterios microbiolégicos y/o recomendaciones en distintos
puntos de la cadena alimentaria. En Holanda, por ejemplo, se aceptan niveles inferiores a 10? ufc/g en el
momento de venta para productos pesqueros importados congelados, cocinados o crudos (SCVPH, 2001). En
el Reino Unido la Health Protection Agency (HPA), para productos listos para el consumo, también en el punto
de venta, consideran insatisfactorios niveles superiores a 10% ufc/g, y potencialmente peligrosos por encima de
10% ufc/g (HPA, 1996). En el caso de Estados Unidos, la FDA (1998) considera el limite maximo un nivel de 10
ufc/g, incluyendo V. parahaemolyticus Kanagawa positivo o negativo. En Australia y Nueva Zelanda, la ANZSC
establece como criterio estandar de obligado cumplimiento en manufactura y venta n=5; c=2; m=10% M=10?
(ANZSC, 2001). Finalmente, Japon ha definido un estandar para ostras crudas que tolera valores inferiores a
102 ufc/g (CCFH, 2002). Concluyendo pues, en nuestro caso podria establecerse como apropiado un limite
maximo de 102 ufc/g. para V. parahaemolyticus.

Aunque existe muy poca informacion respecto a la dosis infectiva (infecciosa) de V. parahaemolyticus
y en todo caso depende de otros factores (como el estado inmune del consumidor), algunos organismos
internacionales se han pronunciado por valores de 10° ufc (FDA CFSAN, 2000). No obstante, a tenor de la
investigacion de brotes que tuvieron lugar en Canada y Estados Unidos durante 1997 y 1998 por consumo
de ostras, en el que el andlisis de muestras procedentes de zonas de captura implicadas en los brotes,
evidencio valores inferiores a 1.000 ufc/g, algunas de ellas con niveles tan bajos como de 100 ufc/g de V.
parahaemolyticus en carne de ostra, se sugirio que la enfermedad podria aparecer como consecuencia de
la exposicion al agente a niveles mucho mas bajos de los que habitualmente se habian considerado (CDC,
1999). Esto no debe cuestionar la propuesta del criterio (m=102 ufc/g), ya que alin teniendo en cuenta que
dosis inferiores a la DI, pudieran causar enfermedad, aunque con una menor probabilidad, estas pueden
explicar la aparicion de casos aislados o brotes esporadicos que pudieran estar asociados a tan bajas
dosis. Por otra parte, dicho criterio debe estar especialmente condicionado al mantenimiento de la cadena
del frio para proporcionar un nivel adecuado de proteccion al consumidor. Asi, partiendo de los niveles
encontrados en los PIFs, por ejemplo 10? ufc/g, solo en el supuesto de temperaturas de mantenimiento



inadecuadas (méas de 14 °C en el caso del salmén y superiores a 20 °C en el caso de las ostras) pueden
conllevar riesgo, y por debajo de ellas, se obtienen probabilidades de enfermar inferiores al 1%.

Conclusiones del Comité Cientifico

1. La aplicacién de criterios microbiolégicos en los PIFs, como medida adicional y complementaria
de control, se considera justificada y muy adecuada, en relacién con la importacion de pescado
y productos pesqueros procedentes de terceros paises, por lo que se refiere a la presencia de
microorganismos patdégenos del género Vibrio.

2. Respecto de V. cholerae, se recomienda aplicar, igual que sucede en otros paises, un criterio de to-
lerancia cero (ausencia en 25 g) sin distincién entre serotipos. En el caso de serotipos distintos de
0:1 y 0:139 se recomienda identificar los productos que puedan presentar un mayor riesgo para
el consumidor y adoptar medidas de vigilancia efectivas sobre los que pudieran ser aislados de
muestras ambientales, clinicas o de origen alimentario.

3. Respecto de V. parahaemolyticus, se considera adecuado la aplicacion de un limite maximo de 10?
ufc/g, por otra parte, el mas comUn en la normativa de distintos paises. Igualmente consideramos
que el criterio microbiolégico y plan de muestreo establecido para V. parahaemolyticus en los
PIFs (n=5, c=0, m=M=10? ufc/g) es adecuado y suficiente. En cualquier caso, a partir de capturas
procedentes de zonas de riesgo, deberia establecerse un plan de vigilancia especial en relacion con
algunas de las serovariantes principales del 03:K6 surgidas en los ultimos afos en relacién con
brotes de enfermedad, como paso previo para la adopcion de otro tipo de criterios.

4. Se recomienda extender, igualmente, la vigilancia de pescado y mariscos procedentes de zonas de
riesgo a V. vulnificus. Desde el punto de vista epidemiolégico, el dato de su inclusion en la lista de
riesgos seria de gran utilidad y, en particular, la deteccion del biotipo 1, que se asocia en mayor
medida a procesos debidos a consumo de pescado. Sobre esta base, la advertencia a los grupos
de consumidores de riesgo (pacientes de enfermedades hepaticas, enfermos crénicos, pacientes
inmunodeprimidos, etc.), de eliminar de la dieta este tipo de alimentos o en todo caso, garantizar
que su preparacion culinaria eliminase el agente, seria una consecuencia deseable. Igualmente se
recomienda mantener cierta cautela respecto de las mismas zonas (de riesgo) en lo que se refiere a
cualquiera otra especie de Vibrio, en particular las consideradas patogenas (ademas de las referidas,
Vibrio alginoliticus, V. fluviales y V. harveyi).

5. Se destaca la importancia critica de la temperatura de mantenimiento del pescado y productos de la
pesca. El mantenimiento de estos productos a temperaturas de refrigeracion correctas, proporcionan un
nivel adecuado de proteccion al consumidor, ya que, incluso en abusos de temperatura, se necesitarian
mas de 28 dias en alcanzarse la dosis infectiva de 6,5 log ufc de V. parahaemolyticus en salmén
mantenido a 14 °C, mientras que en ostras sdlo se evidencia crecimiento a partir de 20 °C. La pérdida
de la cadena de frio, justifica que la mayoria de los brotes descritos presenten caracter esporadico.

6. En Espaiia, en funcion de los datos disponibles sobre el consumo de pescado y productos de la pesca,
y de los datos sobre identificacion, prevalencia y concentracion de microorganismos patogenos del
género Vibrio, el riesgo de padecer enfermedad por el consumo de productos pesqueros contami-
nados, puede calificarse con cardcter general de muy bajo.
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