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Resumen [ Summary

Resumen

Vibrio parahaemolyticus es una especie bacteriana que puede ser un patdgeno
importante en humanos, causante principalmente de infecciones gastrointestinales
tras el consumo de moluscos crudos o poco cocinados. La especie es heterogéneay
comprende variantes no patogénicas, al carecer por ejemplo, de los genes de
virulencia tdh y/o trh, y patogénicas, por poseer los mencionados genes. A
diferencia de EE.UU., en Europa se han realizado pocos estudios epidemioldgicos
sobre este patégeno en moluscos, por ello, la informacién de la que se dispone es
limitada. La presente Tesis Doctoral pretende cubrir parte de este vacio al obtener
nuevos datos sobre esta bacteria en Europa, en concreto en la costa mediterrdnea
espafola. Los resultados que se han obtenido, no sélo son novedosos sino que,
ademas, tienen el valor afiadido de que podran ser utilizados en un modelo de
analisis de riesgo y servir para el desarrollo de un nuevo marco normativo de
regulacion en seguridad alimentaria que controle la amenaza que representa este
patégeno emergente en Salud Publica.

A grandes rasgos, esta Tesis Doctoral se divide en dos partes y en cada una de ellas
se plantearon una serie de objetivos especificos. En la primera parte se procedid a la
deteccidn, aislamiento y caracterizacion de V. parahaemolyticus a partir de bivalvos
en la costa mediterranea, y al estudio de su prevalencia y de sus relaciones con otras
cepas de origen europeo. Y en la segunda, se procedié al desarrollo de un modelo
de experimentacidn in vivo para la exposicidon de almejas con cepas seleccionadas
representativas de las variantes patogénica y no patogénica de V. parahaemolyticus,
para estudiar el crecimiento y la supervivencia de esta especie en Ruditapes spp.
tanto en el medio acuatico (contaminacidon in vivo de almejas adultas por bafo),
como en la fase de post-cosecha, por almacenamiento de las almejas tras la
exposicion experimental, a diferentes temperaturas. Para asegurarnos de que el
modelo es repetible se tuvo que conseguir determinadas condiciones como que las
almejas utilizadas en las contaminaciones estuvieran libres de vibrios no
fermentadores de sacarosa (entre los cuales se encuentra V. parahaemolyticus) por
lo que se abordd el estudio de la eficacia de un sistema experimental de depuracion.

Los moluscos bivalvos estudiados en el presente trabajo doctoral proceden de las
dos bahias que componen el delta del Ebro, y que se caracterizan por ser
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importantes zonas de produccién acuicola a nivel nacional. Para la deteccién y
caracterizacion de V. parahaemolyticus se llevaron a cabo pruebas fenotipicas, que
componen la microbiologia cldsica y diferentes técnicas moleculares que
determinaron la presencia de los genes tlh, tdh y trh.

El andlisis de la variabilidad genética de las cepas identificadas se realizé usando las
técnicas de valor epidemioldgico rep-PCR y electroforesis en gel de campo pulsante
(PFGE). Los datos recogidos se analizaron estadisticamente en funcién del disefio
de los diferentes estudios y las caracteristicas de las variables recogidas.

Los resultados que se han obtenido en la primera parte de esta Tesis Doctoral
ponen de manifiesto la presencia de V. parahaemolyticus potencialmente patégeno
para humanos en cuatro especies de moluscos bivalvos cultivados en el delta del
Ebro, y la deteccién por primera vez en Europa de la coexistencia de los genes tdh 'y
trh en una misma cepa bacteriana. Al analizar estadisticamente los datos de
prevalencia en funcidn de diversas variables asociadas con el hospedador y con el
medio ambiente, se encontraron diferencias significativas en relacion a la especie de
molusco, siendo las almejas del género Ruditapes las que presentaron un mayor
riesgo de estar contaminadas por V. parahaemolyticus en comparacién con el resto
de las especies de bivalvos estudiadas. Ademds, se detectéd una relacién
directamente proporcional entre la prevalencia de V. parahaemolyticus en bivalvos y
la salinidad (incrementandose el riesgo 1,27 veces por cada unidad de ppt que
aumentara la salinidad) y, lo que es mds interesante, una relacién inversamente
proporcional entre prevalencia de la variante patogénica de V. parahaemolyticus
(trh+) y la salinidad (disminuyendo el riesgo 1,64 veces por cada unidad de ppt que
aumentara la salinidad). Finalmente, se observé una gran diversidad genética al
comparar diferentes cepas europeas de V. parahaemolyticus.

La segunda parte de esta Tesis se centrd en diversos estudios experimentales en
laboratorio bajo condiciones controladas de algunas variables. Fundamentalmente
se estudio la supervivencia de V. parahaemolyticus en Ruditapes spp., tanto en el
medio acuatico por contaminacién in vivo de R. decussatus y R. philippinarum por
bafio, como también en la fase de post-cosecha por almacenamiento de
Ruditapes spp., tras la contaminacidn in vivo de estas almejas por bafo, a diferentes
temperaturas del aire.

Para llevar a cabo estos estudios, se validé en primer lugar la eficacia de un
protocolo experimental de depuracién con el fin de lograr la eliminacién hasta
niveles casi indetectables de vibrios no fermentadores de sacarosa con el fin de
realizar la incorporacién bacteriana bajo condiciones ambientales controladas y con
dosis inoculadas conocidas.

Posteriormente se establecid el crecimiento y supervivencia de V. parahaemolyticus
en diferentes especies de almejas en el modelo, llevando a cabo una contaminacién
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in vivo por bafio, encontrando que R. decussatus incorpord y elimind ambas
variantes de V. parahaemolyticus mas rapidamente que las almejas de la especie
R. philippinarum. Por otra parte, en las mismas condiciones se observd que la
variante no patogénica podria sobrevivir mejor que la variante patogénica de
V. parahaemolyticus en las dos especies de almejas estudiadas. La importancia y, por
lo tanto, el impacto de estos resultados es doble, ya que no sdélo amplian el
conocimiento de esta bacteria, sino que se demuestra que es posible el uso de la
variante no patogénica para estudios posteriores de modelizacién evitando los
riesgos para los investigadores. Seguidamente, se llevd a cabo un estudio con las
dos especies de almejas cohabitando en el mismo tanque para describir un posible
efecto hospedador en la etapa de meseta del estudio anterior (de 20 a 70 h post-
inoculacion). Los resultados obtenidos en este experimento no fueron lo
suficientemente significativos como para confirmar las diferencias en el patréon de
incorporacion de la variante no patogénica de V. parahaemolyticus en el periodo
citado; sin embargo se observé una tendencia marginal diferencial que ponia de
manifiesto que R. decussatus tenia concentraciones ligeramente superiores de la
variante no patogénica de V. parahaemolyticus que R. philippinarum, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en el estudio anterior en el que las dos
especies de almejas se contaminaron y mantuvieron por separado. A su vez, los
resultados de este estudio ponen de manifiesto que la diferencia en los niveles
bacterianos adquiridos por cada una de las especies de almejas podrian estar
relacionados con la temperatura del tanque (16-18°C), temperatura mds préxima a la
temperatura dptima de filtracidn de R. decussatus que de R. philippinarum.

Finalmente se abordd el estudio del comportamiento de V. parahaemolyticus en
almejas del género Ruditapes que habian sido almacenadas a diferentes
temperaturas del aire, tras la exposicion experimental por bafio a esta bacteria. Las
temperaturas elegidas para este estudio fueron las temperaturas tipicas del invierno
y del verano en el mediterrdneo, simulando la situacién de manejo comercial (en
puerto pesquero, cubierta de barcos, etc.), y, asimismo, temperaturas de
refrigeracion, simulando el ambiente de restaurantes y hogares. Las densidades de
V. parahaemolyticus totales y patégenos fueron determinadas en distintos
momentos (0, 24, 48, 72 y 96 horas) de almacenamiento. Tanto la variante
patogénica humana como la variante no patogénica de V. parahaemolyticus se
multiplicaron rdpidamente en almejas almacenadas a 28°C, mostrando un
incremento de al menos 3 logs ufc/g a 72 h, en ambas variantes. La variante no
patogénica de V. parahaemolyticus almacenada a 4°C y a 15°C mostré una
disminucion de 1 log ufc/g y de 2 log ufc/g a 96 h, respectivamente, mientras que no
se detectaron diferencias significativas para la variante patogénica de
V. parahaemolyticus almacenada a dichas temperaturas. Estos resultados sugieren
que la variante patogénica de V. parahaemolyticus podria sobrevivir mejor que la
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variante no patogénica en almejas (R. philippinarum) almacenadas tras la cosecha a
4ya15°C.

En definitiva los estudios que forman parte de esta Tesis Doctoral proporcionan
informacion relevante que podrd utilizarse para cumplimentar las lagunas que
existen en las actuales evaluaciones del riesgo relativo a la presencia de
V. parahaemolyticus en Europa. Estos datos podrdn ser utilizados “si se estima
adecuado” en futuros modelos de andlisis de riesgo de esta bacteria, asi como para
la elaboracidon de politicas de gestion de riesgo encaminadas a reducir las
enfermedades en humanos asociadas a este patégeno de origen alimentario.
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Summary

Vibrio parahaemolyticus is a bacterial species that can be an important pathogen in
humans, causing gastrointestinal infections after the consumption of raw or
undercooked shellfish. The species is heterogeneous and includes non-pathogenic
variants, lacking for example, the virulence genes tdh and/or trh, and pathogenic,
which contain the aforementioned genes. Unlike the U.S., in Europe there have
been few epidemiological studies of this pathogen in shellfish, therefore, available
information is limited. This thesis aims to fill part of this gap by obtaining new data
on this bacterium in Europe, particularly in the Spanish Mediterranean coast. The
results obtained are not only innovative but also have the added value that can be
used in a risk analysis model and used to develop a new regulatory framework for
food safety regulation to control the threat posed by this emerging pathogen in
Public Health.

Broadly speaking, this PhD thesis is divided into two parts and each addressing a
number of specific objectives. In the first part, the detection, isolation and
characterization of V. parahaemolyticus in shellfish from the Mediterranean coast,
and the study of its prevalence and its relationship with other strains of European
origin was addressed. And in the second, an in vivo experimental model was
developed for the exposure of clams with selected strains representing the
pathogenic and nonpathogenic variants of V. parahaemolyticus, in order to study
the growth and survival of this species in Ruditapes spp. both in the aquatic
environment (in vivo inoculation of adult clams by bath challenge), and at the stage
of post-harvest, through the storage of clams, after experimental exposure, at
different temperatures. To ensure that the model is repeatable certain conditions
had to be achieved, such as the clams used in infections were free of non-
fermenting vibrios (including V. parahaemolyticus) and therefore the effectiveness
of an experimental depuration system was studied.

The bivalve molluscs studied in this dissertation come from the two bays that make
up the Ebro delta, which are important areas of national aquaculture production.
For the detection and characterization of V. parahaemolyticus phenotypic tests
were performed and molecular techniques that determined the presence of genes
tlh, tdh and trh.

The analysis of the genetic variability of the strains identified was performed using
techniques of epidemiological value such as rep-PCR and pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). The collected data were statistically analyzed according to
the design of the different studies and the characteristics of the variables collected.
The results obtained in the first part of this thesis show the presence of
V. parahaemolyticus potentially pathogenic to humans in four species of bivalve
molluscs grown in the Ebro delta, and detection for the first time in Europe of the
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coexistence of the genes tdh and trh in the same bacterial strain, and also
describing its relationship with different variables associated with the host and the
environment. Significant differences in relation to the species of mollusc were
found, being the clams of the genus Ruditapes which had a higher risk of being
contaminated with V. parahaemolyticus than other bivalve species. In addition, a
direct relationship between the prevalence of V. parahaemolyticus in shellfish and
salinity (increasing the risk 1.27 times for each unit to increase ppt salinity) was
detected and, more interestingly, an inverse relationship between prevalence of
pathogenic variant V. parahaemolyticus (trh +) and salinity (decreasing the risk 1.64
times for each unit to increase the salinity ppt). Finally, a high genetic diversity
when comparing different European strains of V. parahaemolyticus was observed.

The second part of this thesis is focused on experimental studies in laboratory
under controlled conditions of some variables. Fundamentally, the survival of
V. parahaemolyticus in Ruditapes spp., both in the aquatic environment through a
bath challenge of R. decussatus and R. philippinarum, and in the phase of post-
harvest storage of Ruditapes spp., after a bath challenge of these clams, at different
air temperatures was studied.

To perform these studies, initially the efficacy of an experimental protocol of
depuration was validated in order to achieve almost undetectable levels of sucrose
non-fermenting vibrios in order to perform the bacterial challenge under controlled
environmental conditions and with known bacterial doses.

Subsequently, the growth and survival of V. parahaemolyticus in different species of
clams in the model were assessed using a bath challenge and it was found that
R. decussatus incorporated and discharged both variants of V. parahaemolyticus
clams faster than R. philippinarum. Moreover, under the same conditions it was
observed that the non-pathogenic variant could survive better than the pathogenic
variant of V. parahaemolyticus in two clam species studied. The importance and,
therefore, the impact of these results is double, as it not only extend the knowledge
of this bacterium, but it shows that it is possible to use non-pathogenic variant for
subsequent modeling studies avoiding the risks for researchers. A study with the
two clam species cohabiting in the same tank for describing a host effect on the
plateau phase of the previous study (20 to 70 h post-inoculation) was performed.
The results obtained in this experiment were not significant enough to confirm the
differences in the pattern of incorporation of non-pathogenic variant
V. parahaemolyticus in the period mentioned, but there was a marginal differential
trend which indicated that R. decussatus had slightly higher concentrations of non-
pathogenic variant V. parahaemolyticus than R. philippinarum, which is consistent
with results obtained in the previous study in which the two species of clams were
kept separately. The results of this study on the difference in bacterial levels
incorporated by each clam species may be associated with the tank temperature
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(16-18°C) which is closer to the optimum temperature filtration of R. decussatus than
that of R. philippinarum.

Finally, the behaviour of V. parahaemolyticus in clams of the Ruditapes genus that
had been stored at different air temperatures, after challenge with this bacterium
was studied. Temperatures chosen for this study were typical temperatures of
winter and summer in the Mediterranean, simulating commercial conditions (in the
fishing port, boat cover, and so on), and also refrigeration temperatures, simulating
the environment at restaurants and homes. The densities of total and pathogenic
V. parahaemolyticus were determined at various times (0, 24, 48, 72 and 96 h) of
storage. Both the human pathogenic variant as non-pathogenic variant of
V. parahaemolyticus multiplied rapidly in clams stored at 28°C, an increase of at least
3 logs cfu/g at 72 h, in both variants. Non-pathogenic variant of V. parahaemolyticus
stored at 4°C and 15°C showed a decrease of 1 log cfu/g of 2 log cfu/g at 96 h,
respectively, whereas no significant differences were detected for the variant
pathogenic V. parahaemolyticus stored at these temperatures. These results
suggest that the pathogenic variant of V. parahaemolyticus could survive better
than non-pathogenic variant in clams (R. philippinarum) stored after harvest at
4 and 15°C.

In short, the studies that form part of this thesis provide relevant information that
may be used to fill gaps in current risk assessments concerning the presence of
V. parahaemolyticus in Europe. These data may be used if considered appropriate in
future risk analysis models for this bacterium and to the development of risk
management policies designed to reduce human illness associated with this
foodborne pathogen.
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Justificacion

La presente Tesis Doctoral se presenta como un compendio de trabajos de
investigacion ya publicados, o en proceso de publicacidn, en revistas cientificas
indexadas en ISI-JCR, tal y como se establece en la normativa de la Universidad de
Zaragoza.

A continuacién se presentan las referencias bibliograficas de cada uno de los
cuatros articulos publicados y de tres manuscritos incluidos, centrados todos ellos
en el estudio de Vibrio parahaemolyticus en especies de moluscos bivalvos de
interés comercial:

1. Roque A, Lopez-Joven C, Lacuesta B, Elandaloussi L, Wagley S, Furones MD, Ruiz-
Zarzuela |, de Blas |, Rangdale R, Gomez-Gil B. Detection and identification of tdh-
and trh-positive Vibrio parahaemolyticus strains from four species of cultured
bivalve molluscs on the Spanish Mediterranean Coast. Applied and Environmental

Microbiology. 2009;75(23):7574-7577-

2. Lopez-Joven C, de Blas I, Roque A. Spatial distribution and temporal evolution of
Vibrio parahaemolyticus in bivalve molluscs from the Spanish Mediterranean
Coast. ISME Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology. (Manuscrito
en revision).

3. Suffredini E*, Lopez-Joven C*, Maddalena L, Croci L, Roque A. Pulsed-Field Gel
Electrophoresis and PCR characterization of environmental Vibrio parahaemolyticus
strains of different origins. Applied and Environmental Microbiology.
2011;77(17):6301-6304.

*NOTA: Los dos primeros autores contribuyen con la misma importancia en este articulo.

4. Lopez-Joven C, Ruiz-Zarzuela I, de Blas I, Furones MD, Roque A. Persistence of
sucrose fermenting and nonfermenting vibrios in tissues of Manila clam species,
Ruditapes philippinarum, depurated in seawater at two different temperatures.
Food Microbiology. 2011;28(5):951-956.

5. Lopez-Joven C, de Blas I, Ruiz-Zarzuela I, Furones MD, Roque A. Experimental
uptake and retention of pathogenic and nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus
in two species of clams: Ruditapes decussatus and Ruditapes philippinarum.
Journal of Applied Microbiology. 2011;111(1):197-208.
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6. Lopez-Joven C, Roque A, Pérez-Larruscain J, Ruiz-Zarzuela I, de Blas I. Evolution
of nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus in a cohabitating population of
Ruditapes decussatus and Ruditapes philippinarum under experimental
conditions. Aquaculture Research. (Manuscrito en revision).

7. Lopez-Joven C, de Blas |, Ruiz-Zarzuela I, Furones MD, Roque A. Effect of
different temperatures on the growth and survival of pathogenic and
nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus in tissues of postharvest Manila clam
(Ruditapes philippinarum). Journal of Food Protection. (Manuscrito en revision).
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Introduccion

El género Vibrio comprende un grupo numeroso de especies acuaticas algunas de
las cuales causan enfermedades a humanos tan importantes como el cdlera. Estas
infecciones pueden ser gastrointestinales, al ser transmitidas a través de los
alimentos; pero también infecciones extraintestinales, como infeccidn de heridas o
de tejidos blandos por contacto con agua de mar e, incluso, algunas especies
pueden llegar a producir septicemias, que en algunos casos pueden ser mortales
(Austin, 2010). Vibrio parahaemolyticus pertenece a este grupo de especies y es
capaz de causar graves infecciones gastroenteritis en humanos tras el consumo de
pescado y marisco crudo o escasamente cocinado (Daniels y Shafaie, 2000). La
presencia de esta especie en el medio acuatico esta favorecida principalmente con
la temperatura y la salinidad del agua, lo que condiciona un marcado patrén de
estacionalidad en las intoxicaciones alimentarias que producen. Asi, hay una mayor
incidencia de intoxicaciones causadas por V. parahaemolyticus durante los meses de
verano (DePaola et al., 2000; Lozano-Ledn et al., 2003), meses en los que, ademas,
el consumo de marisco se incrementa.

La mayoria de estudios sobre prevalencia de V. parahaemolyticus en agua y
moluscos han sido realizados en EE.UU. y paises asiaticos, paises en los que este
microorganismo causa el mayor niumero de infecciones en humanos. Hay pocos
estudios equivalentes que hayan sido realizados en Europa y, menos aun en Espafia.
Esta falta de informacidn se justifica porque en Europa no hay una comisién que se
encargue del seguimiento anual de las infecciones gastrointestinales que hayan sido
causadas al afio por V. parahaemolyticus. De hecho, muchos de los casos ni siquiera
se investigan, desconociéndose si tales infecciones son de origen virico o
bacteriano. La carencia de datos epidemioldgicos fiables es la que determina que no
haya una legislacion europea que establezca el maximo ndmero de células del
género Vibrio o, en concreto, de la especie V. parahaemolyticus que debe contener
el alimento para que sea apto para su consumo.

Ademas, los vibrios son muy variables genéticamente lo que supone que no todas
las cepas de una especie son virulentas. Por ello, los estudios epidemioldgicos que
habrian de realizarse en Europa, ademas, deberian tener en cuenta esta variabilidad
intraespecifica y disefiarse de forma que pudiera distinguirse el contenido total en
V. parahaemolyticus de un alimento del peligro real que supone tal alimento
determinando, por ejemplo, la cantidad de V. parahaemolyticus patégeno que
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contiene con respecto al total (Zimmerman et al., 2007). En la presente Tesis, se ha
seleccionado el drea del delta del Ebro donde se ubica una de las mayores zonas de
produccién de bivalvos después de Galicia. Ademas en el contexto de una vigilancia
epidemioldgica seria sumamente interesante conocer la relacién que existe entre
distintas cepas aisladas de V. parahaemolyticus procedentes de diferentes origenes
geograficos.

En los estudios de prevalencia del patdgeno en su ambiente natural, la modelizacién
se ha convertido en una importante herramienta de evaluacién del riesgo. Para
proceder a modelizar la interaccion de una bacteria patdgena con sus
hospedadores/reservorios potenciales, es necesario seleccionar las especies
animales a estudiar. En el caso de la presente Tesis, se ha seleccionado para el
estudio de modelizacién las siguientes especies de bivalvos de interés comercial:
mejillon (Mytilus galloprovincialis), ostién japonés (Crassostrea gigas), almeja fina
(Ruditapes decussatus) y almeja japonesa (Ruditapes philippinarum). Asi mismo,
estas interacciones deben estudiarse bajo diferentes condiciones de salinidad y
temperatura que reproduzcan las variaciones estacionales que se producen en el
medio natural.

Por todo ello es necesario estandarizar un protocolo experimental para estudiar la
evolucidon in vivo de la contaminacién bacteriana en moluscos bivalvos, que
precisard en primer lugar de un sistema de depuracién eficaz para eliminar o
disminuir a valores despreciables la carga de vibrios naturales y, en concreto, la
carga de vibrios no fermentativos de la sacarosa (V. parahaemolyticus, entre ellos).
Esto permitird garantizar que el recuento posterior de vibrios serd debido a la
bacteria inoculada experimentalmente y no a bacterias de la microbiota propia del
molusco utilizado en la modelizacidn.

Es importante recoger informacion complementaria sobre la cinética de estas
bacterias en los moluscos desde que son cosechados hasta su consumo, asi como
caracterizar la influencia de la temperatura del aire en toda la fase de post-cosecha,
y especialmente durante el proceso de almacenamiento, para minimizar los riesgos
asociados con el consumo de marisco (crudo o poco cocinado), ya que puede ser un
problema emergente en el ambito de la Salud Publica europea al aumentar el
consumo de este tipo de alimentos y cambiar los habitos alimenticios de Ia
poblacién humana.

Finalmente, es necesario comentar que la controversia que existe al utilizar los
términos ‘aislado bacteriano’ y ‘cepa bacteriana’ a veces es ineludible. Sin embargo, y
a pesar de que el término ‘aislado’ seria mas procedente en el contexto del presente
trabajo, en castellano esta terminologia no es demasiado adecuada, por lo que el
término ‘aislado’ sera sustituido por el término de ‘cepa’ a lo largo de todo el
documento.
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Revision bibliografica

4.1. Estado actual de la acuicultura

De acuerdo con la Organizacidon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO, por sus siglas en inglés), la acuicultura es “el cultivo de
organismos acuaticos (peces, crustaceos, moluscos y plantas acudticas) bajo
condiciones controladas o semi-controladas principalmente para la alimentacién
humana, pero también con fines ludicos”. En la actualidad, la acuicultura representa
alrededor del 30% de la produccién pesquera mundial (FAO, 2010a).

En el contexto mundial, la acuicultura es un sector de produccién de alimentos
joven que ha ido creciendo rapidamente en los ultimos 50 afios, y que segun la FAO,
llegarad a aportar el 65% de los alimentos de origen acuatico en 2030 (FAO, 2010a
citado en APROMAR 2011). En 2009, la produccién global para alimentacién humana
llegd a ser superior al aporte procedente de la pesca extractiva (73 y 65 millones de
Tm, respectivamente) (excluyendo de esta ultima, los 24 millones de Tm que se
dedicaron a piensos para ganaderia terrestre, acuicultura y otros). De hecho, la
pesca extractiva no ha aumentado desde mediados de la década de 1980 y se
estima que se estd reduciendo de forma paulatina (APROMAR, 2011).

Entre 1950 y 2009, la produccidn acuicola crecié de manera sorprendente desde
menos de 0,6 millones de Tm en 1950, a los mencionados 73 millones de Tm en 2009.
Esta producciéon ha mantenido un indice de crecimiento medio anual del 8,3% en todo
el mundo (o del 6,5% excluyendo a China) (“Estado mundial de la acuicultura y la pesca
en 2010”, FAO, 2010a). Sin embargo, es perceptible una reduccién gradual en el ritmo
de crecimiento de la acuicultura global. Por otro lado, el consumo per capita mundial
de productos acuaticos también ha ido incrementandose con el paso del tiempo,
superando los 17 kg por persona y afio en 2009 (APROMAR, 2011).

Si hacemos una clasificacion por paises productores, China es el principal e
indiscutible nimero uno, con 45,3 millones de Tm anuales de produccién en 2009,
seguido de Indonesia con 4,7 millones de Tm y de la India con 3,8 millones de Tm.
Espafia ocupd la posicién 19* en el ranking mundial con 266.476 Tm (FishStat, 2009;
APROMAR, 2011). Y si se tiene en cuenta el valor de la produccién anual (en millones de
euros) en 2009, la primera posicidon vuelve a ser para China, pais cuya acuicultura
genera un valor de 45.676 millones de euros. En segunda posicion, muy por debajo, se
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encuentra India (4.519 millones de euros), o Espafa la cudl ocupa el puesto 27 con 413
millones de euros en 2009 (FishStat, 2009; APROMAR, 2011).

En Europa, la acuicultura constituye, igualmente, una fuente cada vez mas
importante de pescado y marisco, destacando la produccion de especies piscicolas de
un alto valor comercial (salmdn, trucha, dorada, lubina, entre otras) y de moluscos
(ostra, mejillén y almeja). En este sentido, la produccion de peces supuso el 49,3% en
peso y el 69,4% en valor de la produccidn acuicola europea total, mientras que los
moluscos constituyeron el 50,6% y 30,4%, respectivamente. Ademads, en estos
momentos, la acuicultura en algunos paises europeos supera en relevancia
econdmica y social a la pesca extractiva (APROMAR, 2011).

En cuanto a las principales especies producidas en la acuicultura a nivel mundial, en
2009, el primer lugar fue para el alga laminaria japonesa o wakame
(Undaria pinnatifida) con 4,9 millones de Tm, seguido de la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) y de la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix), con
4,2 y 4,1 millones de Tm, respectivamente, y en el caso de los moluscos bivalvos, el
ostion japonés (3,5 millones de Tm) y la almeja japonesa (3,2 millones de Tm)
ocupan cuarto y el quinto lugar, respectivamente. Y en relacidn con el valor de la
produccién acuicola mundial (ese mismo afo) en millones de euros, los datos sitian
al langostino blanco (Litopenaeusvannamei) como la principal especie con
7.374 millones de euros, seguido por el salmén atldntico (Salmo salar), con un valor
de 5.140 millones de euros. Sin embargo, ninguna de las especies de moluscos
bivalvos estd incluida en el ranking de las diez principales (FishStat, 2009;
APROMAR, 2011).

Teniendo en cuenta los datos de 2009, la distribucién porcentual de la produccidn de
acuicultura mundial sitda a los peces en primer lugar (49,4%), seguido de los vegetales
(23,7%), los moluscos (18,6%), los crustaceos (7,3%), el grupo de anfibios-reptiles con
0,5% y, por ultimo, el grupo de otros invertebrados con el 0,5% restante. Por otra
parte, si se tiene en cuenta el valor en primera venta, hay que destacar que la
produccion de peces generd mas de 52.000 millones de euros, lo que supuso el 59,3%
del valor de la produccidn acuicola global, mientras que la produccién de crustaceos
representd el 21,9% y la de moluscos el 11,9% (APROMAR, 2011).

Llegados a este punto y centrando la revisidn bibliografica en el grupo de moluscos,
cabe destacar que la produccién (en su conjunto) a nivel mundial aumenté a un ritmo
anual del 3,7% en el periodo 2000-2008 y, que en 2008, las principales especies
producidas fueron las ostras (31,8%), las almejas (24,6%), los mejillones (12,4%) y los
pectinidos (10,7%) (FAO, 2010a).

El importante crecimiento de la acuicultura desde los afios 80 y que continua en la
actualidad se ha conseguido gracias al desarrollo, la diversificacion y los adelantos
tecnoldgicos, que favorecen el crecimiento econédmico, la mejora del nivel de vida y el
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incremento de la seguridad alimentaria, tanto en paises desarrollados como en paises
en vias de desarrollo (Declaracidn y Estrategia de Bangkok de 2000 (FAO), citado por
APROMAR, 2011).

La acuicultura espafnola destaca dentro de la Unidn Europea y, segun datos del
2009, estaba considerada la primera productora acuicola con 268.565 Tm (aunque
ocupaba la 5% posicion en cuanto al valor total de la produccién debido al bajo
precio medio en su comercializacién) (Eurostat, 2012; APROMAR, 2011). En la
actualidad ocupa la segunda posicién en produccidon segun el Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio ambiente (http://www.magrama.es) teniendo en
cuenta que el crecimiento se ha estancado en algunos sectores. Asi, la Asociacion
Empresarial de Productores de Cultivos Marinos de Espafia (APROMAR) ha
informado recientemente que se produjo una reduccion del 9,4% en la producciéon
de peces marinos en Espafia en el 2010.

En cuanto a moluscos bivalvos, Espafia sigue siendo el primer productor de la Unidn
Europea y el segundo productor a nivel mundial. Estos moluscos se consideran una
importante fuente de alimento, especialmente en las poblaciones que viven cerca
del mar (60.000 Tm consumidas al afo; MAPA, 2001). Segin el Ministerio de
Agricultura, Alimentacidon y Medio Ambiente (MAGRAMA) y concretamente, la
Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR) los datos de produccién en
Espafia en 2008, fueron: moluscos (bivalvos y cefalépodos), 199.923,71 Tm (solo los
bivalvos, 199.895,29 Tm); peces marinos, 40.262,65 Tm, crustdceos, 112,69 Tm, y
algas, 13,67 Tm (Jacumar, 2011).

En Espafia, las principales zonas de cultivo de moluscos bivalvos se encuentran
ubicadas en Galicia, Cataluna y Andalucia. Del total de la produccién de moluscos
bivalvos en Espafia en ese afo (2008), Galicia obtuvo una produccién total de
195.062,3 Tm, seguida de Catalufa (3.767,41 Tm), y de Andalucia (656,05 Tm). Y
segun la ultima actualizacion de los datos de produccién (Tm) (Jacumar, 2011) en el
afio 2010 Galicia obtuvo una produccidn total de 215.688,84 Tm, seguida de Catalufia
(3-878,24 Tm), y de Andalucia (790,51 Tm).

Ampliando los dltimos datos del 2010 (Jacumar, 2011), en Galicia las especies de
moluscos bivalvos cultivadas son: almeja babosa (Venerupis (=Tapes) pullastra) con
146,84 Tm, almeja fina con 197,02 Tm, almeja japonesa con 1.226,30 Tm, berberecho
comun (Cerastoderma edule) con 895,97 Tm, mejilldn con 212.034,51 Tm, ostién
japonés (u ostra rizada) con 314,01 Tm, ostra europea (u ostra plana) (Ostrea edulis)
con 862,14 Tm, y volandeira (Aequipecten opercularis) con 4,41 Tm. El cultivo de
mejillén es el mas representativo y se localiza en las rias gallegas, siendo la ria de
Arousa responsable del 60% de la produccion espafiola de mejillén, seguida por la ria
de Vigo y la ria de Pontevedra.
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En Catalufia, el cultivo de bivalvos se concentra en la regién del Delta del Ebro. Las
especies cultivadas son: almeja fina con 5,79 Tm, almeja japonesa con 5,49 Tm,
berberecho comun con 7,09 Tm, mejillén con 3.604,84 Tm, navaja (Ensis arcuatus) con
3,7 Tm, ostién japonés con 249,92 Tm, y ostra europea con 1,4 Tm.

Y por ultimo, en Andalucia, las especies de moluscos bivalvos cultivadas son: almeja
fina con 4,12 Tm, almeja japonesa con 11,93 Tm, mejillén con 756,68 Tm, ostidn
japonés con 17,66 Tm y zamburifia (Chlamys varia) con 0,05 Tm.

En el apartado de metodologia se describird detalladamente el ambito geogréfico del
cultivo de moluscos en Catalufia, concretamente la region del Delta del Ebro, por ser
ésta la zona de produccion mas importante en la costa mediterranea, donde se
llevaron a cabo los trabajos de la presente Tesis Doctoral.

4.2. Familia Vibrionaceae: Género Vibrio

La familia Vibrionaceae (Véron, 1965) pertenece al orden Vibrionales y a la clase
Gammaproteobacteria (Tabla 1). La familia engloba diferentes géneros y un gran
numero de especies de ambientes acuaticos propias de ecosistemas templados y
tropicales.

Tabla 1. Clasificacidn taxondmica de Vibrio parahaemolyticus

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio
Especie Vibrio parahaemolyticus

La familia Vibrionaceae tiene como género tipo, Vibrio (Pacini, 1854), como especie tipo,
Vibrio cholerae (Pacini, 1854), y como cepa tipo, ATCC 14035 (NCTC 8021) (Baumann y
Schubert, 1984; Farmer 3rd, 2006).

4.2.1. Caracteristicas generales

La familia Vibrionaceae fue propuesta formalmente por Véron en 1965 como una
agrupacion de bacterias fermentativas, Gram-negativas, anaerobias facultativas que
crecian bien en medios ordinarios de peptona y en general, en medios con sales
biliares y que eran oxidasa positiva y mdviles, gracias a uno 6 mas flagelos polares
(Baumann y Schubert, 1984).

Muchas vibriondceas son bacterias haldfilas o halotolerantes, lo que significa que
para su aislamiento hay que suplementar el medio de cultivo con sal (los medios
de cultivo de peptona comerciales contienen entre 0,5y 0,85% de Nacl).

8 | Revisién Bibliografica



Las especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae son mayoritariamente
sensibles al agente vibriostatico opteridina 0/129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropil-
pteridina) (V. aerogenes es resistente), lo que permite utilizar esta prueba como
discriminatoria (Farmer 3rd et al., 2005).

Esto es importante teniendo en cuenta que varias especies de esta familia son
patdgenas para humanos, como es el caso de V. cholerae considerada la especie
patégena mas importante y responsable del cdlera (enfermedad endémica en
muchas dreas del mundo) (O’Shea et al., 2004) y V. vulnificus responsable de
distintas patologias dependiendo de la ruta de entrada al hospedador y de la
existencia de factores de riesgo relacionados principalmente con el estado
inmunoldgico del paciente (enfermedades preexistentes, diabetes o cirrosis entre
otras) (Strom y Paranjpye, 2000; Jones y Oliver, 2009).

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas que diferencian la familia Vibrionaceae
de otras familias estrechamente relacionadas (Farmer 3rd, 2006).

Tabla 2. Caracteristicas de las familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, y Pseudomonadaceae
(adaptado de Farmer 3rd, 2006)
Propiedades de las familias

Caracteristicas * . o
Enterobacteriaceae  Vibrionaceae = Pseudomonadaceae

Género Tipo Escherichia Vibrio Pseudomonas

Metabolismo de la D-glucosa Fermentativo Fermentativo Oxidativo

Morfologia celular

Bacilos rectos + ) +

Bacilos curvados - (+) -
Localizacién del flagelo(s) Periféricos Polar © Polar
Crecimiento en aerobiosis + + +
Crecimiento en anaerobiosis + + -
Prueba de la Oxidasa - + +
Bioluminiscencia - v -
Requerimiento de Na* - (+) ;
Inhibicidn por vibriostatico O129 - + -

®Las caracteristicas expuestas son tipicas de los géneros y especies de cada familia, pero hay algunas excepciones.

® Simbolos: +, la mayorfa de especies positivas; (+), muchas especies positivas; v, variacién entre especies, algunas de ellas
positivas; (-), muchas especies negativas; -, la mayoria de especies negativas.

¢ Algunas especies del género Vibrio tienen un Unico flagelo polar en medio liquido, y sin embargo sintetizan flagelos
periféricos cuando crecen en un medio sélido

4.2.1.1. Caracteristicas del género Vibrio

El género Vibrio junto con el género Photobacterium (ambos de la familia
Vibrionaceae) son los géneros mas antiguos, descritos en el siglo XIX.
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Concretamente, el género Vibrio fue acufiado por Pacini en 1854 durante sus
estudios sobre el célera (Farmer 3rd e Hickman-Brenner, 2006).

Las bacterias pertenecientes al género Vibrio son ubicuas del medio acudtico,
tanto marino como de agua dulce, y también de zonas de estuario,
encontrandose en un amplio rango de nichos ecoldgicos, libres o asociadas al
plancton, a las biopeliculas, a las conchas de quitina de los copépodos o a otros
hospedadores. De esta forma constituyen la microbiota dominante en el
estdomago de peces, moluscos, y camarones, jugando un importante papel en la
digestién y nutricién (Baumann et al. 1984), o en asociaciones simbidticas con
drganos y tejidos de determinados hospedadores (Nealson et al., 1970; Fuqua
et al., 1994; Nyholm y McFall-Ngai, 2004).

Sin embargo, aunque las especies del género Vibrio representan un porcentaje
elevado (>10%) de las bacterias cultivables en ambientes marinos y de
estuarios (Thompson et al., 2004), corresponden a menos del 1% sobre el total
del bacterioplacton (Thompson y Polz, 2006).

En la edicién del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology de 1974
(Buchanan y Gibbons, 1974) la definicién del género Vibrio incluia el
resultado positivo en dos pruebas, oxidasa y reduccidn de nitrato a nitrito
(sales de amonio como fuente de nitrégeno). Vibrio aerogenes, V. gazogenes
y V. metschnikovii, descubiertas posteriormente, no cumplen estos
requisitos. La primera es oxidasa negativa, mientras que las dos ultimas son
negativas para las dos pruebas (Farmer 3rd e Hickman-Brenner, 2006; Shieh et
al., 2000).

Las especies del género Vibrio presentan una morfologia bacilar recta o
curvada, son Gram-negativas y miden entre 0,5-0,8 pm de diametro y 1,4-2,6 ym
de largo (Mclaughlin, 1995; Farmer 3rd et al, 2005). Cuando crecen en
condiciones de laboratorio, frecuentemente revierten su morfologia a bacilos
rectos (Atlas, 1997). Los vibrios no forman esporas o microquistes, son aerobios
0 anaerobios facultativos y crecen dptimamente a temperaturas entre 20-30°C
(McLaughlin, 1995). Ademads, algunos de ellos pueden crecer entre 4-40°C, como
es el caso de V. azureus, V. hispanicus, V. neonatus, V. neptunius, V. nereis,
V. sagamiensis y V. rotiferianus (Gomez-Gil et al., 2003; Yoshizawa et al., 2009,
2010). En general, su requerimiento en Na" esta entre el 1y el 3,5% de Nacl, con
un rango entre 0 y 12%, lo que determina que para su aislamiento, todas las
especies, excepto V. cholerae y V. mimicus, requieren un suplemento de NaCl en
el medio (Kaysner y DePaola, 2004; Farmer 3rd et al., 2005).

La mayoria de los vibrios estdn dotadas de un flagelo polar que les permite
tener una elevada movilidad en medio acuoso. Sin embargo, existen
excepciones de especies inmdviles como V. breoganii, V. comitans, V. ezurae,
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V. gallicus, V. halioticoli, V. inusitatus, V. neonatus, V. rarus y V. superstes
(Sawabe et al., 2004, 2007; Beaz-Hidalgo et al.,, 2009), y excepciones de
especies con dos flagelos, como es el caso de V. aerogenes (Shieh et al., 2000).
Ademas, algunas de las bacterias de este género tienen la capacidad de
moverse sobre sustratos sdlidos o semisdélidos mediante numerosos flagelos
laterales con menor longitud que el flagelo polar, movilidad que se conoce
como swarming (Shinoda y Okamoto, 1977; Baumann y Schubert, 1984).

A lo largo del tiempo se han ido observando otras excepciones, como la
produccién de gas al fermentar la glucosa (fuente principal de carbono y
energia) por V. aerogenes, V. furnissii, V. gazogenes y V. mytili (Hickman-
Brenner et al., 1984; Pujalte et al., 1993); la utilizacién del inositol por
V. aerogenes (Shieh et al., 2000), o la produccién de un pigmento anaranjado
por V. gazogenes, entre otras (Harwood, 1978; Baumann et al., 1984).

Por todo ello, las especies del género Vibrio tienen caracteristicas comunes a nivel
de género, pero, también tienen una serie de caracteristicas que las diferencia las
unas de las otras a nivel de especie (Farmer 3rd y Hickman-Brenner, 2006).

4.2.2. Taxonomia

En las dltimas décadas, la taxonomia de la familia Vibrionaceae ha evolucionado y
cambiado en gran medida.

La primera ediciéon del Bergey’s Manual of Systematic bacteriology (Baumann y
Schubert, 1984) inclufa cuatro géneros pertenecientes a la familia Vibrionaceae:
género Aeromonas (descrito por primera vez en 1936), Photobacterium (1899),
Plesiomonas (1962) y Vibrio (1954). En la actualidad, segtn The List of Prokaryotic
Names with Standing in Nomenclature (LPSN, 2011) revisada en diciembre de 2011,
y el International Committee on Systematics of Prokaryote (ICSP, 2010), la familia
Vibrionaceae incluye ocho géneros: Aliivibrio (Urbanczyk et al., 2007),
Catenococcus, Enterovibrio (Thompson et al., 2002), Grimontia (Thompson et al.,
2003), Listonella, Photobacterium (Baumann y Baumann, 1984), Sadlinivibrio
(Mellado et al., 1996) y Vibrio (Baumann y Schubert, 1984).

Ademas, dentro de estos géneros y, en concreto, en el género Vibrio, el
incremento en el ndmero de especies ha sido sorprendente, y debido en gran
parte al mayor poder discriminatorio de las nuevas técnicas moleculares que
incluyen la secuenciacién de genes ribosomales (codificacidon 55 rRNA, 23S y 16S),
la hibridacion de DNA/DNA y la secuenciacién de uno o mas genes housekeeping
(secuencias multilocus o MLST) (Kita-Tsukamoto et al., 1993; Maiden et al., 1998;
Stackebrandt et al., 2002).
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, el nimero de especies del citado género aumentd de 20 en 1980, a 47 en
2002 (Euzéby, 1997), a 63 en 2004 (Tabla 3, Thompson et al., 2004) y a mas de 100
especies en diciembre de 2011 (LPSN, 2011).

Tabla 3. Listado de especies de vibrios (Thompson et al., 2004).

SpeiEn namE Typz sirain Place and dacz of isolagonr® Sowce

Enrevovibrio commlil LMG 22287 Mugnedc Islind (Aoraliag 2002 Water exeract of bleached coral (Ml srmpiione)
Emrevovibyio Aorvepicas LMG 0E30T  AARS Austevoll (Morway), LIET Gt af wrbor laurvae § Seophdiodmws e
Grrivmoninia boilieae LMG 17707 Marpland (Uniced Stones) Human fzozs
Phstotecivive mgusem LMiG BL35T Hawaii (United Swies) Sea warer
P. dawerefae subsp. darareiae LMG TRET Unicsd Stanes Diseased damsz| fish [errm 4]
P. evrerenborgil LMG 22237 Magnedc Islind (Aoraliag, 2003 Tisue extract of bleached coral (Pac Spciana)
P. diopiscoriug LMG 105437 Morway Gut of fish
P. leograzd LMG 42287 TIniL:u:ld Leicgnmhidas fish (Farsi Leispearkidar j
P m LMiG 42337 E%ﬂlltd Suies) Seawmier
P profiedian LMG 1467 rench []q:u.n] Sadinant
Selsuivibvio comicela sobep, cominals LMG 126517 Anslra.lu Bacan. caring brine

Vibwio aevogerses LMG 10507 Seagrass bed in Mamwan bay (Taiwan)  Sediment

¥ oerasmonss LMG 70007 Oregon { United Scares) Oryseer

¥ egerivarr LMG 214407 Valenda (Spain) Seawmer

¥ wdginolsious LMiG 4207 Japan Spoiled horse mackerel { Trecdhiras madiumes)

Vg puaiiiarian LMiG 42377 Hnm;.a' issnsed cod (Cadie meorku )

¥ Brasilssiy LMG 205467 LOMM Flarianépealis (Brazily, 1900 Bivalve larve (Nodipeotn modenes)

¥ cailvereis LMG 212047 Bay of Cabvi (Meditermnean ), France  Ssawaier

¥ campheili LMG I.:IZLE: Hawaii (United Swies) Seawmner

¥ ol LMiG 21353 AARS Auspevall Mo L LT G of wrbor larvae § Soopd oiedemsws e

K |:.||u~?1|:-|;:ll.|I LMG 2160ET  Asin (e Clinical o

K chfhurm LMG TR T Ohio { Unired Eune;_! Human blocd and cersbrospinal Auid

¥ coraliriour LMG 205827 Indian Ocean near Zanzibar, 1006 Diiseased Pociiopsre dimicormis

¥ crermosroae LMG 22407 [FREMER La crembiade (Franee) Hemnctymph of diseased reared ayseers | Oraamemers figas)
¥ owclisroplicus LMiG 213507 Washingion i Univsd Seaves) Crecacz-contaminared s=diment

¥ diehalices LMG 108057 Enst Pacific Rise, 1000 Diarsal imegument of polychaee (Alinela pompgiens )
¥ dienoroplicus LMG TRGT Meova Sconia (Canada) Sea archin { Sroaglocanrons)

¥ emurme LMG 17" Kanagawa (Japan), 1905 Gt of abalone (Halions diversiooler nuperams )
¥ fadhed LMG 4447 Musachuses (United Swies), 1033 Diead sguid

¥ Ruviaiis LMG 7B Bangladesh Human 2oz

K LMG 215577 Ewador, 1966 Lisspenneus vassearm larvas

F fmaderid LMG 700" Japan Human fzces

¥ pailious LMG 113307 Brex {France), 301 French abalone Halone ruborules

¥ progener LMG 105407 Massachuseis (United Suies) Mud from salimarsh

¥ hedioseoli LMG 185427 Eomaishi (Japan); 1091 Gt af abalone (Halion: discus e

¥ herven LMiG 40447 Mmaachusees | Unied Srares), 19335 Dizad amphiped [ Talorchesia sp.)

¥ i:pum'us LMG 203627 CENADM (Ecuador), 3000 Digesdve gland of white shrimp (Linpessesr v amer)
l-" Ritpanica LMG 132407 Barcelona (Spain), 190 Culnare warsr

¥ idhdipoearnan LMG 10647 Hiroshima (Japan) Gt of dissassd Japanase Aoundsr (Pambichas olbecous)
¥ damaloae LMG 205307 IFREMER (Francs), 1008 Diseasad oysrer hinae (Onres edulie)

¥ fennr LMG 210387 Mediterransan coast, Walsncia (Spain) g}:n!rs

¥ foged LMG 10E06T  Unived Simies ut af Arciic scallop

¥ medinenraned LMG 112587 Valenda (Spain) Coastal seawater

V. merslesiboi LMG 116647 Asin Driszased fowl

V. mimicas LMG TR T Marth C.l.rdiua {Unired Smpes) Infecrsd human ear

¥ il LMG 1577 Valenda (5pa :!I Bivabve (Myeiler aaali)

¥ mewiogers LMG LE35T  Sapelo Ishind (United Scares) Sah marsh mud

V) sgirnsisis LMG 15767 Villa Franm Navarm (Spain), 1952

¥ miconans LMG 1%72T  Eanagawa (Japan), 1 Gt af abalone (Halions discus disos)

¥ meptim s LMG 205367 LOMM Floria lis (Brazily 1905 Bivalve larvae (Nodipecren modens)

F wiereis LMG 3BT Hawaii (United Swies) Ssawater

¥ migrpadclrinedo LMG 3BT Hewaii (United Swies Seawater

¥ ordaiiv LMG 135447 Washingion { Univsd Saves), 1973 Diseased coho salmen (Ohcordaveciins dadlfines )
¥ orisalis LMG 7877 Yelloa Sea { China Seawater

¥ paciaii LMG 1007 Diahoa (China), 1905 Healthy shrimp larvae (Persacss chinensie)

¥ parchammolious LMG 38507 Japan Diseas=d human

¥ peonersicida LMG 1%427  Brimany (France), 19591 Diseased bivalve larme (Peoas manisis )

¥ pelegiur LMiG 3877 Harwaii (Unined ure-.l] Seawmer

¥ pesieeicide LMG 13T hima. {Japan Diiseassd kuruma prawn (Peaoes japomicas)

¥ pomarayi LMG 205377 LOMM Hnrlaud-p-ulu (Brazily, 1908 Healehy bivabve larvae (Nedipecaes Aodos

K iCass LMG 37737 Unicad Siaies Imestine of isopod | Liswioria sparcaala )

¥ roufarioius LMG 214607 ARC Gem (Beigium), 1990 Betifer in recirculation sysesm (Srechiomsr pliogailin
V. raber LMG 216767 Keelung (Taiwan) Seawater

¥ rasmolerenic LMG I00GET  Japan Cirain pool of a fih-procesing planc

¥ eadmasvaicida LMG 14007 Morway Diiseased Atlantic saiman (Salesr saler)

¥ sooplalunde LMG 1M5ET  Spain Turbeot joresnile (Seophoiaimus marimis)

¥ splevdicler LMG 10T rih Fza Marine fish

K LMG 213237 Ansiralian Coase Gut af abalone 5.|‘-f.:|'.'un3 lenvigare and H. rubra)
F rapais LMG 107067 Landsda (France) Clam § Tapes philjopinrae)

¥ rasearsivds LMG 200127 MPL  Tasmania Avlamic saimen (Sl saler)

¥ pulbveshsd LMG LEGAT  Milfard, Conn. { United Smnes) Hard clam { Mercomaris morosionia)

. vadnificas LMG 135457 1U5.A Human wound infecion

¥ widswir LMG 2017 Morway, 1988 Sakmion wich wineer aleer (Salmo i)

¥ muii LMG 213467 Daboa (Chinay, 1505 Shrimp oahure water

T AARS, samsvoll, Agquaculoire Reszarch Siation of Austevoll, Auseevoll, Morway, LOMM Floriantpalis, Laboracory for Culoire of Marine and Mollscs,
Flermapolis, Brazl; CENADM, Naional Cener for Marine and Aquacucurs BEesgarch, Guaysquil, Ecuador, IFEEMER, French Tutkme far Exploration of the Sea,
Brinany, Frarcs; MFL, Mount Pleaant Laboraories, Tamania, Ausiral .
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4.2.3. Patogenicidad
4.2.3.1. Infecciones gastrointestinales y extraintestinales en humanos

En la actualidad se conocen mas de 250 enfermedades que son transmitidas a
través del consumo de alimentos y que pueden estar causadas por virus,
bacterias, pardsitos, toxinas y metales (Mead et al., 1999). Los sintomas
pueden variar desde gastroenteritis ligeras a procesos letales, pasando por
dafios neuroldgicos, hepaticos y renales. Los Centros para el Control y
Prevencidn de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés)
estiman que cada afo aproximadamente 1 de cada 6 estadounidenses (es
decir, 48 millones de personas) se enferman, 128.000 son hospitalizados y
3.000 mueren de enfermedades transmitidas por los alimentos y que de los 31
patégenos que se conocen, transmitidos por los mismos, Salmonella spp. (no
tifoidea), Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes y norovirus causan la
mayoria de las muertes (CDC, 2011; Scallan et al., 2011a). Ademas, existen
enfermedades transmitidas por los alimentos causadas por agentes
desconocidos (Tauxe, 2002; Scallan et al., 2011b), y brotes de infecciones que
aumentan por el incremento del consumo de determinados alimentos
(consumo de bivalvos) (Potasman et al., 2002).

No todas las especies pertenecientes al género Vibrio se encuentran asociadas
con infecciones del tracto gastrointestinal, o en menor medida con patologias
extraintestinales. De hecho, en la actualidad, sélo diez son consideradas
patégenas para los humanos: V. alginolyticus, V. cholerae (serogrupos O1 y
non-01), V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. harveyi, V. metshnikovii,
V. mimicus, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus (Tabla 4) (Hickman-Brenner et
al., 1984; Hansen et al., 1993; Howard y Bennett, 1993; Su y Liu, 2007; Turifio-
Luque et al., 2007; Wilkins et al., 2008; Reilly et al., 2011; LPSN, 2012).

De ellas, V. cholerae O1, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus y en menor medida
V. fluvialis, V. furnissii, V. mimicus, son consideradas las mas importantes como
agentes etioldgicos de procesos patoldgicos en humanos, como gastroenteritis,
infecciones de heridas y septicemia (Daniels et al., 2000; Ho et al., 2010; Baker-
Austin et al., 2010). En este contexto, V. cholerae (Pollitzer et al., 1959),
V. parahaemolytocus (Fujino et al., 1974), V. fluvialis (Huq et al, 1980) vy
V. mimicus (Davis et al., 1981) estdn mayoritariamente implicadas en infecciones
gastrointestinates (casos de diarrea), mientras que V. vulnificus (Blake et dl.,
1980), V. alginolyticus (Blake et al., 1979) y V. metschnikovii (Lee et al., 1978)
estan relacionados con infecciones de heridas y septicemia, siendo V. vulnificus
la especie halofilica con un potencial virulento mayor (Roig et al., 2010).
Ademas, también se han publicado casos de infecciones de tejidos blandos,
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abscesos, peritonitis, otitis y conjuntivitis causadas por vibrios no coléricos
(Penland et al., 2000).

Tabla 4. Patologias causadas en humanos por infecciones con vibrios (adaptado
de West, 1989; Oliver y Kaper, 1997; Daniels y Shafaine, 2000)

- Patologia
Especie
Gastroenteritis  Infeccion de heridas  Septicemia primaria

V. alginolyticus + ++ (+)
V. cholerae non-O1 ++ (+) +
V. cholerae 01/0139 ++ + ND
V. cincinnatiensis (+) ) (+)
V. fluvialis ++ + +
V. furnissii ++ ) (+)
V. harveyi ND (+) (+)
V. metshnikovii + ) (+)
V. mimicus ++ (+) (+)
V. parahaemolyticus ++ (+) +
V. vulnificus + ++ +

++: Infeccién descrita en alto nimero de casos. +: Infeccién descrita en un ndmero bajo de casos.
(+): Infeccién poco habitual. ND: Infeccién no descrita.

Otras especies del género Vibrio que antes estaban dentro de este grupo de
especies patdgenas para humanos han sido reclasificadas dentro de otros
géneros. Por ejemplo, V. hollisae ha sido reclasificada dentro del género
Grimontia (Grimontia hollisae) (Thompson et al., 2003; LPSN, 2012), y
V. damselae como Photobacterium damselae correg. (Love et al., 1981) Smith et
al. 1991 comb. nov. que hasta el afio 2000 no fue formalmente propuesto
(fecha de publicacién de la norma modificada 61, Int. J. Syst Evol Microbiol.
2000, 50, pagina 2239, columna 2) dando lugar a confusiones (Holmes y
Farmer 3rd, 2009). Y V. carchariae (Grimes et al., 1985) serd el sinénimo
posterior de V. harveyi (Johnson y Shunk IV, 1936) Baumann et al., 1981, comb.
nov. (Pedersen et al., 1998).

La gastroenteritis, asociada al consumo de mariscos y pescados crudos o poco
cocinados, se describe como un proceso cuyos principales signos clinicos son
diarrea, vomitos y calambres abdominales. Normalmente no se requiere
tratamiento antibidtico ni hospitalizacion y, en algunos casos, el periodo de
incubacidn y las manifestaciones clinicas son similares e indistinguibles de las
ocasionadas por otros enteropatdgenos. Por otra parte, las infecciones de
heridas (cortes, rasgufios, etc.) ya preexistentes o las producidas por
actividades acudticas o manejo de animales y/o comida de origen acudtico, en
ocasiones requieren asistencia sanitaria. Ademas, en el caso de que las
bacterias lleguen a invadir el torrente sanguineo pueden desencadenar
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septicemia primaria, una enfermedad sistémica grave e incluso mortal, cuyos
signos clinicos son: fiebre, hipotensidn, postracidon, escalofrios vy
ocasionalmente dolor, nduseas, vomitos y diarrea. Vibrio vulnificus es
reconocida como la especie aislada con mayor frecuencia a partir de pacientes
con septicemia debida a vibrionaceas (Tantillo et al., 2004).

4.2.3.2. Vibriosis

La vibriosis es la forma genérica para denominar las enfermedades causadas
por algunas especies del género Vibrio en animales acuaticos, tanto silvestres
como en cautividad. La vibriosis esta presente en todo el mundo y el cultivo
intensivo de estos animales en sistemas de acuicultura favorece la aparicién
de esta enfermedad.

La vibriosis en bivalvos puede afectar a los individuos en casi todos los estados
de su desarrollo: larvas, juveniles, y reproductores. Algunas de las especies
identificadas como causantes de enfermedad son: V. aestuarianus (Garnier et
al., 2007), V. anguilarum (larvas de ostién), V. campbellii, V. celticus (patégeno
potencial de almejas) (Beaz-Hidalgo et al., 2010), V. crassostreae (Faury et al.,
2004), V.gigantis (Le Roux et al., 2005), V. harveyi, V. kanaloae, V. lentus,
V. metschnikovii, V. neptunis (Prado et al., 2005), V. ordali, V. pectenicida;
V. splendidus (Duperthuy et al., 2010), V.alginolyticus (larvas y juveniles de
R. decussatus y Argopecten purpuratus) (Riquelme et al., 1996; Gémez-Ledn et
al., 2005), V. parahaemolyticus (postlarvas de abalén H. diversicolor supertexta)
(Cai et al., 2007); V. tapetis (responsable de la enfermedad del anillo marrén BRD
en R. philippinarum) (Paillard et al., 2004; Drummond et al., 2007) y V. tubiashii
(Hada et al., 1984; Elston et al., 2008).

La vibriosis en crustaceos puede ocurrir por un aumento del nivel de bacterias
en hemolinfa, bacterias que a bajos niveles son toleradas (Sizemore y Davis,
1985), o por la penetracion de bacterias a través de poros o heridas en el
exoesqueleto (Alday-Sanz et al., 2002). Las especies de vibrios que estdn
implicadas en esta enfermedad incluyen a V. harveyi (Soto-Rodriguez et al.,
2012), V. splendidus, V. parahaemoyticus (Martin et al., 2004), V. alginolyticus
(Chen et al., 2000), V. vulnificus (Alday-Sanz et al., 2002), V. campbelli, V. ordalii,
V. mediterrani, V.penaeicida (Goarant et al., 2000), V.neptunius,
V. nigripulchritudo (Goarant et al., 20063, 2006b).

En relaciéon con los cefalépodos, sélo se tienen evidencias de vibriosis en
pulpos y principalmente en animales cultivados aunque también se han
encontrado en pulpos salvajes. Las especies relacionadas con esta
enfermedad son: V. alginolyticus, V. anguillarum, V. cholerae O1, V. cholerae
non-O1, V. fluvialis, V. harveyiy V. parahaemolyticus (Farto et al., 2003).
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En peces, la vibriosis es una de las enfermedades mas problematicas y
prevalentes en especies cultivadas y silvestres, que puede causar grandes
mortalidades y que implica graves pérdidas para la acuicultura. Es una
enfermedad de distribucién mundial que estad asociada a cuadros de estrés y
afecta principalmente a especies marinas y de aguas salobres, pero también a
especies de agua dulce (Austin y Austin, 2007). La vibriosis puede
denominarse con diferentes nombres segun la especie causante y la especie
hospedadora. Asi, V. anguillarum es el agente causal de la Vibriosis Clasica, que
cursa con septicémica hemorragica en variedades de peces tanto de aguas
calidas como frias (Toranzo et al., 2005), V. salmonicida (Egidius et al., 1986) es
el agente etioldgico de la vibriosis de agua fria o Enfermedad de Hitra,
enfermedad que afecta al salmén atlantico (Salmo salar), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y, ocasionalmente, al bacalao (Gadus morhua) vy,
V. vulnificus biotipo 2 (serovar E) es el causante de la Vibriosis de aguas Calidas
que afecta a la anguila (Anguilla anguilla) (Biosca et al., 1991; Amaro et al., 1992;
Amaro y Biosca, 1996; Marco-Noales et al., 2001; Fouz et al., 2010).

La vibriosis en cnidarios puede aparecer por diversos motivos atacando a las
colonias de coral en momentos de estrés y dando lugar a diversas patologias. Las
especies de vibrios asociadas a enfermedades en cnidarios incluyen V. aestuarianus,
V. alginolyticus, V. campbellii, V. cordlliilyticus, V. harveyi, V. mediterrani,
V. proteolyticus, V. rotiferianus, V. splendidus, y V. shilonii (Cervino et al., 2008; Vidal-
Dupiol et al., 2011).

4.3. Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es un patégeno humano descubierto por primera vez en
1950 por investigadores de la Universidad de Osaka (Japdn), al ser identificado
como el agente causal de una intoxicacion alimentaria asociada al consumo de
sardinas crudas en Japdn, donde hubo 272 personas afectadas, con 20 fallecidos
(Fujino et al., 1953; Sakazaki et al., 1963).

Esta especie bacteriana es ubicua del medio marino y principalmente de estuarios
de zonas templadas y tropicales (Joseph et al., 1982). Tiene las caracteristicas del
género Vibrio al que pertenece y las propias como especie. Vibrio parahaemolyticus
es un bacilo recto o curvado, Gram-negativo, que mide entre 1,4-2,6 pm de largo y
0,5-0,8 um de didmetro. Su requerimiento en Na* se encuentra entre el 1y el 8% de
Nadl, con un éptimo entre 2-4%. Esta especie crece dptimamente a temperaturas
entre 10-44°C, con un éptimo de crecimiento entre 35-37°C y un pH que varia de 4,8 a
11,0 con un déptimo de 7,6 a 8,6 (Beuchat, 1973). Vibrio parahaemolyticus tiene un
tiempo de generacién estimado en 8 a 9 min a temperatura éptima (37°C), por lo
que puede alcanzar concentraciones muy elevadas en poco tiempo (Oliver y Kaper,
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1997; Daniels y Shafaie, 2000; Morris, 2003). Tiene un Unico flagelo polar envainado
y expresa flagelos periféricos desnudos, antigénicamente diferentes del flagelo
polar (Belas y Colwell, 1982; Baumann y Schubert, 1984; Belas et al., 1986) lo que
hace pensar que esta especie puede moverse en medio liquido mediante el flagelo
polary en sdélido mediante swarming.

Vibrio parahaemolyticus tiene un contenido de G + C que varia del 44% al 49%. Y su
genoma consta de dos cromosomas circulares de 3.288.558 pb y 1.877.212 bp, y
contiene 4.832 genes (Makino et al., 2003). Filogenéticamente se encuentra préximo a
V. cholerae, pero la comparacién de sus genomas muestra diferencias entre ellos. El
genoma de V. parahaemolyticus tiene muchos reordenamientos dentro y entre los dos
cromosomas. Y aunque el cromosoma 1 no difiere mucho de tamafio entre los dos
vibrios (33 frente a 30 Mb), el cromosoma 2 es mucho mayor en V. parahaemolyticus.

4.3.1. Variabilidad serolégica

Vibrio parahaemolyticus presenta varios serotipos, que se diferencian seguin sus
antigenos somatico (O), capsular (K) y flagelar (H). El sistema mds extendido de
serotipado se realiza en base a la variabilidad en los antigenos O y K. Asi, se han
descrito 13 variantes de antigenos O y 71 de antigenos K, de forma que la
determinacidn de serotipos por combinacién O:K ha resultado de gran utilidad
para el estudio epidemiolégico de la enfermedad causada por este patégeno.

En V. parahaemolyticus, a diferencia de lo que sucede con V. cholerae, no hay
asociacion entre serotipo y enfermedad, por lo que cualquiera de ellos puede causar
gastroenteritis en humanos (Nair y Hormazdbal, 2005). Sin embargo, la cepa
V. parahaemolyticus 03:K6 aislada por primera vez en Calcuta (India), es una de las
mas virulentas llegandose a diseminar rdpidamente a otros lugares y aumentando la
incidencia de esta enfermedad (Daniels et al., 2000; Yeung et al., 2002).

Se ha observado que existen fagos especificos relacionados con determinados
serotipos (Nasu et al., 2000; lida et al., 2001). Por ejemplo, en V. cholerae los genes
de la toxina del cdlera, ctxA y ctxB estan localizados en un fago lisogénico, CTX,
que se transmite entre cepas por transduccién, lo que determina que las cepas
virulentas sean las lisogenizadas por el fago y las no virulentas las no lisogénicas
(Waldor y Mekalanos, 1996; lida et al., 2001). Mientras que Myers y colaboradores
(2003) determinaron que el fago filamentoso f237 era especifico y estaba
exclusivamente relacionado con las cepas de V. parahaemolyticus aisladas desde
1996, todas ellas 03:K6. Este fago tiene 10 fragmentos de lectura abiertos (ORFs),
incluyendo un fragmento de lectura abierto unico, ORF8, el cual no muestra
ninguna homologia con secuencias conocidas de DNA. La amplificacién por PCR
del segmento ORFS8, en otras cepas virulentas con serotipos 04:K68 y O1:KUT
demostro la estrecha relacion de éstos dos serotipos con el serotipo 03:K6, del
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cual probablemente derivaron (Chiou et al., 2000; Chowdhury et al., 2000; DePaola
etal., 2000).

La cepa original 03:K6 recibe el nombre de “cepa pandémica”, y junto con sus
clones emergentes 04:K68, O1:K25, O1:K26 y O1:KUT forma el denominado
“grupo pandémico” (Okura et al., 2003). Aunque, hay que tener en cuenta que
recientes estudios sugieren la inclusién de nuevos clones de la cepa pandémica
(Meador et al., 2007).

4.3.2 Ecologia

Vibrio parahaemolyticus habita las aguas costeras y los estuarios de las regiones
tropicales y templadas del planeta (Fujino et al., 1974; Ayres y Barrow, 1978;
Kaneko y Colwell, 1978). Es una bacteria que puede vivir libremente o asociada
con el fitoplancton, zooplancton, peces, crustaceos o moluscos, que constituyen
el reservorio de esta especie en el ecosistema acudtico (Baross y Liston, 1968;
Thompson y Vanderzant, 1976a; Karunasagar et al., 1987; Colwell y Huq, 1994;
Heidelberg et al., 2002; Das et al., 2009).

Relacién con el zooplancton. Diversos estudios han demostrado que Vibrio spp.
constituye una porcidon significativa de la microbiota natural del zooplancton,
especialmente del zooplancton con exoesqueleto de quitina, como los copépodos.
Por tanto, la relacidon que existe entre ellos podria explicar la persistencia durante
todo el afno de los vibrios (Kaneko y Colwell, 1975a; Sakar et al., 1983; Watkins y
Cabelli, 1985). En consecuencia, la densidad de V. parahaemolyticus en el agua de
mar podria estar controlada por los mismos pardmetros que causan variaciones en
las poblaciones de zooplancton (temperatura, luminosidad, corrientes marinas,
concentracion de nutrientes y concentracion del fitoplacton, entre otros).

Temperatura y salinidad. La distribucion y abundancia de V. parahaemolyticus en
el medio marino se ve favorecida por las altas temperaturas y concentraciones
medias salinas (Joseph et al., 1982; Kelly y Stroh, 1988), y también podrian verse
modificadas en funcidén de otros parametros ambientales tales como el pH y Ia
turbidez. En general, las temperaturas superiores a 19°C, cuando la salinidad esta
entre 5y 30%, favorecen el crecimiento de V. parahaemolyticus en el medio
acuicola. Ademds, se ha observado que incluso fuera de este rango de
salinidades, las temperaturas elevadas permiten la proliferacion de especies
patégenas de vibrios (Tantillo et al., 2004).

Se han publicado diversos estudios en relacion a la ecologia de
V. parahaemolyticus, encontrando variaciones de sus concentraciones tanto
regionales como espaciales. Asi, Kaneko y Colwell estudiaron durante varios afos
el ciclo anual de V. parahaemolyticus en Rhode River, subesturario de Chesapeake
en EE.UU., y observaron que V. parahaemolyticus tenia un ciclo estacional
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(Kaneko y Colwell, 1973, 1975b, 1978). Esta bacteria sobrevivia durante el invierno
en el sedimento, para asociarse posteriormente con poblaciones de copépodos
cuando la temperatura del agua alcanzaba los 14-15°C (abril) y era liberada a la
columna de agua cuando la temperatura se incrementaba a 19-20°C. Ademas, la
absorcién de esta bacteria por parte de los copépodos fue mds eficiente a bajas
salinidades. Estudios llevados a cabo en la costa noroeste del Pacifico de EE.UU.
relacionaron la temperatura con la presencia de V. parahaemolyticus, aislando
esta bacteria en muestras de aguas con temperaturas superiores a 15°C-17°C y
salinidades por debajo de 13 ppt (Kelly y Stroh, 1988; Kaysner et al., 1990).
DePaola y colaboradores en 1990, estudiaron las distribuciones estacionales y
geograficas de V. parahaemolyticus en muestras de agua y de ostras, asi como su
correlacion con la temperatura y salinidad del agua, y con otros parametros
microbioldgicos, en la costa del Pacifico, en el Golfo de México y en la costa
atlantica de Estados Unidos. En este trabajo encontraron que los niveles de
V. parahaemolyticus tanto en muestras de agua como en ostras mostraron una
fuerte correlacion con la temperatura del agua, pero no con la salinidad. Ademas,
encontraron niveles mas elevados de esta bacteria en ostras que en agua. Cook y
colaboradores (2002) detectaron V. parahaemolyticus en el 94,2% del marisco
cosechado de aguas cuya temperatura se encontraba por encima de 25°C, y sélo
en el 14,9% de las muestras de mariscos cosechadas de aguas con temperaturas
inferiores a 10°C. Gooch y colaboradores (2002) encontraron la misma tendencia
observando una densidad media de V. parahaemolyticus de 130 ufc/g con la
temperatura del agua superior a 20°C (de Abril a Diciembre), mientras que esa
densidad disminuia aproximadamente un logaritmo a temperaturas menores.

Ecologia de las variantes patogénicas de V. parahaemolyticus. En relacion con las
variantes patogénicas de V. parahaemolyticus que se describirdn con mayor detalle
en apartados posteriores, Kaufman y colaboradores (2003) examinaron la
variabilidad en los niveles de V. parahaemolyticus total y patédgeno en ostras,
individualmente procesadas. Encontraron niveles similares de V. parahaemolyticus
total en el 90% de las ostras estudiadas, inmediatamente después de ser
cosechadas, durante los meses de Junio, Julio y Septiembre, en un rango desde
200 a 2.000 ufc/g. Pero, V. parahaemolyticus patégeno solo fue detectado a
niveles superiores a 100 ufc/g después de almacenar las ostras a 26°C durante 24 h
y en algunas ostras cosechadas en Junio y Julio (nunca en Septiembre). DePaola y
colaboradores (2003) publicaron tendencias estacionales similares en
V. parahaemolyticus totales para dos puntos de muestreo en Alabama: Cedar
Point Reef (con salinidades bajas), y Dauphin Island (salinidades altas). Ademas,
encontraron que las cepas de V. parahaemolyticus patégeno (tdh+) constituian
un alto porcentaje de la poblacién de V. parahaemolyticus cuando la temperatura
del agua y los V. parahaemolyticus totales descendian. Los niveles registrados de
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V. parahaemolyticus patdgeno variaron entre 10 y 20 ufc/g en el 40% de las ostras
cosechadas durante Junio y Julio y, una vez mas, no fueron detectadas en las
ostras cosechadas en Septiembre. Zimmerman vy colaboradores (2007)
demostraron mayores variaciones, tanto temporales como espaciales, en las
densidades de las variantes patogénicas de V. parahaemolyticus, lo que implicaria
que el uso de las densidades totales de V. parahaemolyticus para predicciones de
riesgo no seria adecuado.

El general el papel que juega la temperatura parece estar claro (DePaola et al.,
2003; Parveen et al., 2008), sin embargo existe una cierta controversia al estudiar
el papel de la salinidad, que para algunos esta correlacionado con la densidad de
vibrios en la columna de agua (Kaper et al., 1981; Joseph et al., 1982; Kelly y Stroh,
1988; Deepanjali et al., 2005), mientras que para otros no existe una relacién
significativa entre ellos (Sobrinho Pde et al., 2010).

En cualquier caso, existen una serie de factores como la temporada del afio, la
localizacién en la columna de agua, el tipo de muestra, la contaminacidn fecal y
los métodos analiticos de aislamiento, entre otros, que estan relacionados con
las variaciones en la densidad de V. parahaemolyticus (DePaola et al., 1990;
Zimmerman et al., 2007; Baker-Austin et al., 2010; Martinez-Urtaza et al., 2010).

4.3.3. Estrategia de supervivencia y estado viable no cultivable (VBNC)

El “estado viable pero no cultivable” (VBNC, por sus siglas en inglés), hace
referencia a la forma de resistencia a las condiciones ambientales adversas que,
se postula, han desarrollado algunas especies bacterianas aisladas en todo tipo
de ambientes. Estas bacterias sufren alteraciones de distinta indole que les
permiten sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables (condiciones de
estrés), como la falta de nutrientes, pH inadecuado o bajas temperaturas (Xu et
al., 1982; Marden et al., 1985; Linder y Oliver, 1989; Gauthier, 2000; Oliver, 2010).

El estado VBNC ha sido descrito en diversas especies del género Vibrio incluyendo
V. anguillarum, V. campbellii, V. cholerae, V. fischeri, V. harveyi, V. parahaemolyticus,
V. shiloi, V. tasmaniensis y V. vulnificus (Oliver, 1995; Oliver y Bockian, 1995; Oliver
et al., 1995; Jiang y Chai, 1996; Wong y Wang, 2004; Vattakaven et al., 2006).

Las alteraciones que sufren las bacterias en estado VBNC afectan a su morfologia
(reduccién del tamafo), fisiologia, bioquimica, composicidn en lipidos y acidos
grasos de la membrana citoplasmatica, entre otras (Nystrom y Kjellberg, 1989;
Linder y Oliver, 1989; Johnston y Brown, 2002; Day y Oliver, 2004). Las bacterias en
estado VBNC no pueden recuperarse del ambiente usando medios convencionales
por lo que se han desarrollado métodos alternativos para su deteccién y estudio
(Kogure et al., 1979; Nwoguh et al., 1995; Joux y Lebaron, 1997; Yokomaku et dl.,
2000), detectando la actividad respiratoria mediante el uso de aceptores de
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electrones (Zimmermann et al., 1978; Dufour y Colon, 1992) y mantenimiento de la
integridad celular mediante la exclusiéon de fluorocromos (Boulos et al., 1999).
Todos estos métodos demuestran que las células no cultivables son viables y
metabdlicamente activas (Manafi et al., 1991; Colwell y Hug, 1994).

En consecuencia, estas células podrian reanudar el crecimiento activo (resucitar)
cuando las condiciones que han provocado el estado VBNC revierten (Nilsson et
al., 1991; Wolf y Oliver, 1992; Oliver et al., 1995; Whitesides y Oliver, 1997). Sin
embargo, los resultados obtenidos son contradictorios y hay autores que afirman
que esta aparente “resucitacion” tras la adicién de nutrientes se debe al
crecimiento de un pequeno nimero de células cultivables (presentes en todo
momento) y no a la activacion real de las células latentes (Ravel et al, 1995;
Bogosian et al., 1998; Barer y Harwood, 1999; Oliver, 2005).

En el caso de los vibrios patdgenos, se ha evaluado el impacto que la entrada en
el estado VBNC en condiciones adversas podria tener en Salud Publica. Baffone y
colaboradores (2003) encontraron que las células VBNC de las cepas de
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus de origen ambiental y V. parahaemolyticus
ATCC 43996, inoculadas por via intragastrica a ratones albinos (cepa BALBJc),
conservaban su capacidad para expresar las proteinas asociadas con la
patogenicidad, aunque tal expresidon podia ser transitoria y/o impredecible.

4.3.4. Factores de virulencia

Antiguamente, las especies de V. parahaemolyticus se clasificaban segun el
serotipo pero, en la actualidad, se clasifican en base a su potencial de
patogenicidad por la presencia de diversos factores de virulencia, incluyendo los
productos de los genes tdh y trh, y los sistemas de secrecidon de tipo lll
(Nishibuchi et al., 1992; Nishibuchi y Kaper, 1995; Okuda et al., 1997a; Shimohata y
Takahashi, 2010; Akeda et al., 2011; Shinoda, 2011). A continuacién se describen
algunos de los factores de virulencia mds estudiados, aunque el nimero total de
mecanismos de patogénesis de V. parahaemolyticus sigue sin conocerse.

La hemolisina directa termoestable (TDH) es la responsable de producir la beta-
hemdlisis de los eritrocitos humanos en agar Wagatsuma (7% de Nacl, manitol y
sangre humana o de conejo fresca) incubado a 35-37°C durante 24 h. A esta
hemdlisis se la conoce con el nombre de fenémeno de Kanagawa (KP) (Sakazaki
et al., 1968; Miyamoto et al., 1969; Takeda, 1982; Nishibuchi et al., 1985). Se ha
demostrado que la TDH tiene actividad hemolitica, enterotdxica, cardiotdxica y
citotéxica (Shirai et al., 1990; Nishibuchi et al., 1992; Honda e lida, 1993). Existe
una clara asociacion entre resultado KP+ y potencial de la cepa para causar
gastroenteritis (Shirai et al., 1990). Asi, mas del 90% de aislados clinicos de
individuos con gastroenteritis son KP+y menos del 1% de los aislados ambientales

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en
moluscos bivalvos de interés comercial



son KP+ (Thompson y Vanderzant, 1976¢; Joseph et al., 1982). Es mas, en un
estudio realizado con voluntarios humanos, las cepas KP+ produjeron diarreas,
mientras que las KP- no lo hicieron, incluso con dosis de 10° bacterias/individuo.
En la actualidad se sabe que la toxina TDH estd codificada por el gen tdh, del cual
existen variantes de secuencia conocida, con un origen comun y un 97,2% de
similitud (Nishibuchi y Kaper, 1990; Yoh et al., 1991).

Se ha descrito otra toxina denominada hemolisina relacionada con la hemolisina
directa termoestable (TRH) que también estd asociada con la patogenicidad
(Shirai et al., 1990). TRH esta codificada por el gen trh, del cual también hay
descritas dos variantes, trh1 y trh2, genéticamente relacionadas entre si (84%
identidad) y con el gen tdh, con el que presentan un 68,6% de similitud (Kishishita
et al., 1992). Ademds, aunque V. parahaemolyticus en general no produce ureasa,
los aislados clinicos que la producen también poseen el gen trh (Abbott et al.,
1989; Suthienkul et al., 1995; Osawa et al., 1996; Okuda et al., 1997a), lo que
implica un vinculo genético entre el gen de la ureasa (ure) y el gen trh en el
cromosoma (lida et al., 1997).

Todas las cepas aisladas de V. parahaemolyticus asociadas a enfermedades
gastrointestinales son TDH+ y/o TRH+ (Honda et al., 1987; Bej et al., 1999). Se
postula que la proporciéon de V. parahaemolyticus potencialmente patdgeno
aislados con respecto al total de la especie en ambientes acuaticos y alimentos
de origen marino es muy baja (Wong et al., 2000).

La secuenciacion del genoma de la cepa RIMD2210633, que es KP+ y pertenece al
serotipo pandémico 03:K6, ha revelado que éste codifica para dos Sistemas de
Secrecion Tipo Il (T3SS) (Makino et al., 2003). El primero se encuentra en el
cromosoma 1 (T3SS1) y es similar, tanto en estructura como en organizacién, al
de Yersinia sp. Los genes para T3SS1 estdn presentes en todos los genomas
analizados de V. parahaemolyticus, independientemente de su origen clinico o
ambiental. El segundo conjunto de genes se encuentra en el cromosoma 2
(T3SS2), dentro de una isla de patogenicidad de aproximadamente ~80 kb que,
ademas lleva las dos copias del gen tdh. T3SS2 no parece ser similar al de ninguna
otra bacteria, excepto V. cholerae no-O1/no-0139 T3SS (Dziejman et al., 2005).
Ambos sistemas de secrecién, T3SS1 y T3SS2 son aparentemente funcionales
(Park et al., 2004b), y parece ser que el Sistema T3SS2 seria exclusivo de las cepas
KP+ (Makino et al., 2003). En cualquier caso, el papel determinante de TDH vy el
Sistema T3SS en la patogénesis de V. parahaemolyticus (citotoxicidad,
enterotoxicidad y septicemia) estad siendo estudiado. Hiyoshi y colaboradores
(2010) demostraron que en Sistema T3SS1 es el principal responsable de la
actividad citotoxicidad en un modelo de infeccién murina.
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Estos sistemas podrian desempefiar un papel relevante en la manifestacion clinica
de infecciones por V. parahaemolyticus, como ocurre con Shigella spp., Salmonella
spp. Y Escherichia coli enteropatégena, cuyo sistema T3SS estd involucrado en la
invasién de las células epiteliales intestinales (Makino et al., 2003). En concordancia
con esta hipdtesis, estos genes no se encuentran en el genoma de otros vibrios no
invasivos como V. cholerae O1 (Heidelberg et al., 2000), V. vulnificus (Chen et al.,
2003) y V. fischeri (Ruby et al., 2005). Ademds, los genomas de V. cholerae non-
0O1/non-0139 (Dziejman et al., 2005) y V. harveyi (Henke y Bassler, 2004), que son
débilmente invasivos, contienen un solo conjunto de genes de T3SS.

Meador y colaboradores (2007) encontraron excepciones a la correlacién entre
presencia de genes para T3SS2 y KP+ (Makino et al., 2003; Park et al., 2004b) y
describieron cepas tdh-negativas y trh-negativas que eran positivas para los
genes que codifican T3SS2+y, al contrario, cepas KP+, que eran T3SS2-negativas.

La identificacién en el estudio de Meador y colaboradores (2007) de dos cepas
clinicas humanas T3SS2+, tdh- y trh- refuerza ain mas el argumento de que T3SS2
de Vibrio es un factor de virulencia que contribuye a la infecciéon y el
desencadenamiento de la enfermedad en humanos (Dziejman et al., 2005, Park et
al., 2004a; Park et al., 2004b). Asi, aunque el grupo de genes T3SS2 no se limita a
los miembros del grupo pandémico, la adquisicion de la T3SS2
(y, potencialmente, la isla de patogenidad de ~80 kb) en lo que respecta a los
V. parahaemolyticus potencialmente patdgenos, es motivo de preocupacion y
pueden requerir un seguimiento rutinario para relacionar con mayor exactitud la
presencia de estos factores de virulencia con el tipo de infeccidn, la gravedad de
enfermedad, y la necesidad de hospitalizacién (Yu et al., 2006).

Finalmente, se han descrito otros factores de virulencia en V. parahaemolyticus
relacionados con la capacidad de causar la enfermedad, que son: factores de
adherencia, colonizacion y de invasion celular; pili y hemaglutininas (mannose
sensitive hemagglutinin-MSHA), entre otros (Hackney et al., 1980; Honda et dl.,
1988; Nakasone e Iwanaga, 1990; Nagayama et al., 1995).

4.3.5. Manifestaciones clinicas

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria capaz de causar gastroenteritis,
infecciones de heridas e, incluso, septicemias en humanos (Morris y Black, 1985;
Honda e lida, 1993; Hlady y Klontz, 1996). Las manifestaciones de la enfermedad
causada por V. parahaemolyticus dependen del vehiculo de transmision de la
bacteria. Normalmente, la infeccion se manifiesta clinicamente como
gastroenteritis y, rara vez, como una septicemia primaria. Todo el mundo es
susceptible a la gastroenteritis por V. parahaemolyticus, mientras que los
individuos con enfermedades crénicas subyacentes son mas susceptibles a la
septicemia, la cual cursa de forma grave y puede llegar a ser mortal.
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De hecho, V. parahaemolyticus ha sido la causa mas frecuentemente notificada
asociada a intoxicaciones alimentarias en Asia y EE.UU., donde se estima que
3.600 casos de vibriosis por transmisién alimentaria ocurren anualmente. Los
brotes de infecciones alimentarias causados por V. parahaemolyticus se han
relacionado con el consumo pescado y marisco crudo o escasamente cocinados
(Daniels et al., 2000), o que hayan sufrido una contaminacién cruzada después de
la coccién. También se han notificado brotes en Canad3, Africa y el sur de Europa,
aunque pueden presentarse casos importados en cualquier lugar. La transmisidn
persona a persona no se ha observado y la tasa de mortalidad por
V. parahaemolyticus es muy baja.

Experimentos realizados en los afios 50 y 70 con voluntarios humanos
establecieron que la dosis minima de infeccion por V. parahaemolyticus estaba
entre 10%-10% ufc por ml (Takikawa, 1958; Aiso y Fujiwara, 1963; Sanyal y Sen,
1974), aunque la gravedad dependerd tanto de la cepa bacteriana como del
hospedador. En este caso, diferentes investigaciones han comprobado que
mujeres embarazadas y pacientes con enfermedades hepaticas preexistentes
(cirrosis, hepatitis crdnica, historial alcohdlico, etc.) y enfermedades crénicas
(linfomas, tuberculosis pulmonar, artritis reumatoide, Ulcera duodenal, y
diabetes mellitus, entre otras) tienen mayor riesgo de enfermar y, ademas, los
individuos inmunocomprometidos tienen una mayor probabilidad de verse
afectados por una septicemia primaria (Blake et al., 1979).

Como ya se comentd anteriormente no existe asociacion entre serotipos y
enfermedad, dado que todos ellos pueden causar gastroenteritis (Nair y
Hormazabal, 2005). Sin embargo, los brotes infecciosos que se han presentado a
nivel mundial en los dltimos afios se han atribuido a la aparicion de tres serotipos con
un importante potencial pandémico: 03:K6, 04:K68 y O1:K atipico (KUT). Las cepas
04:K68 y O1:KUT se originaron, muy probablemente, a partir de un clon de la cepa
03:K6 pandémica (Okuda et al., 1997b). Estos serotipos presentan mayor adherencia
y citotoxicidad en cultivos de tejidos, lo que contribuiria a incrementar su potencial
patogénico. Estos tres serotipos han sido identificados en varias localizaciones,
tanto en pacientes como en el medio ambiente, por lo que se considera que su
distribucion es mundial (Okuda et al., 1997b, Lozano-Ledn et al., 2003).

En los pacientes con gastroenteritis se observa una inflamacion de la membrana
interna del intestino. La bacteria sdlo se aisla de las heces de individuos enfermos
(Strom y Paranjpye, 2000). La gastroenteritis puede no ser declarada, ya que la
enfermedad no suele ser mortal y los sintomas no son lo suficientemente graves
para precisar atencion médica.

Esta gastroenteritis es de gravedad media a moderada y es autolimitante. Tiene un
periodo de incubacién de 4 a 96 h (con una media de 15 h) y una duracién media de
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3 dias (Morris y Black, 1985; Nair y Hormazabal, 2005). Los sintomas mas
comunmente experimentados son nauseas, diarrea abundante, vdmitos,
calambres abdominales, dolor de cabeza y extrema debilidad. La aparicion de
fiebre y escalofrios es menos frecuente (Blake et al., 1980; Morris y Black, 1985;
Bryan, 1986). En las formas graves se presenta tenesmo y las deposiciones son
acuosas con moco y sangre. El tratamiento incluye aporte hidroelectrolitico por
via oral (soluciones de rehidratacion) o parenteral asi como antibidtico
(doxiciclina o ciprofloxacina).

En un estudio realizado por Hlady y Klontz (1996) se asociaron diversas especies
de Vibrio con el sindrome de la enfermedad gastrointestinal, y de todas ellas,
V. parahaemolyticus fue la bacteria mas frecuentemente asociada con Ia
gastroenteritis. De hecho, la gastroenteritis producida por toxiinfeccién
alimentaria por mariscos transmitida por V. parahaemolyticus es la causa principal
de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos en Taiwan y Japdn
(Pan et al., 1997). Por ejemplo, Chiou y colaboradores (2000) informaron de que
542 de 850 brotes en Taiwan entre 1995 y 1999 fueron causados por
V. parahaemolyticus, con 40 serotipos diferentes identificados (principalmente,
03:K6). Su y colaboradores (2005a) publicaron que entre 1995 y 2001, hubo 2.057
casos de V. parahaemolyticus en el norte de Taiwan, la mayoria (99,4%) de las
cepas de V. parahaemolyticus pudieron ser identificadas por K serotipos, con un
55,2% que representa el serovar K6. Estos datos nos dan una idea de la
importante implicacidn de esta bacteria en problemas de Salud Publica.

Finalmente, la entrada por via digestiva no es la Unica via de infeccidn, ya que
otras presentaciones clinicas, como la infeccién de heridas u oidos, se producen
al entrar en contacto las superficies corporales con el agua de mar o superficies
contaminadas por el organismo (Blake et al., 1980).

4.3.6. Epidemiologia

Vibrio parahaemolyticus tiene distribuciéon mundial presentando mudltiples
reservorios: sedimentos marinos, plancton, peces, moluscos y crustaceos. La
concentracion de V. parahaemolyticus varia segun la temperatura del agua y la
salinidad, entre otros factores, de manera que las mayores concentraciones se
registran en verano y en aguas de salinidad intermedia. La transmision se produce
fundamentalmente por ingestidon de productos marinos contaminados crudos o
insuficientemente cocinados, y la susceptibilidad en humanos es universal.

Desde la identificacion de V. parahaemolyticus en 1953 se han descrito numerosos
brotes infecciosos asociados a esta bacteria. Se trata de un patdgeno causante de
una alta proporcién de enfermedades de transmisién alimentaria en paises Asidticos
como China (31,1% entre 1991 y 2001), Japdn (20-30% entre 1981 y 1993) y Taiwan
(63,8% en el periodo 1996-1999 con las serovariedades 05:K5, 04:K8, 03:K29) (Chiou
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et al., 2000; Nair et al., 2007). Vibrio parahaemolyticus es reconocido como la mayor
causa de gastroenteritis asociada con el consumo de marisco en EE.UU., con mas de
40 brotes notificados entre 1973 y 1998 (Barker, 1974; Hlady y Klontz, 1996; CDC,
1998, 1999; Daniels et al., 2000; DePaola et dal., 2000). Ademas, no hay que olvidar el
brote asociado con el consumo de ostras crudas en Alaska (McLaughlin et al., 2005).

En Europa, se han publicado brotes esporadicos ocasionados por
V. parahaemolyticus en algunos paises como Espafa, Francia (Lemoine et al., 1999;
Robert-Pillot et al., 2004; Hervio-Heath et al., 2005) e, incluso, en Dinamarca donde
fueron descritos siete casos de infeccién cutdnea en el 2004 (Andersen, 2006). En
Espafia este organismo ha sido aislado de pacientes con gastroenteritis en Barcelona
(1986, 1987, y 1999) (Molero et al., 1989), Zaragoza (1993), Madrid (1998 y 2000) y en
Galicia, donde el sistema sanitario, entre 1997 y 2000, contabilizd 84 casos de
infeccién por V. parahaemolyticus, siendo el brote mas importante el que se produjo
en 1999 con 64 casos y asociado con el consumo de ostras (Lozano-Ledn et dl.,
2003). Ademas, en Galicia también se produjo un brote en el 2004, con 80 casos, en
un restaurante entre los invitados a una boda (Martinez-Urtaza et al., 2005).

Estos estudios indican que el riesgo de infecciones causadas por
V. parahaemolyticus en Europa es bajo comparado con el de América o Asia (Nair
et al., 2007). Sin embargo, este riesgo se podria haber subestimado, debido a
que V. parahaemolyticus no estad incluido en los actuales programas europeos de
vigilancia, como el European Network for Epidemiological Surveillance and
Control of Communicable Diseases (Roque et al., 2009). Ademas,
V. parahaemolyticus podria llegar a ser un problema emergente en el ambito de la
Salud Publica europea al aumentar el consumo de alimentos crudos o poco
cocinados incluido marisco, sashimi (filete de pescado crudo) y sushi (bola de
arroz avinagrado con filete de pescado crudo), entre otros. La FAO (2011) publicé
que en Japon el sashimi y el sushi son los responsables del 26% y del 23% de los
brotes asociados a V. parahaemolyticus.

4.3.7. Incidencia de infeccion en humanos

La prevalencia de una enfermedad es la proporcidén de casos que se dan en una
determinada poblacion y la incidencia el nimero de casos nuevos que aparecen
en esa poblacién durante un periodo de tiempo determinado. Por lo tanto, al ser
la gastroenteritis causada por V. parahaemolyticus una enfermedad de
prevalencia sumamente baja, ya que se presenta como brotes esporadicos, muy
localizados y de duracidn limitada, sdlo tiene sentido caracterizar su incidencia.

En la actualidad, no es posible dar cifras reales sobre la incidencia de las
enfermedades causadas por especies de Vibrio en todo el mundo, ya que incluso
cuando existen programas de vigilancia, la recopilacién de informacion es
incompleta. En los EE.UU. se estima que se producen 8.000 casos de
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enfermedades causadas por vibrios cada afo (Mead et al., 1999). Ademas,
concurren circunstancias econdmicas y sociales que sesgan la declaracion de
casos de enfermedad de determinadas especies bacterianas, como es el caso de
V. cholerae (WHO, 2001; Colwell et al., 2003).

Desenclos y colaboradores (1991) utilizaron el disefio de un estudio de cohortes
para estimar la incidencia anual de todas las infecciones causadas por Vibrio, y
estimaron que era de 95,4 por milldn para consumidores de ostras crudas con
enfermedad hepdtica, 9,2 por millén para consumidores de ostras crudas sin
enfermedad hepatica, y 2,2 por milldn para los que no consumen ostras crudas.

Otro dato epidemioldgico importante es la letalidad que varia, segun Ia
presentacion clinica de la enfermedad, desde un 1% para la gastroenteritis, un 5%
para infeccion de heridas y un 44% para septicemia. Una elevada proporcion de
los casos declarados esta claramente asociada con el consumo de ostras crudas,
el cual fue el origen de la infeccién por V. parahaemolyticus en el 68% de los casos
que cursaron como gastroenteritis y en el 83% de los casos que se manifestaron
como septicemias primarias (Hlady y Klontz, 1996).

Finalmente, otro factor importante a tener en cuenta es la marcada estacionalidad
de los brotes, ya que el 91% de los casos de septicemia primaria y el 86% de las
infecciones de heridas aparecieron entre Abril y Octubre (Hlady y Klontz, 1996).

4.3.8. Métodos de cultivo para el aislamiento e identificacion

En la actualidad no hay ningin método para la deteccién y/o el recuento de
V. parahaemolyticus que sea eficaz al 100%. El método convencional usado en los
andlisis rutinarios de aislamiento e identificacion de los vibrios incluye un
enriquecimiento en un medio liquido, seguido de siembra en un medio sdlido
(Hara-Kudo et al., 2001). Dos de los procedimientos estdndar para la deteccion y
aislamiento de V. parahaemolyticus en moluscos crudos, recogidos en el Manual para
el Andlisis Bacterioldgico (BAM, por sus siglas en inglés) (Kaysner y DePaola, 2004)
son: la técnica del nimero mas probable (NMP) y la siembra directa en medios de
cultivo seguida por la hibridacion de DNA de las colonias (McCarthy et al., 1999,
2000). Este ultimo, mejorado por Nordstrom y DePaola (2003) mediante un
enriquecimiento previo de las muestras.

La siembra directa en medios de cultivo sigue siendo dificil debido a la gran
cantidad de microbiota natural que también puede crecer en estos medios. Por
ello, se han disefiado distintos medios especificos que nos permiten diferenciar los
vibrios presentes de otras bacterias, como es el caso del agar tiosulfato-citrato-
sales biliares-sacarosa (TCBS), o medios selectivos que nos permitan identificar
especies de V. parahaemolyticus de otras especies del género Vibrio, medio
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cromogénico CHROMagar vibrio (CHROMagar, Francia), que han resultado ser una
herramienta Util y con eficacia validada (Kobayashi et al., 1963; Su et al., 2005b).

A continuaciéon se expondran con mas detalle los medios de cultivo mas
utilizados en esta Tesis Doctoral.

4.3.8.1. Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS)

El agar TCBS se dised para el aislamiento de vibrios patégenos (Kobayashi et
al., 1963). Es un medio altamente selectivo, facil de preparar y de usar y que
estd disponible comercialmente (McCormack et al., 1974; Nicholls et dal., 1976).
El agar TCBS se incuba a 37°C, durante 18-24 h. Este medio distingue los vibrios
no fermentadores de sacarosa (SNFV) (donde se incluye V. parahaemolyticus)
de los vibrios fermentadores de sacarosa (SFV) (dénde se incluye V. cholera)
(Figura 1). Las colonias verdes de 2-5 mm de didmetro se identifican como
posibles V. parahaemolyticus.

4.3.8.2. Agar CHROMagar Vibrio

El medio de cultivo selectivo CHROMagar Vibrio agar es un medio cromogénico
basado en un indicador de cambio de pH debido a la fermentacién de la
sacarosa. Las colonias malva se identifican como posibles V. parahaemolyticus,
mientras que las colonias azules corresponden a posibles V. vulnificus /
V. cholerae y las colonias incoloras corresponden a posibles V. alginolyticus. Este
medio permite diferenciar claramente V. parahaemolyticus de V. vulnificus

(Figura 2) ambas incapaces de fermentar la sacarosa en TCBS (Hara-Kudo et dl.,
2001; Blanco-Abad et al., 2009).

s
Figura 1. Colonias de vibrios SNFV (verdes)y  Figura 2. Colonias de V. parahaemolyticus (malva)
SFV (amarillas) en TCBS agar y V. vulnificus (azul) CHROMagar Vibrio agar
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4.3.9. Caracterizacion fenotipica e identificaciéon bioquimica

La morfologia de la bacteria se observa al microscopio dptico tanto en fresco
como tras la tincion de Gram. La observacién en fresco permite, ademas,
determinar si la cepa es mdvil o inmdvil.

En la actualidad es posible caracterizar bioquimicamente esta especie bacteriana
con mucha fiabilidad utilizando la galeria multiprueba APl 20E que incluye 21 test
bioquimicos miniaturizados (el test de la oxidasa se realizara segun instrucciones
del fabricante y serd anotado en la hoja de resultados) y una base de datos
(BioMérieux, Marcyl’Etoile, Francia) (Tabla 5). Ademds del perfil bioquimico
general de V. parahaemolyticus por pertenecer al género Vibrio y de las pruebas
API 20E, V. parahaemolyticus se complementa con otras caracteristicas.

De forma resumida, V. parahaemolyticus es anaerobio facultativo, con
metabolismo oxidativo y fermentativo, produce catalasa y fermenta la glucosa
sin produccién de gas. Ademas tiene resultados positivos para la fermentacién de
manitol, maltosa, trealosa, D-manosa y D-galactosa, y negativos para la sacarosa,
lactosa, inositol, dulcitol, salicina, rafinosa-D-xylosa, celobiosa, alfa-metil-D-
glucosido, eritritol, D-arabitol, D-galacturonato. Es ureasa variable y puede
utilizar etanol, L-leucinay la putrescina.

Tabla 5. Pruebas de los sistemas de identificacion API 20E para la caracterizacion
bioquimica de V. parahaemolyticus. Incubacién 24 h a 37 £1°C

Test Bioquimico T;zisiltai\(/i:: Test Bioquimico izlsiltai‘(’i::
Orto-nitrofenil-bD-galactoprianosidasa o] Gelatinasa 75
Arginina dihidrolasa (ADH) 0 Fermentacién de glucosa 100
Lisina decarboxilasa (LDC) 100 Fermentacién de manitol 99
Ornitina decarboxilasa (ODC) 99 Fermentacidén de inositol 0
Utilizacién de citrato 50 Fermentacién de sobitol o]
Produccién de H,S 0 Fermentacion de ramnosa 1
Ureasa 1 Fermentacién de sacarosa 1
Triptofano desaminasa (TDA) 0 Fermentacion de melibiosa 0
Produccién de indol 100 Amigdalina 12
Voges—Proskauer 1 Fermentacién de arabinosa 50

Las condiciones de cultivo de esta bacteria son variables por su capacidad de
crecer en un amplio rango de temperaturas (incluso a 42°C), con diferentes
concentraciones de cloruro sédico (1-8%). Algunas de ellas (75-89,9%) son capaces
de crecer con concentraciones de NaCl de 0,4 y 0,5%, pero no inferiores.

Segun los criterios del BAM (Kaysner y DePaola, 2004), V. parahaemolyticus es
sensible al agente bacteriostatico 0/129 cuando la concentracién es de 150 pg,
mientras que es resistente sila concentracion disminuye a 10 pg.
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4.3.10. Métodos moleculares para la deteccién y tipificaciéon

Las técnicas de deteccidn y tipificacion molecular de microorganismos son mas
resolutivas y utiles en estudios epidemioldgicos que las técnicas fenotipicas
clasicas. Estas técnicas junto con las tradicionales, basadas en la recopilacion de
datos (antecedentes histdricos de enfermedad en el ambito geografico que se
desea estudiar, sintomatologia clinica, mortalidad, etc.), permiten un estudio mas
holistico de las enfermedades.

Las técnicas de caracterizacion molecular permiten analizar la diversidad
genética de las diferentes cepas de V. parahaemolyticus, lo que permite realizar
estudios epidemiolégicos moleculares para diferenciar la presencia de cepas de
V. parahaemolyticus tanto la variante patogénica como la variante no patogénica
en una determinada especie de molusco bivalvo o localizacién geografica;
establecer la existencia de hospedadores-reservorios de V. parahaemolyticus en
bivalvos, asi como en el medio ambiente para determinar el papel que juegan en
la enfermedad; y estudiar la relacién que existe entre diferentes cepas de
V. parahaemolyticus aislados de diferentes origenes geograficos europeos.

Ademads, en los udltimos afios las técnicas moleculares estan evolucionando
rapidamente y perfeccionandose (PCR multiplex y Quantitative Real-Time PCR,
entre otras) para mejorar la fiabilidad diagndstica, disminuir costes econémicos y
aumentar capacidad de procesado (Blackstone et al., 2003; Takahashi et al., 2005;
Raghunath et al., 2008; Jones et al., 2009; Rosec et al., 2009; Robert-Pillot et dl.,
2010). En relacién a esto, Nordstrom y colaboradores (2007) desarrollaron un
control interno de amplificacién (IAC, por sus siglas en inglés) para garantizar la
integridad de la PCR y eliminar los falsos negativos).

A continuacion se describen brevemente algunas las técnicas moleculares que se
han utilizado en la presente Tesis Doctoral.

4.3.10.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Esta técnica se emplea en la caracterizacion e identificacion de
V. parahaemolyticus, utilizando cebadores disefiados para distintos genes
diana (Tabla 6). Sin embargo, la PCR clasica muestra algunas limitaciones en su
aplicacidny, por ello, se han desarrollado técnicas mas avanzadas.

4.3.10.2. rep-PCR (Repetitive element-based PCR)

Las técnicas que generan patrones de fragmentos basados en la amplificacion
del DNA agrupan diferentes metodologias basadas en la utilizacion de
cebadores, disefiados a partir de secuencias repetidas de regiones de DNA
conservadas en bacterias (Tyler et al., 1997). Hay tres grupos principales de
elementos repetitivos: los elementos palindrdmicos extragénicos repetitivos,
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REP (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence) (35-40 pb) (Stern et dl.,
1984), las secuencias intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias,
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences) (124-127 bp)
(Hulton et al., 1991) y, el elemento BOX (154 pb) que posee diferentes
subunidades conservadas (Staley y Harwood, 2010).

En concreto, la amplificacién entre elementos repetitivos de DNA mediante
andlisis de la PCR o, rep-PCR, permite generar ‘fingerprints’ (patrones de
fragmentos) de DNA mediante la amplificacidn entre las mdltiples copias de
los elementos repetitivos dispersos en el genoma molde. Esta metodologia
combina la simplicidad de la técnica del analisis PCR, con el nivel de
polimorfismos que puede ser detectado mediante la hibridacién del DNA
gendmico utilizando sondas basadas en secuencias repetitivas (Cabanillas-
Beltran et al., 2006). La naturaleza altamente conservada de estas secuencias
ha permitido su utilizacion para el analisis de numerosos microorganismos.
Wong vy Lin (2001) demostraron que la técnica de ERIC-PCR para
V. parahaemolyticus tenia un buen poder discriminatorio, pero una menor
reproducibilidad que la técnica de REP-PCR.

Tabla 6. Lista de genes diana utilizados, secuencia de los primers y tamafo del amplicén.

Gen ’ . e . Tamaiio del -
diana Secuencia de los primers (5’-3%) Tm (°C) Sl () Referencias
L-tlh: AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG 58,63 Taniguchi et al., 1985,
tlh 1 450 1986;
R-tlh: GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC 51, Bej et al., 1999;
L: GTCTTCTGACGCAATCGTTG 60,00
tox R 368 Kim et al., 1999
R: ATACGAGTGGTTGCTGTCATG 62,00
o L-tdh: GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC 48,58 6 Nishibuchi y Kaper, 1985;
R-tdh: TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC 53,27 Bejetal, 1999
g Lt TIGGCTTCGATATTTTCAGTATCT 51,37 00 Honda e lida, 1993; Bej et
R-trh: CATAACAAACATATGCCCATTTCCG 58,32 al, 1999
L-trh: GGCTCAAAATGGTTAAGCG 56,00
trh 250 Tada et al., 1992
R-trh: CATTTCCGCTCTCATATGC 56,00

4.3.10.3. Técnica de electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis, PFGE)

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), descrita por primera vez en
1984 (Schwartz y Cantor, 1984), se basa en la fragmentaciéon del genoma
bacteriano, mediante restriccidn enzimatica, y posterior separacion de los
fragmentos, mediante una electroforesis multidireccional en un campo de
direccidn de corriente eléctrica cambiante. Esta técnica es mas resolutiva que la
electroforesis convencional, que es unidireccional y, por lo tanto, limitada en su
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capacidad para separar fragmentos de mds de 20 kilobases (kb) (Tenover et al.,
1995; Kam et al., 2008; Wang et al., 2008).

La técnica de PFGE se ha empleado como una herramienta discriminatoria
para evaluar epidemioldgicamente la  diversidad genética de
V. parahaemolyticus e identificar la relacién existente entre estos aislados
ambientales (o aislados de muestras de alimentos) con cepas de referencia
que poseen una reconocida patogenicidad en humanos (Martinez-Urtaza et
al., 2004; Wong et al., 2007; Ansaruzzaman et al., 2008; Ellingsen et al., 2008;
Martinez-Urtaza et al., 2008; Wagley et al., 2008, 2009; Alam et al., 2009;
Ottaviani et al., 2010; Rodriguez-Castro et al., 2010).

4.3.11. Prevencion de la infeccion

La realizacién de controles de la calidad del agua en el momento de la cosecha de
los moluscos bivalvos, asi como la educacidn tanto de los mariscadores, como de
los manipuladores de alimentos y los consumidores, son cruciales para prevenir
la aparicion de la enfermedad causada por vibrios (V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, V. cholerae no-O1/no-0139, etc.) que son bacterias autdctonas del
medio acudtico (Barrow, 1974). Vibrio parahaemolyticus tiene un tiempo de
generacion corto, en torno a 9 min en condiciones optimas, lo que significa que
puede alcanzar concentraciones muy altas dentro de los moluscos una vez que
éstos han sido cosechados. Esta concentracidon dependera de la concentracion
inicial asi como de la temperatura de almacenamiento y transporte (Katoh, 1965,
citado por Blake et al., 1980; DePaola et al., 2000). Por lo tanto, la enfermedad
podria prevenirse evitando el consumo de mariscos crudos o poco cocinados (la
temperatura de coccién adecuada es de 70°C durante 15 min), evitando la
contaminacion cruzada con otros mariscos crudos o utensilios y, en el caso de
heridas abiertas, mediante la utilizaciéon de vendajes para prevenir la exposicion
al agua de mar (Thompson y Vanderzant, 1976b; Tamplin et al., 1982).

De forma genérica, los métodos habituales para prevenir infecciones alimentarias
asociadas al consumo de moluscos bivalvos estan basados en el establecimiento
de niveles de riesgo. El mejor método para producir moluscos de una manera
segura es su cultivo y recoleccidon en aguas limpias, sin contaminacion. Sin
embargo, la disponibilidad de ese tipo de aguas es muy escasa (Potasman et al.,
2002). Al igual que sucede con los agentes patégenos de origen fecal, los
controles para los patdgenos de origen natural minimizan el riesgo de encontrar
estos patdgenos en los moluscos, aunque no lo eliminan por completo. Por lo
tanto los controles de Vibrio spp. serian de aplicacién a los moluscos, si éstos se
van a consumir crudos (FDA, 2009).
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En la actualidad, las estrategias de conservacion de los alimentos persiguen eliminar
o reducir los vibrios a niveles no detectables mediante el desarrollo de tecnologias
no térmicas de inactivacidon de microorganismos que conserven las caracteristicas
primas de los alimentos. Algunas de estas técnicas incluyen: la congelacion rapida
individual (IQF, Individual Quick Freezing), la exposicidn a radiaciones ionizantes, las
altas presiones hidrostaticas, los ultrasonidos, los pulsos eléctricos de alto voltaje y
los pulsos de luz, asi como, la combinacidn de varios de ellos. La mayoria de estos
procesos requieren una inversion inicial en infraestructuras y en formacién del
personal muy importante, y el inconveniente de que mueren gran cantidad de
moluscos bivalvos durante el procesado (Ruple y Cook, 1992; Hesselman et al., 1999;
Schwarz, 2000; Calik et al., 2002; Andrews et al., 2003a).

Los agentes patégenos de origen natural pueden estar presentes en un nimero
relativamente bajo en el momento de la recoleccién de los moluscos, pero pueden
aumentar a niveles peligrosos si los bivalvos son expuestos a temperaturas
inadecuadas. Por ello, ademas de la aplicacion de estrategias para el control de los
patdgenos basadas en el control de las aguas de produccion de moluscos bivalvos,
también hay que tener en cuenta el tiempo de exposicidn al aire de los moluscos
(tanto en la post-cosecha, como por las mareas) antes de llevarlos a refrigerar.
Para minimizar el riesgo de crecimiento de Vibriospp., las autoridades
competentes en EE.UU., limitan el tiempo de exposicidon al aire antes de la
refrigeracién. La duracién del tiempo depende de la temperatura media mensual
mdxima de aire (AMMAT, por sus siglas en inglés) o la temperatura promedio
mensual maxima de agua (AMMWT, por sus siglas en inglés) en el momento de Ia
cosecha, que es determinado por la autoridad de control de mariscos (FDA, 2001,
2011). De hecho, si el valor de la temperatura media mensual del agua costera
excede de 15,6°C (60°F), en el caso del Océano Pacifico, 6 27,2°C (81°F), en el caso
del Golfo de México y del Océano Atlantico, la autoridad de control de mariscos
desarrolla y pone en marcha un plan de control con el objetivo de reducir la
incidencia de enfermedades causadas por V. parahaemolyticus.

En la normativa estadounidense se regulan miltiples alternativas para minimizar el
crecimiento post-cosecha de las poblaciones de bacterias patégenas en moluscos
bivalvos: controlar la actividad de agua de la que disponen las bacterias patdgenas
para su crecimiento en los bivalvos en diferentes situaciones, regular la cantidad de
sal o conservantes, como el nitrito de sodio, en el producto elaborado, variar el
nivel de acidez (pH) (segun el reglamento de alimentos acidificados, 21 CFR 114,
para productos acidificados no perecederos y para los productos acidificados
frigorificos), evitar la contaminacion después del proceso de pasteurizacion,
minimizar el tiempo de exposicidon a temperaturas favorables para el crecimiento
de bacterias patdgenas, gestionar adecuadamente el tiempo necesario para
eliminar las bacterias patégenas por coccién o pasteurizacién o autoclave (segun
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el reglamento para el procesado térmico de los alimentos poco acidos envasados
en contenedores herméticamente sellados, 21 CFR 113) y eliminar los patégenos
bacterianos manteniendo las propiedades del producto crudo (FDA, 2001, 2011). En
EE.UU. el control de V. parahaemolyticus en los moluscos (especialmente ostras) es
un procedimiento rutinario que implica una evaluacidon del riesgo por las
autoridades de control de mariscos. Esta evaluacidon determina el valor del riesgo
de padecer enfermedad por V. parahaemolyticus tras el consumo de ostras
cosechadas en una determinada zona de cultivo. El nivel permitido segun las
actuales directrices del Programa de Salubridad de Mariscos para las ostras
recolectadas y de la FDA para el consumo de pescados y mariscos es de 5.000 NMP
por gramo y de 10.000 NMP por gramo, respectivamente (FDA, 2009).

4.3.11.1. Clasificacion microbioldgica de zonas de produccion

Actualmente las zonas de produccidon de moluscos bivalvos se clasifican en base a
los indices de coliformes totales y de coliformes fecales (Tabla 7y 8) (Rippey, 1994).
La produccidon de moluscos en zonas con niveles relativamente bajos de
contaminacién, por ejemplo, zonas autorizadas bajo el sistema de EE.UU.
(Tabla 7) y zonas clase A en el sistema de la UE (Tabla 8), seguida de
depuracidn, asegurard un nivel de riesgo de enfermedades por contaminacion
fecal tan bajo como el que se consigue a través del cocinado.

Sin embargo, estos indicadores bacterianos tradicionales no sirven para
predecir la presencia de V.parahaemolyticus, aunque se observen ciertas
correlaciones entre ellos (Watkins y Cabelli, 1985).

Un sistema similar al de EE.UU. se aplica en Japdn, donde las ostras para el
consumo en crudo deben recolectarse de las aguas donde el NMP de
coliformes no sea superior a 70/100 ml de agua marina, mientras que si se
recolectan de otras aguas, las ostras deben ser sometidas a depuracion.

Tabla 7. Criterios para la clasificacién de zonas de produccién y recoleccién de moluscos en EE.UU.
segun la Ordenanza Modelo del Programa Sanitario Nacional de Moluscos (NSSP) (FDA, 2006)

Coliformes totales Coliformes fecales
Clasificacién (100 ml agua)* (100 ml agua)* . _
Tratamiento necesario
de zona Media  Cumplimiento ~ Media  Cumplimiento
geométrica al 90% geométrica al 90%
Autorizada <70 <230 <14 <43 Ninguno
— Depuracion o reinstalacion
Restringida <700 £2.300 <88 <260 P .
en zona autorizada
Prohibida >700%* >2.300%* >88%* >260%* Recoleccidén prohibida

* Usando como métodos de referencia el nimero mas probable (NMP) basado en la prueba de cinco
tubos, tres diluciones y las pruebas por membrana mTEC

** O no establecidas mediante estudio sanitario
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Tabla 8. Criterios para la clasificacion de zonas de produccién de moluscos en UE seguin
el Reglamento 854/2004 (Comisién Europea, 2004b)

Clasificacion . . At . . ;
de zona Estandar microbioldgico para moluscos bivalvos* Tratamiento necesario
<230 E. coli[100 g de carne de bivalvos y de ;
A . 3. . foog y Ninguno
liquido intravalvar
<4.600 E. coli/100 g de carne de bivalvos y de Ly . ..
L . . Depuracion, reinstalacion
liquido intravalvar en mas del 90% de muestras y .
B . . en zona clase A o cocinado
£46.000 E. coli[100 g de carne de bivalvos y de , . .
PR segun método autorizado
liquido intravalvar todas las muestras
. . Reinstalacidn durante
£46.000 E. coli[100 g de carne de bivalvos y de . .
C PR periodo largo o cocinado
liquido intravalvar . ‘ .
segin método autorizado
Prohibida >46.000 E. coli[100 g de carne de bivalvos y de No se permite la
liquido intravalvar recoleccion

* Usando como método de referencia el nimero més probable (NMP) basado en la prueba de cinco tubos,
tres diluciones especificado en 1ISO 16649-3

4.3.11.2. Reinstalacion y depuracion

La reinstalacién y la depuracidn son procesos que permiten reducir la materia
particulada presente en el interior de los moluscos. Los moluscos son un
importante alimento en la dieta humana. Estos animales se alimentan filtrando
grandes volumenes de agua proceso durante el que retienen en su interior
materia particulada (particulas inorgdnicas de arena, limo y arcilla, asi como
bacterias y virus) (Richards, 1988). A pesar de ello, en algunos paises,
incluyendo los de la Unidn Europea, los moluscos pueden ser legalmente
cosechados de aguas medianamente contaminadas si son depurados bajo
condiciones controladas antes de ser comercializados y consumidos (Leung y
Lui, 2004; Lee et al., 2010). Es importante tener en cuenta que los moluscos
que se consumen crudos o poco cocinados son clasificados dentro del grupo
de los alimentos de alto riesgo por las autoridades de salud mundial (Jacksony

Ogburn, 1999).

En primer lugar se puede optar por la reinstalacion de los moluscos mediante su
traslado desde una zona de cria contaminada microbiolégicamente (atendiendo
a las clasificaciones previamente descritas en las Tablas 7 y 8) a una zona de cria
o de estabulacion aceptable bajo la supervision del organismo competente. A
continuacion, los moluscos se mantienen en dicha zona durante el tiempo que
sea necesario para reducir hasta un nivel aceptable (para el consumo humano)
la presencia de los contaminantes (FAO, 2010b).

En el caso de que la reinstalacidon no sea suficiente, es obligatorio por
exigencias de la legislacién internacional, nacional y/o local (aunque también
se aplica como iniciativa propia de la industria) realizar una depuracién para
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eliminar microorganismos y arena de los tejidos de los bivalvos y proteger a
los consumidores. (Leung y Lui, 2004). Histéricamente, la depuracién o
purificacion de moluscos se consolidé como técnica a raiz de los brotes de
fiebre tifoidea (causada por la Salmonella Typhi) que ocasionaron numerosas
muertes a finales del siglo XIX y a principios del siglo XX en EE.UU. y en
muchos paises de Europa. Estos brotes estaban relacionados con el consumo
de moluscos contaminados con salmonellas y la Unica manera de controlarlos
fue el establecimiento de procedimientos de depuracién (FAO, 2010b).

La depuracion consiste en eliminar los contaminantes microbianos de los
moluscos bivalvos al ponerlos en tanques con agua de mar desinfectada
(usando cloro, luz ultravioleta, ozono, etc.), en recirculacién o en circuito
abierto, y en condiciones que permitan maximizar su actividad filtradora,
durante un periodo de tiempo adecuado, que puede variar, generalmente,
entre 24 y 48 h. Asi, este proceso se basa en la capacidad que tienen los
moluscos bivalvos de bombear y filtrar grandes cantidades de agua a través de
sus branquias.

La depuracion es eficaz en la reduccidn del numero de indicadores fecales y
otras especies bacterianas en bivalvos, ligera o0 moderadamente contaminados,
aunque no logren eliminar esta carga microbiana en su totalidad (Son y Fleet,
1980). De hecho, la duracién y la eficacia de estas técnicas dependeran del tipo
de carga bacteriana a eliminar (Richards, 1988; Olafsen et al., 1993). Ademas, el
nivel de contaminacidn inicial y el estado fisiolégico del bivalvo, asi como la
temperatura, la turbidez y la salinidad del agua de la planta depuradora
también seran factores importantes (Rowse y Fleet, 1984).

Por otra parte, la depuracién puede no ser suficientemente efectiva para
reducir la carga bacteriana de algunas especies de Vibrio patdgenas para el
hombre, sobre todo si la salinidad se encuentra dentro de un rango entre 10 a
30 ppt y la temperatura es suficientemente alta (superior a los 20°C). Respecto
a esto, se han publicado algunos trabajos que indican que algunas especies de
Vibrio pueden persistir tras el proceso de depuracién e, incluso, multiplicarse
(Jones et al., 1991; Murphree y Tamplin, 1995). El proceso de depuracion
tampoco elimina las particulas virales, por lo que su efectividad para evitar
brotes de enfermedades viricas es reducida. Por este motivo, la depuracién no
debe considerarse el principal mecanismo de mitigacion para estos casos, y
serd necesario optimizar el disefio y funcionamiento de estos sistemas para la
eliminaciéon de otros patégenos diferentes a los indicadores bacterianos
actualmente utilizados.

En Europa la practica de la depuracion estd muy extendida. En este sentido, la
depuracién de los moluscos que se comercializan esta regulada por la Unién
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Europea, que establece los valores aceptables de contaminacion fecal en las
zonas de cria de moluscos bivalvos, contaminacion fecal que es provocada por
la gran concentracion de poblacidn existente en las zonas costeras, y debida
también a las practicas ganaderas extensivas. La depuracion también se utiliza
en EE.UU., Australia, Japdn y, en menor medida, en Nueva Zelanda. En otros
paises la aplicacion de la depuracidn serda voluntaria, o por intereses
comerciales con terceros paises (Tabla 9).

Tabla 9. Métodos de depuracion en distintos paises del mundo (FAO, 2010b)

Principales especies Desinfeccion

Pais Sistema .
depuradas agua marina
. . Recirculaciéon
China Almejas y ostras . . UV, ozono
Sistema abierto
Espafia Almejas, berberechos, Recirculacion Cloro
P mejillones y ostras Sistema abierto
Estatico UV, ozono, cloro
Filipinas Mejillones y ostras . . ! ! ’
P ) y Sistema abierto PVP-iodo
. Estatico
Francia Almejas, berberechos, Recirculacidn UV, ozono, cloro,
mejillones y ostras Sistemna abierto aireacion
Irlanda Mejillones y ostras Recirculacion UV, agua de pozo
ltalia Almejas, chirlas y Recirculaciéon UV. ozono. cloro
mejillones Sistema abierto ’ ’
Estatico
[ .. . . UV, ozono, cloro,
Japon Ostras y vieiras Recirculacion electrolizacion
Sistema abierto
Malasia Ostras Recirculacion uv
Marruecos Almejas, mejillones y Estdtico UV. cloro
ostras Recirculacién ’
, . . Recirculacién
Paises Bajos Mejillones y ostras Sistemna abierto uv
Almejas, mejillones Estatico
Portugal ] <;stra]s y Recirculacion UV, cloro
Sistema abierto
. . Almejas, berberechos Recirculacion
Reino Unido as, ’ uv

mejillones y ostras

Sistema abierto

La normativa de la UE es poco precisa al respecto, siendo el principal requisito
el que el sistema de depuraciéon permita que los moluscos reanuden
rapidamente y mantengan su alimentacidn por filtraciéon. El objetivo es que
queden limpios de residuos fecales, y no vuelvan a contaminarse y se
mantengan con vida en condiciones adecuadas para el envasado, el
almacenamiento y el transporte que precedan a su puesta en el mercado.
moluscos bivalvos deben depurarse

Ademas, se estipula que los

continuamente durante un periodo suficiente para cumplir con el estdndar
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microbiolégico del producto final (E. coli <230/100 g y ausencia de Salmonella
en 25 g de carne o liquido intervalvar) (Comisién Europea, 2004b).

En consecuencia cada Estado Miembro de la UE ha ido especificando cémo
deben realizarse los principios de depuracidon y estableciendo otros criterios
generales a través de la aplicacidn de la legislacion en los procedimientos de
autorizacién e inspeccién nacionales (concretamente mediante el desarrollo
del Reglamento 854/2004 de la Comisidn Europea, 2004b).

4.3.11.3. Técnicas de conservacion para la comercializacién de moluscos vivos o frescos

El control de la supervivencia de bacterias patdgenas a través de procesos
destinados a contener las caracteristicas del producto crudo se lleva a cabo
siguiendo unas premisas: establecer cientificamente y validar un proceso que
reducird los patdgenos a un nivel aceptable; disefiar y operar los equipos de
procesamiento para que cada unidad de la producto se someta al menos al
proceso minimo establecido; y llevar a cabo un seguimiento continuo de los
pardmetros criticos del proceso para verificar la consecucidon del proceso
cientificamente establecido.

Estos procesos estan disefiados para reducir los microorganismos patégenos
especificos a niveles aceptables, manteniendo las cualidades organolépticas
(aspecto, sabor y textura) del producto bruto. Son especialmente Utiles en el
tratamiento de los peligros asociados con un determinado patdgeno en las
materias primas, tales como moluscos crudos (por ejemplo, ostras, almejas,
mejillones y huevas de vieiras) que estan destinados para ser consumidos
crudos o poco cocinados (DePaola et al., 2009). Algunos de estos procesos
son: alta presion hidrostatica de procesamiento (HPP), congelacidon rapida de
manera individual (IQF) y la irradiacién.

e Disminucion de la temperatura: Refrigeracion y Congelacién

El control de la temperatura es uno de los factores clave después de la
recoleccion de los moluscos bivalvos, de forma que temperaturas de 10°C o
inferiores, impiden la multiplicacién de vibrios patdgenos a altos niveles.
Por lo tanto la refrigeracién es el método mas comidnmente utilizado para
preservar la calidad y extender la vida util de los bivalvos (Andrews, 2004).

La congelacion reduce los niveles de Vibrio spp. en mariscos e impide la
multiplicacién de los mismos (Schwarz, 2000; Cook y Ruple, 1992). Este
proceso combinado con el envasado al vacio es una herramienta muy
eficiente usada frecuentemente como tratamiento post-cosecha para el
control de V. vulnificus y V. parahaemolyticus (FDA, 2009).
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e Procesos de alta presion hidrostatica (HPP)

Los procesos de alta presion hidrostatica son considerados técnicas de
procesado no térmico que logran la inactivacion de microorganismos en
alimentos sin aparentes cambios de sus caracteristicas organolépticas
(Hite, 1899; Mafas y Pagan, 2005; Chen et al., 2006; Grove et al., 2006;
Considine et al., 2008; Corbo et al., 2009).

La HPP se basa en la aplicacidon de presion hidrostatica en el rango de
14.500 a 145.000 libras por pulgada cuadrada (100 a 1.000 MPa). Estas
presiones son capaces de inactivar los patdgenos sensibles a la presion,
especialmente las formas vegetativas. En general, los vibrios son
extremadamente sensibles a la presion, por lo que los procesos comerciales
utilizan presiones de 275-300 MPa, durante 3 min para desinfectar ostras.
Styles y colaboradores (1991) demostraron que presiones por encima de 170
MPa reducian en pocos minutos las poblaciones de V. parahaemolyticus en
almeja a niveles no detectables.

Sin embargo, hay diferencias en sensibilidad a la presién hidrostética entre
especies e, incluso, entre cepas de una misma especie. Asi, V. vulnificus es,
en general, mas sensible que V. cholerae a presiones por encima de 210
MPa y, dentro de V. parahaemolyticus, las cepas del serotipo pandémico
03:K6 son mas resistentes a la presion hidrostatica que otros serotipos o,
incluso, que otros vibrios (Cook, 2003; Velazquez et al., 2005).

La eficacia del tratamiento con altas presiones depende de la intensidad
de la presidn, de la temperatura del proceso, del tiempo que dure Ia
exposicion y, por supuesto, del microorganismo a tratar (Hoover et al.,
1989), sobre todo teniendo en cuenta que existen microorganismos
(denominados barodtricos) capaces de sobrevivir a altas presiones (de 50
a 202 MPa). A pesar de que al utilizar esta técnica se han descrito algunos
efectos no deseados, en la actualidad las altas presiones son una
prometedora técnica emergente, econdmicamente viable para preservar
la calidad e inactivar determinados patdégenos como V. parahaemolyticus
en moluscos manteniendo las propiedades nutritivas y sensoriales
(Murchie et al., 2005; Torres y Veldzquez, 2005; May Su, 2011).

e Congelacién rdpida de manera individual (IQF, Individual Quick Freezing)

IQF implica el uso de la tecnologia de congelacion criogénica para bajar
rapidamente la temperatura del producto por debajo de 0°C, dependiendo
de las caracteristicas fisicas del producto y la capacidad del IQF.

El uso de este procedimiento hace que no sea necesario ningun tipo de
quimicos o conservantes y va a garantizar que el producto conserve toda la
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textura, valor nutritivo y el sabor original una vez que haya sido
descongelado, gracias a la cristalizacion que se produce en su interior
(cristales pequefios). Ademds, tiene la ventaja de que se pude descongelar
la cantidad de producto deseada.

Este proceso produce una reducciéon del nimero de agentes patdgenos
sensibles a la congelaciéon, siendo algunos de ellos (como
V. parahaemolyticus y V. vulnificus) mas sensibles que otros (FDA, 2009).

e Procesos de radiacion ionizante

La aplicacion de radiaciones ionizantes (es decir, la irradiacién) en los
alimentos es un proceso fisico no térmico que se utiliza para eliminar o
reducir el nimero de bacterias patdgenas, parasitos e insectos en los
alimentos, aunque también se puede utilizar para retrasar determinados
procesos fisioldgicos (por ejemplo, la maduracién) de frutas y verduras. Es
una técnica que no produce muchas bajas en el procesado.

En EE.UU. se consideran fuentes aceptables de radiaciones ionizantes los
rayos gamma de unidades selladas de los radionucleidos de cobalto-60
(Jakabi et al., 2003) y cesio-137, electrones generados por maquinas con
energias que no excedan los 10 millones de electrén-voltios, y los rayos X
(Mahmoud y Burrage, 2009) generados por maquinas con energias de hasta
5-7,5 millones de electrén-voltios, dependiendo del receptor alimentario.

La FDA ha aprobado el uso de radiaciones ionizantes para el control de
V. parahaemolyticus y V. vulnificus y otros patégenos en los moluscos frescos
o congelados. En estos casos es obligatorio llevar a cabo controles de
irradiacion en la elaboracidon y manipulacion de los alimentos. Ademas, la
irradiacion de moluscos frescos y congelados no podra exceder de una dosis
absorbida de 5,5 kiloGrays (kGy) (Code of Federal Regulations, 21 CFR 179.26).

Algunos patdgenos son mas sensibles a la radiacion ionizante que otros, aunque
afortunadamente las bacterias del genero Vibrio se encuentran entre las mas
sensibles a la irradiacion, mientras que Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
son mas resistentes. De hecho, dosis de 1,0-1,5 kGy en moluscos bivalvos son
efectivas para eliminar V. parahaemolyticus hasta niveles no detectables (Mallett
et al., 1991; Andrews et al., 2003a; Jakabi et al., 2003).

En cualquier caso la eficacia del proceso esta determinada por la cantidad
de radiacion ionizante absorbida por el alimento que, a su vez, depende de
factores relacionados con el propio irradiador (capacidad energética y
geometria de la fuente, distancia fuente-producto y caracteristicas del haz)
y de factores asociados con el proceso especifico (duracién del tiempo de
irradiacion, temperatura ambiental y del producto, composiciéon y densidad
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del producto, tamafo, forma y composicion de los envases y configuracion
de la carga del producto en el irradiador).

Es importante que todas las partes del producto reciban la dosis prescrita
dentro de un rango especificado, por lo que es necesario realizar mapeos de
dosimetria para documentar la distribucion de la dosis absorbida a través de
un proceso de carga para un conjunto particular de parametros del irradiador.

e Aditivos alimentarios: Compuestos GRAS

Las sustancias GRAS (Generalmente Reconocidas como Seguras) son
aquellas cuyo uso en los alimentos es reconocido por los expertos como
seguro (basandose en su uso en los alimentos antes de 1958 o en
publicaciones cientificas).

La FDA tiene un listado de aditivos permitidos para el consumo humano de
tipo GRAS. Algunos de ellos (diacetil (butanediona); lactato sddico; acido
lactico; e hidroxibutilanisol (BHA), entre otros) mejoran la vida util de los
mariscos al controlar la contaminacién por Vibrio spp. (Sun y Oliver, 1994).
Estos pueden ser afiadidos directamente a los alimentos por estar dentro
del estatus GRAS. Ademads, algunos de ellos (por ejemplo, diacetil
combinado con romero) son particularmente prometedores para mejorar la
calidad de los mariscos gracias a sus propiedades aromatizantes adicionales
(Gillman y Skonberg, 2002).

Se ha demostrado que los aditivos quimicos de origen natural como el
acido citrico o, incluso, sustancias naturales como el zumo de limén (Citrus
limon Beurm. f.), de lima (Citrus aurantifolia swingle) o sudachi (Citrus
sudachi Hort. ex Shirai) tienen actividad antibacteriana pudiendo controlar
las cepas de Vibrio spp. en pescado y marisco crudo o poco cocinado (Mata
et al., 1994; de Castillo et al., 2000; Rodrigues et al., 2000; Hasegawa et al.,
2002). Estos ultimos poseen concentraciones de 4cido citrico entre 50,8 y
52,1 mg/ml lo que les permite basar su accién en una reduccién del pH
(Tomotake et al., 2006), teniendo en cuenta que el pH dptimo de
crecimiento de V. parahaemolyticus esta entre 7,6 y 8,6 (Beuchat, 1973).

4.3.11.4. Procesado de moluscos

En el caso de que no sea viable la comercializacion en vivo de los moluscos
bivalvos, o se quiera utilizar otra forma de procesado que elimine todos los
patégenos de interés en Salud Publica, se pueden aplicar procesos de
coccidn o pasteurizacion, que garanticen la inocuidad de estos alimentos
desde el punto de vista microbiolégico, aunque no destruyan otros téxicos
y contaminantes (pesticidas, metales pesados...). Y ademads, algunas
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técnicas ayudan en el procesado posterior de las ostras, facilitando el
pelado de las mismas, como es el caso del choque térmico comercial que
consiste en sumergir ostras refrigeradas en cestas de alambre, dentro de
tanques con agua potable a 67°C, durante 5 min (dependiendo del tamafio
de la ostra y de la condicién) y enfriamiento posterior de las mismas por
aspersion durante 1 min con agua potable, antes del pelado y lavado.

e Coccidn

El cocinado es un tratamiento térmico que generalmente se realiza antes
de que el producto se coloque en el envase final y sean distribuidos
refrigerados o congelados. Por lo general, después de la coccidn, a estos
productos se les conoce como cocidos y listos para comer. Como ejemplos
de cocidos y listos para consumir nos encontramos productos de la pesca,
cangrejo, langosta, carne de cangrejo, camardén cocido, ensaladas de
mariscos, sopas de mariscos y salsas, y pescado ahumado en caliente.

El cocinado es una medida sumamente efectiva para eliminar
V. parahaemolyticus (Johnston y Brown, 2002; FDA, 2009).

e Pasteurizacion

La pasteurizacidon es un tratamiento que se aplica para eliminar bacterias
patégenas resistentes implicadas en problemas de Salud Publica y que es
razonablemente probable que se presenten en productos alimentarios
durante su tiempo de vida util, cuando se almacena bajo condiciones de
abuso normal y moderado. En el caso de productos de la pesca, la
pasteurizacion se realiza generalmente después de que el producto se
coloque en el envase final herméticamente sellado. Se aplica a los
productos que se distribuyen ya sea refrigerados o congelados.

Ademas de eliminar las bacterias patégenas, el cocinado y la pasteurizacion
también pueden reducir considerablemente el nimero de bacterias de
descomposicidon presentes en el producto de la pesca. Estas bacterias
normalmente restringen el crecimiento de patégenos a través de la
competencia, de forma que la eliminacién de las bacterias de
descomposicion permitiria un rapido crecimiento de las bacterias patdgenas
de reciente introduccién. Eso debe tenerse en cuenta ya que determinadas
bacterias patégenas pueden ser introducidas después de la coccidn o
pasteurizacidn y suponer una preocupacion adicional. Esto es especialmente
cierto para la pasteurizacion, debido a que el proceso puede prolongar la
vida util de los productos pesqueros, lo que proporciona mas tiempo para el
crecimiento de bacterias patdgenas y la liberacion de toxinas.
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Diversos autores han demostrado que las bajas temperaturas de
pasteurizacion (alrededor de 52°C) durante 10 min en ostras inoculadas con
V. vulnificus y V. parahaemolyticus reducian los niveles desde 10° MPN/g
hasta niveles no detectables (Cook y Ruple, 1992; Andrews et al., 2000). En
un trabajo posterior, Andrews y colaboradores (2003b) demostraron que
ostras contaminadas con V. parahaemolyticus 03:K6 (10*10° ufc/g de ostra)
tras un tratamiento pasteurizacion, con temperaturas entre 50-52°C
durante 22 min, reducian los niveles de vibrios hasta niveles no detectables,
sin cambios en las propiedades sensoriales del producto.

e FEsterilizacién

La esterilizacidon en autoclave es un tratamiento térmico que elimina casi
todos los patdgenos transmitidos por los alimentos y permite obtener un
producto estable en almacenamiento.

A pesar de que este tratamiento es muy eficiente para la destruccidn de los
vibrios, hay que tener en cuenta que en el caso de alimentos poco acidos
envasados en contenedores herméticamente sellados, deben realizarse
controles obligatorios adicionales para evitar el crecimiento de otras
bacterias con formas resistentes (esporas termorresistentes) que pueden
producir toxinas en condiciones de anaerobiosis (como es el caso del subtipo
E de Clostridium botulinum predominantemente encontrado en pescados)
(Wells y Wilkins, 1996).

4.4. Andlisis de riesgo de V. parahaemolyticus en acuicultura

En los ultimos afios, se ha producido un aumento notable en las importaciones y
exportaciones de marisco, a escala mundial. Esta actividad comercial ha
incrementado las posibilidades de trasmisién de las enfermedades asociadas al
consumo del marisco desde el punto de produccidn al punto de venta, lugares que
pueden estar situados a miles de kilémetros de distancia. Ademas, el cambio que el
ser humano produce en su entorno ha afectado a las dreas de produccién de
especies destinadas al consumo, con su correspondiente repercusion en Salud
Publicay en la actividad comercial.

Especificamente, en relacion con el objeto de este trabajo, en el 2002, la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO)
junto con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) convocaron una Consulta de
Expertos sobre Evaluacion de riesgos de Vibrio spp. en pescados y mariscos
(FAO/OMS, 2003). Por su parte, en el 2005, la FDA llevd a cabo un analisis de riesgo
cuantitativo para V. parahaemolyticus en ostras crudas en los Estados Unidos,
teniendo en cuenta como factor principal la temperatura del agua, asi como la
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temperatura del aire que afectan a la densidad de V. parahaemolyticus en
condiciones naturales y en condiciones de post-cosecha, respectivamente.
Estimaron la relacidon dosis-respuesta en humanos con respecto a
V. parahaemolyticus y sugirieron que habia un riesgo bajo (< 0,001%) de sufrir
gastroenteritis tras el consumo de 10* células de V. parahaemolyticus (tdh+), y un
alto riesgo (50%) tras el consumo de 10° células de V. parahaemolyticus (tdh+)
(CFSAN-FDA, 2005). No hay datos de este tipo en Europa. Sin embargo el hallazgo
de V. parahaemolyticus patégeno en Europa, hace necesario el andlisis de riesgo del
consumo de marisco en estas zonas por parte de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) o la FAO asi como la elaboracién de recomendaciones para
poder llevar a cabo futuras legislaciones, cémo es el caso de EE.UU. o, por ejemplo,
Chile ddénde las gastroenteritis por V. parahaemolyticus son de notificacion
obligatoria de acuerdo al Decreto 158 (Octubre 2004).

La Unidn Europea regula la produccion, el cosechado y la comercializacion de
moluscos bivalvos en la Unidn Europea. Los requisitos que deben cumplir las
empresas de la industria alimentaria se presentan en el Reglamento 853/2004 que
incluye reglas especificas de higiene para alimentos de origen animal (Comisién
Europea, 2004a). Los parametros que utiliza para establecer la idoneidad de los
moluscos estdn basados en indicadores de contaminacién fecal, como E. coli o
Salmonella spp. (Comisién Europea, 2004b, 2006, 2007). Sin embargo, existen
estudios que demuestran que la depuracidon es menos efectiva en la eliminacién
tanto de los virus entéricos, como de biotoxinas marinas, o en la eliminacién de los
metales pesados o sustancias quimicas orgdnicas, y también en la eliminacion de los
Vibrios spp. patdgenos que se encuentran de forma natural en medios costeros y
estuarios y no estan asociados a contaminaciones fecales, resultando todos ellos un
riesgo para la salud del consumidor (Franco et al., 1990; Croci et al., 2002; Cozzi et
al., 2009).
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Objetivos

5.1. Objetivo general

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue obtener nuevos datos sobre

V. parahaemolyticus en Europa, que cubrieran las lagunas de informacién

presentes en los andlisis de riesgo europeos. Estos datos permitiran disponer de

informacién actualizada de este agente potencialmente patdgeno, ya que la

informacién de la que se dispone actualmente en Europa es limitada y se apoya

parcialmente en los modelos de andlisis de riesgo desarrollados para los Estados
Unidos de América.

5.2. Objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1.

Detectar e identificar cepas potencialmente patégenas de V. parahaemolyticus
en moluscos bivalvos de interés comercial cultivados en las bahias del delta del
Ebro.

Estudiar la prevalencia y la distribucidn espacial y temporal de V. parahaemolyticus
(total y patogénico) en moluscos bivalvos cultivados en cada una de las bahias
del delta del Ebro, asi como su posible asociaciéon con parametros ambientales
(temperatura y salinidad).

Investigar la distribucion de los marcadores de patogenicidad de
V. parahaemolyticus (genes tdh y/o trh) en cepas de origen ambiental aisladas en
diferentes ecosistemas de Europa, entre ellos el delta del Ebro.

Estudiar la eficacia de un sistema experimental de depuracién de
Ruditapes philippinarum con el fin de determinar el tiempo necesario para
reducir hasta niveles indetectables las poblaciones naturales tanto de vibrios
no fermentadores de sacarosa (SNFV), como de vibrios fermentadores de
sacarosa (SFV).
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5. Describir y comparar las caracteristicas de incorporaciéon y supervivencia de
cepas, tanto patdgenas como no patdgenas, de V. parahaemolyticus en
moluscos bivalvos de interés comercial (R. decussatus y/o R. philippinarum), en
ambiente acuatico.

6. Determinar el crecimiento y la capacidad de supervivencia durante la etapa de
post-cosecha y a diferentes temperaturas de cepas de V. parahaemolyticus
patégenas y no patdgenas en una poblacion de R. philippinarum.
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Material y Métodos

6.1. Estudios observacionales

6.1.1. Ambito geografico

Los estudios de campo se realizaron en el delta del Ebro, ubicado en la provincia
de Tarragona (Espafa). El rio Ebro en su desembocadura en el mar Mediterrdneo
forma un delta en forma de flecha con una superficie territorial de
aproximadamente 320 Km? (Figura 3).
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Figura 3. Area geogrifica de estudio y localizacién de las dos
bahias del delta del Ebro.

La region del Delta del Ebro es una zona de gran interés bioldgico, siendo
considerada uno de los humedales mas importante del Mediterraneo occidental
y también del Estado Espafiol, después de Dofiana. Estd declarada zona de
especial proteccién para las aves (ZEPA) y parte de esta drea estd clasificada
como Parque Natural y estd incluida como espacio europeo Natura 2000.

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en 47
moluscos bivalvos de interés comercial



Ademas, desde 1993 una parte (7.736 ha de 33.000 ha totales) situada entre las
coordenadas 40°43’N y 00°44’E y que coincide con la superficie del Parque
Natural del Delta del Ebro y de la Zona de Especial Proteccidn para las Aves
(ZEPA) (Directiva 79/409/CEE) fue incluida enla Lista de humedales de
importancia internacional (Ramsar, 2006).

El delta esta dividido por el rio Ebro en dos hemideltas, con una bahia en cada
uno de ellos: Fangar al norte y Els Alfacs al sur (Figura 3).

Ambas bahias son extensiones de aguas marinas diluidas semiestancadas que
estan sujetas a aportaciones de agua dulce de los canales de drenaje del cultivo
del arroz de campo (abril-septiembre), principal actividad agricola de estas zonas
(Claver et al., 2006; GOmez-Gutiérrez et al., 2006). Se caracterizan por tener un
pH moderadamente alcalino y, en general, son de poca profundidad, no
superando los 6 metros, aunque cada una de estas bahias presenta diferencias
importantes.

La bahia de Fangar tiene una superficie de 952 ha, y una profundidad media de
2 m y maxima de 4 m, con un volumen aproximado de 16 millones de m? de agua.
La temperatura oscila entre 6 y 30° C y la salinidad de 21 a 38 %. El tiempo de
renovacion total del agua estd en 2 dias (Camp, 1994).

Mientras que la bahia de Els Alfacs tiene una superficie mayor que la anterior, de
5.894 hay esta conectada con el mar por una entrada de 2 km de ancho (Camp y
Delgado, 1987). Tiene una profundidad media de 4 m y mdxima de 6 m, y un
volumen aproximado de 200 millones de m? de agua. La temperatura varia
anualmente de 7 a 31° Cy la salinidad de 16 a 38 %.. El tiempo de renovacidn total
del agua es de unos 10 dias (Camp, 1994).

Las principales influencias antropogénicas en el delta son las practicas agricolas
intensivas (65% de la superficie total), los vertidos urbanos e industriales
(cementera y quimicas, entre otras), la pesca, la acuicultura (siendo una de las
areas mas importantes a nivel nacional) y las actividades turisticas (Prat e Ibafez,
1995; GoOmez-Gutiérrez et al., 2006). Dichas actividades junto con las
caracteristicas que definen el ecosistema del delta del Ebro y favorecen la
presencia y el crecimiento de vibrios (algunos de ellos zoondticos) pueden
incrementar el riesgo para la Salud Publica (Motilla et al., 1994, 1995).

6.1.2. Poblacion estudiada

Los animales estudiados inicialmente fueron el ostién japonés (Crassostrea gigas),
el mejilléon (Mytilus galloprovincialis), la almeja fina (Ruditapes decussatus) y la
almeja japonesa (Ruditapes philippinarum). Estos moluscos bivalvos son las
principales especies cultivadas en el delta del Ebro con especial interés
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econdmico, tanto en la citada regién, como para Espafia en general, por tratarse
de un pais productor y consumidor de estos bivalvos a nivel mundial.

Cada una de estas especies (Figura 4) presenta unas caracteristicas ecoldgicas
determinadas que se resumen a continuacion.

ﬂlﬂill[ll”iillllii[]lini....l:-.
T
Figura 4. Especies de moluscos bivalvos estudiadas. (a) C. gigas,

(b) M. galloprovincialis, (c) R. decussatus, (d) R. philippinarum.
(Imégenes cedidas por Josu Pérez-Larruscain)

El ostién japonés (Crassostrea gigas Thunberg, 1793) tiene amplio rango de
tolerancia a la temperatura, que va desde -1,8 a 35°C, y una gama 6ptima de salinidad
que se encuentra entre el 20 y 25%,, pudiendo sobrevivir en salinidades por debajo
del 10%. y superiores al 35%., aunque en esas condiciones sera poco probable la cria.

El mejillén (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) vive a temperaturas de 10-
20°C, con una salinidad éptima del 34%.. Esta especie es la que mayor importancia
econdmica y productiva a nivel nacional y local.

La almeja fina (Ruditapes decussatus Linnaeus, 1758) es una de las especies de
moluscos bivalvos mas apreciada en Espafia y una de las menos abundantes por
la escasez de semilla apta para el cultivo, resultando imprescindible mejorar
ciertos aspectos de la tecnologia de cultivo de semilla en criadero para aumentar
la produccién y abaratar sus costes. Esta especie es nativa de la bahia de Els
Alfacs y su recoleccidn se realiza de camas naturales situadas en dicha bahia. Es
relativamente euriterma, pudiendo vivir con temperaturas entre 10 y 30°C,
estableciéndose la temperatura dptima de crecimiento entre los 15 y 20 °C. Con
respecto a la salinidad, los valores dptimos estan comprendidos entre el 25 % y el
35 %, aunque puede vivir en zonas con grandes variaciones tolerando salinidades
superiores al 40%., siendo el limite inferior del 20%. (Pérez Camacho, 2002).

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en
moluscos bivalvos de interés comercial

49



La almeja japonesa (Ruditapes philippinarum Adams y Reeve, 1850) representa en
la actualidad una de las principales especies cultivadas en el mundo y es un recurso
pesquero importante del delta del Ebro, donde fue introducida con fines acuicolas.
Comparte con la almeja fina los valores éptimos de temperatura y salinidad,
aunque el limite inferior de salinidad para esta especie es del 15% y la temperatura
ideal de crecimiento se sittia entre 15 y 28°C (Pérez Camacho, 2002).

Es importante citar que los dos diferentes tipos de cultivo de bivalvos que se
utilizan en el delta del Ebro son: cultivo de bivalvos adheridos a un sustrato rugoso
que los mantiene sésiles en cuerdas suspendidas en la columna de agua (utilizado
para el cultivo de ostién y mejillén), y el cultivo de los bivalvos enterrados en
sustratos finos de playas arenosas contactando con el exterior mediante los
sifones (en el caso de las almejas). Esta circunstancia hace que al analizar los
resultados se tenga en cuenta la posible existencia de una correlacién entre el
hospedadory el sistema de produccidn en el medio natural de dicho bivalvo.

Adicionalmente, se trabajé con cepas aisladas procedentes de otras especies:
vieiras (Pecten maximus), mejillén atlantico (Mytilus edulis), buey de mar
(Cancer pagurus) y otros crustdceos, que no se han tenido en cuenta en este
apartado y que se utilizaron para estudiar las relaciones interespecificas de los
aislados de V. parahaemolyticus procedentes de diferentes origenes geograficos.

6.1.3. Diseno de los muestreos

Se realizaron un total de tres campafas de recogida de muestras en los meses de
Julio y Agosto, cuando es mas alta la temperatura del agua en el delta del Ebro.

Las campafas se realizaron en los afios 2008, 2009 y 2010 y el objetivo de estos
muestreos fue detectar la presencia de V. parahaemolyticus patégeno en las
distintas especies de bivalvos cultivados en el delta del Ebro, asi como establecer
su prevalencia. Complementariamente se analizaron los resultados
correspondientes a los muestreos realizados durante el verano de 2006.

Los muestreos realizados para las ostras y mejillones cultivadas en los poligonos,
se llevaron a cabo en tres puntos diferentes de cada una de las bahias: al
comienzo (Fangar: 40°46’723”N, 0°43’943”’E; Els Alfacs: 40°37’112”N, 0°37°092"’E),
en el medio (Fangar: 40°46’666”N, 0°45’855”E; Els Alfacs: 40°37’125”N,
0°38’570"’E), y al final (Fangar: 40°46’338”’N, 0°44’941”’E; Els Alfacs: 40°37’309”N,
0°39’934”’E). Mientras que las almejas fueron muestreadas de un unico lugar por
bahia: R. philippinarum en la bahfa de Fangar (40°47’3”N, 0°43’8”E), y
R. decussatus en la bahia de Els Alfacs (40°37°44"”’N, 0°38’0”E).

Inicialmente se establecieron tres puntos de muestreo por especie, afio y bahia (con
excepcidn de las almejas del género Ruditapes en los que sélo se establecié uno).
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En la Tabla 10 se muestran los puntos de muestreo previstos. Se muestrearon 30
animales por punto de muestreo para detectar una prevalencia minima esperada
del 10% con un nivel de confianza del 95%. Sin embargo, a lo largo del estudio el
ndimero de puntos de muestreo asi como el tamafio de muestra fueron variando
por diversos motivos (fundamentalmente econdmicos y logisticos).

Tabla 10. Puntos de muestreo utilizados para cada especie y campanfa

2006 2008 2009 2010
Especie
Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar
C. gigas 3 3 3 3 2 3 2 2
M. galloprovincialis 2 2 3 3 3 3 2 2
R. decussatus 1 - 1 - 1 - 1 .
R. philippinarum - 1 - 1 - 1 - 1

En la Tabla 11 se muestran los tamafos de muestra finalmente utilizados en el
estudio. Un total de 750 y de 709 moluscos bivalvos fueron muestreados de las
bahias de Fangar y de Els Alfacs, respectivamente. La distribucion de las distintas
especies de bivalvos que fueron procesadas de cada una de las bahias es la
siguiente: en la bahia de Fangar, 330 fueron ostiones, 300 mejillones y
120 almejas. Mientras que en la bahia de Els Alfacs, 283 fueron ostiones, 306
mejillones y 120 almejas. Las desviaciones observadas son debidas
fundamentalmente a la insuficiente disponibilidad de ejemplares adultos en los
puntos de muestreo en determinadas campafas.

Tabla 11. Tamafios de muestra recogidos distribuidos por especie, campafia y ubicacion

2006 2008 2009 2010
Especie
Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar

C. gigas 90 90 88 90 60 90 45 60
M. galloprovincialis 67 60 89 90 90 90 60 60
R. decussatus 30 - 30 - 30 - 30 -

R. philippinarum - 30 - 30 - 30 - 30
Total 187 180 207 210 180 210 135 150

Las muestras de ostras y de mejillones fueron cosechadas de cuerdas
suspendidas en el mar y ubicadas en tres diferentes unidades de produccidn,
denominadas bateas o plataformas. Las muestras fueron recogidas de tres
puntos diferentes de la cuerda (préximas al fondo, altura media, y cercana a la
superficie), mientras que las almejas fueron muestreadas en una misma area de
cultivo, en cada una de las bahias estudiadas.
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Todos los moluscos bivalvos seleccionados tenian tamafo comercial y estaban
vivos, sin observarse ningun tipo de alteracion del comportamiento o
anormalidad morfoldgica. Para ello se verificd que las valvas estaban intactas y
con coloracién normal (es decir, sin roturas ni abrasiones), y que se cerraban al
tocarlas o ante cambios en el medio. Estas caracteristicas suelen asociarse con la
ausencia de enfermedad o parasitismo.

Las muestras una vez cosechadas fueron transportadas al laboratorio en bolsas
de plastico que se situaron en neveras con placas de hielo. El transporte duré
menos de 1 h en todas las ocasiones lo que garantizd que las muestras llegaran
adecuadamente refrigeradas al laboratorio de bacteriologia del IRTA-SCR para
ser procesadas.

6.2. Estudios experimentales

Esta segunda parte se refiere exclusivamente al trabajo experimental que engloba
los experimentos disefiados para el estudio de las cinéticas post-infecciéon de
incorporacion de V. parahaemolyticus en almejas. Los diferentes experimentos se
[levaron a cabo exclusivamente en el centro que posee el IRTA a la orilla de la bahia
de Els Alfacs, Sant Carles de la Rapita, Tarragona (IRTA-SCR).

Antes de comenzar con la infeccion experimental se evalud la eficacia de un sistema
de depuracién que se detallara posteriormente. Esta eficacia se determind
mediante el cdlculo del tiempo necesario para reducir las poblaciones naturales
tanto de vibrios no fermentadores de sacarosa (SNFV) (V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. mimicus, V. hollisae, V. damsela), como de vibrios fermentadores de
sacarosa (SFV) a niveles practicamente indetectables mediante cultivo
bacterioldgico.

6.2.1. Animales de experimentacion

Los animales de experimentacidn utilizados fueron la almeja fina (R. decussatus) y
la almeja japonesa (R. philippinarum). Se seleccionaron ambas especies en base a
los resultados obtenidos en el estudio observacional previo, en el que se
confirmd que albergaban de forma natural densidades de V. parahaemolyticus
mayores que el resto de bivalvos estudiados, lo que implica que podria existir un
efecto hospedador en los individuos del género Ruditapes, en relacién a la
presencia de V. parahaemolyticus, y en el caso de llevar a cabo una vigilancia
epidemioldgica en estas bahias (con el procedimiento de cultivo habitual que se
estd realizando en la actualidad), estos bivalvos serian los recomendados para el
estudio. Ademas, también se tuvo en cuenta el hecho de que estas dos especies
de moluscos bivalvos son especies muy consumidas tanto a nivel nacional como
internacional.

52 | Material y Métodos



Las almejas empleadas fueron recogidas especificamente para cada experimento
en los lugares seleccionados para el estudio observacional: R. philippinarum en la
bahia de Fangar (40°47’3”N, 0°43’8”’E), y R. decussatus en la bahia de Els Alfacs
(40°37°44”N, 0°38°0"E).

En ambos casos, entre los animales recogidos se seleccionaron animales adultos
sanos, cuyo tamafo estuviera proximo a la talla minima de comercializacion,
establecida en 35 mm para R. philippinarum, y 40 mm para R. decussatus
(Reglamento CE 850/98; Reglamento CE 40/2008; Reglamento CE 43/2009).

6.2.2. Instalaciones

El sistema experimental de depuracién fue disefiado en horizontal (Figura 5), y
constaba de un total de 12 tanques de fibra de poliuretano reforzada, de 40 litros
de capacidad (90 cm de largo, 45 cm de ancho, y 18 cm de profundidad méxima),
con el interior de gel-white coat, asociados a un médulo IRTAmar™.

El médulo IRTAmar™ (Figura 6) permite controlar por sondas y mecanismos de
reaccion los parametros de caudal (I/min), temperatura (°C), y oxigeno disuelto
(mg/l), y los registra automdticamente en un ordenador central.

La depuracidn se llevd a cabo en circuito abierto, por lo que el agua saliente de
los tanques era expulsada a unas balsas de tratamiento. La tasa de renovacion
del agua se establecié alrededor de 1 h (equivalente a 0,7 I/min).

Figura 5. Sistema de depuracion experimental a pequefia escala
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Componentes:

(1) Ldmpara UV

(2) Sistema de control
(caudal, 02y
temperatura)

(3) Filtros de cartuchos

(4) Biofiltro

(5) Intercambiador de

calor

(6) Filtro mecanico

(7) Tanque de expansion

Figura 6. Médulo automético de tratamiento de aguas (IRTAmar™)
Las almejas fueron situadas en placas de plastico perforadas y suspendidas del
fondo de los tanques para minimizar la recontaminacién con heces vy
pseudoheces (Figura 7).

Figura 7. Ubicacidn de las almejas en las unidades de depuracién

Antes de empezar con los experimentos y para comprobar la eficacia del
protocolo de desinfeccidn, el agua de mar tratada fue sembrada en placas de
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TCBS, no encontrandose crecimiento después de 48 h. Este proceso de
evaluaciéon de la calidad del sistema fue llevado a cabo semanalmente para
comprobar la eficacia de desinfeccidon del sistema, y evitar de esa forma la
entrada de V. parahaemolyticus que pudiera distorsionar los resultados de los
estudios, ya que hay que tener en cuenta que la fuente de agua del sistema de
depuracién procedia de la bahia de Els Alfacs, que presenta una concentracion
variable de V. parahaemolyticus.

6.2.3. Cepas de Vibrio parahaemolyticus

Se utilizaron dos cepas de V. parahaemolyticus que procedian del muestreo
correspondiente a la campafia de vigilancia epidemioldgica llevada a cabo en el
verano del 2006 (Roque et al., 2009). La cepa i747 fue aislada de mejillén, carece
de potencial patogénico y lleva el gen tlh que codifica para la hemolisina
termolabil. La cepa i678 fue aislada de almeja R. decussatus, es potencialmente
patogénica ya que ademas de llevar el gen tlh, lleva el gen tdh que codifica para
la hemolisina directa termoestable.

La identificacion de ambas cepas se realizé mediante la técnica de PCR disefiada
por Bej y colaboradores (1999) (con ligeras modificaciones en el protocolo), que
permitid la identificacidn a nivel de especie mediante la amplificacidn del gen de
la hemolisina termoldbil (tlh) y a nivel de factores de virulencia por la
amplificacién del gen de la hemolisina directa termoestable (tdh) y de la
hemolisina relacionada con la hemolisina directa termoestable (trh).

Ambas cepas se caracterizaron fenotipicamente como bacilos Gram-negativos,
catalasa y oxidasa positivos, anaerobios facultativos y mdviles que crecian en agar
TCBS (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) formando colonias verdes. Ademds, ambas
cepas fueron capaces de crecer a 42°C, pero no a concentraciones de 8% de Nacl.

Complementariamente se realizaron pruebas bioquimicas de identificacion
mediante el sistema API 20E (BioMérieux, Marcy-I’Etoile, Francia) que dieron un
resultado positivo para la identificacion de V. parahaemolyticus con una
probabilidad de 99,9%, en el caso de la cepa i747 (4146107), y 99,5%, en el caso de
la cepai678 (4326106).

Los cultivos puros se mantuvieron criopreservados a -80°C en glicerol al 10%,
hasta su posterior utilizacion. Para preparar los indculos de cada cepa se inoculd
una criobola bacteriana en un Erlenmeyer con 50 ml de caldo de tripticasa soja
(TSB) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa) adicionado con un 2,0% de Nacl
(TSB-2). El Erlenmeyer inoculado fue incubado a 28°C durante 18-20 h en agitacién
suave (Excella E24 Incubator skaker series, New Brunswick Scientific, New
Jersey, EE.UU.). Posteriormente, el caldo de cultivo resultante fue transferido en
tubos Falcon estériles (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia) que se
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centrifugaron a 2000 g y a 4°C durante 10 min. El sobrenadante fue desechado, y
el sedimento obtenido se resuspendid en solucidn salina estéril conteniendo 2,5%
de Nadl (SSS) determindndose su ODg,onm mediante espectrofotometria visible
(HITACHI U-2001, Hitachi Instruments, Lnc, EE.UU).

El indculo se prepard a partir de esta suspension bacteriana ajustando la cantidad
de bacteria a 10°10° ufc por ml de bafio de exposicién. Los resultados obtenidos
con el espectrofotémetro fueron confirmados mediante siembras de diluciones
decimales seriadas de las muestras por duplicado en placas de agar tripticasa soja
(TSA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia) conteniendo un 2,0% NaCl (TSA-
2), agar TCBS y CHROMagar Vibrio (Biomerieux, Paris, Francia). Las placas
sembradas fueron incubadas a 28°C (TSA-2 y TCBS) y a 37°C (CHROMagar Vibrio)
durante 18-20 h. Posteriormente, se calculd y registro el nimero de unidades
formadoras de colonias por ml (ufc/ml).

6.2.4. Disefio experimental
6.2.4.1. Depuracion

Un total de 182 almejas de la especie R. philippinarum fueron cosechadas de un
area de cultivo en la bahia de Fangar: 120 individuos en primavera y 62 en
verano. La talla de los individuos fue de 34,4 * 2,8 mm en primavera y
39,9 £ 1,0 mm en verano.

Con el fin de determinar si la temperatura del agua tenia alguna influencia en la
tasa de depuracion en relacién al tiempo de eliminacidon de las poblaciones
naturales de vibrios, se llevd a cabo un primer trabajo en el que se realizaron dos
experimentos: uno en primavera (temperatura media del agua 19,88 + 0,40°C) y
otro en verano (temperatura media del agua de 25,19 + 0,94°C).

En cada caso, las almejas fueron divididas en dos bandejas y se analizaron
microbiolégicamente un total de 12 almejas por dia, en el experimento de
primavera, a tiempos de muestreo: 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,192,y 216 h, y
9 almejas por dia, en el experimento de verano, a tiempos de muestreo: 0, 24,
144, 168, 192, y 216 h (con la excepcidn de 4 almejas por dia a tiempo de
muestreo: 48 y 72 h). Las diferencias en el tamafo de los grupos experimentales
fueron debidas a problemas de disponibilidad de individuos durante el verano.

La duracidn de los experimentos, establecida en 9 dias, se determind teniendo
en cuenta que los individuos estaban sin comer, y podrian sufrir una pérdida
de peso excesiva, con la consiguiente pérdida de econdmica en el mercado.

6.2.4.2. Cinética de incorporacion en condiciones experimentales de cultivo

Se llevaron a cabo varios estudios para conocer la incorporacion de
V. parahaemolyticus (patégeno y no patégeno) en condiciones de cultivo en
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almejas del género Ruditapes. Para ello, se seleccionaron un total de
569 almejas de la especie R. decussatus y 564 R. philippinarum.

La distribucidn en los distintos grupos experimentales para R. decussatus fue la
siguiente: 255 almejas control (almejas no expuestas a V. parahaemolyticus),
123 y 191 almejas expuestas a V. parahaemolyticus patégeno y no patdgeno,
respectivamente. Mientras que para R. philippinarum fue: 285 almejas control
(almejas no expuestas a V. parahaemolyticus), 123 y 156 almejas expuestas a
V. parahaemolyticus patégeno y no patégeno, respectivamente.

Antes de comenzar con el estudio de la evolucion de ambas cepas de
V. parahaemolyticus, las almejas fueron depuradas siguiendo el protocolo
previamente evaluado en la presente Tesis Doctoral (Lopez-Joven et al., 2011a).

Una vez comprobado que las almejas estaban libres de SNFV, éstas fueron
situadas en los tanques de experimentacion, conteniendo 330-350 ml de agua
marina depurada por almeja, provistas de aireadores y sin renovacion de agua.
Estos estudios se realizaron a temperatura ambiente, manteniéndose la
temperatura del agua entre 16 y 18°C.

Los experimentos de incorporacion de V. parahaemolyticus se realizaron por
separado para cada especie de almejas y para cada una de las dos cepas de
V. parahaemolyticus, pero también se llevaron a cabo en condiciones de
cohabitacion de ambas especies de almejas, utilizando la cepa no patdgena de
V. parahaemolyticus. La inoculacion experimental de ambas cepas de
V. parahaemolyticus (patégena y no patdégena) se llevd a cabo con una carga
inicial bacteriana alta comprendida en el rango situado entre 6,50 + 0,19 a 8,63 *
0,90 log ufc/almeja (excepto en el estudio de cohabitacién dénde la carga inicial
bacteriana fue menor, de 3,70 +0,00 log ufc/ml). El inéculo bacteriano fue
administrado junto con 10° células/ml de fitoplancton axénico (Isochrysis galbana
variedad tahitiana) (Pérez Camacho et al., 2002), para estimular la incorporacién
bacteriana en las almejas simulando las condiciones en el medio marino.

Los tiempos de muestreo en cada experimento fueron variables englobando
una amplia franja temporal que oscilé entre 2 y 168 h.

6.2.4.3. Cinéticas de incorporacion en condiciones de post-cosecha

Un total de 352 almejas de la especie R. philippinarum fueron seleccionadas:
144 como almejas control (almejas no expuestas a V. parahaemolyticus), 103 y
105 almejas expuestas a V.parahaemolyticus patégeno y no patdgeno,
respectivamente, para ser almacenadas a diferentes temperaturas.

Se evaluaron dos factores: la temperatura de almacenamiento y la variante de
V. parahaemolyticus. Cada uno de estos factores se dividié en tres categorias,
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temperatura (4, 15 y 28°C) y V. parahaemolyticus (patégeno, no patégeno, y
control negativo), de forma que finalmente nueve grupos experimentales
fueron estudiados en un experimento factorial completo.

Antes del almacenamiento, estos bivalvos fueron depurados siguiendo el
protocolo de Lopez-Joven et al. (2011a), y una vez que se verificé que las
almejas estaban libres de SNFV fueron situadas en unidades de
experimentacion (que contenian 10 | de agua marina depurada) y se procedié
a la inoculacién experimental de las cepas de V. parahaemolyticus (patégena y
no patdégena) con concentraciones medias de 6,16 + 0,48 log ufc/mly de 6,72 +
0,32 log ufc/ml, respectivamente. La inoculacién se realizé por separado (es
decir, en distintas unidades de experimentacién). Como en los experimentos
anteriores el indculo bacteriano fue administrado a las almejas junto con 10°
células/ml de fitoplancton axénico (Isochrysis galbana variedad tahitiana)
(Pérez Camacho et al., 2002). Las almejas permanecieron en el tanque durante
24 h, hasta alcanzar los niveles maximos de incorporacién bacteriana, segun se
habia establecido en los resultados obtenidos previamente en esta Tesis
Doctoral (Lopez-Joven et al., 2011b).

Una vez transcurrido ese tiempo, los animales fueron sacados del agua, y cada
lote de almejas que habia sido expuesto a cada una de las dos cepas vy, junto
con las almejas del lote control fueron divididos en tres grupos iguales y
situados en diferentes bandejas expuestas al aire. Una bandeja de cada grupo
(una con almejas expuestas a V. parahaemolyticus patégeno, otra con almejas
expuestas a V. parahaemolyticus no patdgeno y otra bandeja con almejas
control) fue situada a cada una de las temperaturas ambientales establecidas:
4,15y 28°C.

A partir de ese momento, se tomd una muestra de cada uno de los nueve
grupos formados para el almacenamiento: grupo inoculado con
V. parahaemolyticus patégeno (n=6 almejas), V. parahaemolyticus no patégeno
(n=8 almejas), y el grupo control (n=11 almejas) fue analizada a tiempo o, 24,
48, 72 y 96 h. Asi, se estimd la concentracion de V. parahaemolyticus en las
almejas cada 24 h durante un almacenaje que duré 4 dias. El experimento fue
realizado por duplicado, y se complementd con un experimento adicional para
el almacenamiento a 4°C con la finalidad de verificar resultados obtenidos
previamente (en este caso se analizaron 5 almejas de cada uno de los lotes a
tiempo o h).

6.3. Técnicas diagnésticas

Los estudios de caracterizacidn e identificacidn de V. parahaemolyticus se llevaron a
cabo en las instalaciones del IRTA-SCR, exceptuando los analisis correspondientes a
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la electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) que fueron realizados en el
Istituto Superior de Sanita de Roma (Italia).

6.3.1. Procesado de las muestras

Todos los individuos fueron medidos longitudinalmente (Digital caliper 0-150 mm
LLG) antes de ser procesadas y abiertas individualmente en condiciones estériles
utilizando un cuchillo previamente esterilizado con alcohol y luego expuesto a
una llama. Tanto el liquido intervalvar como la carne, fueron situados
conjuntamente en viales estériles que contenian 10 ml de SSS, y fueron pesadas
en la balanza de precisién (descontado el peso del vial con SSS), para determinar
su peso. Posteriormente los tejidos recogidos fueron macerados vy
homogeneizados durante 30 s usando ultraturrax (IKA, T25 basic).

6.3.2. Recuento bacteriolégico

El aislamiento inicial de las cepas de V. parahaemolyticus se llevé a cabo a partir
de 1 ml del macerado del bivalvo enriquecido en 9 ml de agua de peptona alcalina
(APW) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa), durante 6 h a 37°C y sembrado
posteriormente por agotamiento utilizando un asa de siembra en placas de
CHROMagar vibrio (CHROMagar, Francia), que se incubaron durante 18-20 h a
37°C. Todas las colonias malva fueron purificadas, primero en placas de
CHROMagar Vibrio, y después en TSA adicionado con un 2% de Nacl.

El recuento total de bacterias marinas heterotrdficas y vibrios se realizé en placas
de agar marino (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa) y en placas de TCBS
(Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espaia), respectivamente.

Especificamente para V. parahaemolyticus se llevaron a cabo diluciones seriadas
de las muestras que fueron sembradas en agar TCBS (Oxoid, Hampshire, Reino
Unido) (Kobayashi et al., 1963), e incubadas a 28°C durante 20-24 h. Una vez
transcurrido ese tiempo, las colonias en las placas de TCBS fueron contadas
manualmente, para calcular la densidad de las células viables en la muestra
(ufc/g), considerando que los vibrios no fermentadores de la sacarosa (SNFV)
producen colonias verdes, mientras que los que son capaces de fermentar la
sacarosa forman colonias amarillas. Las colonias formadas por SNFV son
distinguibles de otras colonias pertenecientes a bacterias de otros géneros, por
el tamafo y por el color, lo que permitid la clasificacién de las colonias de
V. parahaemolyticus (Hara-Kudo et al., 2001). Todos los resultados son
presentados por gramo de individuo, ya que todas las muestras fueron diluidas
en el mismo volumen.

Cada una de las cepas aisladas y purificadas se preservaron a -80°C con el fin de
realizar andlisis posteriores o utilizarlas como indculos.
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6.3.3. Identificacion bacteriana

Las cepas bacterianas aisladas que se utilizaron en el estudio experimental fueron
sometidas a una baterfa de pruebas fisiolégicas y bioquimicas (Alsina y Blanch,
1994; Farmer 3rd y Hickman-Brenner, 2006).

La movilidad celular se determind mediante observacién en fresco al
microscopio a partir de una suspensién en SSS. La morfologia se observd tras la
realizacién de una tinciéon Gram. La prueba de la oxidasa se llevé a cabo
siguiendo el método Kovacs (1956).

Para estudiar la tolerancia a la sal en relacion al crecimiento de estas cepas
bacterianas se utilizd TSA suplementado con diferentes concentraciones de NacCl
(2 y 8%). Las placas se incubaron a una temperatura de 24 + 1°C, durante 24-48 h.

Para estudiar la tolerancia a la temperatura se establecid un rango de
temperaturas (4, 37 y 42°C) de crecimiento de las bacterias en placas TSA.
También se determind la sensibilidad al agente vibriostatico O/129 a 150 pg
empleando el método de difusién en agar Mieler-Hinton (Oxoid) con Nacl al 1%.
Se utilizaron discos comerciales (Oxoid) y se determiné la actividad
antimicrobiana mediante la lectura de los halos de inhibicidn después de incubar
las placas a 24 + 1°C durante 24 h.

Complementariamente los microorganismos fueron identificados con el sistema
comercial API 20E, de acuerdo a la metodologia descrita por el fabricante, y con
un esquema reducido que incluye: agar TSI y agar MIO (movilidad-indol-ornitina).

6.3.4. Diagnoéstico molecular

En primer lugar para llevar a cabo el diagndstico molecular y confirmar la
identidad de las cepas empleadas se extrajo el DNA utilizando el kit de
purificacién Wizard para la purificacién del DNA gendmico (Promega, Wisconsin,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se ajustd la
concentracion de DNA a 50 ng/ul y se comenzaron a realizar las PCR de un paso.

Se comenzd con el andlisis de los genes tlh o toxR (marcador de especie), y
después las cepas positivas aisladas fueron analizadas para los genes tdh y trh.
Para la identificacion/confirmacidn se usaron los cebadores descritos por Bej et
al. (1999) con ligeras modificaciones de la técnica segun las siguientes
condiciones de amplificacion en el termociclador (Eppendorf Mastercycler
Personal, Eppendorff AG, Hamburg, Alemania): desnaturalizacién inicial a 95°C
durante 8 min, seguida por 40 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94°C,
alineamiento a 55°C durante 1 min, elongacién a 72°C durante 1 min, y extension
final durante 10 min a 72°C.
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Se incluyeron controles negativos y positivos en todas las reacciones. El control
negativo fue preparado con agua libre de DNA (Sigma-Aldrich, Espaia).

En los estudios realizados en el IRTA-SCR los dos controles positivos tlh fueron
tdh+ CAIM 1400, y trh+ CAIM 1772 (Collection of Aquatic Important
Microorganisms), mientras que en los estudios realizados en el Istituto Superior
de Sanita de Roma se utilizaron las cepas thd+ ATCC 43996 y trh+ ATCC 17802
(American Type Culture Collection).

Los productos resultantes de la amplificacidon fueron visualizados en un gel de
agarosa al 2%, tefildo con bromuro de etidio.

6.3.5. Hibridacién de colonias

Con el fin de confirmar la identificacidn molecular de las cepas por sus
caracteristicas patogénicas se realizé una hibridacién de colonias.

Para ello se disefiaron sondas marcadas de digoxigenina basadas en las
secuencias de los genes toxR, tdh, trh1 y trh2. Las cepas bacterianas se
sembraron en placas de TSA-2 (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) y fueron
incubados al menos 12 h a 37°C. La preparacién de los filtros a partir de las placas
y la deteccion colorimétrica en NBT-BCIP (nitroazul de tetrazolio vy
5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato) se llevé a cabo segun el protocolo establecido
(Roche Applied Science, 2009).

La hibridacidon se desarrollé durante 12 h a 54°C en una solucién tampoén de urea
6M, y se asegurd la especificidad de la reaccidn realizando dos lavados a 65°C.

6.3.6. Caracterizacion molecular

En primer lugar se purificaron los productos de la PCR positivos para tdh y trh,
con el kit de purificacién QIAquick PCR (Qiagen, California, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante, y a continuacién se enviaron a secuenciar
bidireccionalmente a Macrogen Inc. (Tokio, Japdn). Las secuencias fueron
alineadas utilizando BioEdit (Hall, 1999) y analizadas utilizando el programa
BLAST (National Center for Biotechnology Information).

A continuacidn las cepas aisladas fueron caracterizadas (fingerprint) utilizando
una PCR repetitiva extragénica palindrémica (rep-PCR) (Cabanillas-Beltran et al.,
2006), y los patrones de bandas electroforéticas fueron analizados con el
programa GelCompar Il 4.5 (Applied Maths, Bélgica). La matriz de similaridad fue
calculada utilizando el coeficiente Jaccard con una tolerancia del 0,8%, y el
dendograma se construyd con el algoritmo Ward.

Por ultimo se llevd a cabo una PFGE de acuerdo con el protocolo PulseNet
ligeramente modificado (Martinez-Urtaza et al., 2004; Wang et al., 2008), donde
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las cepas en estudio fueron cultivadas 12 h en TSA suplementado con 2% de Nadcl,
y tras el crecimiento se conformaron unos bloques de parafina que fueron
resuspendidos en un tampdn de lisis con proteinasa K e incubados 1 h a 50°C con
agitacion constante. Tras la lisis se realizaron dos lavados con agua
pentadestilada y cinco lavados de 10 min con 15 ml de tampdn Tris-EDTA a 50°C.
A continuacién se realizé durante 12 h a 37°C una digestion del DNA con la
endonucleasa de restricciéon Notl (Fermentas, Alemania) utilizando 25 U/bloque.
Como marcador de peso molecular se utilizd la cepa H9812 del serovar
Braenderup de Salmonella entérica digerida 12 h a 37°C con la enzima Xbal.

Los bloques obtenidos fueron embebidos en gel de agarosa al 1% y los
fragmentos de restriccion fueron analizados por PFGE con CHEF Il Mapper
system (Bio-Rad Laboratories, California, EE.UU.) en 0,5x Tris-borato-EDTA con
tiourea 300 uM vy las siguientes condiciones: 6 V/cm durante 18 h a 14°C, con
pulsos de 2 a 40 s y velocidades de bombeo de 0,7 I/min. Los geles resultantes
fueron tefildos con bromuro de etidio durante 25 min, aclarados en agua
destilada durante 45 miny fotografiados bajo luz UV.

Los patrones de restriccion obtenidos fueron analizados con el programa
BioNumerics 4.0 (Applied Maths, Bélgica). El agrupamiento fue realizado
utilizando el método UPGMA (unweighted pair group method using average
linkages) y el coeficiente de correlacién de Dice con una tolerancia de posicidn
del 1,5%. Los conglomerados (clusters) se definieron asumiendo un valor umbral
del 80% de similitud.

6.3.7. Susceptibilidad a antibioticos

Complementariamente se caracterizé la diferente susceptibilidad a los antibidticos
de las cepas aisladas en las campafias del 2006 y 2008.

Para ello se realizaron pruebas de sensibilidad in vitro a los siguientes antibidticos
segun el test de discos de difusién realizado por duplicado (Roque et dl., 2009):
gentamicina (10 pg), acido oxolinico (10 pg), amoxicilina (25 pg), polimixina B
(300 UIl), vancomicina (30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 Ug),
nitrofurantoina (300 pg), doxiciclina (30 pg), ceftazidima (30 pg), estreptomicina (10
pg), neomicina (30 Ul), penicilina (6 pg), flumequina (30 pg), tetraciclina (30 pg),
ampicilina (10 pg), kanamicina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), y sulfonamida (300 pg).

6.3.8. Variabilidad serolégica

Finalmente las cepas se enviaron al CEFAS (Centre for Environment, Fisheries &
Aquaculture Science, Weymouth, Reino Unido) para la determinacion del
serotipo mediante el método de aglutinacion utilizando antisueros comerciales
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frente a V. parahaemolyticus (Denka Seiken Ltd., Japén; Cosmos Biomedical Ltd,
Reino Unido).

6.4. Analisis estadistico

En primer lugar se realizé en todos los estudios una descripcion de los datos
obtenidos, usando la media y la desviacidon estandar para variables cuantitativas,
como la longitud y el peso, mientras que las variables cualitativas, como el estado de
depuracion y la especie, fueron descritas usando frecuencias relativas. En los casos
que se consideré oportuno se realizaron dichas descripciones de forma estratificada.

Antes de analizar estadisticamente las variables cuantitativas se verificd su
homoscedasticidad, y por lo tanto su distribucion normal, mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables que no fueron homoscedasticas se
transformaron logaritmicamente, en los casos que fue posible, para normalizarlas.
Asi pues, para las variables cuantitativas distribuidas normalmente, la comparacion
de las medias fue realizada usando la prueba de la t de Student para dos medias, y el
ANOVA para mas de dos medias, y el test post-hoc de Duncan, para evaluar la
diferencia entre las medias. Cuando las variables no fueron normales, se aplicd la
prueba de Mann-Whitney para la comparacion de dos medias, y la prueba de
Kruskal-Wallis para la comparacion de mas de dos medias.

La asociacién entre dos variables cuantitativas (por ejemplo, la prediccién del tiempo
de depuracidon tanto para SNFV como para SFV) fue evaluada mediante regresién
lineal, usando el coeficiente de determinacién (r*) para estimar su valor predictivo.

En el caso del anadlisis de dos variables cualitativas, la comparacion de las
frecuencias fue llevada a cabo usando la prueba Chi-cuadrado de Pearson (o
alternativamente, la prueba Likelihood Ratio o la prueba exacta de Fisher cuando la
prueba Chi-cuadrado no fue valida).

En algunos casos se realizd un andlisis multivariante mediante regresidn logistica
binaria, especificamente para determinar si la presencia o ausencia de
V. parahaemolyticus estaba asociada tanto con variables cualitativas (especie de
molusco, campafa y localizacién) como con variables cuantitativas (longitud de las
valvas, temperatura del agua y salinidad). Se valoré tanto la significacién del modelo
como la significacién de las variables asociadas, estimando el riesgo de cada factor
mediante el odds ratio (OR) que se calculé como exponente de los coeficientes del
modelo.

El error alfa deseable fue establecido en 0,05 y los anadlisis estadisticos fueron
realizados con el programa SPSS 15.0 y 17.0 para Windows (Chicago, EE.UU.).
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Resumen del articulo en castellano

Deteccién e identificacion de cepas de Vibrio parahaemolyticus tdh y trh
positivas en cuatro especies de moluscos bivalvos cultivados en la costa
mediterranea espafola

En este estudio se presentan los primeros datos publicados que describen la
deteccién de cepas potencialmente patdgenas de Vibrio parahaemolyticus
aisladas de bivalvos cultivados en la costa del mediterraneo, y se proporcionan
datos sobre la presencia de cepas aisladas tdh y trh positivas. Se aislaron cepas
de V. parahaemolyticus potencialmente diarreicas de las cuatro especies de
bivalvos recolectadas de ambas bahias del delta del Ebro, Espafia.
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Presented here is the first report describing the detection of potentially diarrheal Vibrio parahaemolyticus
strains isolated from cultured bivalves on the Mediterranean coast, providing data on the presence of both tdh-
and trh-positive isolates. Potentially diarrheal V. parahaemolyticus strains were isolated from four species of
bivalves collected from both bays of the Ebro delta, Spain.

Gastroenteritis caused by Vibrio parahaemolyticus has been
reported worldwide, though only sporadic cases have been
reported in Europe (7, 14). The bacterium can be naturally
present in seafood, but pathogenic isolates capable of inducing
gastroenteritis in humans are rare in environmental samples (2
to 3%) (15) and are often not detected (10, 19, 20).

The virulence of V. parahaemolyticus is based on the pres-
ence of a thermostable direct hemolysin (tdh) and/or the ther-
mostable direct hemolysin-related gene (trh) (1, 5). Both are
associated with gastrointestinal illnesses (2, 9).

Spain is not only the second-largest producer in the world of
live bivalve molluscs but also one of the largest consumers of
bivalve molluscs, and Catalonia is the second-most important
bivalve producer of the Spanish Autonomous Regions. Cur-
rently, the cultivation of bivalves in this area is concentrated in
the delta region of the Ebro River. The risk of potentially
pathogenic Vibrio spp. in products placed on the market is not
assessed by existing legislative indices of food safety in the
European Union, which emphasizes the need for a better
knowledge of the prevalence of diarrheal vibrios in seafood
products. The aim of this study was to investigate the distribu-
tion and pathogenic potential of V. parahaemolyticus in bivalve
species exploited in the bays of the Ebro delta.

Thirty animals of each species of Mytilus galloprovincialis,
Crassostrea gigas, Ruditapes decussatus, and Ruditapes philippi-
narum were collected. They were sampled from six sites of the
culture area, three in each bay of the Ebro River delta, at the
beginning (40°37'112'N, 0°37'092"E [Alfacs]; 40°46'723"N,
0°43'943"E [Fangar]), middle (40°37'125"N, 0°38'570"E [Al-
facs]; 40°46'666"N, 0°45'855"E [Fangar]), and end (40°37'309'N,
0°39'934"E [Alfacs]; 40°46'338"N, 0°44'941"E [Fangar]) of the
culture polygon. Clams were sampled from only one site per

* Corresponding author. Mailing address: IRTA—Sant Carles de la
Répita, Crta. Poble Nou, km 5.5, 43540 Sant Carles de la Rdpita,
Catalonia, Spain. Phone: 34 977745427. Fax: 34 977744138. E-mail:
Ana.Roque@irta.es.
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bay as follows: in the Alfacs Bay from a natural bed of R.
decussatus (40°37'44"N, 0°38'0"E) and in the Fangar Bay from
an aquaculture bed of R. philippinarum (40°47'3'N, 0°43'8'E).
In total, 367 samples were analyzed in 2006 (180 oysters, 127
mussels, 30 carpet shell clams, and 30 Manila clams) and 417
samples were analyzed in 2008 (178 oysters, 179 mussels, 30
carpet shell clams, and 30 Manila clams).

All animals were individually processed and homogenized,
and 1 ml of the homogenate was inoculated into 9 ml of
alkaline peptone water (Scharlau, Spain). Following a 6-h in-
cubation at 37°C, one loopful of the contents of each tube of
alkaline peptone water was streaked onto CHROMagar vibrio
plates (CHROMagar, France) and incubated for 18 h at 37°C.
Mauve-purple colonies were purified, and each purified isolate
was cryopreserved at —80°C (135 isolates in 2006 and 96 in
2008). From the initial homogenate portion, 100 pl was inoc-
ulated onto marine agar (Scharlau, Spain) and onto thiosulfate
citrate-bile salts-sucrose agar (Scharlau, Spain) for total het-
erotrophic marine bacteria counts and total vibrio counts, re-
spectively (Table 1).

Total DNA was extracted from each purified isolate using
the Wizard genomic DNA purification kit (Promega), follow-
ing the instructions of the manufacturer. A one-step PCR
analysis was performed to identify/confirm which isolates were
1l positive (species marker for V. parahaemolyticus). Further
detection of the tdh or trh gene was carried out on all positive
tl strains. All PCR analyses were carried out using the primers
described by Bej et al. (2) with the following amplification
conditions on the thermocycler (Eppendorf Mastercycler Per-
sonal): an initial denaturation at 95°C for 8 min, followed by 40
cycles of a 1-min denaturation at 94°C, annealing at 55°C for 1
min, elongation at 72° for 1 min, and a final extension of 10 min
at 72°C. Positive and negative controls were included in all
reaction mixtures: two positive controls, #/ and tdh CAIM 1400
and trh CAIM 1772 (Collection of Aquatic Important Micro-
organisms [http:/www.ciad. mx/caim/CAIM.html]), and nega-
tive control DNA-free molecular grade water (Sigma-Aldrich,
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TABLE 1. Vibrio parahaemolyticus isolates, serotypes, and origins and total number of vibrios/heterotrophic bacteria contained in the bivalve®

Organism and

Bacterial count using indicated
medium (CFU ml™?)

Isolate Date of collection site of origin Temp (°C) Salinity (%o) Gene(s) Serotype
TCBS agar Marine agar

1745 8 August 2006 Mg-F 24.5 37 tdh ND 1.5 %10 1.2x 10
1793 14 August 2006 Cg-A 25 35 tdh ND 9.2 X 10° 8.5 x 10°
1805 14 August 2006 Cg-A 25 35 tdh 02:KUT 72 x 10 9 X 10°
1806 14 August 2006 Cg-A 25 35 tdh and trh 03:K33 9% 10° 4.6 x 10°
1809 14 August 2006 Cg-A 25 35 tdh 02:K28 8 X 10* 7.3 X 10°
1678 4 July 2006 Rd-A 28.6 36 tdh 02:K28 31 % 10° 25 x10°
1628 4 July 2006 Rd-A 28.6 36 tdh O4:KUT 29%10* 84 x10*
1775 8 August 2006 Cg-A 245 37 tdh ND 4.21 x 10° 1.1 x10*
1691 4 July 2006 Rd-A 28.6 36 trh OL:K32 22X 10° 2.6 X 10°
1712 27 July 2006 Mg-A 29.4 35.5 trh OLKUT 8.6 x 10° 84 x10°
1765 8 August 2006 Cg-F 24.5 37 trh 04:K34 1x 10* Uncountable
1980 22 July 2008 Cg-A 26.7 335 tdh OL:K32 2.7 x 10* 1.3 x 10*
1981 22 July 2008 Cg-A 26.7 335 trh OLKUT 1x10* 22x10*
1993 22 July 2008 Cg-A 26.7 335 tdh 05:K17 3% 10° L1x 10
1994 29 July 2008 Mg-A 277 37 trh 03:KUT 34 % 10° 7% 10°
11031 5 August 2008 Cg-F 21.7 37 tdh O5:KUT 55 x 10* 33 x10*
11034 5 August 2008 Cg-F 277 37 tdh 03:KUT 8.7 x10* 4 x10*
11040 5 August 2008 Cg-F 277 37 tdh 03:KUT 1.6 x 10* 32 x10*
11042 5 August 2008 Cg-F 217 37 tdh and trh ND 2.8 x10* 3% 10*
11050 5 August 2008 Cg-F 277 37 tdh OL:KUT 47 x 10 73 X 10*
11063 20 August 2008 Mg-F 259 36 tdh 03:KUT 7.9 x10* 14 x10*
11065 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh O02:KUT 22x10° 1.2 x 10*
11068 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh OS:KUT 2.6 x 10* 5.2 x 10*
11069 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh 03:KUT 24 x10° 53 x10*
11073 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh O5:KUT 23 x10° 75 % 10°
11074 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh 03:KUT 7.6 X 10* 6.9 x 10*
11077 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh O4:KUT L7 x 10° 1.6 X 10°
11079 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 trh 03:KUT 25 x10° 1.1 x 10*
11092 20 August 2008 Mg-F 25.9 36 tdh ND L7 x 10° 16 x10°
11130 25 August 2008 Rd-A 264 35 tdh ND 1.7 x 10* 38 x 10*
11143 25 August 2008 Rd-A 26.4 35 tdh ND 1L1x10* 1.9 x 10*
11165 25 August 2008 Rd-A 26.4 35 trh 02:KUT 44 x10* 6.8 % 10*
11133 25 August 2008 Rp-F 255 36.5 tdh ND 3.4 x 10* 4% 10*
11134 25 August 2008 Rp-F 25.5 36.5 tdh ND 3.9 x 10* 58 x 10*
11158 25 August 2008 Rp-F 25.5 36.5 trh 04:KUT 6.6 X 10* 4.7 x 10*
11161 25 August 2008 Rp-F 25.5 36.5 trh 03:KUT 22x 10 6.6 x 10*

“ Mg, Mytilus galloprovincialis; Cg, Crassostrea gigas; Rd, Ruditapes decussatus; Rp, R. phillipinarum; A, Alfacs; F, Fangar; ND, not determined; TCBS, thiosulfate

citrate-bile salts-sucrose.

Spain). Expected amplicons were visualized in 2% agarose gels
stained with ethidium bromide.

Fifty-eight isolates contained the gene # in 2006 and 96 in
2008, which confirmed their identity as V. parahaemolyticus. In
2006, the distribution of the 58 isolates was as follows: 7 from
127 mussels, 34 from 180 oysters, and 17 from 30 R. decussatus
clams. No #l-positive isolates were found in R. philippinarum.
PCR analysis of the #/-positive isolates for the presence of the
tdh or trh gene indicated that eight isolates contained the tdh
gene and four contained the #rh gene. In 2008, the source of the
confirmed V. parahaemolyticus isolates was as follows: 31 from
88 oysters, 44 from 89 mussels, 9 from 30 R. decussatus clams,
and 12 from 30 R. philippinarum clams. Of these, 17 were
found to contain the tdh gene and 7 contained the trh gene.
Two isolates (I806 and I11042) contained both toxigenic genes,
tdh and trh.

Putative tdh- and trh-positive PCR products were purified
using the QIAquick PCR purification kit (Qiagen) following
the manufacturer’s instructions and were sequenced bidirec-
tionally by Macrogen Inc. Sequences were aligned using BioEdit
(8) and analyzed using BLAST (National Center for Biotech-

nology Information). None of the toxigenic isolates was found
positive by PCR analysis for the presence of open reading
frame 8 of the phage 237 (16), a marker for the pandemic
strain O3:K6.

The isolates were fingerprinted by repetitive extragenic pal-
indromic PCR (rep-PCR) as described previously (3), and the
resulting electrophoretic band patterns were analyzed with the
GelCompar IT software (v4.5; Applied Maths). The similarity
matrix was calculated with the Jaccard coefficient with a band
position tolerance of 0.8%, and the dendrogram was con-
structed with the Ward algorithm. A high level of genomic
diversity was found among the 32 toxigenic isolates character-
ized by rep-PCR. Three clonal groups were identified (those
having identical rep-PCR band patterns) (Fig. 1a to c).

In vitro antibiotic susceptibility tests were performed using
the diffusion disc test following a previously described protocol
(18). The antibiotics used were gentamicin (10 pg), oxolinic
acid (10 pg), amoxicillin (25 pg), polymyxin B (300 UI), van-
comycin (30 pg), trimethoprim sulfamethoxazole (1.25/23.75
ng), nitrofurantoin (300 wg), doxycyclin (30 ng), ceftazidime
(30 pg), streptomycin (10 pg), neomycin (30 UI), penicillin (6
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Strain Source Locality
i793 C. gigas Alfacs
1092 M. galloprovincialis Fangar
i809 C. gigas Alfacs
i1065 M. galloprovincialis Fangar
1068 M. galloprovincialis Fangar i
i1165 R. decussatus Alfacs
i1074 M. galloprovincialis Fangar
CAIM 1772

CAIM 1400 p Reference strains

CAIM 727

i806 C. gigas Alfacs
i1073 M. galloprovincialis Fangar
i1077 M. galloprovincialis Fangar
i1158 R. philippinarum Fangar
i805 C. gigas Alfacs
i994 M. galloprovincialis ~ Alfacs
i678 R. decussatus Alfacs
i1031 C. gigas Fangar
i1040 C. gigas Fangar b.
i1130 R. decussatus Alfacs
i1034 C. gigas Fangar
i1079 M. galloprovincialis Fangar
i1143 R. decussatus Alfacs
i1161 R. philippinarum Fangar
i993 C. gigas Alfacs
i1134 R. philippinarum Fangar
1628 R. decussatus Alfacs
i1133 R. philippinarum Fangar
i712 M. galloprovincialis ~ Alfacs
i775 C. gigas Alfacs
i980 C. gigas Alfacs
11042 C. gigas Fangar
i1050 C. gigas Fangar
i1063 M. galloprovincialis  Fangar
11069 M. galloprovincialis Fangar ¢

FIG. 1. rep-PCR dendrogram of toxigenic isolates of V. parahaemolyticus isolated in the Ebro delta. Letters denote clonal groups of isolates.

pg), flumequine (30 pg), tetracycline (30 p.g), ampicillin (10
ng), kanamycin (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), and sulfonamide
(300 pg). All tests were performed in duplicate. A Student ¢
test for two samples with unequal variance was performed to
compare the sensitivity of all 2006 isolates against the sensitiv-
ity of 2008 isolates for each antibiotic (Microsoft Office Excel
97-2003). Antibiogram results revealed a lower susceptibility in
2008 than in 2006, indicating a possible shift in overall suscep-
tibility. Results from the ¢ test indicated that significantly lower
susceptibility in 2008 was detected (P < 0.05; n = 36) for the

following antibiotics: vancomycin, polymyxin B, ampicillin,
amoxicillin, gentamicin, neomycin, trimethoprim sulfamethox-
azole, nitrofurantoin, doxycyclin, ceftazidime, tetracycline,
flumequine, and ciprofloxacin.

The serological types for 27 strains were determined by the
agglutination method using commercially available V. para-
haemolyticus antisera (Denka Seiken Ltd.; Cosmos Biomedical
Ltd, United Kingdom) following the manufacturer’s instruc-
tions. Potentially toxigenic V. parahaemolyticus isolates col-
lected in 2006 were serologically heterogeneous (8 out of the
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11 isolates) (Table 1). In isolates collected in 2008, results were
more homogenous, with seven serotypes found among 19 iso-
lates analyzed. The O3:K6 serotype was not detected in any of
the strains analyzed, in agreement with the open reading frame
8 PCR results.

The present study is the first to report the detection of
potentially diarrheal V. parahaemolyticus strains isolated from
cultured bivalves on Spanish Mediterranean coasts, providing
data on the presence of both tdh- and trh-positive isolates. V.
parahaemolyticus has previously been detected in several Eu-
ropean countries (4, 13, 21, 22). A recent study carried out in
Spain detected tdh-positive V. parahaemolyticus strains from
patients who had consumed fresh oysters in a market in Galicia
on the Atlantic coast of Spain (12) and potentially pathogenic
V. parahaemolyticus strains have also been reported in France
(17). These studies indicate that the risk of infections caused by
V. parahaemolyticus in Europe is low compared to that in
America or Asia (15). However, this risk could have been
underestimated, since V. parahaemolyticus is not included in
the current European surveillance programs, such as the Eu-
ropean Network for Epidemiological Surveillance and Control
of Communicable Diseases.

Toxigenic V. parahaemolyticus strains detected in this study
were genomically and serologically heterogeneous. The pan-
demic serotype O3:K6 was not detected, and although at-
tempts to isolate O3:K6 from the environment and from sea-
food have not always been successful in previous studies
reviewed by Nair and coauthors (15), this finding seems to be
in agreement with the fact that no outbreak of diarrhea was
observed in the area. Interestingly, isolates 1806 and 11042
have been found positive for both tdh and trh in PCR tests. The
coexistence of tdh and trh genes has already been reported in
isolates from Japan, the United States, and Mexico (3, 6, 11,
19, 23). To our knowledge, no occurrence of an environmental
isolate positive for both tdh and trh had previously been re-
ported in Europe. All isolates tested were slightly different in
their antibiotic resistance profiles. Typically, a high level of
resistance could be determined. The detection of tdh- and/or
trh-positive V. parahaemolyticus strains for the first time on the
Mediterranean coast emphasizes the need to monitor for the
presence of potentially diarrheal vibrios and bacterial gastro-
enteritis, and these data should be taken into consideration to
revise the European legislation on the requirements for shell-
fish harvested for consumption in order to include the surveil-
lance of these pathogens in Europe.

Nucleotide sequence accession numbers. The following
nucleotide sequence accession numbers were deposited in
GenBank: EU908021 (tdh 1628), EU908022 (tdh 1678),
EU908023 (tdh 1775), EU908024 (tdh 1793), EU90802S (tdh
1805), EU908026 (tdh 1806), EU908027 (tdh 1809), EU908028
(tdh 1745), EU982193 (trh 1712), and EU982194 (1rh 1806).

The present study was financed by INIA (Spanish Ministry of Edu-
cation and Science) project numbers RTA-2005-00079-00-00 and
RTA-2008-00063-00-00, awarded to A.R. C.L.-J. has a doctoral schol-
arship provided by INIA. B.G.-G. was awarded two visiting grants, one
by MEC, Spain (October 2007-February 2008) and one by CONACYT,
Mexico (September 2008-August 2009).

We are grateful to Josep Maria Reverte and the staff from the USM
at IRTA for the sample collection and to Margarita Fernandéz and
Jorge Diogene for the environmental data.
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Resumen del articulo en castellano

Distribuciéon espacial y evolucién temporal de Vibrio parahaemolyticus en
moluscos bivalvos cultivados en la costa mediterranea espafola

Vibrio parahaemolyticus es un patdgeno reconocido de los seres humanos. En
este contexto y para comprender mejor la ecologia de la variante patogénica
de V. parahaemolyticus en el medio ambiente, se realizd un estudio sobre la
prevalencia de esta variante (tdh+ y/o trh+) frente a la variante no patogénica
(portadora de tlh+ como marcador de especie para V. parahaemolyticus) en
moluscos bivalvos cultivados en dos bahias en Catalufia, Espafia. En general, la
prevalencia de V. parahaemolyticus en ambas bahias fue mds baja (porcentaje
de muestras positivas 14,2%) que los datos de prevalencia existentes en otros
estudios de habitats similares y fue significativamente dependiente de la bahia
de muestreo, del afo, y de las especies de bivalvos. De hecho,
Ruditapes decussatus fue el hospedador/reservorio principal de este patégeno
en los dos ambientes muestreados. La variante patogénica de
V. parahaemolyticus fue detectada en el 3,8% de las muestras (56/1459), es
decir, la proporcion de bivalvos contaminados por V. parahaemolyticus
patogénicos fue de 27,1%. Ademads, la presencia de la variante patogénica de
V. parahaemolyticus se correlaciond significativamente con la salinidad del
agua, de forma que el riesgo de encontrar V. parahaemolyticus patégeno (tdh+
y/o trh+) disminuyd 1,45 veces por cada unidad que se incrementaba la salinidad
(ppt). Este hallazgo sugiere que las cepas portadoras de potenciales genes de
virulencia son mas sensibles a la salinidad. Sin embargo, esta es una
observacidn, y hasta nuestro conocimiento, ningin estudio publicado ha
contrastado este hecho. En cualquier caso, estos resultados podrian explicar el
bajo nimero de casos de enfermedades gastrointestinales en esta area.
Ademas, los resultados del presente estudio aportan datos para el analisis
cuantitativo de riesgos.
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Abstract

Vibrio parahaemolyticus is a well recognized pathogen of humans. To better understand
the ecology of the human-pathogenic variant of V. parahaemolyticus in the
environment, a study on the prevalence of the pathogenic variant (tdh+ and/or trh+)
versus the nonpathogenic one (only ¢/A+ as species marker for V. parahaemolyticus) in
bivalves was performed in two bays in Catalonia, Spain.

In general, the prevalence of V. parahaemolyticus in both environments was lower than
that reported for similar habitats in other studies (percentage of positive samples 14.2%)
and was significantly dependent on the sampling point, on the sampling year, and on the
species of the bivalve. In fact, Ruditapes spp. was the main reservoir for this pathogen
in all the sampled environments.

Pathogenic V. parahaemolyticus could be detected in 3.8% of the samples (56 /1459),
meaning the proportion of bivalves infected by V. parahaemolyticus which contained
pathogenic strains was 27.1%. Presence of pathogenic V. parahaemolyticus (trh+) was
significantly correlated with water salinity, and the probability of finding pathogenic V.
parahaemolyticus decreased 1.45 times with every salinity unit (ppt) increased. This
finding suggesting that strains carrying potential virulence genes are more sensitive to
salinity. However, this is an observation and no study was found in the literature
reporting this fact. Nevertheless, these results could explain the low number of cases of
gastrointestinal illness in this area. Results of the present study contribute with data for

quantitative risk analysis.

Keywords: bivalves/ Ebro delta/ human health/ potentially pathogenic environmental

Vibrio parahaemolyticus/ prevalence
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Introduction

Vibrio parahaemolyticus is a common halophilic bacterium present naturally in marine
and estuarine water worldwide (Kaneko and Colwell, 1975; Martinez-Urtaza et al.,
2011). This bacterium can be naturally present in seafood, however pathogenic isolates
are rare in environmental samples (2 to 3%) and are often not detected (Nair et al.,
2007). However, in warm waters (>25°C) proportion of bivalves contaminated by
pathogenic V. parahaemolyticus could be higher than 10% (DePaola et al., 2003). Its
virulence is based on the presence of a thermostable direct haemolysin (TDH, ¢dh gene)
and/or a thermostable direct haemolysin related (TRH, 74 gene) (Honda and Iida, 1993;
Oliver and Kaper, 2007; Shirai et al., 1990; Takeda, 1982). Relationship between
bivalves and V. parahaemolyticus has got a special interest, since bivalves feed directly
from the surrounding waters with bacteria that were accumulated in gills and digestive
glands, thus making them potential vectors for many pathogens (Potasman and Odeh,
2002). Furthermore, V. parahaemolyticus has one of the shortest generation times of
any bacteria (<10 min) (Twedt and Novelli, 1971). So the consumption of raw or
undercooked contaminated seafood may lead to the transmission of this bacterium to
humans (Deter, 2010).

Though, few cases of gastroenteritis by V. parahaemolyticus have been reported in
Europe, and only two of them has been reported in Spain (Martinez-Urtaza et al., 2004;
Sala et al., 2009), there is growing concern that non-cholera vibrios may represent an
important and increasing clinical problem within European context (Baker-Austin et al.,
2010). In fact, in Europe probably diarrhoea cases are underreported because no severe
problems occur. However, diarrhoea is not a healthy status, and preventive
microbiology contributes to informed decision making, protecting people from

infections.
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Spain is the second-largest producer in the world of live bivalves and also one of the
largest consumers of bivalves. Catalonia is the second-most important bivalve producer
of'the Spanish Autonomous Regions, and production is concentrated in two bays
(Alfacs and Fangar) in the delta of the Ebro river, where it represents one of the most
important economic activities. Salinity, temperature and pH moderately alkaline of the
two bays support the growth of vibrios; annual temperature varies between 7 and 31°C
and salinity from 16 to 38 %o in Alfacs Bay and temperature varies from 6 to 30°C and
salinity from 21 to 38 %o in Fangar Bay. The four main species harvested are Pacific
oysters (Crassostrea gigas), mussels (Mytilus galloprovincialis) and two species of
clam: grooved carpet shell (Ruditapes decussatus) and Manila clam (R. philippinarum).
The risk of potentially pathogenic Vibrio spp. in products placed on the market is not
assessed by existing legislative framework related to food safety in the European Union,
which emphasizes the need for a better knowledge of the prevalence of diarrheal vibrios
in seafood products (European Commission, 2001).

Present study seeks to examine the spatial distribution and temporal changes of the total
and pathogenic V. parahaemolyticus in Ebro delta, Spain. The aims of this study were to
investigate the prevalence and distribution of V. parahaemolyticus in bivalves in the two
bays of Ebro delta, and to determine its relationship with environmental parameters
(temperature and salinity) from the surrounding waters during the months of July and

August (when temperature is higher).

Materials and Methods

Sampling sites and collection samples
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From 2006 to 2010, four surveillance campaigns, designed as cross-sectional studies,
for pathogenic V. parahaemolyticus detection in commercial bivalves from the Ebro
delta bays (Fig. 1) were carried out.

Thirty bivalve molluscs were harvested per sampling point in order to detect a minimum
expected prevalence of 10% with a confidence level of 95%. However, number of
sampling points was changing sometimes along the study attending to different reasons
(basically economic and logistic reasons) (Table 1).

Unfortunately, during the year 2007 the surveillance program did not carry out due to
lack of budget. For oysters and mussels, samples were collected in production units
(bateas or floating platforms with subtidal ropes) from ropes, while clams were sampled
in one point in one culture area in each bay.

Furthermore, some deviations in sample sizes from surveillance scheme were originated
as consequence of low number of adult specimens for collection, and a total of 709 and
750 bivalves were sampled from Alfacs and Fangar bays, respectively. From Alfacs
bay, 283 were oysters (C. gigas), 306 were mussels (M. galloprovincialis) and 120
clams (Ruditapes spp.) were processed. And, from Fangar, 330 oysters, 300 were
mussels and 120 clams were processed. Similar batches for each species (M.
galloprovincialis, C. gigas and Ruditapes spp.) were harvested for each year of study.
Sampled oysters were 180, 178, 180, and 120 in 2006, 2008, 2009 and 2010,
respectively. Samples of mussels were 127, 179, 180 and 120 in 2006, 2008, 2009 and
2010, respectively, and for clams were 60 for each campaign.

Mussel and oysters were sampled from six sites of the culture area, three on each bay, at
the beginning (N 40°37°112”E0°37°092-Alfacs; N40°46°723”E0°43°943”-Fangar),
middle (N 40°37°125”E0°38°570-Alfacs; N40°46°666”E0°45°855”-Fangar) and end (N

40°37°309”E0°39°934”-Alfacs; N40°46°338”E(0°44°941”-Fangar) of the culture
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polygons. Clams were sampled from only one site per bay, in the Alfacs bay from a
natural bed of R. decussatus (N40°37°44”E(0°38°0”) and in the Fangar bay from an
aquaculture bed of R. philippinarum (N40°47°3”E(0°43°8”). All bivalves were collected
in July and August of each sampling year. Bivalves were transported in cool conditions.
Transport lasted less than 1 hour in all occasions.

Temperature and salinity data were recorded using a CTD datalogger (Seabird, USA)

located in the centre of each bay at a depth of 2 m and recording data every 60 minutes.

Microbiological analysis

Microbiological analysis was carried out as is described by Roque et al. (2009). All
animals were individually processed and homogenized, and 1 ml of the homogenate was
inoculated into 9 ml of alkaline peptone water (Scharlau, Spain). Following a 6-h
incubation at 37°C, one loopful of the contents of each tube of alkaline peptone water
was streaked onto CHROMagar vibrio plates (CHROMagar, France) and incubated for
18 h at 37°C. Mauve-purple colonies were purified, and each purified isolate was
cryopreserved at -80°C. DNA extraction, test conditions and controls are also described
in Roque et al. (2009). Total DNA was extracted from each purified isolate using the
Wizard genomic DNA purification kit (Promega, USA), following the instructions of
the manufacturer. A one-step PCR analysis was performed to identify/confirm which
isolates were t/h positive (species marker for V. parahaemolyticus). Further detection of
the tdh or trh gene was carried out on all positive t/4 strains. All PCR analyses were
carried out using the primers described by Bej et al. (1999) with the following
amplification conditions on the thermocycler (Eppendorf Mastercycler Personal): an
initial denaturation at 95°C for 8 min, followed by 40 cycles of a 1-min denaturation at

94°C, annealing at 55°C for 1 min, elongation at 72° for 1 min, and a final extension of
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10 min at 72°C. Positive and negative controls were included in all reaction mixtures:
two positive controls, t/h and tdh CAIM 1400 and trh CAIM 1772 (Collection of
Aquatic Important Microorganisms [http://www.ciad.mx/caim/C AIM.html]), and
negative control DNA-free molecular grade water (Sigma-Aldrich, Spain). Expected

amplicons were visualized in 2% agarose gels stained with ethidium bromide.

Statistical analysis

Influence of species of mollusc, location (Alfacs or Fangar) and year of study on
prevalences (proportion of molluscs infected by V. parahaemolyticus) was assessed by
Pearson’s Chi-Square test.

A logistic regression analysis was performed using V. parahaemolyticus contamination
as dependent variable and year, location, mollusc species, salinity and temperature as
independent variables. Forward stepwise method was applied, and significance of the
model was evaluated with omnibus test. Using coefficients of the model (Bx) Odds
Ratio (OR=¢") were calculated to identify significant risk factors.

Desired alpha error was established at 0.05. Statistic analysis was performed using
SPSS 17.0 software (Chicago, IL, USA).

All data collected represents data points and not a continuous variable.

Results
A thousand four hundred and fifty nine bivalve molluscs were processed during four
surveillance campaigns in the Alfacs and Fangar bays. Temperature and salinity

conditions of the water in sampling sites during each campaign are show in Table 2.

Prevalence of total V. parahaemolyticus
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Different trends in pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus prevalences and
their relationship with water temperature and salinity from sampling sites, are shown in
Fig. 2. Overall, in the two bays, V. parahaemolyticus was detected in 207 (14.2%) of the
1459 samples identified by targeting thermolabile hemolytin encoded by #/4 gene. The
number of total of bivalves harvested in Alfacs (n=709) and in Fangar (n= 750) was
similar, and the differences were produced because some individuals were far from
commercial size, and therefore were discarded. As shown in Table 3a, when statistical
analysis was performed in order to determine whether prevalences between sampling
sites, Alfacs and Fangar bays, were different, globally they were found to be
significantly different (P = 0.005) with prevalence at Alfacs 11.6%, (82/709) lower than
prevalence at Fangar 16.7%, (125/750), and when this analysis was stratified by year,
significant differences were observed in 2008 (P < 0.001), where the proportion of
bivalves molluscs from Fangar that contained V. parahaemolyticus (31.0%) was higher
than in Alfacs (13.5%). However, no effect of sampling site was detected in 2006 (P =
0.679), either in 2009 (P = 0.779), or in 2010 (P = 0.090) though prevalences of total V.
parahaemolyticus in Fangar (10.7%) was twice higher than Alfacs (5.2%). V.
parahaemolyticus was present in all sampled batches from the Alfacs bay. Prevalence of
total V. parahaemolyticus in this bay was significantly different (P = 0.007), and
decreasing along time: 2006 (16.6%), 2008 (13.5%), 2009 (8.9%), 2010 (5.2%). (Fig.
2A).

On the other hand, prevalence of total V. parahaemolyticus in Fangar bay was
significantly different (P < 0.001), but fluctuating along time: 2006 (15.0%), 2008
(31.0%), 2009 (8.1%), 2010 (10.7%) (Fig. 2B).

When statistical analysis was performed in order to determine if global prevalences

among species of bivalve were significantly different along the study, results (see Table
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4a) indicate that significant differences were found among them (P = 0.007) along the
time: oysters (C. gigas) 14.4% (88/613), mussels (M. galloprovincialis) 12% (73/606),
R. decussatus 24.2% (29/120), and R. philippinarum 14.2% (17/120).

When the prevalences of total V. parahaemolyticus were stratified by year and by
species, significant differences were detected within mussels (P < 0.001), and within
both species of clams (P < 0.001) along the time. Although results within oysters did
not show any significant differences (P = 0.064). In detail, higher prevalences of
infection by V. parahaemolyticus were found in M. galloprovincialis in 2008 (24.6%),
in R. decussatus in 2006 (56.7%) and 2008 (30.0%), and in R. philippinarum in 2008
(40.0%). In the yearly stratified analysis, significant differences among prevalences
were found in 2006 (P < 0.001) and in 2008 (P = 0.010), where higher prevalences of V.
parahaemolyticus were registered in R. decussatus and in R. philippinarum, which
indicated a potential host effect.

Prevalences of total V. parahaemolyticus, stratified by years, by bays, and by species of
bivalves are shown in Table 5. Prevalences among species of bivalves in Alfacs bay,
were different in 2006 (P < 0.001), and in 2008 (P = 0.017), where prevalence in R.
decussatus was 56.7% and 30.0%, respectively, higher than in C. gigas or M.
galloprovincialis, but not in 2009 (P = 0.424) and 2010 (P =0.914).

Prevalences among species of bivalves in Fangar bay, were different in 2006 (P <
0.001), where higher prevalence was found in C. gigas (25.6%). In 2008 (P = 0.027),
prevalences were higher in R. philippinarum (40.0%) and in M. galloprovincialis
(37.8%), and in 2009 (P = 0.016), they were higher in R. philippinarum (16.7%). No
significant differences (P = 0.089) were found in prevalences of total V.

parahaemolyticus in mollucs in 2010. V. parahaemolyticus was not present in all
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samples mollusc in Fangar bay, e.g. V. parahaemolyticus was not detected in R.
philippinarum neither in 2006 nor in 2010.

In summary, in both bays, the years 2006 and 2008 were found to have higher
prevalences of V. parahaemolyticus than the other years of the study. In particular, a
proportion of 16.6% and 15.0% in 2006, and 13.5% and 31.0% in 2008 of bivalves
harvested in Alfacs and Fangar, respectively, contained V. parahaemolyticus. And
higher prevalences of total V. parahaemolyticus were registered (as is shown above) in

R. decussatus and in R. philippinarum.

Multivariate analysis of influence of different factors on the presence of total V.
parahaemolyticus.

The relationship between the prevalence of total V. parahaemolyticus with species of
bivalves, shell length (mm), year of harvest, location (sampling bay), water temperature,
and salinity was analyzed using a logistic regression model focused to summer season.
Two multivariate analysis were carried out, one including sampling bay and the other
without sampling bay. A significant logistic regression model that included bay to
explain the presence/absence (P/A) of total V. parahaemolyticus in bivalves was
generated (P < 0.001) (see Table 6 for details), and it established that the presence of V.
parahaemolyticus depends on location of the samples (Alfacs or Fangar), species of
molluscs, and year of harvest. Effect of sampling bay was significant (P <0.001), and
the probability of finding V. parahaemolyticus in molluscs from Fangar bay was 2.21
times higher than from Alfacs bay. Moreover, results showed that year of sampling was
significant using as reference year 2006. So, the risk (expressed as Odds Ratio) to find
total V. parahaemolyticus varied along time. Results obtained in 2008 respect to 2006

indicated that the probability to find total V. parahaemolyticus in bivalves was 1.57
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times higher in 2008 than 2006 (P = 0.017), and these results indicated that there was
57% more probable to find bivalves containing V. parahaemolyticus in 2008 than in
2006. However in 2009 and 2010, the probability decreased significantly and the
probability to find total V. parahaemolyticus was 2.09 and 2.26 times less than in 2006,
respectively (P = 0.002, in both cases). Results also showed that the probability of
finding R. decussatus containing V. parahaemolyticus was higher than for other species
of bivalves. The probability of finding total V. parahaemolyticus in R. decussatus was
3.39 times higher than in C. gigas (P < 0.001). On the other hand, results showed that
shell length of molluscs (P = 0.063), temperature (P = 0.102), and salinity (P = 0.691)
had no significant effect in this logistic regression model.

A second significant model which did not include sampling bay to explain P/A of total
V. parahaemolyticus in bivalves was generated (P < 0.001) (see Table 7 for details).
This model established that the presence of V. parahaemolyticus depends on species of
molluscs, year of harvest, temperature, and salinity. Results showed that the probability
to find R. decussatus containing V. parahaemolyticus was higher than for the other
species of bivalves, as in the first model (above). The probability of finding total V.
parahaemolyticus in R. decussatus was 3.023 times higher than in C. gigas (P <0.001).
Similar trends (as the first model), in total V. parahaemolyticus prevalence respect to
the year of sampling was demonstrated using as reference year 2006. Results obtained
in 2008 respect to 2006 indicated that the probability to find total V. parahaemolyticus
in bivalves was 2.19 times higher in 2008 than 2006 (P < 0.001). In 2009, the
probability was not significant respect to 2006. However in 2010, the risk decreased
significantly and the probability to find total V. parahaemolyticus was 2.03 times less

than in 2006 (P = 0.009).
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Presence of total V. parahaemolyticus was significantly associated with water
temperature (P = 0.001) and salinity (P = 0.005). The probability to find bivalves
containing V. parahaemolyticus decreased 1.27 times with each unit (°C) that
temperature increased. Moreover, presence of total V. parahaemolyticus was directly
correlated with salinity, where the probability to find bivalves containing V.
parahaemolyticus increased 1.27 times with each unit (ppt) that salinity increased. Shell

length (P = 0.135) had no significant effect in this logistic regression model.

Prevalence and relative frequency of pathogenic V. parahaemolyticus

Different trends in virulence factors of V. parahaemolyticus prevalences and their
relationship with water temperature and salinity from sampling sites are shown in Fig.
3.

The global prevalence of molluscs infected by pathogenic V. parahaemolyticus (with
virulence genes tdh, trh or both) was estimated, and 3.8% (56/1459) of total molluscs
contained pathogenic V. parahaemolyticus. When stratified analysis of prevalence of
pathogenic V. parahaemolyticus by bays (see Table 3b) was performed, no significant
differences (P = 0.251) were observed between Alfacs (3.2%) and Fangar (4.4%). In
both cases, proportion of bivalves infected by V. parahaemolyticus that carried
pathogenic V. parahaemolyticus was quite similar, and overall prevalence was 27.1%,
with the following distribution: tdh (17.9%), tdh/trh (1.4%) and trh (7.7%), meaning
that from 212 molluscs which contained V. parahaemolyticus (tlh+), a total of 57 also
presented a virulence factor (¢dh, trh or both). When stratified analysis by year and by
bays was performed for virulence factors, no significant differences were observed in

Alfacs (P =0.747) (Fig. 3A), in contrast to Fangar where significant differences were
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observed (P = 0.004), where maximum prevalence of pathogenic V. parahaemolyticus
was registered in this bay (8.6%, of which 6.7% were tdh-positive) in 2008 (Fig. 3B).
In global, significant differences were observed (P = 0.053) when the presence of
virulence factors was studied along the time. Results showed that a higher proportion of
the bivalves were infected with pathogenic V. parahaemolyticus in 2008 (6.0%
(25/417)) than in other years.

When frequency of presence of virulence genes by years in bivalves infected with V.
parahaemolyticus (tlh+) was analysed, no significant differences were observed (P =
0.203) among the four campaigns. When prevalence of infection with pathogenic V.
parahaemolyticus (tdh+ and/or trh+), stratified by species of bivalves along the time
was investigated (see Table 4b for details), no significant differences were found (P =
0.506): 4.2% of oysters (26/613), 3.1% of mussels (19/606) and 5.8% of R. decussatus
(7/120), and 3.3% of R. philippinarum (4/120), even when only infected bivalves were
taken into account (P = 0.908). When frequency of presence of virulence genes by bay
and by species of molluscs was analysed, no significant differences were observed in
Alfacs bay (P = 0.065), or in Fangar bay (P = 0.822) among the four campaigns.
Nevertheless, Alfacs’ result may be due to a type II error, failing to find differences
where they exist. This result could mean more samples per bay are needed, or more

years of surveillance, in order to clarify this matter.

Multivariate analysis of influence of different factors on the presence of pathogenic V.
parahaemolyticus.

In all cases, no significant model was generated when the whole population of bivalves
samples was studied. However, a significant model to explain the P/A of pathogenic V.

parahaemolyticus in bivalves infected with V. parahaemolyticus (tlh+) during summer
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season was generated (P < 0.001), and it showed that isolation of pathogenic V.
parahaemolyticus (tdh and/or trh gene) is significantly associated with water salinity (P
=0.028). And, the probability of finding pathogenic V. parahaemolyticus decreased
1.45 times with every salinity unit (ppt) that increased. When logistic regression model
to explain the P/A of pathogenic V. parahaemolyticus (tdh gene) was performed, no
effect of variables was established. However, when pathogenic V. parahaemolyticus
(trh gene) was studied (P = 0.035), the probability of finding pathogenic V.
parahaemolyticus (trh+) in molluscs infected with V. parahaemolyticus decreased 1.64
times with every ppt increased. Other factors, as bivalve species, length, year, and water
temperature were not significantly associated with the presence of potentially

pathogenic V. parahaemolyticus.

Discussion

The present study examined intraseasonal relationships between selected environmental
parameters (temperature and salinity) and the prevalences of total and pathogenic V.
parahaemolyticus in four different species of bivalves cultured in the Ebro delta in four
different years. The abundance of total V. parahaemolyticus in bivalves is seasonal
(Baker-Austin, 2010; DePaola et al., 2003; Deter et al., 2010; Kaneko and Colwell,
1975). In the present work temperature and salinity conditions of the bays during each
campaign did not suffer big fluctuations because all campaigns took place during the
summer, where V. parahaemolyticus is more frequently present and in higher numbers.
Nevertheless, differences were found between the two bays. Examination of data
indicated that Alfacs presented higher temperatures than Fangar (1 or 2°C higher), due
to the basin volume in Alfacs is about ten times larger than in Fangar, needing more

time to renew its water. Alfacs bay presented lower salinities than Fangar bay (around 1
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or 2 ppt lower), probably because the latter is smaller and has higher seawater
evaporation. Salinities in both bays were far from the optimum of 20-25 ppt for C.
gigas, but were closer to the optimum of 34 ppt in M. galloprovincialis, and 16-36 ppt
in Ruditapes spp. (Anonymous, 2005b). Different trends in total and pathogenic V.
parahaemolyticus prevalences and their relationship with water temperature and salinity
from Alfacs and Fangar bays, were obtained. Total and pathogenic V. parahaemolyticus
prevalences decreased along the study in Alfacs bay, from 16.6% in 2006 to 5.2% in
2010. While, prevalences of total and pathogenic V. parahaemolyticus in Fangar
presented a higher prevalence in 2008 (31.0%), and lower prevalence in 2009 (8.1%).
According to other study (DePaola et al., 2003), on some occasions, V.
parahaemolyticus levels appeared to fluctuate independently from temperature and
salinity.

When we compared both locations, prevalences of total V. parahaemolyticus between
Alfacs and Fangar bays along the study were significantly different (P = 0.005). Fangar
registered higher prevalences (16.7%) than Alfacs (11.6%) bay, although its
temperature was lower than Alfacs in almost all occasions of sampling. Logistic
regression showed that salinity increases the probability of finding total V.
parahaemolyticus. And these results were corroborated in 2008 (P < 0.001) and 2010 (P
=0.090), where salinity registered high values between 36.00 to 37.00 ppt in 2008, and
36.45 to 37.42 ppt in 2010, and temperature data fluctuated between 25.50 to 27.70 in
2008 and between 25.37 t0 26.22 in 2010 in the sampling sites during the months of
July and August.

Current results indicate that the temperature of seawater has not a significant correlation
with the prevalence of total V. parahaemolyticus in molluscs. These results agree with

results reported by Deepanjali et al. (2005), who observed no statistically significant
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correlation with seawater temperature. However other authors, DePaola et al. (2003),
Phillips et al. (2007), Zimmerman et al. (2007), and Sobrinho Pde et al. (2010), indicate
that densities of V. parahaemolyticus in molluscs are significantly correlated with
seawater temperature. Our results must be interpreted with caution because all samples
were collected in the summer season since previous work had shown zero detection of
pathogenic V. parahaemolyticus during the other seasons of the year (data not shown),
so it could be suggested that temperature influences V. parahaemolyticus levels.
Current results show that salinity in these two semi-enclosed estuarine bays is more
important than temperature (taking into account that temperature was summer values in
all cases). Salinities at both sample sites were generally 35.17 to 37.03 ppt during warm
season, which is well above the reported optimum salinity of 23 ppt for V.
parahaemolyticus growth (Anonymous, 2005b). The correlation between water salinity
and total V. parahaemolyticus densities in bivalves suggests that salinity per se is an
important factor for growth of this bacterium. These results agree with those obtained
by Zimmerman et al. (2007), who found that when salinity increased, densities of total
V. parahaemolyticus increase. However, previous studies indicated that V.
parahaemolyticus densities decreased as salinity increased (DePaola et al., 2000;
DePaola et al., 2003). On the other hand, other authors as Deepanjali et al. (2005),
Martinez-Urtaza et al. (2008), and Sobrinho Pde et al. (2010), did not find correlation
between these two parameters.

In any case, influence of temperature and salinity in our study should be interpreted
taking into account that environmental conditions correspond to narrow ranges of high
temperatures and salinities, so results could not be extrapolated to cooler waters and/or
with lower salinity. Previous studies indicated that only 1 to 3% of the environmental

strains produce TDH or contain the ¢/dh gene (DePaola et al., 1990; Kelly and Stroh,
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1988; Nair et al., 2007) and they are often not detected (Honda and Iida, 1993; Shirai et
al., 1990). However, DePaola et al. (2003) indicated a higher prevalence (12.8%) of tdh-
positive V. parahaemolyticus in Alabama oysters as determined by direct plating.
Deepanjali et al. (2005), found similar prevalences (10.2%). Prevalences observed here
and analised by years show that higher prevalence were registered in 2008 (6.0%), and
significant variations were obtained along the time. Maximum prevalence of pathogenic
V. parahaemolyticus was registered in Fangar bay (8.6%, of which 6.7% were tdh-
positive) in 2008. The greater prevalence of pathogenic V. parahaemolyticus in Fangar
bay in 2008 may be due to an increased prevalence of total V. parahaemolyticus that
year.

In the present study, the prevalence of pathogenic V. parahaemolyticus organisms were
generally associated with increasing salinity. And in the logistic regression model to
explain the presence/absence of each gene, only frh-positive V. parahaemolyticus
correlates (negatively) with water salinity, suggesting that strains carrying this gene are
more sensitive to salinity. However, this is an observation and no study was found in the
literature reporting this fact. Nevertheless, these results could explain the low number of
cases of gastrointestinal illness in this area.

In conclusion, present results indicate that yearly monitoring of prevalence and spatial
distribution are not constant, and significant variations have been observed. Results
show greater temporal and spatial variations in the prevalences of total V.
parahaemolyticus in both bays and in the bivalves than those observed for pathogenic

V. parahaemolyticus. Therefore, it seems V. parahaemolyticus populations in bivalves
are controlled quantitatively and qualitatively by different factors. It is unlikely that
selective filtration of nonpathogenic to pathogenic V. parahaemolyticus can account for

the magnitude of different concentrations in bivalves at the two sites (Anonymous,
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2005a; Genthner et al., 1999). Both total and pathogenic V. parahaemolyticus (trh+)
densities were correlated with salinity, positively and negatively respectively. The
logistic regression analyses indicated no significant association between pathogenic V.
parahaemolyticus prevalences and water temperature at either site. This finding is
consistent with the relatively narrow range of temperature variations during the time
frame of the study. Also, higher prevalences of V. parahaemolyticus were registered in
R. decussatus and in R. philippinarum, which indicated a potential host effect.

Also, the presence, in strains isolated from the marine environment of virulence genes
normally associated with clinical strains indicates that these V. parahaemolyticus strains
might constitute a reservoir of virulence genes that could spread in the marine
ecosystem (Carbulotto et al., 2010). And, they should be seen as a public health concern
and as a possible risk for human health.

This study provides novel information on the abundance, ecology and characteristics of
total and pathogenic V. parahaemolyticus in Spanish Mediterranean Coast. The
determination of predictive intraseasonal associations contributes to identify the
environmental conditions under which V. parahaemolyticus is most likely to persist at
high densities, therefore environmental parameters, such as temperature and salinity,

should be taken in consideration when designing risk based surveillance programs.
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Figure legends

Figure 1. Area of study and location of the sampling sites in the Ebro Delta, Spain.
Figure 2. Prevalence of pathogenic and nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus in (A)
Alfacs bay, and (B) Fangar bay, mean water temperature and salinity on the days of
sampling. The study campaign (2006 to 2010) covered one sampling session per bivalve
species and per year.

Figure 3. Prevalence of virulence factors of Vibrio parahaemolyticus in (A) Alfacs bay,

and (B) Fangar bay, mean water temperature and salinity on the days of sampling.
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Tables

TABLE 1. Samples points used for each mollusc species and campaign

2006 2008 2009 2010
Specie Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar | Alfacs Fangar
Crassostrea gigas 3 3 3 2 3 2 2
Mytilus galloprovincialis 2 3 3 3 3 2 2

Ruditapes decussatus

Ruditapes philippinarum

TABLE 2. Temperature and salinity conditions of locations during each campaign (n=3,

each value (measurement of a specific day) is the product of 24 measurements)

(expressed as average =+ standard deviation)

Temperature (°C) Salinity (%o)
Campaign Alfacs Fangar Alfacs Fangar
2006 27.67+2.34 2541+ 1.57 35.50 +0.50 36.62 +0.66
2008 26.93 +0.68 2637+ 1.17 35.17+1.76 36.50 +0.50
2009 27.54+£0.85 26.02+0.17 36.01 £0.27 35.74 +0.90
2010 27.05+1.07 25.74+£0.44 35.78+0.42 37.04 +0.52
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TABLE 3. Prevalence of total Vibrio parahaemolyticus (tIh"), stratified by years and by bays (a). Prevalence and relative frequency of pathogenic

Vibrio parahaemolyticus (tdh" and/or trh"), stratified by bays (b)

a) b)
2006 2008 2009 2010 molluscs Prevalence total Vp Prevalence pathogenic Vp %
n % n % n % n % n n Vp %  P-value© n Vp %  P-value’ pathogenic Vp
Alfacs 187  16.6% 207 13.5% 180 89% 135 5.2% 709 82 11.6% 0.007 23 3.2% 0.747 28.0%
Fangar 180  15.0% 210 31.0% 210 8.1% 150 10.7% 750 125 16.7% <0.001 33 44% 0.004 26.4%
Total 367 15.8% 417 22.3% 390 8.5% 285 8.1% 1459 207 142% <0.001 56  3.8% 0.053 27.1%
P-value' 0.679 <0.001 0.779 0.090 0.005 0.251 0.794

" P-value: Prevalence of total V. parahaemolyticus (tlh+) stratified by years. * Prevalence of total V. parahaemolyticus (tlh+), stratified by bays.

pathogenic Vibrio parahaemolyticus (tdh+ and /or trh+), stratified by bays.

? P-value: Prevalence of
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TABLE 5. Prevalence of total Vibrio parahaemolyticus, stratified by years, by bays, and by species of bivalve

2006 2008 2009 2010
Alfacs Fangar Alfacs Fangar Alfacs Fangar Alfacs Fangar
n Vp % n Vp % n Vp % n Vp % n Vp % n % n % n %
Crassostrea gigas 90 122% 90 25.6% 88 102% 90 21.1% 60 11.7% 90 11.1% 45 44% 60 11.7%
Mytilus galloprovincialis 67 45% 60 6.7% 89 112% 90 378% 90 89% 90 22% 60 5.0% 60 15%
Ruditapes decussatus 30 56.7% - - 30 30.0% - - 30 33% - - 30 6.7% - -
Ruditapes philippinarum - - 30 0.0% - - 30 40.0% - - 30 16.7% - - 30 0.0%
Total 187 16.6% 180 15.0% 207 13.5% 210 31.0% 180 89% 210 81% 135 52% 150 10.7%
P-value ' <0.001 <0.001 0.017 0.027 0.424 0.016 0.914 0.089

" P-value: Prevalences of total V. parahaemolyticus (tlh+) stratified by years and by bays.
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TABLE 6. Description of the logistic regression model selected to explain the

presence/absence (P/A) of total (presence of t/h gene) Vibrio parahaemolyticus

including location.

Variables included in the selected model B OR (e®) P-value
Fangar vs Alfacs 0.793 2.211 <0.001
R. decussatus vs C. gigas 1.221 3.391 <0.001
2008 vs 2006 0.449 1.567 0.017
2009 vs 2006 —0.738 0.478 0.002
2010 vs 2006 -0.817 0.442 0.002
Constant —2.159 0.115 <0.001

Model summary: -2 Log likelihood= 1116.814; Nagalkerke R Square= 0.090; Omnibus tests

of model coefficients, P <0.001.

TABLE 7. Description of the logistic regression model selected to explain the

presence/absence (P/A) of total (presence of t/h gene) Vibrio parahaemolyticus

excluding location.

Variables included in the selected model B OR (eB) P-value
R. decussatus vs C. gigas 1.106 3.023 <0.001
2008 vs 2006 0.782 2.185 <0.001
2010 vs 2006 -0.707 0.493 0.009
Temperature (°C) —0.241 0.786 0.001
Salininy (ppm) 0.238 1.269 0.005
Constant —4.085 0.017 0.232

Model summary: -2 Log likelihood= 1117.862; Nagalkerke R Square= 0.088; Omnibus tests

of model coefficients, P <0.001.
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7.1.3. Applied and Environmental Microbiology, 2011

Suffredini E, Lopez-Joven C, Maddalena L, Croci L, Roque A. Pulsed-Field Gel
Electrophoresis and PCR characterization of environmental Vibrio
parahaemolyticus strains of different origins. Applied and Environmental
Microbiology. 2011;77:6301-6304.

Resumen del articulo en castellano

Caracterizacién con PCR y con Electroforesis de campo pulsante de cepas de
Vibrio parahaemolyticus con diferentes origenes

El presente estudio utiliza la caracterizacién por gel de electroforesis en campo
pulsante para examinar la variabilidad intraespecifica y las relaciones genéticas
entre cepas aisladas de Vibrio parahaemolyticus de diferentes paises Europeos.
Es el primer estudio realizado sobre Vibrio parahaemolyticus ambientales que
incluye mas de un pais Europeo.
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The present study used pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) characterization to examine the intraspecies
variability and genetic relationships among environmental isolates of Vibrio parahaemolyticus from different
European countries. This is first study performed on environmental V. parahaemolyticus that included more

than one European country.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is a discriminative
molecular typing technique, which was used to evaluate the
genetic diversity among Vibrio parahaemolyticus strains and to
identify the relatedness of environmental and food strains with
reference strains of known human-pathogenic significance (8,
12, 14, 18, 23, 24). Studies focusing on environmental isolates
are scarce and limited to specific geographic areas (8).

The present study was conducted to investigate the distribu-
tion of pathogenicity markers of V. parahaemolyticus (tdh or trh
genes) in isolates of environmental origin collected in Europe.
PFGE was used to examine the intraspecies variability, genetic
relationships among the isolates, and relationship between
pathogenic and nonpathogenic strains.

The study was performed on 96 V. parahaemolyticus isolates
from Spain, Italy, Portugal, and the United Kingdom (Fig. 1)
collected from food matrices, environmental samples, and clin-
ical cases between 1994 and 2009, including two reference
strains (508 [CCUG 43364] and 578 [CNRVC010089]). Strain
identification and characterization were performed by PCR
and colony hybridization.

Total DNA was extracted using the Wizard genomic DNA
purification kit (Promega, Italy) by following the instructions
of the manufacturer or a published protocol (15). A one-step
PCR for the detection of the ftoxR gene was performed to
confirm species identity (6), using strain ATCC 43996 (Amer-
ican Type Culture Collection) and molecular-grade water as
positive and negative controls, respectively. Detection of the
tdh and trh genes was performed on all foxR-positive strains,
according to the work of Bej et al. (4) (tdh gene detection) and
Tada et al. (21) (trh gene detection). Strains ATCC 43996 and
ATCC 17802 were used as positive controls for tdh and trh,
respectively, and molecular-grade water was used as a negative

* Corresponding author. Mailing address: Dipartimento di Sanita
Pubblica Veterinaria ¢ Sicurezza Alimentare, Istituto Superiore di
Sanita, Viale Regina Elena 299, 00161 Rome, Italy. Phone: 39 (0)6
49903656. Fax: 39 (0)6 49902045. E-mail: elisabetta.suffredini @iss.it.

i These authors contributed equally to this work.

" Published ahead of print on § July 2011.
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control. Strain identification and pathogenicity characters were
confirmed by means of colony hybridization (20). Briefly, digoxi-
genin-labeled probes were designed based on the sequences of
the toxR, tdh, trhi, and trh2 genes. Isolates were plated on
Tryptone soy agar (Oxoid) with 2% sodium chloride (TSA-S)
and incubated overnight at 37°C. Filter preparation from plates
and colorimetric detection (nitroblue tetrazolium [NBT]-5-
bromo-4-chloro-3-indolylphosphate [BCIP]) were performed
by following a previously published protocol (17). Hybridiza-
tion was performed overnight at 54°C in 6 M urea hybridiza-
tion buffer, and specificity was ensured by two stringency
washes at 65°C. All 96 strains were confirmed to be V. para-
haemolyticus by PCR and colony hybridization. Five strains
were positive for the tdh gene and 26 for the trh gene (Fig. 2);
among these strains, the 24 isolates collected from food and
the environment possessed the #7412 variant and the 2 reference
strains possessed trhl, as determined by colony hybridization.

PFGE was performed according to the PulseNet protocol
with the following minor modifications (11, 25). Strains were
cultivated overnight on TSA-S, and after preparation, plugs
were placed in lysis buffer with proteinase K and incubated for
1 h at 50°C with constant shaking. Lysis was followed by two
washes in pentadistilled water and five 10-min washes with 15
ml of Tris-EDTA (TE) buffer at 50°C. DNA digestion with the
restriction endonuclease Notl (25 U/plug; Fermentas, Ger-
many) was performed at 37°C overnight. Salmonella enterica
serovar Braenderup strain H9812, digested overnight at 37°C
with Xbal, was used as a molecular weight marker. Plugs were
embedded into 1% agarose gel, and restriction fragments were
resolved by PFGE on a contour-clamped homogeneous elec-
tric field (CHEF) IT Mapper system (Bio-Rad Laboratories) in
0.5X Tris-borate-EDTA (TBE) with 300 wM thiourea and the
following running conditions: 6 V/cm for 18 h at 14°C, with a 2-
to 40-s switch time and pump speed of 0.7 I/min. Gels were
stained in ethidium bromide (25 min), destained in distilled
water (45 min), and photographed under UV light. Restriction
patterns were analyzed using BioNumerics software v.4.0
(Applied Maths, Belgium). Clustering was performed using
the unweighted pair group method using average linkages
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FIG. 1. Strain geographic origins. (The template for the map was obtained from http://d-maps.com/carte.php?num_car=6027&lang=en.)

(UPGMA) and the Dice correlation coefficient with a posi-
tion tolerance of 1.5%. Clusters were defined on the basis of
the 80% similarity cutoff (8).

Ninety-two of the 96 strains were typeable by PFGE, while
four isolates were untypeable, indicating a high intraspecies
genetic diversity for V. parahaemolyticus. This agrees with cur-
rent knowledge of this species, with which 115 pulsotypes
(PTs) previously were obtained from 535 isolates (26) and 104
PTs were obtained from 132 typeable isolates (8). Further-
more, the present results show a high genetic diversity even
among the isolates obtained from a single region (Ebro Delta),
with 44 strains distributed among 10 of the 11 clusters, a phe-
nomenon probably explained by horizontal transfer of genetic
material (7).

The 78 detected PTs presented from 11 to 26 bands, with a
median of 16. The minimum genetic similarity among strains
was 63.4% (Fig. 2), and 85 of them were distributed into 11
clusters, with 7 isolates not associated with any cluster. All
clinical strains (associated with disease outbreaks) grouped in
cluster V, confirming the results by Wagley et al. (24), who
used the same clinical strains as references.

The finding of similar strains in distant geographic locations
has been reported (8, 22). This is the case for clusters IV and
V, with isolates coming from four and five different geographic
origins, respectively, and including both toxigenic and nontoxi-
genic strains. In previous studies, using the present methodol-
ogy, toxigenic strains of environmental origin gathered in the

same cluster (8, 22). This is not the case in the present study,
where #rh-positive strains appear in more than one cluster.
Some Spanish strains were isolated in different, nonconsecu-
tive years (clonal couples 889-910 and 896-913), demonstrating
the stable presence of V. parahaemolyticus strains in certain
habitats (13). Persistence in the environment could also be a
feature of toxigenic strains (i.c., those containing the #rh gene),
as cluster III connects trh-positive Ebro Delta strains isolated
over the course of 4 years, which are characterized by little
genetic diversity. Pulsotypes of #h-positive isolates were also
found to be stable over time in Norway (8) and Italy (14), and
this is also a common feature for other vibrios, such as V.
cholerae (10).

Previous studies (2) showed, on the basis of published data,
a distinct geographic distribution of #rh-positive and tdh-positive
populations across the coast of Europe, with the #A-positive
population dominating in Northern Europe (English Channel,
Atlantic coast of France) (9, 16) and Norway (3) and tdh-
positive strains reported in higher frequency from environmen-
tal sources in countries surrounding the Mediterranean Sea (1,
5). The present study, however, supports results of Roque et al.
(19), highlighting the presence of trh-positive strains in food
and environmental samples collected from different areas of
the Mediterranean Sea (Adriatic and Tyrrhenian Seas, Ebro
Delta) and showing that the genetic variant most frequently
detected is trh2.

In conclusion, this is first study performed on environmental

108 | Publicaciones



isolate  source origin year

01%5  shelfish (MySluisgalloprovincialis)  Adriaticsea 03 - - - 3
0994 shelfish (Crass cstrea gigas) Ebrodoln (Smin) 209 - -+
0638 shelfish (Pecten maximus) UK Weymout) 201
0999 shelfish (Crassostrea gigas) Ebvodeln (Spain) 209 - - -
0542 e P X 206 - -+ I
0654 e X 206 +
054 206 +
0558 206
052  shelffish (Myflusedulis) Porugal Wk - - . J
0904 shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 2008
0024 emvironment Itay 203
0887  shelfish (Rudtapes decussatus)  Ebro della (Spair) 2006
0620  shelfish (Myflusgalloprovincialis)  Ligurian sea 22006 3
0622 shelfish (Myflusgalloprovircials)  Ligurian sea 206
0609 fsheryproducts Ligurian sea 06 I
0891 shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodella (Spain) 2006
050 shelfish (Rudtapes philppirarum)  Adriaticsea 203 v
1000 shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 2009 P
1001 shelfish (Crassostrea gigas) Ebrodolla (Spain) 2009 +
0888 shelfish (Myflusgaloprovircialis)  Ebro delta (Spain) 2006 +
0900 shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodella (Spain) 2008 +
8%  shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 2006 + 1
1003  shellfish (Crass ostrea gigas) Ebro delta (Spain) 22009 +
089  shelfish (yflusgaloprovircialis)  Ebro delta (Spair) 2008
1004 shelfish (Crassostrea gigas) Etrodela (Spain) 209 - -+
0916  shellfish (Myflusgalkoprovincialis)  Ebro delfa (Spain) 2008 - - - J
0637 shelfish (Crass ostrea gigas) UK (Oles Bay) 202 - - - 3\
0619  shelfish (Ruditapes philippinarum) Adriaticsea 2006
0625 shelfish (Myflusgalloprovircialis)  Ligurian sea 206
0914  shelfish (yflusgaloprovircialis)  Ebro dela (Spair) 2008 -
0521 shelfish (Crassostrea gigas) UK (Ame) 202 - -+
0621 fsheryproducts Ligurian sea 06
088  shelfish (Rudtapes decussatus)  Etvodell (Spain) 2008 - - - v
0889 shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodella (Spain) 2006
0910  shelfish (Myflusgalloprovircialis)  Ebro dolla (Spain) 2008
0921 shelfish (Rudtapes phiippinarum)  Etro dell (Spain) 2008
0494  seawater Ligurian sea 22001
0534  environmental sample UK (Southampton) unk
1007 shelffish Adriaticsea 202 - -+ o/
0413 seawater Ligurian sea 203
0508 reference strain CCUG 4334 * < \
0912 shelfish (Wyflusgaloprovircialis)  Ebro dela (Spair) 2008
0920  sholffish (Ruditapes philippinarum)  Ebro delta (Spain) 2008
1002 shelfish (Crassostrea gigas) Ebrodeld (Spain) 209 - -+
089  shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 2007
0913 shelfish (yilusgaloprovircialis)  Ebro delta (Spair) 2008
0905 shelfish (Crasscstrea gigas) Ebrodela (Smin) 208 -
0514 cinical sample Spain(laConna) 2004 +
0515 cinical sample Spain(laConna) 2004 +
0493 seawater Ligurian sea 201
0607  fisheryproducts Ligurian sea 2006
0606 fsheryproducts Ligurian sea 06
0903 shelfish (Crassostrea gigas) Ebrodel (Spain) 2008 - - - v
0909 shelfish (Myllusgalioprovincialis)  Ebro delta (Spair) 2008
0006 seawater Adriticsea 1904 -
0512 cincal sample Spain (Vigo) 1999+
0513 cinical sample Spain (Vigo) 199+
0624 fsheryproducts Ligurian sea 206
1008 shelfish Adriticsea 202 - -+
0915 sholfish (MySlusgalboprovircialis) Ebro doll (Spain) 2008 - -+
0917  shelfish (Myflusgaloprovircialis) Ebro della (Spai) 2008 - -+
0027 fsheryproducts Itay 203 -
0902 shelfish (Myilusgaloprovircialis) Ebro dela (Spair) 2008 - -+
0924 shelfish (Rudtapes phiippirarum)  Ebro el (Spair) 2008 - -+
013  shelfish (Rudtapes philppinarum)  Adriaticsea 203 -
1008 shelfish (Myilusgalkoprovinciais)  Adriticsea w9 - -+
1000 shelfish (Rudapes phippinarum)  Adriaticsea w09 - -+ )
0894 shelfish (Crassostrea gigas) Etvodel (Spain) 207 - - - 3
0895 shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 207 - - -
053 fisheryproducts (Cancer pagurus) UK (Portland) 202 - - - VI
0103 environmental sample Itay 203
@52 shelfish (Rudtapes phippi Adriaticsea 203 J
089  shelfish (Crassostrea gigas) Etrodella (Spain) 2008
0907 shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodella (Spain) 2008 ] v
0906 shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodella (Spain) 2008 -
1005 shelfish (Crassostrea gigas) Etvodela (Spain) 209 - -+
54 e e 208 - - -
0545 e P : 06 - - - VIII
0995 shelfish (Crassostrea gigas) Etrodeld (Spain) 209 - -+
0481 shelfish Adriticsea w02 - - - S
0578 reference stran CNRVC 010089 * £ 4 -
0241 shelfish (Ruditapes phiippirarum)  Adriaticsea 203 - - -
0299  shelffish (Ruditapes philippinarum)  Adriaticsea 203 - - - ] IX
0911 shelfish (Myflusgalioprovincialis) Ebro delta (Spair) 2008
0492  seawater Ligurian sea 200 - - -
0925 shelfish (Rudtapes decussatus)  Ebrodell (Spain) 2008 - -+
0519  environmental sample UK (Southampton) unk I
063  emvironmental sample K (Sodtrampton)  wk - - - ] X
7 T I v 0608 fisheryproducts Ligurian sea 06 - - -
n"' | -] 94 shelfish (MySlusgalloprovincialis)  Adriticsea W & s :] XI
¥ 089  shelfish (Crass ostrea gigas) Etrodell (Spain) 2006 - - -
| ] 0901  shelfish (Crass ostrea gigas) Ebrodela (Spain) 2008 - - -

FIG. 2. PFGE dendrogram generated by BioNumerics software, showing the relationship of fingerprints for 92 V. parahaemolyticus isolates. All
the isolates were foxR positive. The four untypeable strains had the following sources, countries of origin, years of isolation, and genetic traits:
isolate 11, fishery products, Italy, 2001, tdh negative, trh1 negative, trh2 negative; isolate 484, shellfish, Adriatic sea, 2002, tdh negative, trh1 negative,
trh2 negative; isolate 893, shellfish (Crassostrea gigas), Ebro Delta (Spain), 20006, tdh negative, trh1 negative, trh2 negative; and isolate 908, shellfish
(Mytilus galloprovincialis), Ebro Delta (Spain), 2008, tdh negative, trh] negative, trh2 negative.
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V. parahaemolyticus isolates from more than one European
country, reconfirming that PFGE is a good tool for molecular
characterization, showing the higher frequency of the #42 vari-
ant than of the #7A1 variant, and emphasizing the importance of
appropriate molecular methods in public health and surveil-
lance programs.

Nucleotide sequence accession numbers. The probes used
for this study were deposited in the NCBI database under
accession numbers 10616115 to 10616118.
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(with FEDER funds) awarded to A.R. C.L.-J. has a scholarship from
INIA (Spain) and had extra funding from INIA to work at ISS (Italy).

We acknowledge Beatriz Lacuesta, Josep M. Reverte, and Fabrizio
Anniballi for technical support and Rachel Rangdale (CEFAS), Jaime
Martinez-Urtaza (University of Santiago de Compostela), and Dona-
tella Ottaviani (Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell'Umbria e
delle Marche) for supplying some of the strains of the study.
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sucrose fermenting and nonfermenting vibrios in tissues of Manila clam species,
Ruditapes philippinarum, depurated in seawater at two different temperatures.
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Resumen del articulo en castellano

Persistencia de vibrios fermentadores y no fermentadores de sacarosa en
tejidos de almeja japonesa, Ruditapes philippinarum, depurada con agua de mar
a dos temperaturas diferentes

Los tratamientos efectivos en la fase de post-cosecha que permitan eliminar
vibrios patogénicos son una medida importante para reducir el riesgo asociado
con el consumo de pescados y mariscos. En el presente estudio se examing si las
poblaciones naturales de vibrios no fermentadores de la sacarosa (SNFV) y de
vibrios fermentadores de este azdcar (SFV) persistian en Ruditapes philippinarum
después de la depuracién a dos temperaturas diferentes.

Se llevaron a cabo dos experimentos (uno en primavera y otro en verano). Las
almejas fueron colocadas en tanques y depuradas utilizando un sistema de
depuracién en circuito abierto y con agua de mar provisto de filtros de cartucho
y de luz ultravioleta. Las almejas se muestrearon diariamente (durante 9 dias) y
se procesaron de forma individual, sembrdndolas en placas de agar de
Tiosulfato-Citrato-Sales Biliares-Sacarosa (TCBS) para estimar la densidad de
SNFVy de SFV por individuo.

Los resultados para SNFV y SFV mostraron que la depuraciéon fue menos
efectiva en verano que en primavera, a pesar de que el nivel inicial de SNFV fue
mas bajo en el experimento de verano, lo que implica que la tasa de eliminacién
de los SNFV fue menos eficaz con un 22,2% de las almejas contaminadas por
SNFV el dia 8 y sin cambios significativos en el dia 9. Cuando se comparé la
proporcion diaria de SNFV y SFV en la primavera, se observd que los SFV fueron
mas frecuentes que los SNFV en los dias 8 y 9. Y en verano estas diferencias
fueron significativas entre los dias 7 y 9. El presente estudio demostré que los
SNFV (implicados en intoxicaciones alimentarias) se eliminan, a cualquier
temperatura, mds rapido que los SFV.

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en
moluscos bivalvos de interés comercial
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Predictive model

Effective post-harvest treatment to eliminate toxigenic vibrios is an important measure to reduce risk
associated with seafood consumption. In the present study, we examined whether natural populations of
sucrose nonfermenting (SNFV) and sucrose fermenting vibrios (SFV) persisted in Ruditapes philippinarum,
after depuration at two different temperatures.

Two experiments (one in Spring and one in Summer) were performed. Clams were depurated in
duplicate tanks in an open-circuit seawater system using filtration and ultraviolet treatment. Clams were
sampled daily (9 days), individually processed and inoculated on thiosulphate-citrate-bile salts-sucrose
(TCBS) agar plates to estimate the density of SNFV and SFV.

Results showed that depuration was less effective in Summer than in Spring, for SNFV and SFV. Despite
an initial lower presence in the Summer experiment, clearance of SNFV was less efficient than in Spring,
with 22.2% of clams presenting SNFV on day 8 and without significant changes on day 9. When compared,
daily proportion of presence of SNFV and SFV in Spring, it was observed that SFV were more frequent than
SNFV on days 8 and 9. In Summer these differences were significant on days 7-9. Present study

demonstrated that SNFV (involved in food poisoning) are purged, at any temperature, faster than SFV.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Currently, there are over 250 food-borne diseases, which can be
caused by virus, bacteria, parasites, toxins, metals and prions. Their
symptoms vary from mild gastroenteritis to neurological, hepatic
or renal damage (Mead et al, 1999). Sucrose nonfermenting
Vibrionaceae such as Vibrio parahaemolyticus, Vibrio mimicus and
Vibrio vulnificus are an important cause of food-borne disease and
they can affect not only food safety but also import-export trade
(Smith and Kénig, 2010).

Bivalve molluscs can accumulate microorganisms, including
pathogens, from seawater. They are filter feeding organisms and
they can concentrate bacteria (Cook, 1991). The number and type of
microorganisms present in the water depend on several seasonal,
climatic, and anthropogenic factors. Improvement of bacteriolog-
ical quality of seafood is essential for consumers (Feldhusen, 2000;
Huss et al., 2000).

Spain is not only the second-largest producer in the world of live
bivalve molluscs but also one of the largest consumers of bivalve

* Corresponding author.
E-mail address: ana.roque@irta.es (A. Roque).

0740-0020/$ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fm.2010.12.007

molluscs, and Catalonia is the second-most important bivalve
producer of the Spanish regions. Currently, the cultivation of
bivalves in this area is concentrated in the delta region of the Ebro
River (Roque et al., 2009), mainly mussels (Mytilus galloprovincia-
lis), Pacific cupped oyster (Crassostrea gigas), Manila clams (Rudi-
tapes philippinarum) and carpet clam (Ruditapes decussatus).
Production, harvesting and commercialization of bivalve molluscs
are regulated by the European Community (EC).

Parameters of EC regulations for establishing the suitability of
molluscs for consumption are according with different indicators
for instance fecal pollution as Escherichia coli or Salmonella spp.
(European Community, 2004a,b, 2006). However, previous studies
showed that microbials, such as enteric virus and vibrios, are not
depurated within the same period of time as E. coli (Richards, 1988;
Franco et al., 1990; Croci et al., 2002; Cozzi et al., 2009).

The ubiquitous nature of Vibrio species in marine and estuarine
environments makes it impossible to obtain seafood free of these
bacteria. There are at least twelve pathogenic Vibrio species recog-
nized to cause humanillnesses (Janda etal., 1988; Sumneretal., 2001;
Oliver and Kaper, 2001; Farmer and Hickman-Brenner, 2006). Vibrio
cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus and V. mimicus are the
Vibrio species of most medical significance (Austin, 2010) of which

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en 113
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the last three are sucrose nonfermenting vibrios (Tantillo et al., 2004).
Although, it is known that a small percentage (3—15%) of V. vulnificus
strains can ferment sucrose and form yellow colonies on TCBS agar
(Abbott et al., 2007).

The literature contains numerous reports which describe shell-
fish purification methods (e.g., depuration) in which physicochem-
ical parameters of seawater are controlled to reduce bacterial
pollutants in shellfish meat (Greenberg et al., 1982; Eyles and Davey,
1984; Richards, 1988; Wang et al., 2010). Depuration is a controlled
process that relies on the ability of shellfish to purge their gastro-
intestinal contents by filtering clean seawater. It is a very effective
process for the elimination of fecal bacteria, such as E. coli (Ekanem
and Adegoke, 1995), and Salmonella spp. (de Abreu Corréa et al,,
2007), but is less effective for naturally occurring Vibrio spp. (Eyles
and Davey, 1984; Tamplin and Capers, 1992; Martinez et al., 2009).
Purification processes of bivalves depend on variables such as the
level of initial contamination and the physiological state of the
bivalve, turbidity and salinity of the water treatment plant (Rowse
and Fleet, 1984; Lee and Younger, 2002).

The development of effective post-harvest treatments to elim-
inate toxigenic vibrios contamination is an important measure to
reduce risk of infection associated with seafood consumption.
Several processes, including freezing (Johnston and Brown, 2002),
low-temperature pasteurization (Andrews et al., 2003), high pres-
sure processing (He et al,, 2002), and irradiation (Andrews et al,,
2003), have been reported to be capable of reducing toxigenic
vibrios in oysters. However, most of these treatments require
specific equipment or facilities and the oysters are often killed
during processing. To increase the efficacy of these treatments, it
should be possible to combine them with various forms of biolog-
ical control, however, the use of some of them, as probiotics, in
molluscan aquaculture has been fairly limited (Teplitski et al,
2009). Cost-effective post-harvest processing for reducing toxi-
genic vibrios in raw seafood without adverse effects on seafood
remains to be developed. Unfortunately, several studies have
reported that depuration, normally carried out at ambient
temperatures, was not effective in reducing Vibrio contamination in
seafood (Colwell and Liston, 1960; Vasconcelos and Lee, 1972; Eyles
and Davey, 1984). Nevertheless, it is necessary to assess the effec-
tiveness of depuration methods in order to minimize load of
sucrose nonfermenting vibrios that cause most food poisoning.

In the present study, we examined whether natural populations
of sucrose nonfermenting and sucrose fermenting vibrios persisted
in Ruditapes philippinarum, cultured at Ebro Delta, after exposure to
UV light-disinfected seawater at two different temperatures. We
studied the efficacy of depuration and compared the time required
for both, sucrose nonfermenting and sucrose fermenting vibrios to
become undetectable. Knowing the point in time when clams are
free from SNFV not only contributes to the general knowledge of
food safety and provides data for risk analysis but it also can be
used when developing challenge models to study the kinetics of
zoonotic or pathogenic vibrios in clams.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

The two batches of adult Manila clams used in the present study
were collected from an aquaculture bed in the bay of Fangar
(40°47'3"N 0°43'8"E) of the delta of the Ebro river in two different
moments (Spring and Summer season). Once collected they were
transported to the laboratory in plastic bags placed in cool boxes
containing ice. Transport lasted less than 1 h in both occasions. On
arrival (day 0) each batch of Manila clams was sampled for the
detection and quantification of sucrose nonfermenting (SNFV) and

sucrose fermenting vibrios (SFV), and the remaining were placed
inside the experimental system for depuration. Depuration trials
were carried out in Spring and Summer 2007.

2.2. Experimental design

Two experiments were carried out (one in Spring and one in
Summer) in order to get to different temperatures during the trials.
As source of seawater (bay of Alfacs) presented variable concen-
trations of V. parahaemolyticus, a depuration process was conducted
in 40 L raceways polyester fibre glass-reinforced (length, 90 cm;
width, 45 cm; maximum depth of water 18 cm) with an internal
gel-white coat and with an open-circuit seawater-disinfection
system that uses both filtration (cartridge filters of 5 and 1 pm) and
ultraviolet treatment (PHILIPS TUV 36 T5 4P-SE). In order to check
efficacy of disinfection protocol, treated seawater was inoculated in
TCBS plates and no growth was observed after 48 h. This procedure
was performed weekly in the facilities. Seawater renewal rate was
around 1 h (0.7 L/min). Inside the facility, water temperature is
recorded continuously into a central computer and the values
recorded for each experiment were retrieved and analyzed (Table
1). The clams were placed on a perforated plastic grid, which was
raised from the bottom of the tank to minimize recontamination
with feces and pseudofeces.

For each experiment clams were divided in two raceways and
were sampled daily for microbiological analyses: a total of 12 clams
per day in the Spring experiment (at 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192 and 216 h) and 9 clams per day in the Summer experiment (at
0,24,144,168,192 and 216 h). In the Summer experiment, at 48 and
72 h only 4 clams per day were collected. Changes in Summer
experiment were due to problems in availability of animals. Length
of experiments was established in 9 days since it was felt that to
extend the trials more than 9 would probably induce a significant
weight loss in the clams and with it, qualities which are prized by
the consumer.

Each sampled clam was measured (Digital caliper (0—150 mm)
LLG) and flesh was weighed. Table 1 shows the temperatures of
seawater, weight (g) and length (mm) of clams used in the study,
expressed as mean + standard deviation (SD) and range (minimum,
maximum). During the experiments no food was offered to the
clams.

2.3. Microbiological analyses

Clams were individually processed and opened with an alcohol-
flamed clam knife. Tissue and shell liquor samples were aseptically
removed, weighed and placed into 10 ml of sterile 2.5% NaCl
solution (SSS). The resulting mixture was homogenized for 30 s
using an ultraturrax (IKA, T25 basic). Decimal dilutions were made
in SSS and spread onto thiosulphate-citrate-bile salts-sucrose agar
(Oxoid Ltd., Basingstoke, England) plates (Kobayashi et al.,, 1963)
and incubated at 28 °C for 20—24 h. The colonies on the TCBS plates
were counted manually to calculate the density of viable cells in the
sample (CFU/g), considering that SNFV produce green colonies and
SFV appear as yellow colonies. The SNFV colonies are visually

Table 1
Water temperature and clam biometry corresponding to both experimental
conditions.

Spring Summer

Mean +SD  Range Mean + SD Range

Temperature (°C) 1988 + 040 (19.1,205) 2519+ 094 (239, 265)
Weight (g) 2814067 (16,46) 3014062 (16,43)
Length (mm) 34396 + 2.820 (22.63, 39.86) 36913 + 1.036 (35.01, 38.09)
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distinguished from colonies formed by bacteria belonging to other
genus by size and color of the colony (Hara-Kudo et al., 2001). All
calculations are presented per gram of individual in order to
overcome the fact that all were diluted in the same volume.

24. Statistical analyses

Descriptive statistics was carried out using mean and standard
deviation for quantitative variables, as length and weight, stratified
by experiments. Homocedasticity was tested using Kolmogorov—
Smirnov test to check normal distribution and Levene test for vari-
ance homogenicity. Non-homocedastic variables, as cfu/g, were
log-transformed to improve homocedasticity. Mean comparison was
performed using Student's t test for two means and ANOVA for more
than two means and Duncan’s post-hoc test to assess differences
between means.

Qualitative variables, as depuration status, were described using
relative frequencies and comparison of frequencies was carried out
using Chi-square test (or alternatively Likelihood Ratio test or
Fisher's exact test when Chi-square was not valid).

Predicted depuration time for SNFV and SFV were estimated by
linear regression, using determination coefficient (R?) to assess its
predictive value. Desired alpha error was established at 0.05.
Statistic analysis was performed using SPSS 15.0 software (Chicago,
IL, USA).

3. Results
3.1. Daily evolution of depuration

A total of 120 clams in Spring experiment and 62 clams in
Summer experiment were analyzed. Depuration of SNFV and SFV
was expressed as proportion (%) of clams with absence of Vibrio spp.
First of all, proportions of clams with vibrios at day 0 and day 9 were
compared. In Spring experiment, both groups of vibrios were
initially present in 100% of analyzed clams in day 0, and at day 9 of
the experiment we observed a significant reduction for SNFV (83.3%,
P < 0.001), but not for SFV (25%, P = 0.335) (Fig. 1a). Nevertheless,
the initial percentage of both types of vibrios in Summer experiment
was not equal, since only 55.6% of clams presented SNFV at
detectable levels at day 0, but SFV were initially present in 100% of
clams. Results of depuration process did not show significative
reductions at day 9, since SNFV were not detected in 77.8% of clams
(P =0.217), and 0% of clams were free of SFV (P > 0.999) (Fig. 1b).
However, significant reduction for SNFV (55.56%, P = 0.018), were
found when was compared day 1 with day 9.

Results showed that depuration process was less effective in
Summer than in Spring, in both groups of vibrios. Disinfection rates
for SNFV showed despite an initial lower presence in the

a Spring

l vibrios

fermenting vibrios ]

@ \!—t

\‘\

4 5
Time (days)

Presence (%)

experiment carried out in Summer, for unknown reasons and
possibly due to random, the clearance in SNFV in Summer is less
efficient than in Spring, with 22.2% of clams containing SNFV on day
8 of depuration and without significant changes on day 9.

When compared daily proportions of presence of SNFV and SFV
in Spring experiment it was observed that SFV were proportionally
more frequent than SNFV on day 8 (P = 0.039) and day 9 (P = 0.012).
In Summer these differences were significant on day 7 (P = 0.029),
day 8 (P =0.002) and day 9 (P = 0.002).

3.2. Evolution of Vibrio load

Fig. 2 shows effect of depuration on Vibrio loads along time,
expressed as log (cfu/g). Discontinuous lines correspond to mean
Vibrio loads calculated from clams with presence of vibrios, and
continuous lines considered all the clams to estimate mean load. In
Spring experiment mean of residual Vibrio loads (12 clams/day)
from day 0 to day 9 (in clams containing vibrios) varied from
990 cfu/g to 76 cfu/g for SNFV and from 6343 cfu/g to 565 cfu/g for
SFV, while in Summer experiment (9 clams/day) loads varied from
137 cfu/g to 49 cfu/g for SNFV and from 39111 cfu/g to 1073 cfu/g for
SFV. Therefore, Spring experiment results showed a progressive
reduction of SNFV loads (total P < 0.001 and residual P < 0.001) and
SFV load (total P = 0.001 and residual P < 0.001), and Duncan test
evidenced that all these reductions were generally significant from
day 2 (Fig. 2a). Significant reductions of Vibrio loads were also
detected during Summer experiment for loads of SNFV (total
P =0.026 and residual P = 0.064) and SFV vibrios (total P = 0.014
and residual P = 0.002), however Duncan test indicated that
reductions were significant after 6-8 days of depuration (Fig. 2b).

3.3 Predictive models for clam depuration

From the present experimental data regression functions were
built for kinetics of SNFV and SFV in Spring and Summer (Fig. 3). In all
cases a very significant linear regression model was formulated,
however predictive performance (R?) was poor. Extrapolating equ-
ations from models it could be estimated that complete depuration
for SNFV would be at day 10 in Spring and day 12 in Summer, and
longer for SFV (day 20 in Spring and day 33 in Summer).

4. Discussion

In the present study, a strong relationship among temperature,
SNFV and SFV loads, depuration status and period of time was
observed. It is obvious that a lower residual Vibrio load implies
a higher proportion of depurated clams (with undetectable levels of
Vibrio).
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Fig. 1. Effect of seawater temperatures in depuration on sucrose nonfermenting and sucrose fermenting vibrios levels in clams harvested in (a) Spring and (b) Summer.
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Fig. 2. Effect of seawater temperatures in the depuration process on total and residual sucrose nonfermenting and sucrose fermenting vibrio levels (mean + standard error of the

mean) in clams harvested in Ebro delta in (a) Spring and (b) Summer.

Several studies indicated that temperature is a key factor in
ecology of Vibrio, and seawater temperature and density of vibrios
were positively correlated (Kaneko and Colwell, 1973; DePaola
et al,, 2003; Duan and Su, 2005). Croci et al. (2002) did not find
differences between densities of an SNFV (V. parahaemolyticus) and
an SFV (V. cholerae) during a depuration process using ozone-
treated water at 16—18 °C during 44 h.

However present results indicate that temperature also plays an
important role in the ratio between SNFV and SFV. When temper-
ature is around 20 °C (Spring experiment, duplicate raceways)
initial SFV load was 6.4 greater than SNFV load, while at higher
temperatures (25 °C in Summer experiment duplicate raceways)
this ratio was incremented until 285.5. It can be supposed that
competition phenomenon exists between both groups of vibrios.
This effect is relatively attenuated through depuration time, espe-
cially at higher temperatures; since at day 9 ratio SFV: SNFV was
similar in Spring experiment (7.4), but it decreased to 21.9 in
Summer experiment.

Currently, clams spend 48 h for depuration with UV light-treated
seawater (or alternatively treated with ozone or chloride) at
ambient temperature, and this time is enough to reduce fecal coli-
forms to under 300 cfu/100 g and E. coli to under 230 cfu/100 g
(European Community, 2007). However this protocol is considered

Spring

A Sucrose nonfermenting vibrios
A Sucrose fermenting vibrios

to be insufficient for disinfecting live bivalves from other food-borne
pathogens. Eyles and Davey (1984) showed that depuration with UV
light-treated seawater had no significant effect on levels of naturally
occurring V. parahaemolyticus, but significantly reduced the aer-
obic plate counts of coliforms and E. coli. Likewise, Greenberg
et al. (1982) demonstrated that V. parahaemolyticus and V. harveyi
counts remained elevated in clams exposed to UV light-treated
seawater, while E. coli counts were reduced 100-fold in 24 h. On the
other hand, it is possible to reduce V. vulnificus to low concentrations
after 7 days, using laboratory-contaminated oysters and no bacte-
ricidal treatments of seawater (Kelly and Dinuzzo, 1985). This con-
tradicting information is possibly related to inoculum levels,
differences in bacteriological isolation and identification proce-
dures, and/or use of laboratory versus environmentally-contami-
nated specimens. In this regard, Richards (1988) suggested that
natural populations of vibrios may be more resistant to the effects of
depuration than vibrios grown in the laboratory. They observed that
laboratory and natural strains of V. vulnificus show different survival
patterns under depuration and dry-storage conditions. Unlike
environmental strains, laboratory strain counts are easily reduced,
apparently by rapidly growing endogenous bacterial flora of
molluscs, including natural populations of V. vulnificus (Kaspar and
Tamplin, 1990).

Summer
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Fig. 3. Predicted death-time of sucrose nonfermenting and sucrose fermenting vibrios in (a) Spring and (b) Summer.
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There is a general consensus that depuration at ambient
temperature is not a good method to reduce Vibrio load in seafood
(Colwell and Liston, 1960; Eyles and Davey, 1984). Furthermore,
some studies indicated that at elevated seawater temperatures
(e.g., >21°C), V. vulnificus multiplies markedly in oyster tissues and
large numbers are released into surrounding seawater at rates
exceeding the bactericidal activities of UV light, V. vulnificus (SNFV)
did not depurate from oyster shell stock when UV light and/or 0.2-
um-pore-size filtration treatments of seawater were used (Tamplin
and Capers, 1992).

Present results explain that at least 10 days are required to
depurate vibrios (19.88 + 0.40 °C), and longer depuration times are
required at higher temperatures (25.19 + 0.94 °C). Moreover,
depuration times for SNFV were always lower than SFV, even if
initial bacterial load was higher for the latter.

In the present study, no significant reduction was found for
SNFV between time 0 and 9 days, in Summer experiment due to
SNFV load was not 100% as it was waiting at time 0. This result may
be due to a type Il error, failing to find differences where they exist,
standard deviations of the mean are high, indicating variability in
the results, which is common when analyzing invertebrates. This
result could mean that Summer experiment needed more samples
per day (9 clams/day were used in the Summer, instead of 12 clam/
day that were used in Spring, this was due to lack of individuals) in
order to find significant reduction. On the other hand, this result
could be due to random and not all of the clams had SNFV, instead
all of them had SFV at time 0. Although an explanation would be
green colonies formed by SNFV on TCBS plates were masked by
yellow colonies produced by large numbers of SFV on the plates,
this is not the case because adequate dilutions were performed to
avoid that SNFV colonies on TCBS agar were difficult to distinguish
visually from SFV colonies.

Though no explanation was found for this it may be due to the
fact for at least commercial aquaculture invertebrates the SNFV are
most commonly associated with vibriosis (Daniels and Shafaie,
2000; Paillard, 2004) and therefore the ones that the organism
will try to get rid of.

Another key factor to take into account is water temperature
which can be associated with food-borne outbreaks, and for
example, consumption of raw fish or shellfish, particularly oyster,
harvested from water with a temperature higher than 14 °C can
result in development of gastroenteritis caused by V. para-
haemolyticus infection (SNFV) (Yang, 2008). In Spain, there are few
cases of food-borne outbreaks related with vibrios (and most of
them were SNFV), despite the fact that water temperature is high in
Mediterranean Sea, this is perhaps due to the fact that Vibrio testing
is not compulsory in the medical system. In the present study it is
observed that differences in ratio SNFV:SFV are related to seawater
temperature, and results showed a greater efficacy in depuration of
SNFV (most important pathogenic vibrios belong to this group).

Generation times of some SNFV are very fast, such as V. para-
haemolyticus (Natarajan et al., 1980), so that low levels of SNFV in
raw seafood could be a potential public health hazard if the storage
temperature is inadequately controlled (Feldhusen, 2000).

Two variables should be considered to improve depuration of
vibrios: seawater temperature and depuration time. Related with
first variable, Yang (2008) affirmed low-temperature depuration is
a simple and economical measure to reduce the risk of V. para-
haemolyticus infection associated with raw oyster (Crassostrea
gigas) consumption and can easily be adopted by the industry to
provide safe oysters for consumption. C. gigas was cultured in
Pacific Northwest (lower water temperature). He observed that
oysters were able to filter seawater at a low temperature (4 °C) and
survive in the refrigerated seawater (4 °C) for at least 96 h without
noticeable fatality and demonstrated that oysters harvested in the

winter time (7-9 °C) exhibited very high levels of metabolism
when they were depurated in refrigerated (5 °C) seawater, because
they needed a shorter time to acclimate to the environment of
a different temperature for normal activity. However, Chae et al.
(2009) found little or no reductions of V. parahaemolyticus or
V. vulnificus in oyster (C. virginica) cultures in the Gulf Coast (higher
water temperature), when oysters were depurated at 10 °C or
lower. And they found that the low-temperature effect on reducing
V. parahaemolyticus or V. vulnificus in oyster was limited to depu-
ration at 15 °C. These results agree with studies that have reported
that each shellfish species pumps water over a certain temperature
range and water-pumping activity can be affected by water
temperature (Richards, 1991; Roderick and Schneider, 1994). So,
shellfish normally grown in cold water tend to have an optimal
depuration temperature lower than those grown in warm water.
Therefore, it will be necessary establish an optimal temperature of
depuration according to the shellfish, to aid their acclimation,
avoiding drastic temperature decrease that could imply a stress for
molluscs. In the Mediterranean area water cooling would be an
important additional expense for depuration process derived from
energetic costs.

A longer depuration period at ambient temperature is effective
to reduce Vibrio load, as shown by results presented here, unfor-
tunately mollusc quality will progressively reduce with time, and
economic cost is also increased due to longer use of depuration
facilities.

5. Conclusion

Depuration efficacy depends mainly on seawater temperature
and depuration time (though type of Vibrio and initial bacterial load
are also relevant). In the present study it was shown that SNFV
(involved in food poisoning) are purged at 20 and 25 °C more
effectively than SFV, but more than 10 days at 20 °C are necessary to
depurate clams and to avoid health risk for consumers. However,
depuration times could be reduced using lower temperatures, and
further studies would be necessary in order to formulate a predic-
tive model that integrates both variables and which allows mini-
mizing costs ensuring organoleptic quality of molluscs and food
safety.
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Resumen del articulo en castellano

Incorporacion experimental y retencion de Vibrio parahaemolyticus patégeno y
no patégeno en dos especies de almejas: Ruditapes decussatus vy
Ruditapes philippinarum

Objetivos: Describir la incorporacién y retencién de Vibrio parahaemolyticus
patdgeno y no patdgeno en Ruditapes decussatus y Ruditapes philippinarum.

Métodos y Resultados: Ruditapes decussatus acumula concentraciones
mayores de Vibrio parahaemolyticus patégeno y no patégeno que
R. philippinarum. Y ademds, estas concentraciones disminuyeron antes.
Vibrio parahaemolyticus no patégeno alcanzé concentraciones mds altas
(aproximadamente 1 log UFC g" en R. decussatus y mas de 1 log UFC g en
R. philippinarum) que V. parahaemolyticus patégeno a los mismos tiempos de
muestreo. También se observé que V. parahaemolyticus no patdgeno persistid
durante mds tiempo en las dos especies de almejas (72 h en R. decussatus y 96 h
en R. philippinarum), mientras que V. parahaemolyticus patégeno persisti6 48 h
en R. decussatus y 72 h en R. philippinarum.

Conclusiones:  Ruditapes decussatus incorporé las dos cepas de
V. parahaemolyticus mas rapido que R. philippinarum y también, los elimind antes.
En las mismas condiciones, V. parahaemolyticus no patégeno podria sobrevivir
mejor que V. parahaemolyticus patégeno dentro de ambas especies de almeja.

Importancia e Impacto del estudio: Vibrio parahaemolyticus patédgeno es un
importante agente causal de intoxicaciones alimentarias. Este estudio
demuestra que es posible utilizar V. parahaemolyticus no patégeno para llevar a
cabo experimentos que evallen la evolucién bacteriana en las almejas,
desarrollando un modelo in vivo Gtil para el andlisis de riesgos.
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Abstract

Aims: To describe uptake and retention of pathogenic and nonpathogenic
Vibrio parahaemolyticus in Ruditapes decussatus and Ruditapes philippinarum.
Methods and Results: Ruditapes decussatus accumulated greater concentrations
of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus than R. philippinarum.
These concentrations decreased earlier in R. decussatus. Nonpathogenic
V. parahaemolyticus reached higher concentrations (approx. 1 log CFU g™' in
tissues of R. decussatus and more than 1 log CFU g™" in R. philippinarum) than
pathogenic V. parahaemolyticus at similar times. It also persisted longer in both
species of clams (72 h in R. decussatus and 96 h in R. philippinarum), while
pathogenic V. parahaemolyticus persisted 48 h in R. decussatus and 72 h in
R. philippinarum.

Conclusions: Ruditapes decussatus incorporated both isolates of V. parahaemo-
Iyticus faster than R. philippinarum and it eliminated both isolates earlier than
R. philippinarum. Under same conditions, nonpathogenic V. parahaemolyticus
might survive better than pathogenic V. parahaemolyticus within both species
of clam.

Significance and Impact of the Study: Pathogenic V. parahaemolyticus is an
important cause of foodborne illnesses. This study shows it may be possible to
use nonpathogenic V. parahaemolyticus to perform experimentation to evaluate
bacterial evolution in clams, developing an in vivo model useful for risk analysis.
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called the Kanagawa phenomenon (KP), whereas only

Introduction . . g .
1-3% of the isolates of environmental origins are KP posi-

Vibrio parahaemolyticus is a human pathogen that is
widely distributed in marine environments (Yoon et al.
2008). The overall mechanism of pathogenesis of V. para-
haemolyticus is still not completely understood from the
molecular epidemiological perspective. Nevertheless, two
hemolysins, the thermostable direct hemolysin (TDH)
and/or the tdh-related hemolysin (TRH) encoded by tdh
and trh genes, respectively, are important virulence factors
and play a significant role in the disease (Takeda 1983;
Kaper etal. 1984; Nishibuchi etal. 1986). Almost
all V. parahaemolyticus strains isolated from clinical
specimens present this hemolytic activity, which has been

© 2011 The Authors
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tive (Lozano-Ledn et al. 2003; Robert-Pillot et al. 2004).
Because of their filter-feeding activity, bivalves concen-
trate bacteria in their tissues. Thus, the consumption of
raw or undercooked bivalves contaminated with bacteria
producing virulence factors may lead to the transmission
of the bacteria to humans causing acute gastroenteritis
(Nishibuchi and Kaper 1995). Vibrio parahaemolyticus
has been recognized as an important cause of foodborne
illnesses in Asian countries such as Japan (Alam et al.
2002), Taiwan (Wong et al. 2000) and China (Liu et al.
2004); and it is also recognized as the first cause of
human gastroenteritis associated to shellfish consumption
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in United States (Daniels et al. 2000; McLaughlin et al.
2005). It has also been reported that V. parahaemolyticus
is responsible for outbreaks associated with consumption
of raw or undercooked shellfish in some European coun-
tries such as Spain (Molero ef al. 1989; Lozano-Leén
et al. 2003; Martinez-Urtaza et al. 2005). However,
although V. parahaemolyticus has been detected in several
occasions in European countries (Macian et al. 2000;
Tilburg et al. 2000; Croci et al. 2001; Hervio-Heath et al.
2002; Roque et al. 2009), the risk of V. parahaemolyticus
infections is considered to be low (European Commis-
sion 2001; Su and Liu 2007). Consequently, V. parahae-
molyticus is not included in the European Network for
Epidemiologic Surveillance and Control of Communica-
ble Diseases and it is also excluded from the microbio-
logical surveillance system for infectious gastroenteritis
(European Commission 2001). Although numerous stud-
ies have been conducted to evaluate the prevalence and
survival of V. parahaemolyticus in a variety of seafood
(Vasudevan et al. 2002; CDC 2006; Su and Liu 2007),
very limited information is available on the kinetics of its
growth (Miles et al. 1997; Gooch et al. 2002; Yoon et al.
2008; Yang et al. 2009). Environmental studies have
shown the presence of pathogenic strains in Spanish
Mediterranean coast (Roque et al. 2009) but no informa-
tion is available about the kinetics of its growth in differ-
ent species of clams. Spain is the third and second
largest producing country in Europe of Grooved carpet
shell (Ruditapes decussatus) and Japanese carpet shell
(Ruditapes philippinarum), with a national production of
129 and 1147 t per year (2008), respectively, and also
one of the largest consumers of bivalve molluscs (FAO
2008).

Growth behaviour of pathogenic and nonpathogenic
V. parahaemolyticus in clams has not yet been compared.
Therefore, it is important to better understand the growth
or death responses of the V. parahaemolyticus inside
different species of shellfish and in different situation as
this information will help to develop models providing
valuable information to producers and consumers (Yang
et al. 2009).

This study was conducted to describe the growth charac-
teristics of two different isolates of V. parahaemolyticus,
one potentially pathogenic possessing the tdh gene
and another classified as nonpathogenic because it
contained neither tdh nor trh genes, in two species of clams
(R. decussatus and R. philippinarum). The rationale behind
this study was to compare the behaviour of two isolates
with different potential to cause disease in humans. They
were both isolated from shellfish cultured in the Ebro river
delta; thus, they were fully adapted to the bivalves and their
environment and that was why they were preferred to type
strains. The objectives of the study were to determine when

C. Lopez-Joven et al.

would the clams present the maximum bacterial load in
their tissues after exposure to V. parahaemolyticus isolates
and to investigate whether there were differences between
pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus and/
or between species of clams. Results from such study
contribute to the production of data to be used in quantita-
tive risk analysis and to harmonize an in vivo model for
further research.

Materials and methods

Samples collection

The different species of clams used in this study came as
adults from the bays of the Delta of the Ebro River. The
batches of clams used in the study were all alive, and it
was observed that individuals opened and closed their
valves without any noticeable abnormality and they pre-
sented intact shells with normal coloration, indicating
that they were devoid of signs of disease and/or parasit-
ism. Once collected, clams were transported to the labora-
tory in plastic bags placed in cool boxes containing ice.
Transport lasted <1 h in all occasions. On arrival, clams
were placed inside the experimental system for depuration
and the depuration time being based on previous experi-
ments (Lopez-Joven et al. 2011). When clams were free
from or with irrelevant level of sucrose nonfermenting
vibrios (like V. parahaemolyticus), they were placed in
experimental units.

Bacterial isolates and preparation of the inocula

Two V. parahaemolyticus isolates with the t/ gene were
used in this study. Both of them were isolated in the
summer 2006 from the bivalves, cultured in the Delta of
the Ebro River, Spain. Both isolates used in the study are
short rods Gram negative, catalase and oxidase positive,
anaerobic facultative, motile, produce green colonies in
thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS) (Oxoid,
Basingstoke, UK), grow at 42°C but not in 8% sodium
chloride (NaCl). Also, API 20E (BioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France) profile in both cases gave out a result for
V. parahaemolyticus with 99-5% and 99-9% similarity.
They were identified/confirmed by one-step PCR analysis
using the primers described by Bej et al. (1999) with the
following amplification conditions on the thermocycler
(Eppendorf Mastercycler Personal; Eppendorf AG,
Hamburg, Germany): an initial denaturation at 95°C for
8 min, followed by 40 cycles of a 1-min denaturation at
94°C, annealing at 55°C for 1 min, elongation at 72° for
1 min and a final extension of 10 min at 72°C. Positive
and negative controls were included in all reaction mix-
tures: two positive controls, ¢/ and tdh CAIM 1400 and

© 2011 The Authors
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trh CAIM 1772 (Collection of Aquatic Important Micro-
organisms [http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html]), and
negative control were prepared with DNA-free molecular
grade water (Sigma-Aldrich, Ayrshire, UK). Expected
amplicons were visualized in 2% agarose gels stained with
ethidium bromide (Roque et al. 2009). Pathogenic isolate,
V. parahaemolyticus 1678% (pathogenic Vp) that contains
tdh gene was isolated from a clam. Nonpathogenic isolate
used, V. parahaemolyticus i747* (nonpathogenic Vp), did
not contain the thermostable direct hemolysin (tdh) or
the TDH-related hemolysin (#rh) genes, and it was iso-
lated from a mussel. Both isolates were cryopreserved at
—80°C until used. For each isolate, a bead was inoculated
into a 250-ml Erlenmeyer flask containing 50 ml of
tryptic soy broth (TSB) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona,
Spain) with 2:0% NaCl, which was then sealed with a
foam plug and incubated at 28°C for 18-20 h in a rotat-
ing shaker (New Brunswick Scientific, Excella E24 Incuba-
tor skaker series, Edison, NJ, USA). After this, liquid
culture was transferred into a sterile Falcon tube and cen-
trifuged at 4°C, for 10 min at 2019 g Supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in sterile saline
solution (2:5% NaCl) (SSS), and absorbance was measured
in the spectrophotometer at ODgypnm to obtain cultures
of pathogenic or nonpathogenic V. parahaemolyticus able
to reach an initial population of 10°~10° CFU ml™" in the
water of the exposure tank.

Results were simultaneously analysed by plating onto
tryptic soy agar (TSA) (Scharlau Chemie S.A.) with 2:0%
NaCl, TCBS agar and Chromagar Vibrio (Biomerieux) in
duplicate and with the appropriate dilution. The samples
were incubated aerobically at 28°C (TSA and TCBS) and
37°C (Chromagar Vibrio) for 18-20 h. Colony forming
units (CFU) were counted afterwards.

Experimental design

Each experiment (experiment A with pathogenic and
experiment B with nonpathogenic V. parahaemolyticus)
consisted of two independent challenges and each chal-
lenge was performed on four groups: one treatment
group and one control group for each of the two species
of clam (R. decussatus and R. philippinarum). In each
challenge, clams were analysed at time intervals that ran-
ged from 0 to 168 h after inoculation (Table 1). The
number of clams in control groups (uncontaminated
clams) was the same as in inoculated groups (with the
exceptions that are indicated in Table 1). Experiments
were carried out at room temperature, and tank water
temperature varied between 16 and 18°C. Prior to the
contamination with pathogenic and nonpathogenic

*Available from the corresponding author.
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V. parahaemolyticus, a batch of R. decussatus or R. phil-
ippinarum was sampled to confirm clams were free from
sucrose nonfermenting vibrios (time 0). Once it was
established that the clams were free from nonfermenting
sucrose vibrios, bacterial suspensions were added to the
water. Phytoplankton (10% cells ml™"), axenic Isochrysis
galbana variety Tahiti (Pérez Camacho et al. 2002) were
added to the tanks with the bacterial suspensions to stim-
ulate bacterial uptake by the clams. Initial bacterial load
(log CFU) inoculated ranged from 650 019 to
8:63 £ 090 log CFU per clam (Table 2). In the first
experiment (A), a pathogenic isolate was used and two
challenges lasting 24 and 72 h, respectively, were per-
formed to observe global evolution of this vibrio inside
the clams. In second experiment (B), a nonpathogenic
V. parahaemolyticus was used. Two challenges were also
performed, one lasting 72 h and the other lasting 168 h.

Experiment A: uptake of pathogenic Vibrio parahaemolyticus
in Ruditapes decussatus and Ruditapes philippinarum from
spiked water

Challenge AI: Contamination was carried out in different
experimental units for different species of clams contain-
ing seawater UV-light disinfected. Contamination was
conducted with approx. 350 ml of seawater per clam in a
static aerated system which was maintained at room tem-
perature. A total of 48 individuals of R. decussatus and 48
individuals of R. philippinarum (both previously depurated)
were analysed. Six clams from each experimental unit
were sampled per sampling time. Sampling times were: 0,
2,4, 8,12, 16,20 and 24 h.

Challenge A2: The period of study was increased to
obtain and assess a complete evolution of pathogenic
V. parahaemolyticus inside both species of clams and
determine when pathogenic V. parahaemolyticus start to
decrease along time inside the clams. A total of 60
individuals of each species of clam were analysed. Ten
R. decussatus and 12 R. philippinarum were sampled at 0,
2 (only in R. decussatus), 12, 24, 48 and 72 h.

Experiment B: uptake of nonpathogenic Vibrio parahaemo-
lyticus in Ruditapes decussatus and Ruditapes philippinarum
from spiked water
Challenge BI: A total of 110 R. decussatus (ten clams per
sampling time) and 66 R. philippinarum (six clams per
sampling time) were analysed at times 0, 2, 4, 8, 12, 16,
20, 24, 36, 48 and 72 h, according to results obtained in
experiment A. However, at 72 h, the decrease in bacterial
numbers was not observed, and it was necessary to
increase the duration of the study.

Challenge B2: A total of 66 R. decussatus and 75
R. philippinarum were analysed at time 0, 12, 24, 36, 48,
72, 96 (only in R. decussatus), 120 and 168 h. At each test
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Table 1 Chronogram of analysis for each challenge (number indicates number of sampled clams exposed to vibrio inoculum and the same num-

ber of controls)

Time postinoculum (h)

Clam
Experiment Challenge  specie* 0 2 4 8 12 16 20 24 36 48 72 96 120 168 Total
A (pathogenic Vp) A1 R.d. 6 6 6 6 6 6 6 6 ns. ns. ns. ns. ns. ns. 48
R.ph. 6 6 6 6 6 6 6 6 ns. ns. ns. ns. ns. NS 48
A2 R.d. 10t 10t ns. ns. 10f ns. ns. 10f ns. 10f 10f ns. ns. ns 60
R.ph. 12 ns. ns. ns. 12 ns. ns. 12 ns. 12 12 ns. ns. ns 60
B (non- B1 Rd. 10 10+ 10t 10f 10t 10f 10f 10 10f 10 10 ns. ns. ns. 110
pathogenic Vp) R.ph. 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 ns. ns. ns. 66
B2 R.d. 9 ns. ns. ns 6 ns. ns 9 9 9 9 ns. 6 9 66
R.ph. 9 ns. ns. ns. 6 ns. ns. 9 9 9 9 9 6 9 75

n.s., No. sampled.
*R.d., Ruditapes decussatus; R.ph., Ruditapes philippinarum.
tControl is limited to five clams/sampling time.

Table 2 Biometry characteristics of two species of clams (expressed as mean + standard deviation) used in this study and initial bacterial load of

Vibrio parahaemolyticus offered per clam

Vp inoculated group

Control group

Initial bacterial load

Experiment Challenge  Clam* n Length (mm)  Weight (g) n Length (mm)  Weight (g) (log CFU per clam)
A (pathogenic Vp) A1 Rd. 48  3065+273 190+045 48 3107+266 184+043 710035
R.ph. 48 4170537 391+ 157 48 4161 +565 381 +149 718+ 068
A2 R.d. 60 4183+418 468+ 194 30 4242+479 505+171 825+ 000
R.ph. 60 3796 +444 282 +099 60 3885+417 293+108 650019
B (non- B1 R.d. 110 4228 £531 454169 75 4293 +542 468+ 156 727 +022
pathogenic Vp) R.ph. 66 3627 +£367 313077 66 3568+374 292+079 799071
B2 R.d. 66 2888+284 115+040 66 2902+329 1110+046 672+024
R.ph. 75  3561+381 237+075 75 3538+377 222+071 863 +090

*R.d., Ruditapes decussatus; R.ph., Ruditapes philippinarum.

time, 6-9 clams were randomly picked from the experi-
mental units.

Microbiological analyses

Each clam was measured [Digital caliper (0-150 mm)
LLG; Mitutoyo CD-15, Tokyo, Japan] and flesh was
weighed. Table 2 shows length (mm) and weight (g) of
clams used in the study.

Clams were opened with an alcohol-flamed clam knife
and were individually homogenized. Tissue and shell liquor
samples were aseptically removed, weighed and placed into
10 ml of sterile 2:5% NaCl solution (SSS). The resulting
mixture was homogenized for 30 s using an ultraturrax.
Decimal dilutions were made in SSS for each isolate and
volumes of 0-1 ml from each dilution were spreading onto
Chromagar Vibrio plates (CHROMagar, Paris, France) and
incubated at 37°C for 18-20 h. The colonies formed
(V. parahaemolyticus produces mauve-purple colonies onto

Chromagar Vibrio) were counted manually to calculate the
density of viable cells in the sample (CFU g"). Populations
of V. parahaemolyticus were expressed as the mean density
of all determinations for each sampling time.

Statistical analyses

Descriptive statistics were performed calculating mean
and standard deviation for quantitative variables, as
length and weight, stratified by experiments. Homosce-
dasticity was tested using Kolmogorov—Smirnov test to
check normal distribution, and Levene test for variance
homogenicity. Nonhomoscedastic variables, as CFU g,
were log-transformed to improve homoscedasticity. Mean
comparison was performed using Student’s ¢-test for two
means and ANovaA for more than two means and Duncan
post hoc test to assess differences between means. Desired
alpha error was established at 0-05. Statistic analysis was
performed using spss 15.0 software (Chicago, IL, USA).
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Results

Experiment A: uptake of pathogenic Vibrio parahaemo-
Iyticus in Ruditapes decussatus and Ruditapes philippina-
rum from spiked water

A total of 192 clams in experiment Al and 210 clams in
experiment A2 were analysed. Bacterial load of V. para-
haemolyticus was expressed as log CFU g™".

Challenge Al

A period of study of 24 h was established. According to
their biometrical measurements (Table 2), R. philippina-
rum were bigger than R. decussatus (length and weight;
P < 0:001) in all groups of challenge Al. The populations
of pathogenic V. parahaemolyticus increased in R. decussa-
tus and R. philippinarum from nondetectable to 526
030 log CFU g ™" or 1-64 + 0-94 log CFU g™', respectively,
after 2 h of exposure to seawater containing pathogenic
V. parahaemolyticus, at initial concentration, shown in
Table 2 at room temperature. Pathogenic V. parahaemolyt-
icus concentration in R. decussatus remained relatively sta-
ble throughout 24 h (499 + 0:31 log CFU g™'). However,
pathogenic V. parahaemolyticus concentration continued
to increase in R. philippinarum tissue throughout the 24 h
(445 + 220 log CFU g '), reaching levels similar to
R. decussatus. Results suggested that uptake rate of patho-
genic V. parahaemolyticus in R. decussatus was higher than
in R philippinarum. Results of this experiment also
showed a progressive increase in pathogenic V. parahae-
molyticus loads (P < 0:001) in R. philippinarum along
time, reaching the same levels reached by pathogenic
V. parahaemolyticus in R. decussatus, and Duncan post hoc
test evidenced that these increments were significant
between 2 and 24 h in R. philippinarum. The study showed
that remaining V. parahaemolyticus in control group was
undetectable in R. decussatus and R. philippinarum over
time except in some cases, but concentrations were always
lower than 05 log CFU g™" and these increments were not
significant for vibrio loads in R. decussatus (P = 0-446)
neither in R. philippinarum (P = 0:190).

Challenge A2

A period of study of 72 h was established, to assess when
pathogenic V. parahaemolyticus started to decrease in each
species of clams. In this case, biometrical measurements
(Table 2) showed that R. decussatus were bigger than
R. philippinarum (length and weight; P < 0-001) in all
groups. These results showed that populations of patho-
genic V. parahaemolyticus in R. decussatus increased from
nondetectable to 465 + 176 log CFU g after 2h of
exposure to seawater containing pathogenic V. parahae-
molyticus, at room temperature. And this load remained

© 2011 The Authors
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relatively stable throughout 24 h to 471 + 045 log
CFU ¢! with an increase at 12h to 5486 % 0:50 log
CFU ¢!, and decreased from 48 h onwards (P < 0-001),
while in R. philippinarum, populations of pathogenic
V. parahaemolyticus increased from nondetectable to
385 + 070 log CFU g™* at 12h and to 450 + 071 log
CFU g after 24 h, at room temperature remaining con-
stant at 48 h and decreased to 3-26 + 1-24 log CFU g
after 72 h. In Challenge A2, initial bacteria load that
R. philippinarum were exposed was lower than for
R. decussatus (Table 2). However, results showed similar
kinetics than Challenge A1 with the same initial bacteria
load, where R. decussatus presented a maximum bacterial
load before R. philippinarum and this load remained con-
stant, while R. philippinarum load continued to increase
until similar levels of bacteria as for R. decussatus (time
24 h). Results showed that remaining V. parahaemolyticus
in control group was undetectable in R. decussatus and
R. philippinarum during the study except at specific times
[lower than 1log CFU g™" though these values were not
significantly different for vibrio loads in R. decussatus
(P = 0:050) neither in R. philippinarum (P = 0-562)].

To compare the retentions of pathogenic V. parahaemo-
Iyticus in both challenges (Al + A2) and for both species
of clams (Fig. 1), using the total mean value of length and
weight for each species of clam and using the mean of ini-
tial bacteria concentration (7-67 = 0-70 log CFU per R. de-
cussatus, and 6-84 + 0-59 log CFU per R. philippinarum),
it was observed that R. philippinarum had higher values
than R. decussatus only in length (not in weight), and
results showed faster accumulation of pathogenic V. para-
haemolyticus in R. decussatus from nondetectable to
488 + 1441 log CFU g ™! after 2 h of exposure to spiked
seawater, remaining almost constant (without significant
differences) until 48 h (P < 0-001) where bacteria load
decreased in R. decussatus tissues to 391 £ 0-33 log
CFU g_1 and continued to decrease at 72 h (P < 0-001) to
321 + 032 log CFU g'. Ruditapes philippinarum reached
the maximum accumulation of pathogenic V. parahaemo-
Iyticus at 24 h (448 + 132 log CFU g "), remaining rela-
tively stable for 48 h, without significant differences and
started to decrease at 72h (326 + 1-24 log CFU g™!)
and later than R. decussatus. Variations of vibrio loads
in control group of clams along time were not significant
for R. decussatus (P =0282) or R. philippinarum (P =
0-085).

Experiment B: uptake of nonpathogenic Vibrio
parahaemolyticus in Ruditapes decussatus and Ruditapes
philippinarum from spiked water

A total of 185 R. decussatus and 132 R. philippinarum
in experiment Bl and 132 R. decussatus and 150
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Figure 1 Uptake of pathogenic Vibrio

Log CFU ¢!

parahaemolyticus by Ruditapes decussatus
and Ruditapes philippinarum (combined A

challenges) (mean =+ standard error of the
mean). (—e—) R. decussatus control; (—e—)

R. decussatus inoculated with pathogenic Vp;

Hours post inoculation

R. philippinarum in experiment B2 were analysed. As in
previous experiment, bacterial load of nonpathogenic
V. parahaemolyticus was expressed as log CFU g\,

Challenge BI

According to experiment A2, a period of study of 72 h to
study global kinetic of nonpathogenic V. parahaemolyticus
was established. Ruditapes decussatus were bigger than
R. philippinarum (length and weight; P < 0-001) in all
groups of challenge Bl (Table 2). A similar pattern of
uptake as for pathogenic V. parahaemolyticus (Experiment
A) was observed in this case (exposed to similar initial
bacteria load); although the quantity accumulated for non-
pathogenic V. parahaemolyticus was higher than 1 log
CFU g™' for both species of clams. Densities of nonpatho-
genic V. parahaemolyticus increased in R. decussatus and
R. philippinarum from nondetectable to 572 + 071 or
2:81 % 1-75 log CFU g™, respectively, after 2 h of expo-
sure to seawater containing nonpathogenic V. parahaemo-
Iyticus at an initial concentrations described in Table 2 at
room temperature. These results suggested that at 2 h
uptake of nonpathogenic V. parahaemolyticus in R. decuss-
atus was higher than in R. philippinarum, although initial
bacteria load inoculated in R. philippinarum was higher.
Nonpathogenic V. parahaemolyticus loads remained fairly
constant in R. decussatus until 48 h (503 + 0-28 log
CFU g™"). Higher nonpathogenic V. parahaemolyticus
accumulation was recorded at 4h (633 + 031 log
CFU g™"). Populations of nonpathogenic V. parahaemolyt-
icus decreased (P < 0:001) to 3-87 + 084 log CFU g~' at
72 h. However, from 4 to 72 h nonpathogenic V. parahae-
molyticus concentrations remained relatively stable in
R. philippinarum, with a maximum accumulation level of
this isolate in R. philippinarum reached at 24h
(577 £ 0-14 log CFU g"), and Duncan post hoc test
indicated significant differences (P < 0-001) in growth
and survival of nonpathogenic V. parahaemolyticus in

B (-a-) R. philippinarum control and (- - )
72 R philippinarum inoculated with pathogenic
Vp.

R. decussatus and in R. philippinarum along time. No sig-
nificant differences were found in vibrio load in control
groups of R. decussatus (P = 0-064) but significant differ-
ences were found in control groups of R. philippinarum
(P < 0001) with a maximum accumulation level at 24 h
(365 % 024 log CFUg™").

Challenge B2

A period of study of 168 h was established, to study the
time in which nonpathogenic V. parahaemolyticus started
to decrease in each species of clams. In this case, according
to their biometrical measurements (Table 2) R. philippina-
rum were bigger than R. decussatus (length and weight;
P < 0-001) in all groups of challenge B2.

Results showed that populations of nonpathogenic
V. parahaemolyticus in R. decussatus increased from nonde-
tectable to 531 % 029 log CFU g after 12 h of exposure
to seawater containing nonpathogenic V. parahaemolyticus
at room temperature. Bacterial load continued increasing
t0 669 = 0-22 log CFU g ™" at 36 h and remained relatively
stable until 48 h, starting to decrease at 72 h (598 +
044 log CFU g') and showing a further decrease
(P < 0-001) at 168 h (418 + 0:56 log CFU g ™).

Initial bacteria load exposed to R. philippinarum was
higher than R. decussatus (Table 2); however, the quantity
accumulated for this isolate was lower than in R. decussa-
tus, except at 12 h (6:00 = 0:19 log CFU g™"), remaining
fairly constant from 24 h (5-36 + 0-41 log CFU g™') to
72 h (532 £ 0:54 log CFU g™"). Populations of nonpatho-
genic V. parahaemolyticus in R. philippinarum started to
decrease (P < 0-001) at 96 h (456 £ 0-52 log CFU g_l)
and decreased further to 3-81 + 091 log CFU g~' after
168 h.

Significant differences were found in vibrio load in
control groups of R. decussatus (P < 0-001) over time but
there were no significant differences in bacterial levels
between control groups of R. philippinarum (P < 0-242).
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To compare the retentions of nonpathogenic
V. parahaemolyticus in both challenges (Bl + B2) and for
both species of clams (Fig. 2), using the total mean of
length and weight for each species of clam and using the
mean of initial bacteria concentration (7-:00 + 0-36
log CFU per R. decussatus, and 8-26 * 0-80 log CFU per
R. philippinarum), it was observed that R. decussatus had
similar values than R. philippinarum in length and weight,
and results showed faster accumulation of nonpathogenic
V. parahaemolyticus in R. decussatus, where load increased
from nondetectable to 572 + 071 log CFU g~' after 2 h
of exposure to seawater and maintained these values until
48h (572 + 079 log CFU g™!), reaching at maximum
level at 4 h (633 + 0-31 log CFU g"). Populations of this
isolate started to decrease (P < 0-001) at 72 h to 4-87 +
1-27 log CFU ¢! and continued to decrease in R. decuss-
atus tissue through to 168 h.

Results for R. philippinarum showed the density accu-
mulated for this bacterium was lower than in R. decussa-
tus, despite high initial load of nonpathogenic
V. parahaemolyticus. Density of nonpathogenic V. para-
haemolyticus  increasing  from  nondetectable  to
281 + 175 log CFU ¢! in R. philippinarum after 2 h of
exposure to seawater and followed increased to
438 + 115 log CFU g ™" at 4 h and reached a maximum
level at 48 h (531 + 048 log CFU g™'). At 96h was
observed a slight decrease to 4:56 + 052 log CFU g™* that
continued at 168 h (P < 0:001) (3-81 % 0-91 log CFU g™").

According to Duncan post hoc test, significant differ-
ences were found in vibrio load in control groups of
R. decussatus (at 24, 36 and 48 h) and in control groups
of R. philippinarum (at 12, 16, 20 and 24 h) (P < 0-001).

Discussion

Vibrio parahaemolyticus is one of the major seafood-borne
gastroenteritis-causing bacteria and is frequently associ-

Uptake of Vibrio parahaemolyticus in Ruditapes clams

ated with the consumption of improperly cooked seafood.
The prevalence and intensity of vibrios in marine inverte-
brates are often affected by environmental factors (Motes
and DePaola 1996; Reid et al. 2003; Paillard et al. 2004),
as well as by host-related aspects such as inter-population
variability and immune status (Cheng et al. 2004a,b;
Huvet et al. 2004; Drummond et al. 2007). Present results
agree with the previous statement. Results show a big
standard deviation, as shown by the error bars in the
figures (standard error of the mean is a proportion of the
standard deviation), possibly because of interindividual
variability which is common in invertebrates. The current
study aimed to evaluate the possible different susceptibili-
ties of two species of clams, under the same conditions
and similar exposure to pathogenic and nonpathogenic
V. parahaemolyticus and to investigate the kinetic model
of these two isolates of V. parahaemolyticus in the tissues
of clam to investigate whether there were differences
between them. Results showed that both species of clams
exposed to seawater containing high concentrations of
each isolate accumulated the bacterium in as few as 2 h
of exposure. These results agree with Murphree and Tam-
plin (1991) who showed that oysters exposed to seawater
containing Vibrio cholerae O1 at 4 log CFU ml™" accumu-
lated high numbers of V. cholerae O1 in as few as 4 h of
exposure and that levels continued to increase with time.
Marino et al. (2005) reported bacteria inoculated at
5log CFU ml™" in seawater were accumulated rapidly in
mussels reaching high concentrations after 1h. Their
study showed that the maximum numbers of Escherichia
coli in mussels were 66log CFUg™' at 14°C and
54 log CFU ¢! at 21°C and for V. cholerae nonO1 and
Enterococcus durans varied from 65 to 7 log CFU g™' at
both temperatures. Shen et al. (2009) found similar
results with a three-strain cocktail suspension (two strains
of V. parahaemolyticus possessing tdh gene and one non-
virulent strain) for inoculation in oysters. Their results

Figure 2 Uptake of nonpathogenic Vibrio

parahaemolyticus by Ruditapes decussatus

and Ruditapes philippinarum (combined B
challenges) (mean + standard error of the

mean). (—e—) R. decussatus control; (—e=)
R. decussatus inoculated with nonpathogenic

Vp; (-&-) R. philippinarum control and (- +- )
R. philippinarum inoculated with nonpatho-
genic Vp.
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showed that the populations of V. parahaemolyticus in
oysters increased rapidly from nondetectable [<3 log most
probable number (MPN) per g] to 404-466 log
MPN g after first 4 h of exposure to artificial seawater
containing V. parahaemolyticus (438 log CFU ml™") at
16, 20, 26 and 32°C and reached the highest level after
32 h of exposure to contaminated artificial seawater and
were observed to decrease in following sample at 64 h.
This study showed that R. decussatus accumulated high
numbers of both isolates at 2 h of exposure and that
levels were maintained for 24 h (pathogenic V. parahae-
molyticus) or 48 h (nonpathogenic V. parahaemolyticus)
and decreased from 48 h (pathogenic V. parahaemolyti-
cus) or 72 h (nonpathogenic V. parahaemolyticus), while
R. philippinarum at 2 h of exposure accumulated lower
numbers of both isolates, but these levels continued to
increase with time reaching maximum levels at 24 and
48 h (pathogenic V. parahaemolyticus) or 72 h (non-
pathogenic V. parahaemolyticus) and decreased from 72 h
(pathogenic V. parahaemolyticus) or 96 h (nonpathogenic
V. parahaemolyticus). At 72-168 h V. parahaemolyticus
decreased, this is unlikely to be because of an underesti-
mation of the method, rather it seems to be a common
event. Lopez-Joven et al. (2011) when monitoring the
presence of vibrios along time in clam tissues also
observed a decrease.

Vibrio levels in R. decussatus control clams and
R. philippinarum control clams in experiment A were
undetectable or were observed in low concentrations,
which were not statistically significant in the study. How-
ever, vibrio levels in experiment B, in both species of con-
trol clams were higher than in experiment A and showed
significant differences in bacterial levels for control groups
of R. decussatus, possibly because of an incomplete
depuration process. However, these values do not affect
present results in the exposure of clams to bacterial con-
centration, since the clams are exposed to a huge initial
concentration of both isolates of vibrios. Although it
would have been preferred to run a single experiment
with simultaneous exposure to the two bacterial strains,
this was not feasible because the method to then quantify
the bacteria would have been real-time PCR and this
technique may not sufficiently sensitive (Nordstrom et al.
2007) since the controls were not artificially contaminated
and could give false negatives.

This results show clearly that R. decussatus were signif-
icantly affected before R. philippinarum by the experi-
mental challenge since they accumulated higher levels of
pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus.
Differences in composition, size, structure, habitat and
biology of each of one species of clams could determine
results obtained. The filtration rate of an animal is a
parameter of great ecological importance. During years,
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much data concerning filtration rates of filter-feeding
bivalves has been recorded (Walne 1972; Wilson and
Seed 1974). It is well documented in the literature that
filtration rate increases with increasing body size.
According to our measurements R. philippinarum had
higher values than R. decussatus in length and weight, in
Al and B2 but not in A2 and Bl1. Also, R. philippinarum
had higher values than R. decussatus only in length (not
in weight) when were compared the retentions of patho-
genic V. parahaemolyticus in both challenges (Al + A2).
However, in all cases R. decussatus accumulated greater
concentrations of pathogenic and nonpathogenic
V. parahaemolyticus earlier than R. philippinarum. And
these concentrations decreased earlier in R. decussatus.
These results show that R. decussatus had a filtration rate
higher than R. philippinarum throughout the study. Also,
filter-feeding activity is a function of cell concentration
which has been well documented by several authors for
different species of lamellibranchiate bivalves (Loosanoff
and Engle 1947; Epifanio and Ewart 1977; Winter 1978).
In general, the filtration rate decreases with increasing
cell concentrations. This indicates that bivalves regulate
the amount of water filtered clear of particles in relation
to food concentration. Nevertheless, in all our experi-
ments, all clams were offered the same amount of axenic
Isochrysis galbana variety Tahiti (Pérez Camacho et al.
2002).

On the other hand, it is well known from literature
that filtration rate is greatly influenced by temperature
(Widdows 1973; Schulte 1975). Filtration rate increases
with increasing temperatures up to an optimum tempera-
ture. With any further increase in temperature above this
optimum, the filtration rate decreases drastically. In our
experiment, the temperature in tank water was probably
the most important parameter to host-related aspects,
because the range of optimal temperature for R. decussa-
tus is between 18 and 20°C and the range of optimal tem-
perature for R. philippinarum is between 22 and 26°C
(Gutiérrez Gomez 2010). This information indicates that
R. decussatus in our experiment had more adequate tem-
peratures to perform filtration than R. philippinarum.

In addition, levels of nonpathogenic V. parahaemolyti-
cus within both species of clams studied were higher than
levels observed of pathogenic V. parahaemolyticus (Figs 3
and 4), despite initial density inoculated of pathogenic
V. parahaemolyticus in case of R. decussatus being higher
than density of nonpathogenic V. parahaemolyticus in this
species of clam. On the contrary, in R. philippinarum,
density of nonpathogenic V. parahaemolyticus was higher
than density of pathogenic V. parahaemolyticus; however,
this initial concentration in both isolates of V. parahae-
molyticus was high enough to obtain results, noncondi-
tioned by load of V. parahaemolyticus inoculated.
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Figure 4 Uptake of pathogenic and
nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus by
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Ruditapes philippinarum (mean + standard 7‘
error of the mean). (——) R. philippinarum 1 N

control; (—e=) R. philippinarum inoculated with
pathogenic Vp; () R. philippinarum control
and (-« ) R. philippinarum inoculated with
nonpathogenic Vp.

DePaola et al. (2010) showed the results of a yearlong
nationwide survey of important bacterial and viral patho-
gens in the United States and sampled market oysters,
primarily from retail establishments, finding that levels of
pathogenic V. parahaemolyticus were typically several logs
lower than total V. parahaemolyticus levels regardless of
season or region. Results obtained in this study might
indicate that the isolate of nonpathogenic V. parahaemo-
Iyticus survived better than pathogenic V. parahaemolyticus
under the same conditions. Therefore, it can be suggested
that in future studies nonpathogenic strains can be used
to model worst-case scenario cases, since experiments
using the nonpathogenic strain will not underpredict the
growth rate of the pathogenic strain according to the
results’ presented here. Furthermore, this evidence is sup-
ported by Yoon etal (2008) who found that the
nonpathogenic V. parahaemolyticus grew faster than the
pathogenic V. parahaemolyticus and also the concentra-
tion of pathogenic V. parahaemolyticus decreased more
rapidly than that of nonpathogenic V. parahaemolyticus in
oyster slurry. Warner and Oliver (2008) also found differ-
ences between E-genotype (associated with environmental
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samples) and C-genotype (clinical samples) of Vibrio
vulnificus within oysters, where the E-genotype is found
in much higher proportion. This probably helps to
explain the low number of food-borne infections caused
by this pathogen, although the reason why the E-genotype
is found in oysters at higher levels than C-genotype is not
yet understood.

In conclusion, R. decussatus accumulated greater con-
centrations of pathogenic and nonpathogenic V. parahae-
molyticus earlier than R. philippinarum and levels of
pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus
decreased earlier in R. decussatus. Two possibilities are
suggested for these results, one of them is that R. decussatus
is more susceptible to both isolates of vibrios and the sec-
ond is that filtration rate in R. decussatus is higher than
R. philippinarum, because temperature in tank water is in
the range of optimal temperature for R. decussatus. Results
also show that nonpathogenic V. parahaemolyticus might
survive better than pathogenic V. parahaemolyticus within
the two species of clam studied, under the same conditions.

Further studies are needed with a larger battery of
isolates to better understand how the different isolates
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perform. It would also be interesting to use in this model,
a series of isolates fully characterized to be able to relate
their features with their performance.
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Resumen del articulo en castellano

Evolucién de Vibrio parahaemolyticus no patégeno en una poblacién de dos
especies de almejas Ruditapes decussatus y Ruditapes philippinarum
cohabitando bajo condiciones experimentales

La presencia de Vibrio parahaemolyticus en los moluscos bivalvos es una causa
importante de enfermedades transmitidas por los alimentos y, sus niveles se
ven influenciados por cambios ambientales, como temperatura y salinidad.

Las almejas son especies comunes en los estuarios y se utilizan en programas de
vigilancia ambiental. Este estudio fue dirigido para comparar la incorporacion y la
retencion de V. parahaemolyticus no patégeno inoculado experimentalmente en
dos especies de almejas (R. decussatus y R. philippinarum), bajo condiciones de
convivencia dentro de un sistema cerrado.

Los niveles bacterianos en las dos especies de almejas siguieron una tendencia
similar, con valores entre 3,48 y 3,70 log ufc/g para R. decussatus y entre 3,15 y
3,49 log ufc/g para R. philippinarum. Esto implica que en ausencia de renovacién
del agua, se observaron niveles altos y estables de V. parahaemolyticus en
almejas cultivadas después de la exposicién. Por ello, los cambios en los
parametros fisicos deben ser tenidos en cuenta para disefiar programas de
vigilancia en los bivalvos, y el muestreo deberia centrarse en las especies que
tienen temperaturas Optimas de las tasas de filtracidn mas cerca a las
temperaturas del agua en ese momento.
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Abstract

Presence of Vibrio parahaemolyticus in bivalve mollusc is an important cause of foodborne
illnesses, and their levels are influenced by environmental changes, as temperature and salinity.
Clams are common species in estuaries and are used in environmental monitoring programmes.
This study was addressed to compare uptake and retention of nonpathogenic V. parahaemolyticus
experimentally inoculated in two species of clam (R. decussatus and R. philippinarum), under
cohabitation conditions within a closed system.

Bacterial levels in both species of clams following a similar trend with values between 3.48 and
3.70 log CFUg-1for R. decussatus and between 3.15 and 3.49 log CFUg-1for R. philippinarum.
So, in absence of water renewal, high and stable levels of V. parahaemolyticus were observed in
cultured clams after exposure. Changes in physical parameters should be taking into account to
design surveillance programs in bivalves, and sampling should be focus on species that have

clearance rates closer than water temperature.
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Introduction

Filter-feeding molluscs accumulate and concentrate microorganisms, including human
pathogenic bacteria and viruses. Understanding the bacterial ecology of these bivalves can help to
improve both the management of hatcheries for higher productivity and the safety of bivalves as
food. Presence of V. parahaemolyticus in bivalve mollusc is an important cause of foodborne
illnesses around the world (Daniels, MacKinnon, Bishop, Altekruse, Ray, Hammond, Thompson,
Wilson, Bean, Griffin & Slutsker 2000; McLaughlin, DePaola, Bopp, Martinek, Napolilli,
Allison, Murray, Thompson, Bird & Middaugh 2005), and outbreaks related with consumption of
raw or undercooked shellfish in some European countries has been associated with isolation of
this bacteria in food and patients (Molero, Bartolome, Vinuesa, Guarner, Accarino, Casellas &
Garcia 1989; Lozano-Leon, Torres, Osorio & Martinez-Urtaza 2003; Martinez-Urtaza, Simental,
Velasco, DePaola, Ishibashi, Nakaguchi, Nishibuchi, Carrera-Flores, Rey-Alvarez & Pousa
2005).

Clams, such as Ruditapes decussatus and R. philippinarum, are common species in estuaries and
they are used in environmental monitoring programmes. Both, bivalves and vibrios, as V.
parahaemolyticus, suffer a wide range of environmental conditions at estuaries and seawater, and
their presence is dependent on salinity, temperature and organic loads (DePaola, Hopkins, Peeler,
Wentz & McPhearson 1990; Hjeltnes & Roberts 2001).

Several scientific surveys have been conducted to assess the prevalence and survival of V.
parahaemolyticus in a variety of seafood (Miles, Ross, Olley & McMeekin 1997; Yoon, Min,
Jung, Kwon, Lee & Oh 2008; Lopez-Joven, de Blas, Ruiz-Zarzuela, Furones & Roque 2011b). A
recent study by Lopez-Joven et al. (2011b) has shown that nonpathogenic V. parahaemolyticus
might survive better than pathogenic V. parahaemolyticus within R. decussatus and R.

philippinarum, and it seems that R. decussatus was more susceptible to both isolates of vibrios
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than R. philippinarum. However this result was not conclusive during the plateau growth phase
(20 to 72 h post-inoculation), that corresponds to period of maximum bacterial incorporation in
clams, since experiments were carried out independently for each clam species.

Furthermore no study has been carried out to describe the growth of V. parahaemolyticus in two
species of clams (R. decussatus and R. philippinarum) under cohabitation conditions.

Depuration is a commercial procedure established in European countries where bivalves are
placed in tanks filled with clean seawater for several hours to purge contaminants from their
tissues by filtering (Rodrick & Schneider 2003). Furthermore depuration time depends on initial
levels and specie of bacteria (Croci, Suffredini, Cozzi & Toti 2002; Marino, Lombardo,
Fiorentino, Orlandella, Monticelli, Nostro & Alonzo 2005; Lopez-Joven, Ruiz-Zarzuela, de Blas,
Furones & Roque 2011a), and could be also correlated with differences in physiological features
of each species of molluscs, as optimal temperature for clearance rates. Therefore, the aim of this
study was to compare the dynamics of nonpathogenic V. parahaemolyticus during plateau growth

phase, in two species of clam.

Material and methods

Samples collection

Two species of clams were used in the present study: R. decussatus and R. philippinarum.
Healthy adult individuals were collected from the bays of the Delta of the Ebro River, and
transported to the laboratory in plastic bags placed in cool boxes containing ice. Transport lasted
less than 1 h in adequate conditions. On arrival, clams with homogeneous size were placed inside
an experimental system for depuration during at least 9 days based on results of previous
experiments (Lopez-Joven et al. 2011a). Then six clams of each species were sampled to check

growth of V. parahaemolyticus in Chromagar Vibrio plates (CHROMagar, Paris, France); and

Epidemiologia y cinética de crecimiento y supervivencia de Vibrio parahaemolyticus en
moluscos bivalvos de interés comercial

139



when results indicated that they were free of these vibrios, the remaining clams were placed in

experimental units.

Bacterial biotype and preparation

A nonpathogenic biotype was used in this study, V. parahaemolyticus 1747, that did not contain
the thermostable direct hemolysin (tdh) or the thermostable direct hemolysin-related hemolysin
(trh) genes. This bacteria was isolated from a mussel (Mytilus galloprovincialis), in the Delta of
the Ebro River, Spain (Roque, Lopez-Joven, Lacuesta, Elandaloussi, Wagley, Furones, Ruiz-
Zarzuela, de Blas, Rangdale & Gomez-Gil 2009). It was the same bacteria used in previous
experiments (Lopez-Joven et al. 2011b): short rods Gram negative, catalase and oxidase positive,
anaerobic facultative, motile, produce green colonies in Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose
agar (TCBS), grows at 42 °C but not in 8% NaCl. API 20E (BioMérieux, Marcy-1’Etoile, France)
profile gives out a result for V. parahaemolyticus with 99.9% similarity and identification was
confirmed by one-step PCR analysis (Bej, Patterson, Brasher, Vickery, Jones & Kaysner 1999)
with minor modifications (Roque ef al. 2009). A bacterial inoculum was prepared as described in
Lopez-Joven et al. (2011b) in order to get an initial concentration of 10° CFUml™ in experimental

tanks.

Experimental design

Four experimental groups were created randomly with clams free from V. parahaemolyticus.
Each group was formed by 15 R. decussatus and 15 R. philippinarum. Two of them were
maintained as control groups and the other two were selected as inoculated groups.
Phytoplankton and V. parahaemolyticus were added to the tanks with seawater UV-light

disinfected to stimulate bacterial uptake by the clams, resulting a bacterial suspension of 10
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CFUmI™" and 10° cells mI™" of axenic Isochrysis galbana variety Tahiti (Pérez Camacho, Delgado
& Albentosa 2002). So initial bacterial load inoculated was 3.70 log CFUclam™.

The experiment was performed at room temperature and tank water temperature varied between
16 and 18 °C in a static aerated system with approx. 330 ml of seawater per clam.

Three clams of each species were collected for analysis in each group at times 20, 30, 40, 50 and
70 h after inoculation. Before microbiological analysis, each clam was measured (Digital caliper
(0-150 mm) LLG) and flesh was weighed. Table 1 shows the average length (mm) and weight (g)

of clams used in the study.

Microbiological analyses

After depuration process and following experimental contamination, microbiological analyses
were carried out as described in Lopez-Joven et al. (2011b).

Clams were opened with an alcohol-flamed clam knife and tissue and shell liquor samples were
removed. After weight we placed into 10 ml of sterile 2.5% NaCl solution (SSS), and resulting
mixture was homogenized for 30 s using an ultraturrax (model T25 basic, IKA Labortechnik).
Further, decimal dilutions were made in SSS and volumes of 0.1 ml from each dilution were
spreading onto Chromagar Vibrio plates and incubated at 37 °C for 18-20 h. The mauve-purple
colonies formed onto Chromagar Vibrio (typical of V. parahaemolyticus) were counted to
calculate the density of viable cells in the sample (CFUg™). Levels of V. parahaemolyticus were
calculated as the average density of results for each sampling time. Although, it would have been
preferred quantify the bacteria using real-time PCR (Nordstrom, Vickery, Blackstone, Murray &
DePaola 2007), molecular analyses, such as PCR, may still react with DNA from dead bacteria,

resulting in false positive results (de Abreu Correa, Albarnaz, Moresco, Poli, Teixeira, Oliveira
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Simoes & Monte Barardi 2007), for this reason we used classical microbiological method to

calculate only the density of viable cells in the sample.

Statistical analyses

Descriptive statistics were carried out calculating mean and standard deviation for quantitative
variables, as length and weight, stratified by experimental groups. Homoscedasticity was
assessed using Kolmogorov-Smirnov test to check normal distribution, and Levene test for
variance homogenicity. Non homoscedastic variables, as CFUg-1, were log-transformed to
improve homoscedasticity. Mean comparison was performed using Student’s 7 -test for two
means and ANOVA for more than two means (in this case, additionally Duncan post-hoc test was
used in order to assess differences between means). Desired alpha error was established at 0.05.

Statistic analysis was performed using SPSS 17.0 for Windows (Chicago, IL, USA).

Results

According to their biometrical measurements (Table 1), no significant differences were found
among R. decussatus groups (length P=0.795, and weight; P = 0.900). Similar results were
obtain for R. philippinarum (length P = 0.785, and weight; P =0.747). Also, no significant global
differences were found between R. decussatus and R. philippinarum in relation to weight (P =
0.098), but significant differences were found for length (P = 0.007), but it is no relevant since it
was due to low value of standard deviation as consequence of homogenicity of selected clams.

A total of 66 R. decussatus and 66 R. philippinarum were analysed (including clams collected at
time 0 h), and bacterial load of nonpathogenic V. parahaemolyticus was expressed as log CFUg-
1. Figure 1 shows that remaining V. parahaemolyticus in control groups was always lower than 1

log CFUg-1for R. decussatus and R. philippinarum. Differences along time were not significant
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for vibrio loads in control groups of R. decussatus (P = 0.527) neither in R. philippinarum (P =
0.877).

However, in infected groups, densities of nonpathogenic V. parahaemolyticus increased in R.
decussatus and R. philippinarum from non detectable at time 0 h to 3.69 + 1.07 log CFUg-1and
3.20 £ 0.95 log CFUg-1, respectively, after 20 h of exposure to seawater inoculated with
nonpathogenic V. parahaemolyticus. Results for R. decussatus showed nonpathogenic V.
parahaemolyticus reached a maximum level at 40 h (3.70 £ 0.31 log CFUg-1), while for R.
philippinarum maximum density was reached at 50 h (3.49 £ 0.58 log CFUg-1). Nonpathogenic
V. parahaemolyticus loads remained fairly constant in R. decussatus and in R. philippinarum
until 70 h (3.47 £ 0.41 log CFUg-1, and 3.33 £ 0.78 log CFUg-1, respectively). Student’s t test
for equality of means indicated no significant differences in growth and survival of
nonpathogenic V. parahaemolyticus between R. decussatus and R. philippinarum along time. At
time 30 h though no differences were detected between the two species, they should be
interpreted with caution due to the low P-value (P = 0.051) and taking into account that sample
size was low.

Furthermore no differences in bacterial densities along time were detected in each infected group
comparing means with ANOVA test (R. decussatus, P =0.963 and R. philippinarum, P = 0.888),
so time variable was discarded and average concentrations for studied period 20-70 h of 3.61 +
0.56 log CFUg-1for R. decussatus (n=30) and 3.32 + 0.64 log CFUg-1for R. philippinarum
(n=30) were calculated. Comparison of these means with Student’s t test gave a P-value equal to
0.073, indicating there were no significant differences between R. decussatus and R.
philippinarum in global uptake for nonpathogenic V. parahaemolyticus during plateau growth

phase, under cohabitation conditions.
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Discussion

Current study was carried out only with nonpathogenic V. parahaemolyticus (without presence of
tdh or trh genes) because in previous studies this isolate of V. parahaemolyticus survived better
than pathogenic V. parahaemolyticus under the same conditions, so the use of nonpathogenic
biotype would not underpredict the growth rate of the pathogenic biotype according to results
presented in other studies (Yoon et al. 2008; Lopez-Joven ef al. 2011b).

The prevalence and concentration of vibrios in marine invertebrates are often affected by
environmental factors, such as temperature and salinity, as well as by host-related aspects such as
size, immune status and biology of each species (Reid, Soudant, Lambert, Paillard & Birkbeck
2003; Cheng, Hsiao & Chen 2004a; Cheng, Hsiao, Hsu & Chen 2004b; Cheng, Juang & Chen
2004c; Paillard, Allam & Oubella 2004; Drummond, Balboa, Beaz, Mulcahy, Barja, Culloty &
Romalde 2007). Both of them are directly related with clearance rate (volume of water cleared of
particles per unit time by individual bivalves) that is a parameter of great ecological importance
(Walne 1972; Schulte 1975).

Lopez-Joven et al. (2011b) in a previous study evaluated the different susceptibilities of two
species of clams, under different cohabitation conditions (but same experimental protocol),
exposed to two different isolates of V. parahaemolyticus, and observed during plateau growth
phase that R. decussatus showed higher levels of both isolates of vibrios than R. philippinarum,
which suggested that R. decussatus is more susceptible to both isolates of vibrios or that filtration
rate in R. decussatus is higher than R. philippinarum. However other factors could influence as
inoculum concentration, individual weight and water temperature in tank (closer to range of
optimal temperature for R. decussatus).

In order to discard these factors, current study was performed with the same design conditions.

First, clams were placed inside the same experimental unit so initial bacterial inoculum was
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unique. Second, filter-feeding activity is function of cell concentration (Epifanio & Ewart 1977,
Winter 1978), and therefore phytoplankton concentration was the same for both species of clams
since experiment was carried out in cohabitation conditions. Furthermore, according to our
measurements, no significant differences were found between R. decussatus and R.
philippinarum related with weight, so clearance rate do not influenced by this biometrical feature.
Under these experimental conditions, current results are in agreement with Lopez-Joven et al.
(2011b), because both species of clams exposed to seawater containing concentrations of
nonpathogenic V. parahaemolyticus accumulated the bacterium at high densities from 20 to 70 h
of exposure, and a similar trend was observed during plateau growth phase of nonpathogenic V.
parahaemolyticus. However, no significant differences were found between both species of
clams, although a slightly preference of nonpathogenic V. parahaemolyticus for R. decussatus
was observed and bacterial densities of R. decussatus are higher than R. philippinarum
throughout the study.

Consistent higher contamination levels for R. decussatus in both studies could be explained by a
greater filtration rate of this species, but we should to take into account that this rate increments
with increasing temperatures up to an optimum temperature, and with any further increment in
temperature above this optimum, the filtration rate decreases drastically. So, filtration rates are
poor at lower and higher temperatures out of the optimal range. Walne (1972) demonstrated that
R. decussatus reduced its filtration rate by more than 45% when temperature decreased from 20
to 10 °C. Sobral & Widdows (1997) showed that optimum temperature for clearance rate in R.
decussatus was about 20 °C, and declined about 60% of the rate observed at 20 °C when
temperature increased until 32°C. However, optimal temperature for R. philippinarum is higher
(22-26 °C) (Gutiérrez Gémez 2002). Results obtained in both studies showed that optimum

clearance temperature of R. decussatus is closer to experimental conditions than R.
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philippinarum, because temperature in tank water is between 16-18 °C, which might explain why
levels of V. parahaemolyticus in this species of clam are slightly higher. In current study no
significant differences were observed, but it may be due to a type II error, failing to find
differences when they exist, due to high standard deviations and small sample sizes.

In conclusion, high and stable contamination levels of V. parahaemolyticus were observed in
absence of water renewal after an exposure to contaminated water with this bacterium in cultured
clams. Also, these results suggested that an unconfirmed slightly preference of nonpathogenic V.
parahaemolyticus for clam specie during this period of time, that could be due to water
temperature.

In consequence, monitoring temperature and salinity of the water during the purification cycle is
recommended (European Communities 1991; National Shellfish Sanitation Program

2009), but also surveillance programs should be focus on species of bivalves that have clearance

rates closer than water temperature.
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Figure legends
Figure 1. Uptake of nonpathogenic V. parahaemolyticus by R. decussatus and R. philippinarum

under cohabitation conditions (mean + standard error of the mean).
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Tables

Table 1. Biometrical characteristics of two species of clams (expressed as mean + standard

deviation)
R. decussatus R. philippinarum
Group n Length(mm)  Weight (g) n Length(mm) Weight(g)
Inoculated 1 15 41.17+2.37 520+0.80 15 40.12+£294 488+1.40
Inoculated 2 15 40.87+2.38 5.17+1.00 15 3960+1.82 4.72+0.93
Control 1 15  41.50+2.63 5.36+0.60 5 4034+£1.56 5.14+094
Control 2 15 40.72+1.69 5.18+0.59 15 39.77+£2.10 5.03+1.11
Total 60 41.06+2.26  523+0.75 60 39.96+2.13 4.94+1.09
18
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different temperatures on the growth and survival of pathogenic and
nonpathogenic Vibrio parahaemolyticus in tissues of postharvest Manila clam
(Ruditapes philippinarum). Journal of Food Protection (manuscrito en revision).

Resumen del articulo en castellano

Efecto de diferentes temperaturas en el crecimiento y la supervivencia de
Vibrio parahaemolyticus patégeno y no patégeno en tejidos de almeja japonesa
(Ruditapes philippinarum) en la fase de postcosecha

Vibrio parahaemolyticus patégeno es un importante agente causal de
enfermedades transmitidas por alimentos y, los moluscos después de la
cosecha mantenidos a temperaturas inadecuadas pueden contener una gran
densidad de Vibrio parahaemolyticus tanto patogénicos y no patogénicos. El
objetivo de este estudio fue determinar si habia alguna diferencia en los niveles
de Vibrio parahaemolyticus patégeno y no patdgeno en almejas japonesas
(Ruditapes philippinarum) cuando éstas son almacenadas a temperaturas
diferentes de post-cosecha. Las almejas fueron depuradas previamente y
expuestas a dosis conocidas de Vibrio parahaemolyticus patégeno y no
patdgeno. Posteriormente, el almacenamiento en la fase de postcosecha se
llevé a cabo a 28°C, 15°C y 4°C, temperaturas que se corresponden a
temperaturas del verano (28°C) y del invierno (15°C) mediterrdneo v,
temperaturas de refrigeracion (4°C). Las densidades de Vibrio parahaemolyticus
patdgeno y no patégeno fueron determinadas después de 0, 24, 48, 72y 96 h
de almacenamiento en postcosecha. Ambas cepas de V. parahaemolyticus se
multiplicaron rdpidamente en las almejas vivas mantenidas a 28°C, mostrando
un incremento de por lo menos 3logs ufc/g en 72 h, en ambas cepas
bacterianas. Vibrio parahaemolyticus no patégeno almacenado a 4°C y a 15°C
mostré una disminucién de 1 log ufc/g y 2 ufc/g a las 96 h, respectivamente,
mientras que no se detectaron diferencias significativas para
Vibrio parahaemolyticus patégeno almacenado a estas temperaturas. Los
resultados presentados aqui muestran que Vibrio parahaemolyticus patégeno
podria sobrevivir mejor que Vibrio parahaemolyticus no patégeno en almejas en
la fase de postcosecha, a temperaturas de 4 y 15°C.
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Abstract

Pathogenic Vibrio parahaemolyticus is an important cause of foodborne illness, and
molluscs at inadequate postharvest temperatures can contain greater densities of
pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus. The objective of this study was to
determine if there was any difference in levels of pathogenic and nonpathogenic V.
parahaemolyticus in Manila clams (Ruditapes philippinarum) when these are kept at
different postharvest temperatures. Clams were depurated and then exposed to known
doses of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus. Afterwards, postharvest
storage was carried out at temperatures, which correspond with the Mediterranean
summer (28°C), winter (15°C) and refrigeration (4°C). Pathogenic and nonpathogenic V.
parahaemolyticus densities were determined after 0, 24, 48, 72 and 96 h of postharvest
storage. Both isolates of V. parahaemolyticus multiplied rapidly in live clams held at
28°C, showing an increase at least of 3 logs CFU/g at 72 h. Nonpathogenic V.
parahaemolyticus stored at 4°C and 15°C showed 1 log CFU/g and 2 log CFU/g
decrement at 96 h, respectively, while no significant differences were detected for
pathogenic V. parahaemolyticus stored at these temperatures. Results presented here
showed that pathogenic V. parahaemolyticus might survive better than nonpathogenic

V. parahaemolyticus in postharvest Manila clams at 4 and 15°C.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Manila clam (Ruditapes philippinarum),

Postharvest temperature, Survival time
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Vibrio parahaemolyticus is a Gram-negative bacterium that occurs naturally in the
marine environment and it is a common cause of shellfish-related gastroenteritis in
South American countries (Gonzalez-Escalona et al., 2005; Leal et al., 2008; Martinez-
Urtaza et al., 2008; Harth et al., 2009), Asian countries (Wong et al., 2000; Alam et al.,
2002; Hara-Kudo et al., 2003; Deepanjali et al., 2005); and it is also recognized as the
main cause of human gastroenteritis associated to shellfish consumption in USA
(Daniels et al., 2000). It has also been reported that V. parahaemolyticus is responsible
for outbreaks associated with consumption of raw or undercooked shellfish in some
European countries such as Spain (Molero et al., 1989; Macian et al., 2000; Croci et al.,
2001; Hervio-Heath et al., 2002; Lozano-Leén et al., 2003; Martinez-Urtaza et al., 2005;
Roque et al., 2009). However, the risk of V. parahaemolyticus infections is considered
to be low (European Commission, 2001; Su and Liu, 2007). Consequently, V.
parahaemolyticus is not included in the European Network for Epidemiologic
Surveillance and Control of Communicable Diseases and it is also excluded from the
microbiological surveillance system for infectious gastroenteritis (European
Commission, 2001).

Although, the overall mechanism of pathogenesis of V. parahaemolyticus is still not
completely understood, two hemolysins, namely the thermostable direct hemolysin
(TDH) and the TDH-related hemolysin (TRH), encoded by 7dh and trh genes
respectively, are important virulence factors and play a significant role in precipitating
the disease (Miyamoto et al., 1969; Takeda, 1983; Honda and lida, 1993; DePaola et al.,
2003; Lozano-Leon et al., 2003; Robert-Pillot et al., 2004; Yeung and Boor, 2004).
Bivalve molluscs can concentrate bacteria in their tissues due to their filter-feeding
activity. Thus the consumption of raw or undercooked seafood with pathogenic V.

parahaemolyticus is one of the major causes of shellfish-related gastroenteritis
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outbreaks around the world (McLaughlin et al., 2005). The level of V. parahaemolyticus
in seawater, and in consequence in molluscs, is known to be related to environmental
temperatures (DePaola et al., 2000). Furthermore, V. parahaemolyticus can multiply
rapidly at 28°C and generation times as short as 10 min has been reported under these

optimal conditions (Twedt and Novelli, 1971).

Inadequately controlled storage temperature may easily induce rapid multiplication of

V. parahaemolyticus and increase the risk of illness associated with shellfish
consumption (Beuchat, 1982). The U. S. Department of Health and Human Services
(Public Health Service, Food and Drug Administration) revised in 2009 the approved
guidelines related to shellfish harvesting and handling, and Control Plans for V.
parahaemolyticus based on modelling and sampling were improved. These documents
included the administrative procedures and necessary resources to limit time from
harvest to refrigeration to no more than 5 h (FDA, 2009). Therefore, the development of
effective post-harvest treatments to eliminate vibrio contamination is an important
measure to reduce risk of infection associated with seafood consumption. Refrigeration
is an effective postharvest treatment since V. parahaemolyticus is gradually inactivated
at low temperatures (Matches et al., 1971; van den Broek and Mossel, 1977). Several
studies have been performed using tubes of sterile oyster homogenate inoculated with V.
parahaemolyticus to study survival at different temperatures (Thomson and Thacker,
1973; Muntada-Garriga et al., 1995). However, few studies have modelled the
population dynamics of pathogenic and spoilage bacteria in processed molluscs (Yoon
et al., 2008), and to the best of our knowledge no such study has been performed using
live clams. Currently, it is assumed that the survival of virulent populations of V.
parahaemolyticus is similar to that of the total populations during postharvest-process in

live molluscs (DePaola et al., 2009). Presence of these bacteria is a latent problem to
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public health due to the difficult detection of virulent V. parahaemolyticus in seafood or
in the environment against a background of numerically greater numbers of avirulent V.
parahaemolyticus (Gil et al., 2007). These measures are not enough as has been
reflected in the outbreaks in the USA, where despite bacteriologic monitoring at harvest
sites and despite the number of V. parahaemolyticus being lower than the permissible
10 000 most-probable-number, the outbreaks could not be prevented (Daniels et al.,

2000).

In other fishery products, models have been developed in order to provide valuable
information to producers and consumers (Yang et al., 2009), however additional
information is required for clams. Therefore, the current study was conducted to
describe and compare in R. philippinarum the growth of two different isolates of V.
parahaemolyticus: one potentially pathogenic possessing the 7dh gene and one classified
as nonpathogenic since it contained neither ¢/dh nor trh genes, when R. philippinarum
were stored at three different temperatures corresponding to the Mediterranean summer

(28°C), winter (15°C) and refrigeration (4°C) after artificial contamination.

Material and methods

Origin of the clams

Adult clams of R. philippinarum were collected from the Delta of the Ebro River. All
individuals opened and closed their valves and presented intact shells with normal
coloration without any noticeable abnormality at arrival. Once collected they were
transported to the laboratory in cool boxes in less than 1 h. On arrival, clams were
placed inside an experimental system for depuration for at least 9 days based on results

of previous experiments (Lopez-Joven et al., 2011a). When clams were found to have
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non detectable levels or to be free from sucrose nonfermenting vibrios (like V.

parahaemolyticus) they were placed in experimental units.

Bacterial isolates and preparation of the inocula

Two isolates of V. parahaemolyticus with the ¢/ gene were used in this study. They were
both isolated from shellfish cultured in the Dof the Ebro river (second largest Manila
clam production area in Spain) in 2006 summer season (Roque et al., 2009), thus they
were fully adapted to the bivalves and their environment, and for this reason they were

preferred to type strains.

Pathogenic isolate, V. parahaemolyticus 1678* (pathogenic Vp) that contains 7dh gene
was isolated from a clam. Nonpathogenic isolate used, V. parahaemolyticus 1747
(nonpathogenic Vp), did not contain ¢dh or trh genes, and it was isolated from a mussel.
They were the same bacteria used in previous experiments (Lopez-Joven et al. 2011Db),
and were previously characterised (Roque et al. 2009).

Exposure tanks with initial populations of 10° CFU/ml of seawater were prepared as
described in Lopez-Joven et al. (2011Db), for both variants of V. parahaemolyticus:
pathogenic and nonpathogenic. Briefly bacteria were grown in Tryptone Soy Broth
(Scharlab, Barcelona, Spain) with 2% NaCl and then harvested and washed by
centrifugation before they were suspended in sterile saline solution (2.5% NacCl) at the

desired density.

Experimental protocol

" available from the corresponding author
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The experiment assessed two factors: temperature and vibrio type. Each factor was
divided into three categories: temperature (4, 15 and 28°C) and vibrio (pathogenic or
nonpathogenic V. parahaemolyticus, and control without experimental inocula of
Vibrio).

First of all, batches of clams free of sucrose nonfermenting vibrios (like V.
parahaemolyticus) were placed in experimental tanks with a maximum capacity of 20 L
with 300 mL of sterile seawater per clam, where they remained during 24 h in a static
aerated system with phytoplankton (10° cells/ml of axenic Isochrysis galbana variety
Tahiti) (Pérez Camacho et al. 2002) to stimulate bacterial uptake by the clams.
Furthermore, for exposed groups an average concentration of pathogenic or
nonpathogenic V. parahaemolyticus of 6.16 £ 0.48 log CFU/clam or 6.72 + 0.32 log
CFU/clam, was added respectively. This step was performed at room temperature and
water temperature varied between 16 and 18°C. Parameters used for bacterial exposure
were based on previous experiments (Lopez-Joven et al., 2011b).

At this point (time 0) a sample of 3 or 5 clams was collected from each batch to be
analysed in order to determine initial concentration of V. parahaemolyticus described
later in section on microbiological analyses.

Remaining clams were placed in different moist plastic containers with a wet layer at
bottom and they were stored at constant air temperature (4, 15 or 28°C) during 96 h. In
each container 12 or 20 clams were used in order to sample 3 or 5 clams at 24, 48, 72
and 96 h.

Four experiments were carried out (Table 1). Experiment A used two groups (control
and nonpathogenic V. parahaemolyticus) with 5 clams per group sampled at time 0 h
and with sets of 12 clams stored at three different temperatures. Experiment B was

similar but groups were control and pathogenic V. parahaemolyticus, and 3 clams per
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group were analysed at time 0 h. Experiment C used three exposure groups (control,
nonpathogenic and pathogenic V. parahaemolyticus), with 3 clams per group sampled
initially and 12 clams stored at 4, 15 and 28°C. Additionally an experiment D was
carried out with the same three groups, but 5 clams analysed at time 0 from each group
and 20 clams stored only at 4°C.

From this point, concentrations of V. parahaemolyticus in clams were estimated every
24 h during storage for 96 h and at each time, 3-5 clams were taken out from each
container for the analysis.

A total of 352 clams were used in this study: 144 as control clams (no bacterial
exposure), and 103 and 105 clams exposed to pathogenic or nonpathogenic V.
parahaemolyticus, respectively.

Before microbiological analysis, each clam was measured (Digital caliper (0-150 mm)
LLG, Mitutoyo CD-15, Tokyo, Japan) and flesh was weighed. Table 1 shows the

average length (mm) and weight (g) of clams used in the study.

Microbiological analyses

Tissue and shell liquor of individual clams were aseptically removed, weighted and
placed into 10 ml of sterile 2.5% NaCl solution (SSS). The resulting mixture was
homogenized for 30 s using an ultraturrax. Further decimal dilutions were made in SSS
and volumes of 0.1 ml from each dilution were spread onto Chromagar Vibrio plates
(CHROMagar, Paris, France) and incubated at 37°C for 18-20 h. The mauve-purple
colonies formed onto Chromagar Vibrio (specific for V. parahaemolyticus) were
counted to calculate the density of viable cells in the sample (CFU/g).

Levels of V. parahaemolyticus were calculated as the average density of results for each

sampling time. Real-time PCR would be the preferred technique in order to quantify
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bacteria (Nordstrom et al., 2007), however it was discarded since it may react with
DNA from dead bacteria, resulting in false positive results (de Abreu Correa et al.,
2007), for this reason we decided to use classical microbiological method to calculate

only the density of viable cells in the sample.

Statistical analysis

Quantitative variables, as length and weight, were described using mean and standard
deviation stratified by experimental groups. Homoscedasticity was assessed using
Kolmogorov-Smirnov test to check normal distribution, and Levene test for variance
homogenicity. Non homoscedastic variables, as CFU/g, were log-transformed to
improve homoscedasticity. Differences between means for log10 (CFU/g) depending on
pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus, temperature and time, were
analyzed with Student’s t test or one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Duncan post-hoc test in order to assess differences between means. Desired alpha error
was established at 0.05. Statistical analysis was performed using SPSS 17.0 for

Windows (Chicago, IL, USA).

Results

According to their biometrical measurements (Table 1), clams were homogeneous and
no significant differences were found among the different experimental groups.

At time 0 h, the densities of V. parahaemolyticus expressed as log CFU/g of clam were
not significantly different between experiments for each exposure group: Control group
(0.38 £ 0.82 log CFU/g of clam) (P = 0.794), pathogenic V. parahaemolyticus (4.09
2.01 log CFU/g of clam) (P = 0.440) and nonpathogenic V. parahaemolyticus (5.22 +

0.28 log CFU/g of clam) (P = 0.398).
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When the evolution of bacterial concentrations along time at different temperatures was
analysed, no variations were found at 4°C (Figure 1) neither in control group (P =
0.184) nor in pathogenic V. parahaemolyticus group (P = 0.350) during experimental
period. However, significant decrements of concentrations in nonpathogenic V.
parahaemolyticus group (P <0.001) at 48 h (4.64 £+ 0.84 log CFU/g of clam) and at 96
h (4.15 £ 0.64 log CFU/g of clam) were detected. Similar results were obtained at 15°C
(Figure 2) where no significant differences were found for control group (P = 0.158)
and pathogenic V. parahaemolyticus group (P = 0.194), but bacterial levels in
nonpathogenic V. parahaemolyticus group (P = 0.001) decreased significantly at 72 and
96 h (3.86 +2.12 and 3.22 + 0.68 log CFU/g of clam, respectively). Finally, significant
increments of bacterial levels were found in all groups at 28°C. For control group they
were significantly different (P <0.001) at 24 h (3.50 = 1.59 log CFU/g of clam) and
maintained constant until 96 h. Differences also were found in pathogenic V.
parahaemolyticus group (P <0.001) at 24 h (5.53 = 0.52 log CFU/g of clam)
maintained constant at 48 h, and increased again at 72 h (7.61 + 0.90 log CFU/g of
clam). And increments were found in nonpathogenic V. parahaemolyticus group (P <
0.001) at 24 h (6.84 £ 0.75 log CFU/g of clam), and at 72 h (8.11 + 0.69 log CFU/g of
clam).

Initial levels of the nonpathogenic variant were significantly higher than the pathogenic
variant of V. parahaemolyticus (P = 0.010). However these differences were not
detectable between both variants at different times depending on temperature. At 4°C
(Figure 1), differences remained at 24 and 72 h (P = 0.027 and P = 0.001, respectively),
but they were not found at 48 and 96 h (P = 0.785 and P = 0.794, respectively). At 15°C
(Figure 2), differences were not observed at 24, 48 and 72 h (P = 0.346, P = 0.352 and

P =0.306, respectively), and even a significant difference in opposite direction was

10
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observed at 96 h (P=0.002) and at this moment level of pathogenic variant was higher
than nonpathogenic one. A similar trend was observed at 28°C (Figure 3), and no
differences were observed at 24,48 and 72 h (P =0.414, P=0.140 and P = 0.309,
respectively), and it was not possible to carry out the comparison at 96 h since mortality
was 66% for group exposed to nonpathogenic V. parahaemolyticus and for the control

group, while it was 100% for group exposed to pathogenic variant.

Discussion

Many studies have been focused on total levels V. parahaemolyticus in molluscs
(mainly in oysters) at different temperatures. Most of them concluded that refrigeration
is an effective procedure to decrease concentration of V. parahaemolyticus in bivalves
or to maintain levels of V. parahaemolyticus fairly constant and viable for weeks. In
general, a very slow decrement in V. parahaemolyticus numbers was observed when
postharvest oysters were stored at lower temperatures (below 5°C) (Johnson et al., 1973;
Thomson and Thacker, 1973; Gooch et al., 2002; Shen et al., 2009), but long periods of
time (even 18 weeks) could be necessary to get a complete inactivation of V.
parahaemolyticus (Muntada-Garriga et al., 1995). Levels of V. parahaemolyticus
remained constant a long time when storage temperature increased to 8-10°C, since no
bacterial multiplication occurred but cells remained viable during several weeks
(Thomson and Thacker, 1973; Cook and Ruple, 1989; Shen et al., 2009). Furthermore, a
gradual increment of concentrations of V. parahaemolyticus was observed when oysters
were stored at higher temperatures (10-15°C) due to multiplication of viable cells
(Thomson and Thacker, 1973; Shen et al., 2009). Results of current study showed that
only nonpathogenic V. parahaemolyticus decreased when clams were storaged at 4 and

15°C, while levels of pathogenic V. parahaemolyticus were maintained constant.
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On the other hand, when postharvest molluscs are stored at temperatures higher than
20°C, an active and fast multiplication of V. parahaemolyticus was registered in less
than 48 h (Johnson et al., 1973; Cook and Ruple, 1989; Gooch et al., 2002), and these
studies agree with present results that showed a significant increase of levels of both
isolates of V. parahaemolyticus at 28°C. Current study showed that concentrations of
both variants increased rapidly at 28°C. Furthermore, the low survival rates of clams
observed at high temperatures (28°C) may be explained from degradation of
physiological status of clams. These results are in agreement with Lorca et al. (2001)
that showed that the length of storage had a greater effect on the bacterial counts of the
oysters.

Pathogenic V. parahaemolyticus showed greater ability to survive at refrigeration
temperatures than nonpathogenic variant of V. parahaemolyticus in postharvest Manila
clam. These results are in contrast to the results obtained for Yoon et al. (2008), who
observed that both pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus decreased at
10°C and 15°C, and pathogenic V. parahaemolyticus decreased more rapidly than
nonpathogenic V. parahaemolyticus at both temperatures. The discrepancy in this result
may be attributable to the fact that in the study by Yoon et al. (2008), broth and oysters
slurry were inoculated and stored with pathogenic and nonpathogenic V.
parahaemolyticus strains, whereas in the current study the clams obtained by filter-
feeding both variants of V. parahaemolyticus through experimental exposure to bacteria
and then they were stored before analysis. Present study represents more accurately
what may occur in nature.

According to the U. S. Department of Health and Human Services, Public Health
Service (FDA, 2009), shellstock storage is a Critical Control Point due to pathogenic

bacteria can survive in shellfish for a considerable length of time after harvesting and
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that some bacterial pathogens may multiply in the absence of adequate refrigeration.
That is why it is necessary to put special attention in postharvest process, specially with
vibrios that are among the fastest-growing bacteria in nature, and they can multiply
faster in harvested molluscs when they were not promptly refrigerated (Cook, 1997;
Gooch et al., 2002). In consequence the presence of these pathogens in live bivalves still
is a relevant risk of illness to consumers.

In conclusion, levels of V. parahaemolyticus in post-harvest clams depended mainly on
storage temperature and multiplication of V. parahaemolyticus in clams would be
irrelevant with temperatures below 15°C. However it is necessary to take into account
other important factors as initial bacterial level inside bivalves, time of storage and
bacterial variant.

Nevertheless, results from this study contribute to the availability of new data to be used

in quantitative risk analysis and to harmonize an iz vivo model for further research.
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Figure legends
FIGURE 1. Levels of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus during 96 h

storage period at 4°C (mean + standard error of the mean).

FIGURE 2. Levels of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus during 96 h

storage period at 15°C (mean + standard error of the mean).

FIGURE 3. Levels of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus during 96 h

storage period at 28°C (mean =+ standard error of the mean).
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Tables
TABLE 1. Biometry characteristics of Ruditapes philippinarum clams (expressed as mean + standard deviation) used in the present study with

three different storage temperatures (°C) and initial bacterial load of Vibrio parahaemolyticus (Vp) offered per clam.

A (nonpathogenic Vp) B (pathogenic Vp) Control Group

Experiment

n  Length (mm)  Weight (g) n Length (mm)  Weight (g) n Length (mm) Weight (g)
Oh 13 31.52+£2.14 1.79+0.34 11 3239+2.15 1.97+0.30 16 3043+298 1.78+0.46
4°C 44 3575+7.05 238+1.03 44  3447+£564 216+0.72 | 56 3474+6.78 2.34+1.09
15°C 24 32.31+2.89 2.00+0.46 24 31.00+1.76 2.00+035 | 36 31.85+2.63 1.98+0.53
28°C 24 2994+239 1.58+0.56 24 31254252 1.84+0.51 36 30.52+290 1.61+0.59
Initial bacterial load

6.72+£0.32 6.16+0.48 -
(Log(CFU/clam))
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Discusion general [ Discussion

Discusion general

8.1. Deteccién e identificacion de V. parahaemolyticus en el delta del
Ebro y su relacion intraespecifica con otros aislados europeos

La aportacion de nuevos datos sobre V. parahaemolyticus en el delta del Ebro ofrece
informacidn actual e importante a nivel europeo, y concretamente en relacién con
la costa mediterrdanea. Su deteccién e identificacidn, asi como el estudio de su
prevalencia y su distribucién espacial y temporal en moluscos bivalvos cultivados en
cada una de las bahias, y la asociacion con dos parametros ambientales
(temperatura y salinidad), proporcionan nuevos conocimientos para afrontar la
realizaciéon de futuros andlisis de riesgo que se lleven a cabo en Europa. Esta
informacion podra usarse en el caso de que sea necesario modificar la legislacion
vigente en materia de seguridad alimentaria, y mas, teniendo en cuenta que hasta el
momento y debido a su bajo impacto en Europa no ha sido incluido en los
programas europeos de vigilancia epidemioldgica (European Network for
Epidemiological ~ Surveillance and  Control ~of = Communicable  Diseases)
(SANCO/4198/2001, revision 21, Draft of Commission Regulation on Microbial Criteria
for Foodstuffs, European Community), y que no estd incorporado en la Directiva
Europea 91/492/CEE, aplicable a las condiciones de producciéon y comercio de
moluscos bivalvos vivos.

En los dltimos 60 afios se han publicado numerosos estudios sobre
V. parahaemolyticus por su cardcter patogénico y su amplia distribucidon geografica
(Amirmozafari et al., 2005; Johnson et al., 2010; Julie et al., 2010; Sobrinho et al., 2010),
con impacto variable, siendo EE.UU., Chile y Japdn algunos de los paises mas
castigados. Sin embargo todavia es necesario realizar mas estudios en el continente
europeo, que permitan evaluar el riesgo de que este patdgeno se convierta en un
problema sanitario emergente (Hervio-Heath et al., 2002; Bauer et al., 2006). Por
todo ello, la informacidn ofrecida en esta Tesis Doctoral, junto con los datos
publicados en los ultimos afios y relacionados tanto con la deteccién como con la
prevalencia y distribucion de V. parahaemolyticus en diferentes muestras
ambientales y/o clinicas en Europa (Macian et al., 2000; Croci et al., 2001; Lozano-
Leon et al., 2003; Robert-Pillot et al., 2004; Martinez-Urtaza et al., 2008; Julie et al.,
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2010; Baker-Austin et al., 2010), serviran de ayuda en el caso de que sea necesario
establecer una reglamentacion adecuada para que los productos de la acuicultura
sean convenientemente revisados y no desencadenen un problema de Salud Publica
al infravalorar el riesgo de esta enfermedad.

En este contexto, y teniendo en cuenta que la informacidn de la que se disponia
sobre la presencia de vibrios, y mas concretamente V. parahaemolyticus
potencialmente patédgeno para humanos y asociado a bivalvos en el delta del Ebro
habia sido practicamente nula (Montilla et al., 1994), el hallazgo de variantes
potencialmente patdgenicas de V. parahaemolyticus (variantes tdh+ y/o trh+) en
moluscos cultivados en las bahias del delta del Ebro, en los estudios que forman
parte de esta Tesis, es sumamente relevante, ya que confirman la presencia de
cepas bacterianas localizadas en el medio ambiente y en los mariscos, por lo que
representan un riesgo para la salud humana. Por ello estos datos aportan mas
informacion para la realizacién de un analisis de riesgo en términos de Salud Publica,
teniendo en cuenta que estas bahias estdn englobadas en una region con una
actividad acuicola significativa, considerandose la segunda zona productora mas
importante a nivel nacional después de Galicia, y ademas teniendo en cuenta que
Espafia no sdlo es un productor destacado de moluscos bivalvos a nivel mundial,
sino que también es uno de los principales consumidores.

La diseminacién de la nueva cepa del serotipo 03:K6 (Arakawa et al., 1999) y de
otros ribogrupos asociados con el clon pandémico en cuatro continentes: Asia
(Okuda et al., 1997b; Matsumoto et al., 2000; Vuddhakul et al., 2000), América
(Cordova et al., 2002; Gonzalez-Escalona et al., 2005; McLaughlin et al., 2005), Africa
(Ansaruzzaman et al., 2005) y Europa (Martinez-Urtaza et al., 2005; Quilici et al.,
2005; Caburlotto et al., 2008; Ottaviani et al., 2008), ha sido estudiada y evidencia
que estamos frente a una pandemia causada por V. parahaemolyticus, que puede
haber sido diseminado mediante el agua de lastre de los barcos. Hay que indicar que
en las bahias del delta del Ebro no se ha detectado de momento la presencia del
serotipo pandémico 03:K6, pero al igual que en otros estudios las cepas de
V. parahaemolyticus presentaron una alta variabilidad seroldgica y algunas de ellas
no pudieron ser tipificadas totalmente o en parte (Lleo et al., 2010). Sin embargo, si
que se detecté la presencia de una serovariante relacionada (O1:KUT) con el
serotipo de la cepa pandémica (03:K6), incluida dentro del grupo pandémico, lo que
amplia la informacidn existente a nivel europeo, y ofrece nuevos argumentos para
modificar la legislacion europea actual e incluir las especies del género Vibrio
patégenas para el hombre, como V. parahaemolyticus, dentro de los programas de
vigilancia, al considerar que son potenciales portadores de genes de virulencia, y
podrian convertirse en un problema emergente de Salud Publica (Chowdhury et dl.,
2000; Nair et al., 2007; Ottaviani et al., 2010). Ademds, también se encontraron las
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serovariantes, 04:KUT y O5:KUT, que segun un estudio reciente de Meador y
colaboradores (2007) podrian ampliar el grupo pandémico.

Otro aspecto que en los ultimos afios ha cobrado una gran importancia desde el
punto de vista epidemioldgico son las relaciones taxondmicas mediante el estudio
de marcadores de patogenicidad de V. parahaemolyticus (genes tdh y/o trh) y de
perfiles genéticos en cepas aisladas en diferentes origenes, ya que pueden aportar
datos clave para comprender la procedencia, la diseminacién y la evolucion de este
patégeno en diferentes territorios y/o especies (Martinez-Urtaza et al., 2004). La
comparacion de cepas aisladas en las bahias del delta del Ebro, con otras
procedentes de diversos paises europeos y con diferentes origenes (agua, peces,
moluscos, personas enfermas...) mediante la caracterizacion de los perfiles PFGE
puso de relieve la gran diversidad genética existente y la amplia distribucidn
geografica, encontrandose dentro de una misma agrupacion cepas con diferentes
origenes geograficos, de diversas fuentes y con diferentes genotipos (Tanil et al.,
2005; Ellingsen et al., 2008).

En el estudio que se llevo a cabo en la presente Tesis Doctoral (Suffredini et al., 2011)
se observd una alta hetereogeneidad genética, ya que las cepas de
V. parahaemolyticus aisladas en el delta del Ebro se ubicaron en diez de los once
clusters o agrupaciones identificados, asi como la persistencia de estas cepas a lo
largo del tiempo (ya que se aislaron en distintas campafas estivales). Este hecho
podria explicarse por la transferencia horizontal de material genético, como
apuntan otros autores (Dryselius et al., 2007).

En concordancia con otros estudios se observéd que V. parahaemolyticus no se
encontraba uniformemente distribuido a lo largo de las dos bahias del delta del
Ebro, lo que podria estar condicionado por diversos factores (Hsieh et al., 2008;
Johnson et al., 2010; Julie et al., 2010; Sobrinho et al., 2010). Existe un acuerdo
generalizado en que la temperatura es el factor que mds influye tanto en la
prevalencia como en los niveles de vibrios encontrados (DePaola et al., 2000; Cook
et al., 2002). Sin embargo, hay que tener en cuenta que a temperaturas elevadas, y
basandonos en los datos obtenidos de las cuatro campanas llevadas a cabo para el
estudio de la distribucidon espacial de V. parahaemolyticus en el delta del Ebro
(Lopez-Joven et al., enviado a ISME Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial
Ecology), la salinidad también puede desempefiar un papel primordial en la
probabilidad de detectar tanto las cepas no patogénicas de V. parahaemolyticus,
como las patogénicas, y concretamente aquellas que portaban el gen trh.
Concretamente se observd una asociacion positiva de la salinidad con la prevalencia
de V. parahaemolyticus totales (tlh+) (incrementandose el riesgo 1,27 veces por cada
unidad de ppt que aumentara la salinidad) y una asociacién negativa cuando se
considerd las variantes patogénicas para humanos de V. parahaemolyticus que
contenia el gen trh+ (disminuyendo el riesgo 1,64 veces por cada unidad de ppt que
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aumentara la salinidad). Estos datos muestran un patrén diferencial de actuacién
entre las cepas de V. parahamolyticus, implicando a la salinidad como un factor
ambiental condicionante que podria influir en la variante patogénica de
V. parahaemolyticus (trh+), que podria tener una mayor susceptibilidad a valores
altos de salinidad. Esta hipdtesis ha sido contrastada en otro estudio reciente
llevado a cabo en Galicia (Rodriguez-Castro et al., 2010).

Asi mismo, las diferencias significativas encontradas en relacién a la especie de
molusco revelan que las almejas del género Ruditapes presentan mayor riesgo de
estar contaminadas por V. parahaemolyticus que el resto de las especies de bivalvos
cultivados en estas bahias. Sin embargo, llegados a este punto no se puede
asegurar con certeza si las almejas del género Ruditapes presentan mayor riesgo por
ser mas receptivas y existir por lo tanto un posible efecto hospedador, o por el
sistema de cultivo que se lleva a cabo en las bahias del delta del Ebro (enterradas en
la arena). Por este motivo, seria conveniente realizar estudios de campo donde
todas las especies de moluscos bivalvos fueran cultivadas en las mismas condiciones
para descartar el sistema de cultivo como una variable a tener en cuenta. En
cualquier caso, si en las condiciones actuales hubiera que llevar a cabo una vigilancia
epidemioldgica en estas bahias, y teniendo en cuenta el sistema de cultivo: ostién y
mejillén (en cuerdas) y almejas (enterradas en la arena), preliminarmente se
recomendaria la seleccion de muestras de almejas del género Ruditapes, siempre y
cuando los resultados se apliquen a estas bahias o a estas condiciones de cultivo.

Para finalizar, es necesario indicar que la ausencia de un programa de vigilancia
activo sobre estos patdgenos, y concretamente sobre las variantes patogénicas de
V. parahaemolyticus deberia ser un motivo de preocupacién en el ambito de la Salud
Publica. Ademds, no hay que olvidar que los factores de riesgo asociados a la
presencia de V. parahaemolyticus y caracterizados en relacién a su perfil de
resistencia a antibidticos son importantes teniendo en cuenta que el delta de Ebro
es un drea densamente poblada en verano, época en la cual podria generarse una
cantidad importante de residuos de antibiéticos desde la zona urbana exponiendo
potencialmente a las bacterias de los bivalvos a sus residuos todavia activos, y
causando una presion de seleccién hacia bacterias resistentes (Smith et al., 2000).
La descripcion del perfil de resistencia a determinados antibiéticos (Roque et al.,
2009) en el periodo de muestreo de 2006 al 2008 para esta area, ha abierto una
nueva ventana al conocimiento de este campo en particular.

8.2. Caracterizaciéon experimental de la dindmica de infeccion de
V. parahaemolyticus en almejas

Para complementar y cumplimentar la informacién obtenida en los estudios de
campo fue necesario plantear algunos trabajos experimentales bajo condiciones
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controladas. Para ello, se disend un modelo experimental que permitiera la
obtencidon de informacidon precisa sobre las cinéticas de dos variantes de
V. parahaemolyticus (una variante patogénica y una variante no patogénica) en
Ruditapes spp, tanto en el medio acudtico por contaminacion in vivo en
R. decussatus y R. philippinarum por bafio, como durante la fase de post-cosecha
(previa contaminacién por bafo) a diferentes temperaturas del aire.

La necesidad de conocer estos datos sobre la cinética de estas bacterias se
encontraba entre los puntos que fueron discutidos en la reunidon de expertos que
convocé el Comité Conjunto de Expertos de FAO/OMS sobre Evaluacién de Riesgos
Microbiolégicos (FAO/WHO Joint Expert Committee on Microbiological Risk
Assessment-JEMRA), previa peticion del Comité del Codex sobre Higiene de los
Alimentos, en septiembre del 2010.

En primer lugar, con el fin de realizar la incorporacién bacteriana bajo condiciones
ambientales controladas y con dosis inoculadas conocidas, fue necesario disponer
de bivalvos libres de vibrios no fermentadores de sacarosa (entre los que se
encuentra V. parahaemolyticus) para poder asegurar que las cinéticas estudiadas se
debian a la variante inoculada en el bafio y no a las poblaciones naturales que
contenian previamente los bivalvos en estudio.

Para ello, se abordé con éxito la evaluacidon de la eficacia de un protocolo
experimental de depuracion para almejas del género Ruditapes, ya que a priori eran
las especies que habian presentado de forma general una mayor prevalencia y
concentracion de V. parahaemolyticus en los estudios observacionales previos. Sin
embargo, el hecho de eliminar las poblaciones tanto de vibrios no fermentadores de
sacarosa (SNFV) (entre los que se incluye V. parahaemolyticus), como de vibrios
fermentadores de sacarosa (SFV) de manera diferente plantea diversos
interrogantes que afectan al comportamiento de estas especies de vibrios
agrupadas por su capacidad de fermentar o no la sacarosa. En cualquier caso, la
mayor tasa de eliminacion de la carga natural de SNFV con respecto a SFV de los
tejidos de R. philippinarum, e independientemente de la temperatura del agua,
podria ser debida a una menor capacidad de colonizacidn de estas especies de
vibrios (Colwell y Liston, 1960; Vasconcelos y Lee, 1972; Baffone et al., 2001; Akeda et
al., 2002; Pruzzo et al., 2005) lo que a nivel de Salud Publica favorece la disminucién
del riesgo de enfermedades gastrointestinales por parte de SNFV involucrados en
enfermedades gastrointestinales como son V. parahaemolyticus, V. hollisae,
V. mimicus y V. vulnificus, siempre y cuando las especies hospedadoras, en este caso
moluscos bivalvos, estén convenientemente depuradas.

Ademds este estudio puso de manifiesto que a medida que aumentaba la
temperatura del medio, las almejas tardaban mds tiempo en depurarse (tanto de
SNFV, como de SFV) (Lopez-Joven et al., 2011a). Esto podria deberse a que la
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temperatura del agua afecta a la tasa de filtracién de las almejas en estudio y/o que
la multiplicacién de estos vibrios en los tejidos es mayor, y por lo tanto se necesitara
mas tiempo de depuracidn para eliminarlos.

También es importante destacar que nuestros resultados mostraron que el tiempo
de depuracion requerido para eliminar ambos grupos de vibrios era muy superior al
necesario para eliminar las bacterias atribuibles a la contaminacién de origen fecal,
como E. coli y patédgenos como Salmonella spp. Y como se viene observando desde
hace unos afios, el proceso de depuracidn es efectivo para la eliminacion de las
bacterias fecales como E. coli (Ekanem y Adegoke, 1995), y Salmonella spp. (de
Abreu Corréa et al., 2007), que estan incluidos como indicadores de la
contaminacion fecal en el reglamento Europeo (Comisidn Europea, 2004a, 2004b,
2006), sin embargo es menos efectiva para los virus entéricos y las poblaciones
naturales de Vibrio spp (Martinez et al., 2009) y practicamente ineficaz para algunas
toxinas, metales pesados o sustancias quimicas orgdnicas (FAO, 2010b), que
precisarian periodos de depuracién mas amplios. Estos resultados (Lopez-Joven et
al., 2011a) estan en concordancia con otros estudios realizados hasta el momento
(Eyles y Davey, 1984; Richards, 1988; Franco et al., 1990; Croci et al., 2002; Cozzi et al.,
2009) y se vuelve a poner en evidencia que la legislaciéon actual en materia de
seguridad alimentaria y en relaciéon al consumo de moluscos podria resultar
insuficiente, ya que tan sdélo considera las bacterias de origen fecal como
indicadores microbioldgicos. Debemos tener en cuenta el hecho de que los vibrios
patégenos pueden estar en aguas clasificadas como no contaminadas, y que no hay
indicadores especificos que determinen su presencia y/o concentracién (aunque
existen factores asociados como la temperatura y salinidad). Ademas, los limites
que tiene el proceso de depuracion podrian deberse a que originalmente se disefid
para eliminar Salmonella typhi en los moluscos, lo que implica que los indicadores
bacterianos de origen fecal (como E. coli) y patégenos (como Salmonella spp.) se
eliminen con bastante facilidad en sistemas de depuracién con el funcionamiento y
disefio apropiados (Rippey, 1994).

Una vez evaluada la eficacia de un sistema de depuraciéon que permitia disponer de
almejas libres de V. parahaemolyticus, se planted el estudio de la incorporaciény la
evolucion de las concentraciones de esta bacteria en moluscos bivalvos vivos.

La incorporacion de V. parahaemolyticus no patégeno fue mas precoz, alcanzando
concentraciones mas altas y con una eliminacién mas reducida, que la variante
patogénica. Esta ha sido la primera vez que se ha observado este resultado, y
determind que se pudiera utilizar la variante no patogénica en los estudios
posteriores de modelizacion en condiciones de cultivo debido a su mayor
persistencia en ambas especies de almejas, y a las ventajas que presentaba su
utilizacion en el ambito de la bioseguridad, evitando los riesgos para los
investigadores y el medio ambiente.
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Sin embargo, la temperatura del agua, como se ha citado anteriormente, en este
caso vuelve a ser un factor fundamental teniendo en cuenta que las diferencias
entre los niveles de V. parahaemolyticus en bivalvos podrian ser debidas a que cada
especie de molusco tiene una temperatura dptima de filtracién determinada. Por
tanto, se pone de manifiesto que la temperatura del agua juega un papel decisivo
en el caso de la exposicion de las almejas a un determinado indculo bacteriano en el
aguay, no tanto, la susceptibilidad que pueda llegar a tener una especie de bivalvo
con respecto a otra.

A falta de estudios adicionales se recomendaria que cuando en el medio natural se
lleven a cabo campafias de vigilancia se deberia poner especial atencién en los
bivalvos que tengan una temperatura dptima de filtracion mas préxima a la
temperatura del agua en el momento del muestreo, ya que filtrarian un mayor
volumen de agua por unidad de tiempo y, por lo tanto, podrian incorporar y
mantener una mayor concentracién bacteriana (Lopez-Joven et dl., enviado a
Aquaculture Research).

Es importante destacar que los resultados obtenidos con estos estudios han
permitido estandarizar un modelo in vivo para futuros experimentos, con la
utilizacion de la variante no patogénica de V. parahaemolyticus.

Una aplicacion de este modelo consistid en el estudio de la cinética bacteriana en
almejas cosechadas en diferentes condiciones de almacenamiento para su
comercializacién y consumo. Se plantearon tres posibles escenarios: la refrigeracién
a 4°C inmediatamente después de la cosecha y a temperatura ambiente en dos
estaciones diferentes del afio (invierno: 15°C y verano: 28°C). El periodo estudiado
fue de 96 h que es el que corresponderia a los primeros dias de comercializacién en
fresco de moluscos bivalvos. Ademas de la temperatura se incluyd como variable de
estudio la variante de V. parahaemolyticus.

Se encontraron resultados dispares durante el periodo post-cosecha de almejas
(R. philippinarum) inoculadas experimentalmente con una u otra variante de
V. parahaemolyticus (Lopez-Joven et al., enviado a Journal of Food Protection), que
estuvieron fundamentalmente determinados por la temperatura de
almacenamiento. A 28°C las concentraciones de ambas variantes bacterianas se
incrementaron de forma paulatina lo que coincide con lo descrito por diversos
autores (Johnson et al., 1973; Cook and Ruple, 1989; Gooch et al., 2002).

Sin embargo, a temperaturas inferiores (4 y 15°C) las concentraciones de
V. parahaemolyticus patdgeno se mantuvieron estables durante los 4 dias de
almacenamiento, mientras que disminuyeron en el caso de V. parahaemolyticus no
patégeno. Estos resultados podrian sugerir que la variante patogénica de
V. parahaemolyticus podria ser mas tolerante al frio, ayudando a explicar los
resultados obtenidos en otros estudios, que indican una mayor prevalencia de cepas
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patogénicas de V. parahaemolyticus en invierno (DePaola et al., 2003). A su vez,
estos resultados indicarian que, a pesar de que a estas temperaturas no se
produjese un incremento de la concentracidon bacteriana, las densidades pueden
mantenerse estables y suficientemente elevadas, lo que podria suponer un serio
problema de Salud Publica si los tratamientos previos dirigidos a la eliminacion de
V. parahaemolyticus no han sido suficientes (Cook y Ruple, 1989; Gooch et al., 2002;
Shen et al., 2009; DePaola et al., 2010).

En conclusidn, estos resultados obtenidos en Ruditapes spp., tanto en condiciones
de cultivo (ambiente acudtico), como en la fase de post-cosecha, permiten ampliar
los conocimientos que se tenian hasta la fecha sobre la incorporacién y la
supervivencia de V. parahaemolyticus y proporcionan datos que podrian ayudar a la
elaboracién de un nuevo marco normativo que regule las amenazas emergentes
contra la seguridad alimentaria.
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Discussion

8.1. Detection and identification of V. parahaemolyticus in the Ebro
delta and its intraspecific relationship with other European
isolates

The contribution with new data on V. parahaemolyticus in the Ebro delta offers
current and important European information specifically in relation to the
Mediterranean coast. The detection and identification of V. parahaemolyticus, and
the study of its prevalence and its spatial and temporal distribution in bivalve
molluscs grown in each bay, and the association with two parameters (temperature
and salinity), provide new knowledge for future risk analysis to be carried out in
Europe. This information may be used if it is necessary to amend existing legislation
on food safety, and more, considering that so far due to its low impact on Europe it
has not been included in European epidemiological surveillance (European Network
for Epidemiological Surveillance and Control of Communicable Diseases)
(SANCO/4198/2001, revision 21, Draft of Commission Regulation on Microbial Criteria
for Foodstuffs, European Community), and it is not incorporated in the European
Directive 91/492/EEC applicable to the conditions of production and trade of bivalve
molluscs alive.

In the past 60 years there have been numerous studies on pathogenic
V. parahaemolyticus and its wide geographic distribution (Amirmozafari et al., 2005,
Johnson et al., 2010, Julie et al., 2010; Sobrinho et al., 2010), with variable impact,
with the U.S., Chile and Japan among the countries hit the hardest. However more
research is needed on the European continent to assess the risk of this pathogen
which is becoming an emerging health issue (Hervio-Heath et al., 2002, Bauer et al.,
2006). Therefore, the information presented in this thesis, together with the data
published in recent years and related to both the detection and the prevalence and
distribution of V. parahaemolyticus in various environmental and/or clinical samples
in Europe (Macian et al., 2000; Croci et al., 2001, Lozano-Leon et al., 2003, Robert-
Pillot et al., 2004, Martinez-Urtaza et al., 2008, Julie et al., 2010, Baker-Austin et al.,
2010), will assist in the event it becomes necessary establish appropriate regulations
for aquaculture products to be properly inspected and avoid triggering a public
health problem by underestimating the risk of this disease.

In this context, and given the information which was available about the presence
of vibrios, specifically V. parahaemolyticus potentially pathogenic for humans
associated with bivalves in the Ebro delta was virtually nil (Montilla et al., 1994), the
discovery of potentially pathogenic variants of V. parahaemolyticus (variants tdh+
and/or trh+) in shellfish cultivated in the bays of the Ebro delta, in the studies that
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are part of this thesis, it is extremely important, as they confirm the presence of
bacterial strains located in the environment and the seafood, and therefore
represent a risk to human health. Therefore, these data provide more information
to perform a risk analysis in terms of public health, given that these bays are
covered by a region with significant aquaculture activity, considered the second
most important producing area nationwide after Galicia, and also considering that
Spain is not only a leading producer of bivalve molluscs worldwide, but is also a
major consumer. The spread of the new strain of serotype 03:K6 (Arakawa et dl.,
1999) and other ribogroups associated with the pandemic clone in four continents:
Asia (Okuda et al., 1997b, Matsumoto et al., 2000; Vuddhakul et al., 2000), America
(Cordova et al., 2002, Gonzalez-Escalona et al., 2005, McLaughlin et al., 2005), Africa
(Ansaruzzaman et al., 2005) and Europe (Martinez-Urtaza et al. , 2005; Quilici et al.,
2005; Caburlotto et al., 2008, Ottaviani et al., 2008), has been studied and shown
that we are facing a pandemic caused by V. parahaemolyticus, which may have been
spread by ballast water of ships. It should be noted that in the bay of Ebro delta so
far the pandemic serotype 03:K6 has not been detected, but as in other studies,
strains of V. parahaemolyticus had high serological variability and some of them
could not be typed in whole or in part (Lleo et al., 2010). However, it was detected
the presence of a serovar related with the pandemic strain serotype (03:K6)
(O1:KUT), included in the pandemic group, expands the existing information at
European level, and offers new arguments for changing the current European
legislation and to include the species of the genus Vibrio which are pathogenic to
humans, such as V. parahaemolyticus, within surveillance programs, considering
they are potential carriers of virulence genes, and could become an emerging
problem of Public Health (Chowdhury et al., 2000, Nair et al., 2007, Ottaviani et al.
2010). In addition, the serovars, 04:KUT, and O5:KUT were found, which according
to a recent study by Meador et al (2007) could expand the pandemic group.

Another aspect that in recent years has become extremely important from the
epidemiological point of view are the taxonomic relationships by studying markers of
pathogenicity of V. parahaemolyticus (tdh genes and/or trh) and genetic profiles in
strains isolated from different origins, as they can provide key data for understanding
the origin, spread and evolution of this pathogen in different territories and/or
species (Martinez-Urtaza et al., 2004). Comparison of strains isolated in the bays of
the Ebro delta, with others from various European countries and with different
backgrounds (water, fish, shellfish, sick people) by characterizing the PFGE profiles
revealed the great genetic diversity and the wide geographical distribution, with
strains from different geographical origins, of various sources and with different
genotypes falling within the same cluster (Tanil et al., 2005, Ellingsen et al., 2008).

In the study carried out within this PhD thesis (Suffredini et al., 2011) a high genetic
heterogeneity was shown, since strains of V. parahaemolyticus isolated in the Ebro
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delta were located in ten of the eleven clusters or groups identified, and also the
persistence of these strains over time (as they were isolated at various summer
campaigns). This could be explained by horizontal transfer of genetic material, as
noted by other authors (Dryselius et al., 2007).

Consistent with other studies, it was found that V. parahaemolyticus was not evenly
distributed within the two bays of the Ebro delta, which could be conditioned by
various factors (Hsieh et al., 2008, Johnson et al., 2010, Julie et al., 2010; Sobrinho et
al., 2010). There is widespread agreement that the temperature is the factor that
most influences the prevalence and levels of vibrios in the environment (DePaola et
al., 2000, Cook et al., 2002). However, it should be noted that at high temperatures,
and based on data obtained from the four campaigns undertaken to study the
spatial distribution of V. parahaemolyticus in the Ebro delta (Lopez-Joven et al., sent
to ISME Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology), salinity may also
play a role in the probability of detecting both non-pathogenic strains of V.
parahaemolyticus, as well as the pathogenic strains, and specifically those which
carry the trh gene. Specifically, a positive association of salinity with the prevalence
of total V. parahaemolyticus (tlh+) (1.27 times increase the risk for each unit to
increase ppt salinity) and a negative association when considering human-
pathogenic variants of V. parahaemolyticus containing the gene trh+ (decreasing the
risk 1.64 times for each unit to increase the ppt salinity) was observed. These data
show a differential pattern of activity among strains of V. parahamolyticus, involving
salinity as an environmental condition that could influence the pathogenic variant
V. parahaemolyticus (trh +), which may have increased susceptibility to high levels of
salinity. This hypothesis has been proven in another recent study conducted in
Galicia (Rodriguez-Castro et al., 2010).

Also, the significant differences found in relation to the species of molluscs reveal
that the Ruditapes clams genus at greater risk of being contaminated with
V. parahaemolyticus than other bivalve species grown in these bays. However, at this
point it is not whether the Ruditapes clams are at greater risk for being more
responsive and thus a possible host effect, or whether the farming system that takes
place in the bays Ebro delta (buried in the sand) explains this fact. For this reason, it is
desirable to conduct studies on all species of bivalve molluscs grown under the same
conditions to exclude the culture system as a variable to consider. In any case,
surveillance was to be carried out in these bays, and taking into account the culture
system: oysters and mussels (on suspended ropes) and clams (buried in the sand),
preliminarily the selection of samples of clams Ruditapes would be recommended,
provided that the results apply to these bays or these culture conditions.

Finally, the fact remains that the absence of an active surveillance program on these
pathogens, and specifically on the pathogenic variants of V. parahaemolyticus
should be a cause for concern in the field of Public Health. Also, the risk factors
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associated with the presence of V. parahaemolyticus which were characterized in
relation to their antibiotic resistance profile are important given that the Ebro delta
is a densely populated area in the summer time which could generate a significant
amount of antibiotic residues from the urban area potentially exposing bacteria of
bivalves to their waste still active and causing selection pressure toward resistant
bacteria (Smith et al., 2000). The description of the profile of resistance to certain
antibiotic (Roque et al., 2009) in the sampling period 2006 to 2008 for this area has
opened a new window to the knowledge of this particular field.

8.2. Experimental characterization of the dynamics of infection of
V. parahaemolyticus in clams

To complement and complete the information obtained in field studies it was
necessary to design some experimental work under controlled conditions. To do
this, we designed an experimental model that allows to obtain accurate information
on the kinetics of two variants of V. parahaemolyticus (a pathogenic variant and
nonpathogenic variant) in Ruditapes spp., both in a bath challenge in R. decussatus
and R. philippinarum and during the post-harvest (after a bath challenge) at
different air temperatures. The need to know this information on the kinetics of
these bacteria was among the points that were discussed at the meeting of experts
convened by the Joint Expert Committee of FAO/WHO Microbiological Risk
Assessment (FAO/WHO Joint Expert Committee on Microbiological Risk
Assessment-JEMRA) upon request of the Codex Committee on Food Hygiene in
September 2010.

First, in order to perform the bacterial incorporation under controlled
environmental conditions and with a known inoculum it was necessary to have
bivalves free of sucrose nonfermenting vibrios (such as V. parahaemolyticus) to
ensure that the kinetics studied were due to the variant inoculated into the bath
and not to the natural populations already in the studied bivalves.

For that, the evaluation of the efficacy of an experimental protocol for purification
Ruditapes clams was successfully addressed since clams generally had a higher
prevalence and concentration of V. parahaemolyticus in previous observational
studies. However, the fact that the system eliminated at different rates fermenting
vibrios (SNFV) (as V. parahaemolyticus) and sucrose fermenting vibrios (SFV) raises
several questions that affect the behaviour of these species of vibrio when grouped
by their ability to ferment or not sucrose. In any case, the increased rate of removal
of the natural load SNFV regarding SFV from the tissues of R. philippinarum,
regardless of water temperature could be due to reduced capacity for colonization
of these species of vibrios (Colwell and Liston, 1960, Vasconcelos and Lee, 1972;
Baffone et al., 2001; Akeda et al., 2002 ; Pruzzo et dal., 2005) which at Public Health
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level favours the decreased risk of gastrointestinal diseases by SNFV involved in
gastrointestinal diseases such as V. parahaemolyticus, V. hollisae, V. mimicus and
V. vulnificus, provided that the host species, in this case bivalve molluscs are
adequately purified.

Also, this study showed that with increasing temperature the clams took longer to
depurate (both SNFV and SFV) (Lopez-Joven et al., 2011a). This could be because
water temperature affects the filtration rate of the clams and/or multiplication of
vibrios in the tissues is greater, and therefore will take longer to depurate.

It is also important to note that present results showed that depuration time
required to remove both groups of vibrios was higher than necessary to kill bacteria
attributable to faecal contamination, as E. coli and pathogens like Salmonella spp.
And as it has been observed in recent years, the depuration process is effective in
removing faecal bacteria such as E. coli (Ekanem and Adegoke, 1995), and
Salmonella spp. (De Abreu Correa et al., 2007), which are included as indicators of
fecal contamination in the European regulations (European Commission, 20043,
2004b, 2006), but it is less effective for enteric viruses and natural populations of
Vibrio spp. (Martinez et al., 2009) and practically ineffective for some toxins, heavy
metals or organic chemicals (FAO, 2010b), which would require more extensive
purification periods. These results (Lopez-Joven et al., 2011a) are in agreement with
other studies conducted so far (Eyles and Davey, 1984; Richards, 1988, Franco et dl.,
1990; Croci et al., 2002, Cozzi et al., 2009) and re-highlight that the current
legislation on food safety in relation to consumption of shellfish could be
insufficient, as it only considers faecal bacteria as microbiological indicators. It must
be taken into account that pathogenic vibrios can be present in waters classified as
unpolluted waters, and there are no specific indicators to determine its presence
and/or concentration (although there are associated factors such as temperature
and salinity). In addition, the limitations on the treatment process could be due to
that originally it was designed to eliminate Salmonella typhi from molluscs, which
means that the indicator bacteria of faecal origin (e.g. E. coli) and pathogens (e.g.
Salmonella spp.) are easily removed in the purification systems which have and
appropriate design and operation (Rippey, 1994).

Having assessed the efficacy of a treatment system that allowed clams to be free of
V. parahaemolyticus, the study of incorporation and evolution of the concentrations
of these bacteria in bivalve molluscs was designed.

The incorporation of nonpathogenic V. parahaemolyticus was more precocious,
reaching highest concentrations and slower disappearance than the pathogenic
variant. This was the first time this result was observed, and this determined that
the non-pathogenic variant could be used in subsequent modeling studies in culture
conditions because of its greater persistence in both species of clams, and the
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advantages its use presents in the field of biosecurity, avoiding risks to the
researchers and the environment.

However, the water temperature, as mentioned above, in this case is again a critical
factor considering that the differences between the levels of V. parahaemolyticus in
shellfish could be due to each species of mollusc has an optimum filtering
temperature. Therefore, it becomes clear that the water temperature plays a decisive
role in the case of exposure of clams to a particular bacterial inoculum into the water
and not so much, susceptibility a species of bivalve can have over another.

In the absence of additional studies it is recommend that when monitoring
campaigns are carried out in the natural environment should pay special attention
to bivalves with an optimum filtering temperature closest to the water temperature
at the time of sampling, as these would filter a larger volume of water per unit time
and, therefore, may incorporate and keep a higher bacterial concentration (Lopez-
Joven et al., sent to Aquaculture Research).

Importantly, the results obtained from these studies have lead to the standarisation
of an in vivo model for future experiments, using non-pathogenic
V. parahaemolyticus variant.

An application of this model was to study the bacterial kinetics in clams harvested
nad kept at different storage conditions for the sale and consumption. For this
three possible scenarios were investigated: cooling at 4°C immediately after harvest
and at room temperature in two different seasons (winter: 15°C and summer: 28°C).
The study period was 96 h which is corresponding to the initial days of marketing
fresh bivalve molluscs. In addition to temperature, variant of V. parahaemolyticus
was included as a variable in this study.

Different results were found during post-harvest of clams (R. philippinarum)
experimentally inoculated with one or the other variant of V. parahaemolyticus
(Lopez-Joven et al., submitted to Journal of Food Protection), which were mainly
determined by the storage temperature. At 28°C the concentrations of both
variants increased gradually which coincides with results described by several
authors (Johnson et al., 1973, Cook and Ruple, 1989, Gooch et al., 2002).

However, at lower temperatures (4 and 15°C) concentrations of pathogenic
V. parahaemolyticus remained stable during the 4 days storage, but decreased in the
case of nonpathogenic V. parahaemolyticus. These results might suggest that the
pathogenic variant of V. parahaemolyticus could be more tolerant to cold,
contributing to explain the results obtained in other studies, which show a higher
prevalence of pathogenic V. parahaemolyticus strains in winter (DePaola et dl.,
2003). In turn, these results indicate that, despite the fact that at these
temperatures there was no increase in bacterial concentration, the densities can be
maintained stable and sufficiently high, which could pose a serious public health
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problem if the previous treatments directed at the elimination of
V. parahaemolyticus have not been sufficient (Cook and Ruple, 1989, Gooch et al.,
2002, Shen et al., 2009, DePaola et al., 2010).

In conclusion, these results obtained in Ruditapes spp., both in culture conditions
(ambient water) and in the post-harvest phase, broaden the existing knowledge on
the incorporation and survival of V. parahaemolyticus and provide information that
could help developing a new regulatory framework regulating emerging threats to
food safety.
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Conclusiones [ Conclusions

Conclusiones

En base a las condiciones del presente estudio y a los resultados obtenidos, se han
obtenido las siguientes conclusiones:

PRIMERA: Existe un riesgo potencial de intoxicacion alimentaria por una gran
variedad de serotipos de Vibrio parahaemolyticus patdgenos asociada al
consumo de moluscos bivalvos, procedentes de las bahias del delta del Ebro,
que deberia ser evaluado por las autoridades sanitarias.

SEGUNDA: Es posible lograr la depuracién de Vibrio parahaemolyticus en moluscos
bivalvos, pero el tiempo de depuracidn necesario es muy superior al establecido
por la legislacién para el caso de Salmonella spp. y/o coliformes fecales.

TERCERA: Se puede emplear la variante no patogénica de Vibrio parahaemolyticus
para estudios de modelizacion ya que evitaria los riesgos para los
investigadores y el medio ambiente.

CUARTA: La acumulacién de Vibrio parahaemolyticus en moluscos bivalvos depende
del rango 6ptimo de temperatura de filtracion de cada especie, y deberia ser
tenida en cuenta como criterio objetivo en el esquema de seleccidon de
muestras en un programa de vigilancia epidemioldgica.

QUINTA: El control de la carga inicial de Vibrio parahaemolyticus patégeno, y el
tiempo y la temperatura de almacenamiento son factores clave para
minimizar los riesgos de Salud Publica asociados al consumo de moluscos
bivalvos.
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Conclusions

Based on the results and the conditions of the present study the following
conclusions are drawn:

FIRST: There is a potential risk of food poisoning from a variety of pathogenic
Vibrio parahaemolyticus serotypes associated with consumption of bivalve
molluscs from the Ebro Delta bays, which should be evaluated by the Public
Health authorities.

SECOND: It is possible to achieve the depuration of Vibrio parahaemolyticus in
bivalve molluscs, but length of time needed is much longer than that
provided by law for the case of Salmonella spp. and/or faecal coliforms.

THIRD: The non-pathogenic variant of Vibrio parahaemolyticus can be used in
modeling studies which would avoid risks to researchers and the environment.

FOURTH: The accumulation of Vibrio parahaemolyticus in bivalve molluscs depends
on the optimum temperature range of filtration for each species, and should
be considered as an objective criterion in the selection of samples in a
surveillance program.

FIFTH: The control of the initial load of pathogenic Vibrio parahaemolyticus and the
time and temperature of storage are key factors to minimise the risks of
Public Health associated with consumption of bivalve molluscs.
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Apéndices

11.1. Caracteristicas de las revistas

En el presente apéndice se indican el factor de impacto (JIF) y las dreas tematicas
correspondientes a las revistas donde se han publicado los trabajos incluidos en la
presente Tesis Doctoral.

Todos los valores se han obtenido del Journal Citation Reports® disponible en ISI
Web of Knowledge.

En cada una de las dreas tematicas sefialadas se indica entre paréntesis la posicion
de larevista indicada sobre el total de revistas incluidas en el area de estudio.

Revista Applied and Environmental Microbiology

JIF 3.686 ARo 2009

Areas temiticas  Biotechnology & Applied Microbiology (29/152 - Q1)
Microbiology (25/95 - Q2)

Revista ISME Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology

JIF 6.153 ARo 2010*
Areas tematicas  Ecology (7/129 - Q1)

Revista Applied and Environmental Microbiology

JIF 3.778 Ano 2010*

Areas temiticas  Biotechnology & Applied Microbiology (32/160 - Q1)
Microbiology (24/107 - Q1)

Revista Food Microbiology

JIF 3.320 ARo 2010*

Areas temdticas  Biotechnology & Applied Microbiology (40/160 - Q2)
Food Science & Technology (6/128 - Q1)
Microbiology (30/107 - Q2)
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Revista Journal of Applied Microbiology

JIF  2.365 ARo 2010*

Areas tematicas Biotechnology & Applied Microbiology (64/160-Q2)
Microbiology (55/107 - Q3)

Revista Aquaculture Research
JIF 1186 Ano 2010*
Areas tematicas Fisheries (21/46 - Q2)
Revista Journal of Food Protection
JIF 1.720 Ano 2010*

Areas tematicas Food Science & Technology (37/128 - Q2)
Biotechnology & Applied Microbiology (89/160 - Q3)
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11.2. Contribucién de la doctoranda y renuncia de coautores no Doctores

La doctoranda es la primera o segunda autora de todos los trabajos presentados en
esta Tesis Doctoral, lo que justifica plenamente su contribucién.

Ademads, debemos indicar que todos los coautores que no son doctores han
renunciado expresamente a presentar el trabajo del que son coautores como parte
de otra Tesis Doctoral, tal y como consta en los documentos que se incluyen a
continuacion.
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A quién corresponda,

Todos los autores del trabajo titulado "Detection and Identification of tdh and
trh-Positive Vibrio parahaemolyticus Strains from Four Species of
Cultured Bivalve Molluscs on the Spanish Mediterranean Coast' y que
forma parte de esta tesis doctoral son doctores, con la excepcion de Carmen
Lopez-Joven, la cual es la propietaria de esta tesis y Beatriz Lacuesta, con
D.N.l. 47623723 S que renuncia expresamente a presentar el articulo citado,
del que es coautora, como parte de otra tesis doctoral, si se diera el caso, para

lo que firma el presente documento.

Sant Carles de la Rapita, 16 Febrero 2011

Beatriz Lacuesta
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To whom it may Concern,

All co-authors of work entitled “PGFE AND PCR CHARACTERISATION OF
ENVIRONMENTAL VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS STRAINS OF DIFFERENT
ORIGINS” and which is part of this thesis have a PhD, with the exception
of Carmen Lopez-Joven, who is the owner of this Thesis, and Liliana
Maddalena, who expressly renounces to present this article of which she
is co-author as part of another doctoral thesis, in case Liliana Maddalena

ever does one.

For this reason, she signs this letter.

Roma, June 2011
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A quién corresponda,

Todos los autores del trabajo titulado “Evolution of nonpathogenic Vibrio
parahaemolyticus in a cohabitating population of Ruditapes decussatus and
Ruditapes philippinarum under experimental conditions”, que forma parte de
esta Tesis Doctoral, son doctores, con la excepciéon de Carmen Lopez-Joven
(propietaria de esta Tesis) y Josu Pérez-Larruscain, quién renuncia
expresamente a presentar el articulo citado del que es coautor, como parte de
otra Tesis Doctoral, en el caso de que se diera el caso. Por este motivo firma el

presente documento.

San Carles de la Rapita, 20 Febrero 2012

Fdo: Josu Pérez-Larruscain
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11.3. Trabajos actualmente en elaboracién dentro del marco de la
presente Tesis Doctoral

11.3.1. Recovery and Detection of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus in
experimental inoculated samples and environmental samples, Using Tangential
Flow Filtration Procedure (TFF) following with MPN and Real-Time PCR methods

Lopez-Joven C. worked and studied at the U.S. Food and Drug Administration, Gulf
Coast Seafood Laboratory in Dauphin Island, Alabama. She worked with Dr. Roberto
Marrero-Ortiz, Dr. Jessica L. Jones and Dr. Angelo DePaola on a feasibility study for
direct quantification of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus in seawater using
tangential flow filtration (TFF) and real-time PCR. The methods currently used for
quantification of vibrios from seawater are more laborious and less precise than the
TFF-real time PCR approach.

Main objectives were (i) evaluate the effectiveness of TFF in recovering
V. parahaemolyticus and V. vulnificus from seawater disinfected by UV-light then
spiked with laboratory strains, (ii) evaluate the effectiveness of TFF in recovering V.
parahaemolyticus and V. vulnificus from natural seawater samples collected near
Dauphin Island, AL, (iii) comparative analyses between the most probable number
(MPN)-real-time PCR, TFF-MPN-real-time PCR and between TFF-direct real-time PCR
enumeration methods.

Recuperacién y deteccién de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en muestras
inoculadas experimentalmente y muestras ambientales, utilizando el procedimiento de
filtracién de flujo tangencial (TFF) y recuento segun el nimero mas probable (MPN) y
la PCR a tiempo real

Los objetivos de este estudio fueron evaluar (i) la eficacia de la TFF para la
recuperacion de V. parahaemolyticus y V. vulnificus inoculados experimentalmente
en agua de mar previamente desinfectada con luz UV, (ii) la eficacia de la técnica de
TFF en la recuperacién de V. parahaemolyticus y V. vulnificus directamente en agua
de mar (area de Dauphin Island, Alabama), (iii) comparar la eficacia de diferentes
técnicas de deteccién: TFF-MPN-real-time PCR y entre TFF-real-time PCR
directamente.

Mejorar la capacidad de concentracién patégenos a partir de muestras de gran
volumen de agua de mar utilizando la técnica de TFF ofrecerd sensibilidad,
reproducibilidad y rentabilidad, lo que hard que esta técnica se pueda utilizar para
mejorar la seguridad alimentaria.
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11.3.2. Comparacién de la eficacia de diferentes protocolos de depuracién con agua de mar
para eliminar la poblacién natural de vibrios fermentativos y no fermentativos de
sacarosa en tejidos de dos especies de almejas: Ruditapes philippinarum y
Ruditapes decussatus

En el presente estudio se analizé la eficacia de tres tratamientos diferentes, y se
compard el tiempo requerido por ambas especies de almejas para eliminar la
poblacién natural de vibrios fermentativos y no fermentativos de sacarosa en sus
tejidos. El objetivo principal de este estudio fue evaluar el ritmo enddgeno en el
proceso de filtracion de cada una de estas especies de almejas cudando fueron
expuestas a los diferentes tratamientos. Esta informacién no sélo contribuye a
aumentar el conocimiento de la fisiologia de estas especies de almejas, sino también
es importante a nivel de la seguridad alimentaria.
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