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FLORA BACTERIANA DEL TRACTODIGESTIVO DE CARACOL ESHdix
aspersaM lller BAJO DOSSISTEMASDE CRIANZA

BacTeRIAL FLORA IN THE DIGESTIVE TRACT OF HELIX ASPERSA M ULLER SNAILSUNDER
Two BREEDING SysTEMS

Mirella Villena A%, Siever Morales C.*2, Javier Soto P.3, Marco Enciso H.2

REsumEN

El objetivo del estudio fue comparar laflorabacterianadeintestino y hepatopancreas
del caracol Helix aspersa Milller criados en dos sistemas de produccién: intensivo y
extensivo. Se colectaron 30 caracol es adultos aparentemente sanos por cada sistema de
produccion, en seis criaderos ubicados en la provincia de Lima. Se tomd muestras de
mucosaintestinal y parénquimadel hepatopancreas de cada individuo, empleando pro-
tocolos de aislamientos establecidos para bacterias aerobias y aerobias facultativas. Se
aid 6 bacteriasde 15 géneros: Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Hafnia, Proteus, Providencia, Aeromonas, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Micrococcus, Pseudomonas, Acinetobacter; y bacilos gramnegativos no fermentadores
(BNF). Seabtuvo 193 cepas en las muestras de caracoles del sistemaextensivo, dondeel
género Escherichiafuee demayor frecuencia(17.1%, 33/193); mientras que en caracoles
del sistema intensivo se aisl6 183 cepas, donde el género Klebsiella fue el de mayor
frecuencia (17.5%, 32/183). Por otrolado, el género mésfrecuentemente aislado enintes-
tinoy hepatopancreasfueKlebsiella(13.6%, 25/184 y 17.2%, 33/192, respectivamente).
Bacterias de los géneros Providencia y Micrococcus solo se encontraron en el
hepatopancreas. Hubo diferencias estadisticas en la frecuencia de algunas bacterias
aisladas dentro de cadatipo de muestra por efecto del sistema de crianza.

Palabrasclave: Helix aspersa, caracol, florabacteriana, crianzaextensiva, crianzainten-
siva

ABSTRACT

The objective of thisstudy wasto comparethe bacterial florapresent intheintestine
and hepatopancreas of land snails (Helix aspersa Mller) under intensive and extensive
breeding systems. Thirty healthy adult snails per production system were collected from
six farms located in the province of Lima. Samples from intestinal mucosa and the
hepatopancreas were examined from each animal using protocols of microbiological
isolation established for aerobic and facultative aerobic bacteria. Bacteriaof 15 genuses
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wereisolated: Escherichig, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus,
Providencia, Aeromonas, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Micrococcus,
Pseudomonas, Acinetobacter; and non-fermentative gram-negative bacillus (BNF). It
was obtained 193 strainsfrom samples of the extensive production system, where bacte-
ria of the Escherichi genus were predominant (17.1%, 33/193); and 183 strains were
isolated from samples in the intensive production system where the Klebsiella genus
wasthemost frequent (17.5%, 32/183). Also, the Klebsi el lawas the most frequent isolated
genusin both the intestine and the hepatopancreas (13.6%, 25/184, and 17.2%, 33/192
respectively). The Providencia and Micrococcus genuses were only isolated from the
hepatopancreas. Statistical differences on the frequency of bacteria isolated between
production systems were found.

K ey words. Helix aspersa, snail, bacterial flora, extensive breeding, intensive breeding

Existe una gran demanda a nivel mun-
dial de alimentos para consumo humano de
alto contenido proteicoy bajosnivelesdegra-
sa. Ante esta necesidad, la helicicultura se
presentacomo unaalternativa(Benito, 2004;
DelaPiedra, 2005; Wallach, 2005). Actual-
mente, paises como Espafia, Italia, Francia,
Portugal y Greciatienen una gran demanda
por los caracoles terrestres (Benito, 2004;
Wallach, 2005).

El mayor desarrollo en la crianza de
caracoles en AméricaLatinalo ostenta Bra-
sil y Argentina. En el Per(, laheliciculturase
encuentra en una etapa de incipiente desa-
rrollo y aunque se conocen intentos de pro-
ductores paraafianzar lacrianza, no se cum-
plen losrequerimientos del mercado extran-
jero. La exportacién de caracoles se basa
mayormente en la recoleccion de animales
silvestres, lo cual contribuye a la depreda-
cion delaespeciey alaintroduccion deagen-
tes patdgenos que perjudican la productivi-
dad de los criaderos (Huertas, 2004; De la
Piedra, 2005). La exportacion en el Pert se
inicié en 1998 y hastael 2006 se haexporta-
do 144 TM, especialmente a Espafa
(SUNAT, 2006).

Laprincipal especie bajo crianzaen el

pais es Helix aspersa Mller, especie proli-
fica, fitofagay con ato indice de conversion
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alimenticia. Sinembargo, €l desarrollodeesta
industria se encuentralimitado por lapresen-
tacion de enfermedades bacterianas de ori-
gen digestivo (Moraes et al., 2006).

Para el diagnostico adecuado de las
enfermedades en H. aspersa se requiere co-
nocer laflora bacteriana, debido a que cier-
tasbacterias pueden comportarse como agen-
tes patdgenos oportunistas; asi setienee caso
delaPseudomona (Watkinsy Simkiss, 1990;
Fontanillas y Garcia-Cuenca, 2005) y otras
potencialmente patdgenas que son aisladas
de animal es aparentemente sanos, tales como
Salmonella enterica (Andrews et al., 1975),
Enterobacter sp. (Denis et al., 2006),
Aeromonas sp. (Kiebre-Toe et al., 2005),
Saphylococcus sp. y Vibrio sp. (Watkins y
Simkiss, 1990). Incluso, algunos de estos
agentes son causantes de enfermedades en
humanosy, generalmente, se encuentran aso-
ciadas a infecciones nosocomiales e infec-
ciones en pacientes inmunosuprimidos. Sin
embargo, se desconoce s estas bacterias se
encuentran normamente en el tracto digesti-
VO, 0 Si SU presencia se ve influenciada por
alguin factor externo.

El objetivo del estudio fue comparar la
flora bacteriana mesofila en H. aspersa
Mdiller criados en dos sistemas de produc-
cion, intensivo y extensivo, como contribu-
ciona conocimiento delamicrobiologianor-
mal de la especie.
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Se colectd especimenes de H. aspersa
de seis criaderos, tres de crianza extensivay
tres de intensiva, ubicados en laprovinciade
Lima Las muestras se procesaron en el La
boratorio de Bacteriologiay Micologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria, Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

En el sistema de crianza intensivo se
emplea el uso de alimento balanceado, asi
como densidades por areay sistemas de re-
produccion controlados, entre otras tecnolo-
gias, mientrasqueel tipo de crianzaextensiva
no se hace uso de estos recursos. Se esco-
gieron al azar 30 caracoles adultos por siste-
ma de crianza, de acuerdo al Teorema del
Limite Central de TeoriaAvanzada de Proba-
bilidades (Spiegel, 1991). Los caracoles se-
leccionados se encontraban aparentemente
sanos, sin signosclinicos de enfermedad como
coloraciones anormales en lacabeza o pie, y
decoloracion o fragilidad del caparazon.

Los caracoles fueron anestesiados y sa-
crificados, y selesretird el caparazon con pin-
zas. Se expuso el tracto digestivo y, con
hisopos estériles, setomd muestras de lamu-
cosa intestinal y del parénquima del
hepatopancreas. Cada muestra se sembro por
agotamiento en un medio de cultivo primario
y uno selectivo, Agar Sangre y Agar
McConkey, parael aislamiento de aerobiosy
aerobios facultativos, grampositivos y
gramnegativos. Seregistro las caracteristicas
delascolonias bacterianas presentesy serea-
liz6 latincion Gram paradeterminar lamorfo-
logiabacteriana. Finalmente, serealizaron las
pruebas biogquimicas correspondientes parasu
identificacion.

Se determind la frecuencia de géneros
bacterianos del total de las muestras segun
las variables crianza extensiva e intensiva 'y
organo muestreado. Parael andlisisdelaaso-
ciacion delas variables presencia de bacteria
y tipo de crianzase uso lapruebade Chi Cua-
drado con el paquete estadistico Stata 9.0°.
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De las 120 muestras procesadas y, de
acuerdo alas caracteristicas bioguimicas, se
aislaron 15 géneros de bacterias y bacilos
gramnegativos no fermentadores (BNF) no
identificados a nivel de género (Cuadro 1).
No se aisl6 cepas de Salmonella

Se obtuvo 193 cepas en las muestras
del sistema extensivo, donde el género
Escherichia fue el de mayor frecuencia
(17.1%, 33/193); mientrasque en el sistema
intensivo se aisl6 183 cepas, donde €l géne-
roKlebsiellafuee demayor frecuencia(17.5
%, 32/183). Por otro lado, €l género méasfre-
cuentemente aislado en intestino como en
hepatopancreas fue Klebsiella (13.6 %, 25/
184y 17.2%, 33/192, respectivamente).

En el hepatopancreas se aislé bacte-
rias de los 15 géneros, mientras que en €l
intestino no se encontré los géneros Provi-
denciay Micrococcus. Se encontré diferen-
cias estadisticas en lafrecuencia de algunas
bacterias aisladas dentro de cada tipo de
muestra por efecto del sistema de crianza
(Cuadro 1).

Delos 15 géneros aislados en €l estu-
dio, 10 han sido reportados en caracoles te-
rrestres (H. aspersa), talescomo Aeromonas
(Kiebre-Toe et al., 2005), Pseudomonas
(Watkins y Simkiss, 1990; Fontanillas y
Garcia-Cuenca, 2005), Acinetobacter,
Staphylococcus, Streptococcus, Microco-
ccus (Watkins y Simkiss, 1990),
Enterococcus (évec et al., 2001; Charrier
et al., 2006), Enterobacter (Watkins y
Simkiss, 1990; Charrier et al., 2006; Denis
etal., 2006), Klebsiella(Weatkinsy Simkiss,
1990) y Citrobacter (Charrier et al., 2006).
Asimismo, dos géneros han sido reportados
en caracoles acuéticos Ampullaria sp.:
Escherichiay Proteus(Bartletty Trust, 1976);
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Cuadro 1. Numero de aislamientos de bacterias en muestras de intestino y hepatopancreas
de caracoles H. aspersa, segin el sistema de crianza®

Mucosa intestina

Parénquima del hepatopancreas

Bacteria

S.extensvo  S.intensivo S. extensivo S. intensivo
Bacilos no fermentadores 132 3 16 17
Acinetobacter sp. 1 1 1 1
Aeromonas sp. 2 8° 6 9
Citrobacter sp. 11 13 10 10
Enterobacter sp. 13 10 10 11
Enter ococcus sp. 2 4 1 4
Escherichia sp. 13 12 202 13°
Hafnia sp. 2 3 4 3
Klebsiella sp. g 16° R 16°
Micrococcus sp. - - 1 1
Proteus sp. 4 2 g o°
Providencia sp. - - 1 1
Pseudomonas sp. 2 2 2 1
Serratia sp. 12 11 10 8
Staphyl ococcus sp. 4 4 3 3
Streptococcus sp. 5 3 5 2

' 30 caracoles por sistemas de produccién y una muestra de mucosa intestinal y otra del

hepatopancreas por individuo

a’bSuperindices diferentes dentro de cada tipo de bacteria y tipo de muestra indican diferencia

significativa (p<0.05)

y lostres génerosrestantes, Serratia, Hafnia,
y Providencia, se reportan por primera vez.
Por otro lado, los géneros Escherichia y
Proteus, como agunos BNF, han sido aisla-
dos por primeravez en caracoles H. aspersa
Mdiller.

L a bacteria més frecuente en muestras
de hepatopancreas en el sistema de crianza
intensivafue del género Klebsiella, en tanto
que en el sistema extensivo fueron
Escherichiay Proteus, o cual indicaqueexis-
ten factores que no estan siendo adecuada-
mente controlados en el galpdén, como lacon-
taminacion ddl aimento, € agua, lainsuficien-
tehigieneenlainfraestructurao el deficiente
aseo del personal en el primer caso, asi como
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algun tipo de contaminacion del medio am-
biente en el segundo caso.

Entre otras bacterias importantes para
la crianza comercial del H. aspersa se en-
cuentran las Aeromonas (Kiebre-Toe et al.,
2005) y Pseudomonas (Watkins y Simkiss,
1990; Fontanillas y Garcia-Cuenca, 2005),
descritas en caracoles enfermos donde se
desencadent una elevada mortalidad, y por
|o tanto, deben considerarse como importan-
tes desde el punto de vistasanitario. Sin em-
bargo, la frecuencia de aislamiento de
Aeromonas en e estudio de Kiebre-Toe et
al. (2005) fue mayor al del presente estudio,
y donde las muestras se tomaron de caraco-
lessin signosclinico de enfermedad. Por otro
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lado, es posible que € tipo de crianza haya
influido en el aislamiento de Aeromonas ya
gue aqui se encontré una mayor frecuencia
en caracoles bajo crianzaintensiva.

Kiebre-Toe et al. (2005) sostienen que
cepas del grupo Aeromonas hydrophila se
encuentran asociadas a una enfermedad de
verano producida en caracoles. El hallazgo
en este estudio de cepas de Aeromonas en
caracoles sanos sugiere que probablemente
las cepas aisladas no sean del grupo A.
hydrophila. Ademas, Watkins y Simkiss
(1990) reportan la presencia de Pseu-
domonas sp. en caracoles sanos.

Entrelas bacterias de mayor importan-
ciaen salud publica, por ser unala principa
les causantes de gastroenteritis, se encuen-
tra la Salmonella sp. (Jenkins y Gillespie,
2006), razon por laque se utilizé un protocolo
especifico de aidamiento desarrollado por el
Instituto Nacional de Salud (INS, 2001). Sin
embargo, ningun caracol fue positivo a esta
bacteria. Otros estudios lograros aislar
Salmonella enterica de 13 diferentes
serotipos en muestras de tracto gastrointes-
tinal en el 31% de la poblacién (Andrews et
al., 1975), incluyendo en caracoles enfermos
en € Pert (Mordeset al., 2006); 1o que su-
giereel potencial riesgo paralasalud publica
gue representa el consumo de caracoles.

Los caracoles H. aspersa son utiliza-
dos para el consumo humano, de modo que
la aplicacién de buenas préacticas en la pro-
duccién, procesamiento y manufacturaresulta
de muchaimportancia, yaque lamayoriade
bacterias aidladas en e presente estudio se
comportan como patégenos oportunistas,
constituyendo un peligro potencia para la
salud publica

e |aflorabacteriana presente en caraco-
les (H. aspersa Miller) criados en sis-
temas de produccion intensivay exten-
siva corresponden a bacterias mesofilas
potencia mente patégenas.
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e  Seencontro diferencias estadisticas en-
tre la flora proveniente de crianza ex-
tensiva donde predominan los géneros
Klebsiella, Aeromonas y bacilos no
fermentadoresy losde crianzaintensiva
donde predominan los géneros
Escherichia, Klebsiellay Proteus.
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