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RESUMEN

Las playas de Puerto Eten, Pimentel, Santa Rosa, ubicadas en el litoral
lambayecano, son lugares utilizados por nifios, mujeres y hombres para su recreacion,
descanso y bafio, ademés para actividades festivas, deportivas, conciertos,
campamentos, entre otros. De estas playas se tomaron muestras de agua de mar y de
arena durante los meses de Julio y Agosto del 2016, con la finalidad de aislar e
identificar especies del género Vibrio de interés clinico. Se procedio al enriquecimiento
de Vibrio en caldo Peptonado a pH 8.5 de NaCl, después de 8 horas de incubacién se
realizo el aislamiento en agar TCBS utilizando el método de agotamiento y estria y luego
de un periodo de incubacién de 24 horas, se procedio6 a la evaluacion del crecimiento,
describiendo las colonias sacarosa positiva y sacarosa negativa, String Test positiva. Se
seleccionaron 36 cepas de Vibrio las mismas que fueron identificadas con las pruebas
de Mufoz et al. (2012). El 72% de las cepas fueron identificadas como Vibrio
alginolyticus y el 28% como Vibrio parahaemolyticus. Al 100% de cepas de Vibrio se
expusieron a radiacion ultravioleta a 15, 30, 60 y 90 segundos. El 38,46% de las cepas
de Vibrio alginolyticus fueron resistentes hasta 90 segundos de exposicion, mientras que
el 30% de las cepas de Vibrio parahaemolyticus resistieron hasta los 60 segundos. Estos
resultados probablemente se deban a los diferentes mecanismos de defensa que permiten
que estas bacterias lleguen a resistir a diferentes tiempos de exposicion a la radiacion

ultravioleta.



ABSTRACT

The beaches of Puerto Eten, Pimentel, Santa Rosa, located on the Lambayeque coast,
are places used by children, women and men for recreation, rest and bathing, as well as
for festive, sports, concerts and camping activities, among others. From these beaches
samples of sea water and sand were taken during the months of July and August of 2016,
in order to isolate and identify species of the genus Vibrio of clinical interest. Vibrio
was enriched in Peptonated broth at pH 8.5 of NaCl, after 8 hours of incubation the
TCBS agar was isolated using the depletion and streak method and after a 24 hour
incubation period, Evaluation of growth, describing colonies sucrose positive and
sucrose negative, Positive String Test. Thirty-six strains of Vibrio were selected the
same ones that were identified with the tests of Mufioz et al. (2012). 72% of the strains
were identified as Vibrio alginolyticus and 28% as Vibrio parahaemolyticus. 100% of
Vibrio strains were exposed to ultraviolet radiation at 15, 30, 60 and 90 seconds. 38.46%
of the strains of Vibrio alginolyticus were resistant to 90 seconds of exposure, while
30% of Vibrio parahaemolyticus strains resisted up to 60 seconds. These results are
probably due to different defense mechanisms that allow these bacteria to withstand

different times of exposure to ultraviolet radiation.



l.  INTRODUCCION

En los medios acuaticos de diferentes paises del Mundo con clima tropical y
templado, existen especies de Vibrio de forma natural, los cuales pueden incrementar
considerablemente en areas costeras cuando las condiciones ambientales le son
favorables, como la contaminacion del mar y los cambios climaticos. A través de los
productos marinos que son consumidos como parte de la alimentacion humana pueden

ocasionar diferentes infecciones.

El género Vibrio comprende alrededor de 35 especies, de las cuales 12 son
patdgenos para el ser humano y se encuentran en el ambiente marino. Algunas especies
se asocian principalmente con gastroenteritis como Vibrio cholerae y Vibrio
parahaemolyticus, siendo el primero también causante del cdlera, que ocasioné seis
pandemias en sucesion produciendo la muerte de varios millones de personas en los
distintos continentes. Otras especies son causantes de infecciones de heridas y oido
(Vibrio alginolyticus), mientras que otras especies se asocian a septicemias (Vibrio
vulnificus). La presencia de estas bacterias suelen guardar relacion con el nimero de

coliformes fecales que pueden encontrarse en su ambiente.

Se han realizado pocos trabajos sobre resistencia de las especies de Vibrio a la
Radiacion Ultravioleta, Solarte et al., (1997) lograron inactivar a través de la radiacion
solar UV-A una cepa de Vibrio cholerae a una temperatura de 45° C por un tiempo de
exposicion de 6 horas con una intensidad de radiacion de 10 Wh/m2, por otro lado,
Torres et al., (2011) investigaron la capacidad de resistencia de Vibrio a la radiacion
Gamma, exponiendo alimentos de origen marino a esta radiacién a un valor de 0.96 kGy

que redujo hasta 8 log del nivel de contaminacion por Vibrio.



La resistencia a la Radiacion Ultravioleta que pueden presentar las bacterias, en
en este caso las especies de Vibrio, es de suma importancia ya que nos permite saber
hasta que intensidad y tiempo pueden lograr resistir este tipo de bacterias y conocer
su capacidad de adaptarse a la intensa radiacién solar que ha ido aumentado cada vez

mas.

En enero de 1991, se produjo en Peru brotes epidémicos del cblera causados por
la cepa Vibrio cholerae serogrupo O1 biotipo El Tor serotipo Inaba, ademas otra especie
V. parahaemolyticus encontrado en productos marinos (pescado crudo, mariscos o en
ceviches) asociado con gastroenteritis. En el 2007 se detect6 un clon pandémico de V.
parahaemolyticus O3: K6 de casos hospitalizados y otras cepas pandémicas
pertenecientes a diferentes serotipos en cepas de laboratorio, el andlisis retrospectivo de
los datos de V. parahaemolyticus en el Peru reportd que aunque la primera cepa O3:K6
se aislo en febrero de 1996 en Trujillo, el primer grupo de casos causados por el serotipo
pandemia ocurrid en Lima en 1998, cuando 27 cepas fueron aisladas de casos

hospitalizados en un corto espacio de tiempo.

En laregion de Lambayeque en el afio 2009 el Laboratorio de Referencia Nacional
de Enteropatdgenos de Perd (INS), documenté que por el consumo de productos
hidrobioldgicos procedentes del puerto de Santa Rosa se inicié un brote epidémico
causado por V. parahaemolyticus. Esta bacteria se aisl6 de muestras clinicas de
pacientes cajamarquinos y de muestras diarreicas acuosas, identificAndose 17 cepas de

Vibrio parahaemolyticus en la region.

Este conocimiento sirvio de base para la presente investigacion en las playas de
Pimentel, Puerto Eten y Santa Rosa de la regién Lambayeque - Perd, asi como conocer
su capacidad de resistencia a la radiacion ultravioleta con la finalidad de identificar las

especies mas resistentes, con relacion al tiempo de exposicion.



ll. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Banerjee et al., (1977), investigaron en Calcuta la sensibilidad de cepas de Vibrio
a la radiacién ultravioleta, utilizando cepas identificadas de Vibrio cholerae, Vibrio
cholerae serotipo el tor y de Vibrio parahaemolyticus. Estas cepas fueron sometidas
durante 120 segundos a la radiacion ultravioleta a una altura aproximada de 90 cm bajo
condiciones idénticas. Los investigadores demostraron que las cepas de V.
parahaemolyticus fueron menos sensibles que las cepas de V. cholerae y Vibrio

cholerae serotipo el tor.

Valenzuela de Silva et al., (1994), investigaron la presencia de Vibrio cholerae
no O1 en algunos zonas de Colombia donde tuvo lugar la epidemia durante los afios de
1990 a 1993. Las zonas de muestreo que los investigadores analizaron fueron, la isla de
San Andrés, Covefias, Tuniaco, Leticia, Guasca, Cachipay y Villapinzén, de los cuales
tomaron 11 muestras y aislaron 690 colonias que correspondieron presuntivamente a
Vibrio cholerae, sin embargo del conjunto seleccionaron 49 colonias utilizando como
criterio la positividad a las pruebas del string test. Luego con pruebas bioquimicas
redujeron el nimero de cepas a 19 y con las pruebas seroldgicas identificaron 4 cepas
de Vibrio cholerae no Ol1. Terminaron el trabajo con la determinacion de la
susceptibilidad a los antibioticos y la produccion de la toxina colérica, encontrando que
solo 2 cepas de las 4 aisladas, resultaron sensibles a la Ampicilina y con respecto a la

produccion de la toxina concluyeron que ninguna de las especies la producia.



Solarte et al., (1997), investigaron sobre el uso de la radiacion solar para la
inactivacion de Vibrio cholerae en el Instituto de Investigacion y Desarrollo de Agua
Potable, Saneamiento Bésico y Conservacion del Recurso Hidrico, utilizando para su
investigacion botellas de vidrio, de plastico y bolsas plasticas las cuales contenian agua,
inoculando en cada uno de ellos las cepas de Vibrio cholerae, los mismos que fueron
expuestos al sol durante 6 horas , midiendo tanto la temperatura como la radiacion UV-
A. Cuando las botellas de plastico, de vidrio y las bolsas plasticas alcanzaron
temperaturas de 30°, 35°, 40° y 45° C, tomaron muestras para determinar si se habia
producido reduccion del nimero de bacterias. En la investigacién observaron que las
bacterias se inactivaron a la temperatura de 45° C expuestas durante 6 horas, también
observaron que a una temperatura de 30° C y 45° C necesitaron 100 Wh/m2 y 10 Wh/m2

respectivamente.

Zavala et al., (2005) indicaron que Vibrio alginolyticus es un organismo ubicuo
del mar y estuarios con distribucion mundial por lo general en costas de paises
templados, que se puede encontrar en organismos marinos como: peces, almejas,
ostiones, corales, entre otros. Ademas sostuvieron que es un bacilo corto pleomérfico
Gram negativo, mavil por flagelos peritricos y que es una especie haldfila que tolera
hasta una concentracion de 10% de NaCl y crece en temperaturas superiores a los 17°C.
Por ultimo sefialaron que los signos y sintomas de gastroenteritis en el hombre se deben
a la ingesta de productos marinos crudos o insuficientemente cocidos y que puede
ocasionar infecciones en piel con algun tipo de abertura o traumatismo, que se puede

adquirir al nadar en agua en donde esté presente este microorganismo.

Zamora et al., (2005) sostuvieron que Vibrio parahaemolyticus es una bacteria
causante de infeccidn intestinal a través del consumo de alimentos procedentes de
ambientes marinos, lo cuales son considerados los principales vehiculos de transmision
por presentar quitina que funciona como soporte para el crecimiento de estas bacterias,

provocando cuadros de gastroenteritis e inclusive septicemia. También



indicaron que en un inicio esta bacteria se considero limitada a Japon, en donde persiste
como un riesgo a la salud; sin embargo se ha reportado como fuente de infecciones a lo

largo de las costas de todo el mundo cuando la temperatura se eleva sobre los 20°C.

Gonzales (2006), trabajo con agua de mar y productos de origen marino para
aislar y fenotipificar a Vibrio mimicus. El estudio lo realizé en un periodo comprendido
entre Septiembre del 2005 y Junio del 2006 con un total de 340 muestras que logré
recolectar en la laguna de Pueblo Viejo, tomando 12 puntos criticos para la recoleccion
de las muestras de agua y 11 puntos criticos para la recoleccion de productos marinos
como ostiones. De las 340 muestras, los investigadores encontraron positividad para 35
muestras de las cuales aislaron 40 cepas de Vibrio mimicus, la frecuencia de aislamiento
se dio durante toda la investigacién. Las cepas fueron aisladas tanto de agua, de ostiones
y de los peces que se encontraban en el lugar de muestreo, el investigador indico que la
mayor cantidad de aislamiento se dio cuando la temperatura fue mas alta con un maximo
de 32° C.

Gonzales y Leiva (2007), realizaron un estudio en Cuba entre 1994 y 1996 en
zonas costeras destinadas a la recreacion y cultivo de ostiones, tomando un total de 98
muestras de las playas de la Habana y de la zona de la bahia de Cabafias donde se
cultivaron los ostiones. Los investigadores encontraron que de las 98 muestras
analizadas, 74 dieron positivas al género Vibrio; ademas de Vibrio encontraron que las
muestras fueron positivas también para el género Aeromonas, especialmente en las
aguas de uso recreativo. En total aislaron 123 cepas del género Vibrio, pero no
identificaron Vibrio cholerae O1, sin embargo el mayor porcentaje aislado correspondio
a Vibrio cholerae no O1 con 72 cepas (58%) y otras especies de Vibrio como Vibrio
alginolyticus con 13 cepas (11%), Vibrio fluvialis 12 cepas (10%) y Vibrio vulnificus 4
cepas (3%).



Osores et al., (2009), evaluaron la presencia de bacterias patégenas contaminantes
del Rio Surco y playa La Chira debido a su cercania con el colector de aguas residuales.
El estudio lo realizaron durante el mes de Junio del 2009 tomando muestras aleatorias
tanto de la trayectoria del Rio Surco como de la orilla de la playa y para el anélisis
utilizaron la técnica del nimero mas probable encontrando que de los 10 puntos
asignados para el muestreo se aislaron E. coli, Vibrio, Klebsiella, Proteus, Salmonella y

Enterococcus.

Vega (2010), realiz6 un trabajo de analisis de microorganismos indicadores de
contaminacion fecal en agua de mar y moluscos bivalvos de La Bahia y Ensenada de La
Paz en México. La investigadora realiz6 colectas mensuales desde Junio del 2006 hasta
Abril del 2007, tomando 15 puntos criticos, encontrd que de las 180 muestras de
moluscos bivalvos que analiz0, detectd Vibrio vulnificus y Vibrio alginolyticus, ademas
de la presencia de coliformes, los mismos resultados encontré en las muestras de agua
pero en ninguno de los casos sobrepasé los valores que establece la Norma Técnica

Mexicana.

Schets et al., (2010) realizaron un estudio en Holanda en las aguas costeras de
Oosterschelde, una gran ancla en el Mar del Norte, que se utiliza tanto para fines
recreativos como para la produccion de mariscos. Realizaron la toma de muestra de
ostras (Crassostrea gigas) no comerciales en el Oosterschelde y las ostras compradas en
las tiendas de pescado holandesas, con el fin de detectar la presencia de especies
patdgenas de Vibrio. Desdde el 2007 al 2008, examinaron ostras (C. gigas) y mejillones
(Mytilus edulis) de las zonas de produccion de Oosterschelde. De un total de 229
muestras el 66% de las cepas aisladas pertenecieron a V. alginolyticus, y el 10% fueron
identificadas como V. parahaemolyticus; ademas los investigadores indicaron que el
numero de aislamientos de Vibrio en muestras de mariscos incrementaron cuando la

temperatura del agua aumento.



Oh et al., (2011), investigaron 180 muestras de peces de piscifactorias situadas a
lo largo del sur de Corea, obteniendo un total de 218 aislamientos de Vibrio
parahaemolyticus (75.74%), siendo el 54,1% de todos los aislamientos provenientes de
Platija oliva, mientras que el 16,5% ; otra de las especies que
aislaron fue Vibrio alginolyticus con un total 153 cepas (24.26%), del cual 41,8% fueron

de Platija, 24,2% de pez roca negra y 31,4% de Lubina.

Ademas realizaron pruebas de resistencia antimicrobiana, encontrando que el
65,1% de V. parahaemolyticus y el 85,6% de los aislamientos de V. alginolyticus

mostraron resistencia contra mas de un agente antimicrobiano.

Cantet et al., (2013), investigaron la incidencia de Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus y Vibrio cholerae en agua, mariscos y sedimentos de tres lagunas
costeras francesas utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa nimero mas
probable (NMP-PCR). Los investigadores demostraron que durante el verano el nimero
total de V. parahaemolyticus en agua, sedimentos, mejillones y almejas recogidos de las
tres lagunas varié de 1 a> 1.1 x103NMP /1;0,09a 1,1 x 103 NMP / ml, de 9 a 210 NMP
/gyl5a21NMP/ g, respectivamente, ademas indicaron que en invierno, todas las
muestras excepto mejillones contenian V. parahaemolyticus, pero en concentraciones

muy bajas.

El namero de V. vulnificus en agua, sedimentos y muestras de mariscos fue de 1 a
1.1x10% NMP /I; 0,07 a 110 NMP / ml y 0,04 a 15 NMP / g, respectivamente, durante el
verano, no detectandose en invierno, sin embargo V. cholerae rara vez se detect6 en

agua y sedimentos durante el verano.

Leyva et al., (2013), aislaron de alimentos de origen marino como ostiones, peces,
langostas y camarones, especies patdgenas de Vibrio, analizaron un total de 488
muestras entre Enero del 2003 y Diciembre del 2007, distribuida de la siguiente manera
,165 de ostiones, 144 de peces, 108 de langostas y 71 de camarones; del total de

muestras analizadas,455 de muestras dieron positivas a especies patogenas de



Vibrio y todas las muestras de ostiones dieron positivo para Vibrio, destacando Vibrio
alginolyticus (34%), Vibrio cholerae no O1 (25%) y Vibrio parahaemolyticus (19%).

Lopez (2013), determind el efecto de la radiacion de luz visible y la ausencia de
luz sobre cepas de Vibrio harveyi evaluando si estas bacterias entraban en un estado
Viable No Cultivable (VNC). Las bacterias sometidas a oscuridad a una temperatura de
20 ° C no entraron en un estado VNC, en cambio las bacterias sometidas a la radiacion
de luz visible durante varios dias disminuyeron su capacidad de ser cultivables,
obteniendo que un 93% de las cepas de Vibrio harveyi expuestas a la radiacién entraron

en estado Viable No Cultivable.

Pucci et al., (2013), analizaron la playa de Stela Maris en Comodoro Rivadavia,
Argentina, porque estaba en contacto con residuos cloacales de la zona no tratados
previamente. De esta zona tomaron muestras de agua y muestras de sedimento
intermareal de dos puntos criticos, aislando 197 cepas. De las muestras de agua, los
géneros con mayor frecuencia fueron los de Escherichia y Pseudomonas representando
el 49 % y 23 % respectivamente. De las muestras de sedimento del primer punto critico
los géneros que se aislaron con mayor frecuencia fueron Enterococcus representando el
24.6% y Pseudomonas el 35% del sedimento del segundo punto critico aislaron Vibrio
el 40% y Enterococcus el 23.7% y especies que aislaron con mayor frecuencia fueron
Enterococcues faecalis y Pseudomonas putida en el primer punto critico y Enterococcus

faecalis y Vibrio diazotrophicus en el segundo punto critico.

Kokashvili et al., (2015), investigaron en diferentes zonas de Georgia desde el
2006 hasta el 2009, especies de Vibrio de importancia clinica que se podrian aislar en
climas distintos. Los investigadores recolectaron 1595 muestras de agua del Mar Negro
(n = 657) y de los lagos de agua dulce alrededor de Thilisi (n = 938), a traves de la
técnica PCR-ESI / MS detectando la presencia de ADN de 8 especies de Vibrio



clinicamente importantes, destacando la presencia de tres especies (V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus) en 62,8, 37,8, 21,4 y 3% de las
muestras, respectivamente. Por ultimo los investigadores concluyeron que la
temperatura del agua en todos los sitios de muestreo se correlaciond positivamente con
la abundancia de las especies de Vibrio y que la salinidad se correlacioné con la
composicion de especies en determinados sitios del Mar Negro, asi como en las lagunas

de agua dulce.

Chang-Ho et al., (2017) realizaron un monitoreo en los cambios de los pardmetros
ambientales y la ocurrencia de Vibrio parahaemolyticus en sitios de acuicultura de ostras
en Corea. Los investigadores obtuvieron un total de 117 muestras de ostiones, de las
cuales aislaron 44 cepas de V. parahaemolyticus que representaron el 37.6% del total.
Estos 44 aislamientos fueron la suma de 3 (6,8%), 11 (25,0%), 16 (36,4%), 8 (18,2%) y
6 (13,6%) en los meses de junio, julio, agosto, Septiembre y octubre, respectivamente
del 2016.

Ademas los investigadores sometieron a las cepas de Vibrio parahaemolyticus a
16 antibidticos para determinar su resistencia, donde el 90.9% de las cepas demostraron
una resistencia a la vancomicina, donde los investigadores concluyeron que la
resistencia a multiples farmacos en el medio ambiente podria ser una indicacion del uso

excesivo de antibidticos en la agricultura y campos de acuicultura.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”
Lambayeque y en el Laboratorio de Investigacion del Hospital Regional Lambayeque

durante los meses de Septiembre del 2016 hasta febrero 2017.

1. AREA DE ESTUDIO

1.1 Ubicacion del Area de Estudio

El litoral de la Regién Lambayeque se encuentra ubicado en la costa noroeste
del Pert con 145 Km. de extension aproximadamente y sus playas difieren en sus
caracteristicas geomorfoldgicas y climaticas. La playa de Pimentel estd ubicada en
la franja litoral del valle Chancay — Lambayeque a 13 Km de la ciudad de Chiclayo
y actualmente es considerado el balneario con mayor nimero de bafiistas de la
region; la playa de Santa Rosa se ubica a 17 Km al suroeste de Chiclayo, se
caracteriza por su actividad pesquera, que ocupa el primer lugar en el departamento,
realizdndose ésta en forma artesanal y la playa de Puerto Eten, conocida como
"Playa de Ensuefio”, tiene una extension de 6,5 km de extension y ésta limita por

el norte con el rio Reque-Lambayeque y por el sur con la Farola.(Fig. 1).
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Figura 1. Ubicacidn de las playas de la Region Lambayeque

1.2 Caracterizacion de las playas de la Region Lambayeque

En la regidén de Lambayeque a causa de las descargas de aguas contaminadas
hacia el mar, la incidencia de encontrar agentes patdgenos es mucho mayor. Entre las
playas que reciben mayor concurrencia de bafistas y de descarga de efluentes que
afectan la salud, se encuentran las playas de Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten, de
las cuales segun la Direccion General de Salud Ambiental del Ministerio de Salud las
dos primeras son consideradas no saludables por presentar un nivel microbiolégico

de calidad muy bajo, por lo que presentarian una gran cantidad de agentes patdgenos.
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Durante los meses de muestreo, las playas Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten,
se caracterizaron por la acumulacion de restos de comida, botellas plasticas, restos de
animales muertos y una gran cantidad de aves (Fig.2 A, B, C y D). En la playa de

Santa Rosa se observo ademas residuos fecales a lo largo de su extension.

Figura 2. Aspectos de calidad de las playas: Pimentel (A), Santa Rosa (B) y (C) y Puerto Eten (D)

De las playas mencionadas anteriormente, se hicieron las mediciones de pH de
agua y arena, encontrando que este parametro oscilé entre 6.8 y 7.5, observando que el
pH maés bajo fue en la arena de la playa de Santa Rosa (6.8) y el pH maés alto en el agua
de la playa Pimentel (7.5). Igualmente se hicieron las mediciones de temperatura cuyos
valores oscilaron entre 20.2°C a las 8:00 am a 24.3°C a las 3:00 pm durante el tiempo

que duré el muestreo.
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2. Poblacién y Muestra

La poblacion estuvo constituida por especies de Vibrio aisladas de las
playas de Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten y la muestra de estudio constituida por
agua y arena de 3 puntos de muestreo por playa haciendo un total de 18 muestras,

recolectadas durante el mes de Julio, procedimiento que se repitié en el mes de Agosto.

2.1 Seleccion de puntos criticos de 3 playas de la Regién Lambayeque.

Los puntos criticos de las 3 playas de la Regién de Lambayeque fueron
seleccionados teniendo en cuenta los criterios de la calidad de las playas(Anexo 2),
la mayor concurrencia de bafiistas y puntos de referencia; asi se consideraron 9 puntos

criticos, tres por cada playa, distribuidas de la siguiente manera:

e PIMENTEL:

P1: Lado izquierdo de la desembocadura del desagiie a 100 m.
P2: Lado izquierdo del muelle, frente a la zona de bafiistas.
P3: A laizquierda del muelle frente a los restaurantes.

Figura 3. Ubicacidn de puntos criticos para la toma de muestra en la playa de Pimentel

e SANTA ROSA



P1: Lado izquierdo del dren KM 14.
P2: Frente a CEPPAR.
P3: Frente a zona de bafiistas y de pescadores.

Figura 4. Ubicacién de puntos criticos para la toma de muestra en la playa de Santa Rosa

e PUERTO ETEN

P1: Lado derecho del Malecon a 150 m.
P2: Frente a la zona de bafistas.
P3: Lado derecho del muelle a 250m.

Figura 5. Ubicacion de puntos criticos para la toma de muestra en la playa de Puerto Eten

14
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3. Materiales

3.1 Equipos de laboratorio

Microscopio binocular compuesto OPTIMUS CX41
Estereoscopio LEICA

Autoclave HINOTEK LS835.

Balanza analitica NAPCO.

pH-metro digital. JENWAY

Cabina de Flujo Laminar ESCO tipo A2

Estufa MEMMERT

3.2 Medio de Cultivo

Caldo Peptonado con NaCl al 1% pH 8.5 para enriquecimiento de las
especies de Vibrio.

Agar TCBS (Merck) para el aislamiento primario de Vibrio.

Agar Tripticasa Soya (Merck) para el mantenimiento de las cepas.

TSI (Agar-hierro-triple azucar), LIA (Lisina Hierro Agar), MIO
(Movilidad-Ornitina descarboxilasa-Prueba de Indol), VP (Caldo

glucosado) para la identificacion bioquimica.

4. Toma de Muestra y Transporte

Para la investigacién se tom6 una muestra de agua y una muestra de arena de

tres puntos criticos en las playas seleccionadas, identificandolos de forma numérica.

El muestreo se realizo durante dos meses y para ello se emplearon frascos de vidrio

estériles de 250 ml de capacidad que permitié hacer una toma manual de 100 ml de

agua a 10 cm, por debajo de la superficie y a una distancia de 10 a 12 m
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aproximadamente de la orilla de la zona de bafio como lo sefiala Mora en su trabajo
realizado en 1998. Para la muestra de arena se utilizé frascos de vidrio estériles de
150 ml de capacidad que permitid recolectar 100 g de arena en el area de descanso

de los bafiistas a una profundidad de 15 cm (Medina et al., 1995).

Paralelamente a la toma de muestra se realizé la medicion de pH de agua de
mar y arena, luego se hizo la descripcion de las caracteristicas organolépticas como
color, olor, presencia de aves, plumas, residuos de mariscos, animales muertos,

piedras, heces en la arena y en agua de mar de cada playa en estudio.

Las muestras recolectadas fueron transportadas en una nevera portéatil hasta el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo para su

estudio microbioldgico. (Anexo 5)

5. Enriquecimiento de Vibrio

Para el enriquecimiento de Vibrio se preparo la muestra de agua siguiendo una
adaptacién del método descrito por Aurazo, (2004) que consistio en mezclar
convenientemente la muestra de agua aproximadamente 20 veces, 10 ml de la
muestra se centrifugd durante 5 minutos a 3 500 rpm para trabajar solo con el
sedimento; 1 ml de la muestra preparada se transfirié para enriquecer Vibrio en 9
ml de Caldo Peptonado pH 8.5 con NaCl al 1% siguiendo las recomendaciones del
Standard Method’s for examination of water (APHA and WPDF, 1995).Para el
enriguecimiento de muestras de arena se pesé 1 gr en frascos estériles a los que se
les adiciond 9 ml de solucion salina fisiologica y se procedié con la misma

metodologia que con el agua. (Anexo 6)
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6. Aislamiento de especies de Vibrio de las playas de Pimentel, Santa Rosa

y Puerto Eten

Los cultivos de enriquecimiento fueron aislados en placas con Agar TCBS
utilizando el método de siembra en superficie a 37° C durante 24 horas (Standard
Method’s Cod. 9215C). Se evalud las caracteristicas de las colonias: forma, tamafio,
color, borde, consistencia, elevacion, acidificacion de sacarosa, que permitio su
reconocimiento macroscopico y luego se continu6 con el estudio microscépico de
células tefiidas a través de la Tincidn Gram y se hizo el estudio de células en fresco
mediante la gota pendiente para evaluar su movilidad. Las colonias seleccionadas
fueron repicadas en Agar Tripticasa Soya para realizar la prueba del String Test
utilizando Desoxicolato de sodio al 0.5%, las cepas positivas fueron seleccionadas

para su posterior identificacion. (Anexo 7)

7. Tolerancia a diferentes concentraciones de sal

La determinacion de la tolerancia a diferentes concentraciones de sal (NaCl)
se realizd mediante la siembra de los cultivos puros en caldo peptonado con 0%,
1%, 3%, 6%, 8% y 10% de NaCl, se incubaron a 37° C en aerobiosis durante 24
horas, para observar su tolerancia a la sal, mediante la turbidez en las diferentes

concentraciones. VVer Anexo 4 Tabla 1.

8. Identificacion bioquimica de especies de Vibrio

La identificacion de las especies de Vibrio se realizd a partir de los cultivos
puros seleccionados, utilizando tablas de diagndstico con las pruebas bioquimicas
convencionales sefialadas en el Manual Determinativo de Bergey (Holt, JG et al,
1994).
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9. Resistencia de Vibrio a la Radiacion Ultravioleta

Para determinar la resistencia de las cepas de Vibrio a la radiacion Ultravioleta,
fueron suspendidas en solucién salina hasta obtener una concentracion de 1.5x10?
bacterias/ml; de esta concentracion se tomo un inéculo de 0.1 ml, dejando en la
superficie del medio y diseminando con el ansa bacterioldgica , inmediatamente
éstas fueron expuestas a la radiacion Ultravioleta a 240 nm durante: 15, 30, 60 y 90
segundos, luego fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C en ambiente aerdbico,
al término del mismo se evaluaron las placas anotando el nimero de colonias, las
caracteristicas macroscopicas y microscépicas, las mismas que fueron comparadas

con la placa control. (Anexo 9)

10.Analisis Estadistico de los Datos

Los datos obtenidos fueron ordenados en tablas de frecuencia de acuerdo a
especies de Vibrio por playa, los mismos que se utilizaron para realizar el anlisis
de Chi cuadrado de independencia de criterios para la proporcion de
microorganismos en agua y arena de las playas de Pimentel, Santa Rosa y Puerto
Eten.



19

IV. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion macroscoépicay microscopica del crecimiento de Vibrio

de interés clinico de las playas de Lambayeque

Las colonias que desarrollaron en el medio solido TCBS, fueron de color
amarillo y verde, las primeras utilizaron la sacarosa del medio y las segundas no
lo utilizaron. Las colonias amarillas se caracterizaron por su forma, circular;
diametro 2 mm, borde entero, elevado y brillante, de consistencia mucoide positiva
a la prueba del String Test y oxidasa positiva. Las colonias verdes se diferenciaron
de las amarillas por su tamarfio (1.2 mm de diametro) y su elevacion convexa, pero

fueron similares en consistencia y a la prueba del String Test (Fig. 6 y 7, Anexo 3)

Figura 6. Colonias de Vibrio sacarosa positiva (A) y sacarosa negativa (B) en agar TCBS en placay colonia
de Vibrio Sacarosa positiva (A1) y sacarosa negativa (B1) observadas a 30X con estereoscopio.
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Microscdpicamente las colonias amarillas se formaron por el desarrollo de bacilos
cortos, ligeramente curvados, aislados y agrupados, Gram negativos, mientras que las
colonias verdes formadas, también estuvieron constituidas por bacilos cortos,
ligeramente curvados pero mas aislados que las colonias amarillas. Los bacilos de ambas

colonias mostraron una movilidad rapida con cultivos frescos.
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Figura 7. Caracterizacion microscopica colonia amarilla (A) colonia verde (B)

4.2 ldentificacion de cepas de Vibrio de interés clinico aisladas de las playas

Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten.

Para la identificacion de las cepas de Vibrio aisladas, se utiliz las pruebas
consideradas en el Manual Determinativo de Bergey (1994), como la prueba de
Tolerancia a la Sal (NaCl), hasta una concentracion de 10%, encontrando que 26
cepas desarrollaron hasta 10% de sal y ninguna cepa desarroll6 en medio sin sal,
ademas todas las cepas desarrollaron entre el 1% y 8% de sal. El 72% de las cepas
fueron sacarosa positiva, acidificaron la lactosa y fueron Voges Proskauer positivo,
sin embargo el 28% de las cepas fueron sacarosa negativa, lactosa negativa y VVoges
Proskauer negativo. ElI 100% de las cepas descarboxilaron la Lisina y fueron
moviles, como se observa en la Tabla 1. Estos resultados fueron comparados con
los resultados obtenidos por Mufios, et al. en el 2012, como se observa en la Tabla
2 y 3, que permitio identificar a dos especies: Vibrio alginolyticus del 100% de
cepas que desarrollaron colonias amarillas y Vibrio parahaemolyticus del 100% de

colonias verdes. (Anexo 8)
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TABLA 1: Identificacion de 36 cepas de Vibrio aisladas de las playas de la Region Lambayeque.

TOLERANCIA A LA SAL

CEPAS 0% 1% 3% 6% 8% 10% TSI VP LIA MIO

1° Pi Ag. CA-P1 - + + + + + AIA + K/IK +
1° Pi Ag. CV-P2 - + - + + - K/IA - K/K +
1° Pi Ag. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
1° Pi Ar. CV-P1 - + - + + - K/A - K/K +
1° Pi Ar. CV-P2 - + - + + - K/A - K/K +
1° Pi Ar. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
1° SR Ag. CV-P1 - + - + + - K/IA - K/K +
1° SR Ag. CV-P2 - + - + + - K/IA - K/K +
1° SR Ag. CV-P3 - + - + + - K/IA - K/K +
1° SR Ar. CA-P1 - + + + + + A/A + K/IK +
1° SR Ar. CA-P2 - + + + + + AJA + K/K +
1° SR Ar. CA-P3 - + + + + + AJA + K/K +
1° PE Ag. CA-P1 - + + + + + AlIA + K/K +
1° PE Ag. CA-P2 - + + + + + AJA + K/K +
1° PE Ag. CA-P3 - + + + + + AJA + K/K +
1° PE Ar. CA-P1 - + + + + + AJA + K/K

1° PE Ar. CV-P2 - + + + + - K/IA - K/K

1° PE Ar. CA-P3 - + + + + + AIA + K/K +
2° Pi Ag. CA-P1 - + + + + + A/A + K/IK +
2° Pi Ag. CV-P2 - + + + + - K/IA - K/K +
2° Pi Ag. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
2° Pi Ar. CA-P1 - + + + + + A/A + K/IK +
2° Pi Ar. CA-P2 - + + + + + A/A + K/IK +
2° Pi Ar. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
2° SR Ag. CA-P1 - + + + + + A/A + K/K +
2° SR Ag. CV-P2 - + + + + - K/IA - K/K +
2° SR Ag. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
2° SR Ar. CA-P1 - + + + + + AIA + K/K +
2° SR Ar. CA-P2 - + + + + + AJA + K/K +
2° SR Ar. CA-P3 - + + + + + AJA + K/K +
2° PE Ag. CA-P1 - + + + + + AJA + K/K +
2° PE Ag. CA-P2 - + + + + + AJA + K/K +
2° PE Ag. CA-P3 - + + + + + A/A + K/K +
2° PE Ar. CA-P1 - + + + + + A/A + K/IK +
2° PE Ar. CV-P2 - + + + + - K/A - K/K +
2° PE Ar. CA-P3 - + + + + + AIA + K/K +

A: Acidez, MIO: Movilidad, K: Alcalinidad, 1°: Primer Muestreo, 2° Segundo Muestreo, Pi: Pimentel, SR:
Santa Rosa, PE: Puerto Eten, Ag: Agua, Ar: Arena, P1: Punto 1, P2: Punto 2, P3: Punto 3, CA: Colonia
amarilla.
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TABLA 2. Pruebas de identificacion bioquimicay de crecimiento de 26 cepas de Vibrio sacarosa positiva, y su comparacion con los resultados de

las pruebas para Vibrio alginolyticus segin Mufios, et al (2012).

10 v 10 10 1 10 10 10 1° 10 1° 20 20 9o 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 oo Mufios, et al.
Pi Pi Pi SR SR SR PE PE PE PE PE Pi Pi Pi Pi Pi SR SR SR SR SR PE PE PE PE PE (2012)
PRUEBA Ag. Ag. Ar. Ar. Ar Ar. Ag. Ag. Ag. Ar. Ar. Ag. Ag. Ar. Ar. Ar. Ag. Ag. Ar. Ar. Ar. Ag. Ag. Ag. Ar. Ar.
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA cCA Vibrio
PL P3 P3 PL P2 P3 PL P2 P3 PL P3 PL P3 PL P2 P3 PL P3 Pl P2 P3 PL P2 P3 PL P3| alginolyticus
String Test + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Catalasa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Tolerancia
ala Sal
0% - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
3% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
8% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
10% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
TSI AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AIA AA AA AIA AIA AIA AIA AIA AA AA AIA AIA AIA AA AIA
LIA KIK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KIK
MIO + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
VP + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

A: Acidez, MIO: Movilidad, K: Alcalinidad, 1°: Primer Muestreo, 2° Segundo Muestreo, Pi: Pimentel, SR: Santa Rosa, PE: Puerto Eten, Ag: Agua, Ar: Arena, P1: Punto 1,
P2: Punto 2, P3: Punto 3, CA: Colonia amarilla.
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TABLA 3. Pruebas de identificacién bioquimica y de crecimiento de 10 cepas de Vibrio sacarosa negativa, y su comparacién con los resultados de

las pruebas para Vibrio parahaemolyticus segiin Mufios, et al (2012).

1 1 1 1 1 1 r 2° 2° 2° Mufios, et al. (2012)
Pi Pi Pi SR SR SR PE Pi SR PE
PRUEBA Ag. Ar. Ar. Ag. Ag Ag. Ar. Ag. Ag. Ar. o
cv cv CV CVPL CV CV cv cv cv oV Vibrio
P2 P1 P2 P2 P3 P2 P2 P2 P2 parahaemolyticus
String Test + + + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + + + +
Catalasa + + + + + + + + + + +
Tolerancia a la Sal
0% ; ) ) ) ) ) ) ) ) ) ;
1% + + + + + + + + + + +
3% + + + + + + + + + + +
6% + + + + + + + + + + +
8% + + + + + + + + + + +
10% - - - - - - - - - - -
TSI K/A KIA KIA KIA KIA KIA KIA K/A K/A K/A KIA
LIA K/K KIK KIK KIK KIK K/IK K/IK K/IK K/IK K/IK K/K
Mlo + + + + + + + + + + +
VP - - - - - - - - - - -

A: Acidez, MIO: Movilidad, K: Alcalinidad, 1°: Primer Muestreo, 2° Segundo Muestreo, Pi: Pimentel, SR: Santa Rosa, PE: Puerto Eten,
Ag: Agua, Ar: Aren P1: Punto 1, P2: Punto 2, P3: Punto 3, CA: Colonia amarilla
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De las 36 cepas identificadas durante los meses de muestreo de Julio y Agosto del
2016 de las playas de Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten el 72% fueron identificados
como Vibrio alginolyticus y 28% como Vibrio parahaemolyticus, tal cual se observa en
la Tabla 4 y Fig. 8. Conociendo la epidemiologia de cada especie estudiada, podemos
afirmar que Vibrio alginolyticus pudo aislarse con mas frecuencia, porque durante todas
las estaciones del afio se encuentra habitando naturalmente el ambiente acuatico, sin

embargo V.parahaemolyticus prevalece durante de verano.

TABLA 4. Frecuencia de especies de Vibrio de interés clinico en las playas de la Region

Lambayeque durante los de Julio y Agosto del 2016.

ESPECIES N° % PLAYAS
V.alginolyticus 26 72 A B, C
V.parahaemolyticus 10 28 A B, C

TOTAL 36 100

A: Playa Pimentel, B: Playa Santa Rosa, C: Playa Puerto Eten

Vibrio alginolyticus Vibrio parahaemolyticus

Figura 8. Frecuencia de especies de Vibrio de interés clinico en las playas de la Region Lambayeque.
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De las 3 playas estudiadas, Puerto Eten fue la playa en la que predominé Vibrio
alginolyticus con un 83% del total de cepas identificadas en ésta playa, mientras que en
las playas de Pimentel y Santa Rosa Vibrio parahaemolyticus alcanzé el mayor

porcentaje de aislamientos por playa. (Tabla 5) y (Fig. 9).

TABLA 5: Especies de Vibrio identificados por playa de la Regién Lambayeque.

ESPECIES PIMENTEL SANTA PUERTO
ROSA ETEN
n % n % n %
V. alginolyticus 8 66.67 8 66.67 10 83.33

V. parahaemolyticus 4 33.33 4 33.33 2 16.67

TOTAL 12 100 12 100 12 100

O V. parahaemolyticus @ V. alginolyticus
| 1667
PUERTO ETEN
[ | 83.33
SANTA ROSA | i 3_3'33
| 66.67
PIMENTEL | l 3_3'33
\ | 66.67

Figura 9. Frecuencia de especies de Vibrio identificados por playa de la Regién Lambayeque
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Mediante el analisis de la prueba de Chi cuadrado de independencia de criterios,
se observa gque no existe dependencia entre el nimero de cepas de Vibrio de interés
clinico aisladas con relacion a las playas estudiadas (Tabla 6), probablemente se debe
que durante los meses de muestreo las condiciones ambientales de las 3 playas fueron

similares para todas las cepas de Vibrio.

TABLA 6. Prueba de X? para las cepas de Vibrio con relacién a 3 playas de la Regién

Lambayeque

Ho: No existe dependencia entre el nUmero de cepas de Vibrio con relacién a las 3
playas estudiadas.

Ha: Si existe dependencia entre el nimero de cepas de Vibrio con relacién a las 3 playas
estudiadas.

V. alginolyticus V. parahaemolyticus
PLAYAS Fo Fe Dif Fo Fe Dif. X?c X%t Decision
PIMENTEL 8 8.7 -0.7 4 3.3 0.7 Se
SANTA ROSA 8 8.7 -0.7 4 3.3 0.7 1.11  5.99 acepta
PUERTO ETEN 10 8.7 1.3 2 3.3 -1.3 Ho
TOTAL 26 10

X2t = (2, 0.05)

Con relacion a las 2 especies de Vibrio identificadas, V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus con su distribucion en agua y arena de las playas, la prueba de Chi
cuadrado de independencia de criterios, confirma que no existe diferencia significativa
entre las especies identificadas aceptando la Ho (Tabla 7), esto debido a que la arena
himeda esta enriquecida con sustancias organicas y por lo tanto, brinda un ambiente

favorable para las bacterias que les permite sobrevivir al igual que en el agua.
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TABLA 7. Prueba de X? entre las especies de Vibrio de interés clinico identificadas en

aguay las especies de Vibrio de interés clinico identificadas en arena.

Ho: No existe dependencia entre el nimero de especies con relacién al agua y arena de
las 3 playas

Ha: Si existe dependencia entre el niUmero de especies con relacion al agua y arena de

las 3 playas
MUESTRA AGUA ARENA
Fo Fe Dif Fo Fe Dif X?c X2t Decision
ESPECIES

V. alginolyticus 12 13 -1 14 13 1 e
V. parahaemolyticus 6 5 1 4 5 -1 055 3.84 acepta

Ho

TOTAL 18 18

X2t = (1, 0.05)

4.3 Resistencia de especies de Vibrio de interés clinico a la Radiacion

Ultravioleta.

De las 36 cepas de Vibrio de interés clinico seleccionadas sometidas a la radiacion
ultravioleta a 4 tiempos de exposicion, la cepa VVal5 alcanzé el promedio porcentual del
ndmero de colonias resistentes a la radiacion ultravioleta més alto con 12.5% (2
colonias) a 90 segundos de exposicion de un control de 24 colonias y un promedio de
resistencia a la radiacion ultravioleta a 15 segundos de 18.75%, seguido por la cepa
Val2 con un promedio de resistencia a 90 segundos de exposicion de 10% y un
promedio porcentual a 15 segundos de 32.5%. Las cepas que no presentaron resistencia
a ningun tiempo de exposicion fueron: Va3, Val3, Val6 y Va 32, como se observa en
la Tabla 8 y Fig. 10.
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TABLA 8. Promedios del numero de colonias de 36 cepas de Vibrio resistentes a la

radiacion ultravioleta, durante 15, 30, 60 y 90 segundos de exposicién.

TIEMPO DE EXPOSICION

CODIGO CEPAS CONTROL
15” 30” 60” 90”

1 Va-Pi Ag 22 9.09 6.82 6.82 4.55
2 Vp-Pi Ag 25 10 4 - -
3 Va-Pi Ag 22 - - - -
4 Va-Pi Ar 22 4.55 4.55 - -
5 Vp-Pi Ar 23 17.39 8.7 - -
6 Va-Pi Ar 21 9.52 4.76 - -
7 Vp-SR Ag 25 12 8 6 -

8 Vp-SR Ag 23 13.04 8.7 4.35 -

9 Vp- SR Ag 24 8.33 4.17 - -
10 Va-SR Ar 24 16.67 10.42 4.17 4.17
11 Va-SR Ar 22 13.64 6.82 4.55 -
12 Va-SR Ar 20 325 15 5 10.00
13 Va-PE Ag 22 - - - -
14 Va-PE Ag 22 6.82 4.55 6.82 4.55
15 Va- PE Ag 24 18.75 18.75 8.33 12.50
16 Va- PE Ar 21 - - - -
17 Vp-PE Ar 20 15 - - -
18 Va-PE Ar 23 6.52 - - -
19 Va- Pi Ag 23 13.04 13.04 10.87 6.52
20 Vp-Pi Ag 24 12,5 12,5 4.17 -
21 Va-Pi Ag 20 5 7.5 - -
22 Va-Pi Ar 22 13.64 9.09 4.55 4.55
23 Va-Pi Ar 23 8.7 6.52 4.35 -
24 Va-Pi Ar 24 12.5 8.33 4.17 -
25 Va-SR Ag 22 18.18 4.55 4.55 -
26 Vp-SR Ag 24 12,5 4.17 - -
27 Va-SR Ag 23 15.22 4.35 - -
28 Va-SR Ar 21 23.81 16.67 9.52 -
29 Va-SR Ar 20 15 10 5 5
30 Va-SR Ar 20 30 15 5 10
31 Va-PE Ag 20 12.5 5 - -
32 Va-PE Ag 21 - - - -
33 Va-PE Ag 20 15 10 7.50 -
34 Va-PE Ar 22 13.64 - - -
35 Vp-PE Ar 22 18.18 13.64 4.55 4.55
36 Va-PE Ar 23 15.22 4.35 4.35 -

Va: Vibrio alginolyticus, Vp: Vibrio parahaemolyticus, Pi: Pimentel, SR: Santa Rosa, PE: Puerto Eten,

Ag: Agua, Ar: Arena.
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Figura 10. Promedio porcentual de las colonias de Vibrio resistente a la radiacién ultravioleta durante
15, 30, 60 y 90 segundos de exposicion.

El andlisis de varianza de los promedios porcentuales del numero de colonias
resistentes a la radiacion ultravioleta por influencia de las variables simples cepa, tiempo
y sus interacciones dobles, demuestran que existe diferencia significativa en los
promedios de los porcentajes de resistencia de las 36 cepas de Vibrio, sin embargo
cuando se interacciona la variable cepa*tiempo, no existe diferencia significativa en las
36 cepas de Vibrio con los tiempos de exposicidn a la radiacion ultravioleta como se

observa en la Tabla 9

TABLA 9. Andlisis de varianza de los promedios porcentuales del nUmero de colonias
resistentes a la radiacién ultravioleta de las 36 cepas de Vibrio durante 4

tiempos de exposicién.

Ho1: No existe diferencia significativa entre las cepas con relacién a la resistencia a la
Radiacion ultravioleta.

Ho2: No existe diferencia significativa en el nimero de colonias después de la
exposicién a la radiacion ultravioleta durante 4 tiempos de exposicion.

Hos: No existe diferencia significativa en las 36 cepas de Vibrio con relacion al tiempo
de exposicion a la radiacion ultravioleta.

FV al Fc Ft (0.05) Significancia Decision
Cepas 35 44,32 8.59 okkk Se rechaza Ho
Tiempo 3 539,13 2.65 Fokkk Se rechaza Ho

Cepa * Tiempo 105 7,82 8.5 Ns Se acepta Ho
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La prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios porcentuales
del numero de colonias de Vibrio de las playas de la region Lambayeque (Tabla 10),
demuestran que la cepas Val5s, Va30 y Val2 alcanzaron los promedios porcentuales de
resistencia a la radiacion ultravioleta mas altos con valores de 14.58, 15 y 15.63
respectivamente, mientras que las cepas Val8 y Vp4 alcanzaron los promedios

porcentuales de resistencia a la radiacién ultravioleta mas bajos respectivamente.

TABLA 10. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios del porcentaje

de numero de colonias resistentes a la Radiacion ultravioleta entre las 36 cepas.

CcoDIGO CEPA Promedio Nivel de Significancia
18 Va- PE Ar 1.63 HRRE ok
4 Vp- Pi Ar 2.28 R e
21 Va- Pi Ag 3.13 * ok ok ok sokkk  kokkk
9 Vp- SR Ag 3.13 * ok ok ok sokkk  kokkk
34 Va- PE Ar 3.41 *kkk  kkkk
2 Vp- Pi Ag 3.50 * %k k k * %k k k * %k k k
6 Va- Pi Ar 3.57 * %k k * %k k k * %k k k
17 Vp- PE Ar 3.75 sokkk  kkkk  kkkok
26 Vp- SR Ag 4.17 sokskk kskkk kkkk kokokok
31 Va- PE Ag 4.38 ok ok k ok ok k ok ok k %k k
27 Va- SR Ag 4.89 * %k k k * %k k k * %k k k * %k k k * %k k k
23 Va- Pi Ar 4.89 dokskok skokkk kekkk ckokokok skokkk
14 Va- PE Ag 5.69 %k k %k k * %k k %k k %k k
36 Va- PE Ar 5.98 Kokdok kkkok kR kokkk KRk
24 Va- Pi Ar 6.25 sokkok  kokkk kkokk kkokk kokkk
11 Va- SR Ar 6.25 * % Kk * % %k * ok Kk * ok %k * ok %k
7 Vp- SR Ag 6.50 * ok Kk * ok Kk * ok Kk * ok ok k * ok Kk
8 Vp- SR Ag 6.52 dokkok kokkk kokkok skokokok kokkk
Vp- Pi Ar 6.52 * %k ok k * %k ok k * %k ok * %k ok * %k ok
1 Va- Pi Ag 6.82 Kokkk  kkkk kkEkR kR
25 Va- SR Ag 6.82 Fhkk Rk kkkk kkkk
20 Vp- Pi Ag 7.29 KRRk RRERR kKRR KRR
22 Va- Pi Ar 7.96 sokkk kkkk skokokk  kokokk
33 Va- PE Ag 8.13 sokokk skokkk kkkk kokokok
29 Va- SR Ar 8.75 sokkk kkkk kkokk
10 Va- SR Ar 8.86 KERK kKKK KREK
35 Vp- PE Ar 10.23 *okkk  kkkk kkkk
19 Va- Pi Ag 10.87 KKK KKK
28 Va- SR Ar 12.50 Kkkk  kkkk
15 Va- PE Ag 14.58 *ok kK
30 Va- SR Ar 15 -
12 Va- SR Ar 15.63 ok k%

Va: Vibrio alginolyticus, Vp: Vibrio parahaemolyticus, Pi: Pimentel, SR: Santa Rosa, PE: Puerto Eten, Ag: Agua, Ar: Arena.
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En latabla 11, de la prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios
porcentuales del nimero de colonias de Vibrio resistentes a la Radiacion ultravioleta
con relacion a los 4 tiempos de exposicion a la radiacion, se confirma que a 90 segundos
de exposicion se alcanzé el promedio porcentual mas bajo (1.84) de colonias resistentes
a la radiacion ultravioleta, mientras que a 15 segundos de exposicién a la misma
radiacion se alcanzo el promedio porcentual de colonias resistentes a la radiacion mas
alto (12.46), resultados que demuestran que a medida que se eleva el tiempo de

exposicién a la radiacion ultravioleta, el promedio de bacterias resistentes disminuye.

TABLA 11. Prueba de comparaciones mdltiples de Tukey de los promedios
porcentuales de colonias resistentes ala Radiacién ultravioleta con relacion

a 4 tiempos de exposicion.

Tiempo Promedio colonias Nivel de Significancia
resistentes

90” 1.84 ik
60” 3.18 i

30” 6.94 RS

15” 12.46 e

De un total de 26 de cepas de V. alginolyticus expuestas a la Radiacion Ultravioleta
durante 15, 30, 60 y 90 segundos, el 84.62% resistieron 15 segundos, 80.77% resistieron
30 segundos, el 65.38% resistieron 60 segundos, mientras que el 38.46% resistieron 90
segundos, y el 15.38% cepas de esta especie no resistieron a la exposicion a la radiacion
ultravioleta. Con respecto a las 10 de cepas de V. parahaemolyticus, el 100.00% de las
mismas resistieron 15 segundos, 80% a 30 segundos, mientras que el 30% resistieron a
los 60 segundos y ninguna de ellas resistié 90 segundos de exposicion a la Radiacion
Ultravioleta como se observa en la Tabla 12 y Fig.11. Estos resultados se deban
probablemente a que las bacterias presentan ciertos determinantes genéticos de

resistencia que incrementan la tolerancia a la exposicién a la radiacion ultravioleta.



TABLA 12. Porcentaje de resistencia de las cepas de Vibrio de interés clinico.

RESISTENCIA A LA RADIACION

Especies

ULTRAVIOLETA
15” 30,! 60” 90,!
% % % %

V. alginolyticus

V. parahaemolyticus

84.62 80.77 65.38 38.46

100.00  80.00 30.00

TOTAL

100

80

60

40

20

V. alginolyticus

V. parahaemolyticus

m 15" m30" m60" m90"

Figura 11. Porcentaje de resistencia de las cepas de Vibrio de interés clinico.
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Segun el tipo de muestra (arena y agua), las cepas de Vibrio aisladas de muestras

de arena e identificadas como V.alginolyticus y V.parahaemolyticus, fueron sometidas

a Radiacion Ultravioleta observando que de 18 cepas , 6 resistieron hasta 90 segundos

mientras que de 18 cepas de Vibrio aisladas de agua , solo 4 resistieron hasta los 90

segundos (Tabla 13 y Fig.12). Estos resultados probablemente se deban a que las cepas

de arena al estar expuestas mas tiempo a la radiacion UV del sol se han adaptado con

méas facilidad y han logrado una capacidad de resistencia mayor que las cepas

procedentes del agua que pueden encontrarse a niveles mas profundos.
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TABLA 13. Resistencia de cepas de Vibrio segun procedencia de las muestras.

MTlIJFI)E%'IPIEA RESISS'II"\EINCIA 15 30" 60" 90"
ARENA 1 17 14 11 6
AGUA 3 15 15 9 4

20
15
10 ~
5 <
0o =
ARENA AGUA
B SIN RESISTENCIA m 15" m30" m60" m90"

Figura 12. Procedencia de las muestras seguin su resistencia.

De las 36 cepas de Vibrio sometidas a la Radiacion Ultravioleta, el 13.89% de
muestras de agua y 16.67% de arena resistieron durante 15 y 30 segundos de exposicion,
mientras que el 8.33% de cepas de agua y arena resistieron durante 60 segundos
procedentes de la playa Pimentel. Se observa en la misma tabla que a 90 segundos de
exposicion, el porcentaje de resistencia fue alto (11.11%) para las cepas procedentes de
las muestras de arena de Santa Rosa y no se observo crecimiento para las muestras de
agua. Mientras que el 13.88% de resistencia de las cepas a 15 segundos se alcanzé con

las cepas procedentes de muestras de arena de Pimentel. (Tabla 14 y Fig.13)
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TABLA 14. Porcentaje de cepas de Vibrio de interés clinico aisladas de 3 playas de la
Region Lambayeque, resistentes a la Radiacion Ultravioleta durante 4

tiempos de exposicion.

PLAYAS PIMENTEL SANTA ROSA PUERTO ETEN

MUESTRAS AGUA ARENA AGUA ARENA AGUA ARENA

% % % % % %
SIN 2.78 - - - 5.55 2.78
RESISTENCIA
15” 13.88 16.67 16.67 16.67 11.11 13.88
30” 13.88 16.67 16.67 16.67 1111 5.55
60” 8.33 8.33 8.33 16.67 5.55 5.55
90” 5.55 2.78 - 1111 5.55 2.78
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 —
AGUA ARENA AGUA ARENA AGUA ARENA
PIMENTEL SANTA ROSA PUERTO ETEN
M SIN RESISTENCIA ®=15” m30” w60” m90”

Figura 13. Valores porcentuales de resistencia durante 4 tiempos de exposicién a la radiacion ultravioleta.
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V. DISCUSION

Teniendo en cuenta los objetivos trazados en el presente trabajo de investigacion
se aislaron bacterias del género Vibrio, de las playas de Pimentel, Santa Rosa y Puerto
Eten, tanto de muestras de agua como de arena, predominando cuantitativamente Vibrio
alginolyticus durante los meses de muestreo. Resultados que coincide con los estudios
realizados por Vega en el 2010 de agua de mar y ademas de moluscos bivalvos de La

Bahia y Ensenada de La Paz en México, que reporta haber aislado Vibrio alginolyticus.

De 36 cepas de Vibrio de interés clinico aisladas de las 3 playas de la Region
Lambayeque de muestras de agua y arena, en 26 de ellas se aislaron Vibrio alginolyticus,
correspondiendo al 72% del total de aislamientos. Resultados similares fueron
reportados por Schets et al., en el afio 2010, de muestras de mariscos holandeses
destinados al consumo humano de la zona de produccién de Oosterschelde, registrando

el 66% del total de aislamientos.

A diferencia de los resultados del presente trabajo, Gonzales y Leiva (2007),
reportaron solo el 11% de Vibrio alginolyticus aislados de zonas costeras destinadas a
la recreacién y cultivo de ostiones de las playas de la Habana y de la zona de la bahia de
Cabarias. Posteriormente en el 2015 Kokashvili y otros investigadores, encontraron
Vibrio alginolyticus en un porcentaje menor (3%) a las anteriores investigaciones, de
diferentes zonas y climas de Georgia en muestras de agua del Mar Negro y de los
alrededores. Este resultado se debe probablemente a las bajas temperaturas del agua de
la Regidn, demostrando que la temperatura afecta la abundancia de Vibrio, pero la
especie estd latente en el medio; por otro lado, la salinidad también es un factor
que puede influir en el desarrollo de las distintas especies de Vibrio que habitan la zona

marina.
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Otros investigadores como Zavala et al., (2005), indicaron que en aguas costeras
templadas y tropicales con temperaturas superiores a los 17°C, Vibrio alginolyticus, es
una especie halofila que crece en concentraciones de 3, 6, 8 y hasta 10% de NaCl. Estas
afirmaciones son coincidentes con los resultados de la presente investigacion, porque
las cepas no solo crecieron a estas concentraciones de sales, sino que sobrepasaron la

temperatura de 17°C, alcanzando valores porcentuales altos.

Otra de las especies identificadas en las 3 playas de la Region Lambayeque durante
los meses de Julio y Agosto del 2016 fue Vibrio parahaemolyticus, especie que se
encontré en menor proporcién que Vibrio alginolyticus. Probablemente este resultado
esté relacionado con el clima, porgque en épocas de verano, los investigadores Cantet et
al., (2013), reportaron de muestras de sedimentos de tres lagunas costeras francesas y

de mariscos, fue aumentando V. parahaemolyticus en esta estacion.

Del total de especies aisladas de muestras de agua y arena de las playas de
Pimentel, Santa Rosa y Puerto Eten de la Region Lambayeque, se identificaron 10 cepas
que correspondieron a Vibrio parahaemolyticus y representaron el 28% de todos los
aislamientos; en el 2013 otros investigadores como Leyva et al., aislaron esta especie
de Vibrio, pero de productos marinos como ostiones, peces, langostas y camarones, que
representaron el 19% del total de aislamientos, determinando que la existencia de éstas
bacterias esta influenciada por la presencia de quitina, compuesto que lo utilizan como
soporte para su crecimiento como sefialaron Zamora et al., (2005). Asimismo
Kokashvili et al., (2015), aislaron de muestras de agua del Mar Negro y de lagos que se
encuentran a su alrededor, Vibrio parahaemolyticus en un 37.8%, valores similares
fueron reportados por Chang-Ho et al., (2017), quienes aislaron Vibrio
parahaemolyticus en un 37.6% de muestras de ostras en Corea, valores que exceden a
los reportados en el presente trabajo de investigacion, probablemente también esté
relacionado con la influencia climatica y componentes organicos presentes en el

ambiente acuatico.
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Con relacion a la patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus Garcia-Lazaro et al.,
(2010), sostuvieron que Vibrio parahaemolyticus es causante de cuadros diarreicos en
todo el mundo, reportando que de los casos de diarreas agudas en paises en vias de
desarrollo, el 20% es producido por V. parahaemolyticus , mientras que en Japdn y en
Estados Unidos es causante del 24% de las intoxicaciones alimentarias, por
manipulacion inadecuada de productos marinos y en Sudameérica, incluido el Peru el

70% de los casos es transmitido por el consumo de ostras crudas.

Las cepas de Vibrio alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus aisladas de las playas
de la Region Lambayeque fueron expuestas a la Radiacién Ultravioleta, con la finalidad
de determinar su capacidad de resistencia, encontrando que el 38.46% de las cepas de
Vibrio alginolyticus, resistieron a la exposicion hasta 90 segundos, mientras que el 30%
de Vibrio parahaemolyticus solo resistieron hasta 60 segundos de exposicion, ninguna
cepa resistio hasta los 90 segundos. Banerjee et al., (1977) investigaron en Calcuta, la
resistencia a la Radiacion Ultravioleta de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio cholerae,
exponiendo las cepas durante 120 segundos y demostraron que Vibrio
parahaemolyticus presentd mayor resistencia que Vibrio cholerae. Estos resultados se
deben probablemente a los diferentes mecanismos de defensa que tienen las bacterias y
a la presencia de genes que codifican la reparacion del ADN de una manera mas rapida
en algunas bacterias, caracteristica que les permitiria resistir a la radiacion ultravioleta

durante ciertos tiempos de exposicion.

A pesar que existe suficiente informacion sobre especies de Vibrio, aun no se
cuenta con una variedad de datos que se puedan utilizar como base de estudio para
investigar las diferentes especies de Vibrio que puedan ser sometidas a la radiacién

ultravioleta.
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VI. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion se concluye lo

siguiente:

1. De las playas de Puerto Eten, Puerto Pimentel y Caleta Santa Rosa de la region de
Lambayeque se aislaron e identificaron Vibrio alginolyticus y Vibrio

parahaemolyticus en una proporcion de 72% y 28% respectivamente.

2. EIl 38.46% del total de cepas de Vibrio alginolyticus resistieron a la Radiacién
Ultravioleta hasta 90 segundos y el 30% del total de cepas de Vibrio

parahaemolyticus resistieron hasta 60 segundos de exposicion.

3. Entre los meses de Julio y Agosto del 2016 (invierno), de la cepas aisladas de Vibrio
alginolyticus, el 53.85% correspondieron a muestras de arena, mientras que de las

cepas de Vibrio parahaemolyticus el 60% correspondieron a muestras de agua.

4. Puerto Eten fue la playa en donde se aislo la mayor cantidad de cepas de V.
alginolyticus con un 28% del total de cepas, seguido por las playas de Pimentel y
Santa Rosa donde en cada una se aisl6 el 22% del total. Sin embargo en éstas ultimas
fue donde se aislé mayormente V. parahaemolyticus con un 11% del total de cepas,

mientras que en Puerto Eten solo se aislé el 6%.
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ViIl. RECOMENDACIONES

Esperando que el presente trabajo de investigacion incentive a continuar con el
conocimiento de especies de Vibrio de interés clinico en las playas de la Region

Lambayeque, se recomienda lo siguiente:

Investigar la presencia de las especies de Vibrio de interés clinico en las playas de la

Region Lambayeque en las distintas estaciones del afio.

Investigar especies de Vibrio de interés clinico en alta mar donde se realiza pesca

artesanal.

Realizar estudios comparativos de especies de Vibrio de interés clinico encontrados

en distintos balnearios.

Realizar estudios experimentales con especies de Vibrio de interés clinico,
exponiéndolos a la radiacion ultravioleta a un rango de tiempo diferente al utilizado

en el trabajo de investigacion.
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ANEXO 1

Mezclar aproximadamente 20 veces

Centrifugar 10mL de agua de cada muestra a 3500 Pesar 1g de arena de cada muestra
RPM durante 5 minutos en frascos estériles

i |

Agregar 9 Ml de S.S.F |

'

SEDIMENTO . Q¢ m

Enriquecimiento en caldo peptonado a pH 8.5 con Sembrar 0.1 mL en Agar TCBS |
NaCl 1% ‘

]

| Incubar a 35- C/ 8h I

v

| Sembrar en Agar TCBS |

—_— Incubar a 37- C/ 24h <
\4

Lectura de colonias ‘

v

Figura 1. Metodologia de aislamiento e identificacion de especies de Vibrio de interés clinico en agua y arena
de las playas de la Regién Lambayeque.




ANEXO 2

PLAYAS

ASPECTO DE CALIDAD AMBIENTAL

PUERTO
PIMENTEL

Rodeada de restaurantes, bares y residencias; el area de la
arena donde los bafistas descansan es amplia. Se diviso la
presencia de animales muertos y aves marinas en gran
cantidad, al igual que basura dispersa en la orilla dejada
por bafiistas y a causa de la venta ambulatoria de comida.
En esta playa desemboca un dren donde se deposita las

aguas servidas de los desagties del distrito de Chiclayo.

CALETA SANTA
ROSA

La presencia de embarcaciones artesanales que se
encontraban varadas y abandonadas en la orilla de la
playa, ademas de personas que se encontraban realizando
venta ambulatoria.

Asi mismo se encontré resto de animales muertos y
material fecal en la orilla, ademas personas que se
encontraban defecando. Se observo que la desembocadura

de un Dren a la altura del Km 14 de la misma ciudad.

PUERTO ETEN

La arena se extiende de forma estrecha a gran amplitud
donde se encontraron piedras, botellas y bolsas de
plastico. No se logro divisar animales muertos ni aves

marinas.

Cuadro 1: Calidad Ambiental de las Playas de la Region Lambayeque
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Tabla 1.-Codificacion y Caracterizacion morfolégica de las cepas aisladas de las playas de Pimente, Santa Rosa y Puerto Eten

Forma Celular
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo

bacilo

Gram

color
amarillo
verde
amarillo
verde
verde
amarillo
verde
verde
verde
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo

amarillo

ANEXO 3

Forma
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular

circular

CARACTERIZACION DE LA COLONIA

Borde
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero

entero

Elevacion
elevado
convexa
elevado
convexa
convexa
elevado
convexa
convexa
convexa
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado

elevado

Consistencia
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide

mucoide

diametro
2 mm
1.2 mm
2 mm
1.2 mm
1.2 mm
2 mm
1.2 mm
1.2 mm
1.2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm

2 mm

Catalasa

+

Motilidad

+
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bacilo
bacilo
bacilo
bacilo

bacilo

bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo

bacilo

verde
amarilla
amarilla

verde

amarilla

amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
verde
amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
amarilla
verde

amarilla

circular
circular
circular
circular

circular

circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular

circular

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

entero

convexa
elevado
elevado
convexa

elevado

elevado
elevado
elevado
elevado
convexa
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
convexa

elevado

mucoide
mucoide
mucoide
mucoide

mucoide

mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoide

mucoide

1.2 mm
2 mm
2 mm
1.2 mm

2 mm

2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
1.2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
2 mm
1.2 mm

2 mm
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ANEXO 4
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Tabla 1.Comparacion de la prueba de tolerancia a la sal de las diferentes especies de

Vibrio

0% 1% 3% 6% 8% 10%
V. alginolyticus - + o+ o+ o+ +
V.parahaemolyticus - + o+ o+ o+ -
V. fluvialis - + + + v -
V. mimicus + + + - - -
V. cholerae + + + - - -
V.vulnificus - + + + - -

TABLA 2: Frecuencia de especies de Vibrio de interés

clinico identificados por

muestreo
PRIMER MUESTREO
AGUA ARENA
ESPECIE N° % N %
V. alginolyticus 5 27.78 6 16.67
V. parahaemolyticus 4 22.22 3 33.33
TOTAL 9 50.00 9 50.00
SEGUNDO MUESTREO
AGUA ARENA
ESPECIE N° % N %
V. alginolyticus 7 38.89 8 44.44
V.parahaemolyticus 2 11.11 1 5.56
TOTAL 9 50.00 9 50.00




ANEXO 5

Figura 2. Puntos criticos: Pimentel -Punto 01 a lado izquierdo de la desembocadura del desagiie a
100 m (A), debajo del muelle (B) y a la izquierda del muelle frente a los restaurantes(C).
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Figura 4. Muestras de agua (A) y arena (B)
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ANEXO 6

Figura 5. Medicion de pH en laboratorio a las muestras de agua

Figura 6. Pre tratamiento al agua de mar: Agitacion 20 veces (A), separamos 10 ml de cada muestra en tubos
centrifuga (B), se centrifugé durante 5 minutos a 3 000 rpm para trabajar sélo con el sedimento (C) y (D)
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Figura 7. Enriquecimiento del agua de mar: 1 ml de sedimento se transfirié para enriquecer
Vibrio en 9 ml de Caldo Peptona pH 8.5 con NaCl 1% (A) y (B)

Figura 8. Pretratamiento de las muestras de arena: Pesar 1g de cada muestra (A), muestras
distribuidasen frascos estériles (B)
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Figura 9. Enriquecimiento de las muestras de arena: Se adicioné 9 ml de solucion salina fisiolégica (A)
y (B), se adicion6 1 ml de muestra para enriquecer Vibrio en 9 ml de Caldo Peptona pH 8.5
con NaCl 1% (C)

N e T ——— e e

Figura 10. Turbidez en los tubos de enriquecimiento de agua (A) y arena (B)



ANEXO 7

Figura 11. Aislamiento primario de Vibrio en Agar TCBS de muestras de agua (A) y muestras de arena (B)
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Figura 12. Colonias amarillas y verdes aisladas en Agar Tripticasa Soya (A) y (B)

Figura 13. Pruebas para Confirmacion de Género: String-Test (A) y Prueba de Oxidasa (B)

56



57

ANEXO 8

e &

P

l'

@

Figura 14. Prueba de Tolerancia a la Sal colonias amarillas (A) y colonias verdes (B)

Figura 15. Pruebas bioquimicas: TSI (A) y (B), LIA (C)
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Figura 17. Cepas de Vibrio aisladas en Agar TCBS (A), Vibrio alginolyticus (B) y Vibrio parahaemolyticus (C)
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ANEXO 9

Figura 18. Reactivacion de cepas en Caldo Peptonado al 2% de NaCl (A) y sembrado en agar TSA (B) y (C),

y en Agar TCBS (D) y (E)



Figura 19. Diluciones comparadas con 0.5 Mac Farland (A) y sembradas en TCBS (B)

Figura 20. Cepas sometidas a 4 tiempos de exposicion a la radiacion ultravioleta (A) y (B)
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Figura 21. Placas sometidas a radiacion ultravioleta: V. alginolyticus (A), (B) y (C)
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Fig. 22. Placas sometidas a radiacion ultravioleta: V. parahaemolyticus (A), (B) y (C)

62



Figura 23. Tincién Gram a colonias que resistieron la radiacion ultravioleta: Vibrio alginolyticus
(izquierda) y Vibrio parahaemolyticus (derecha).

63



