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CAPITULO I. ESTADO DEL ARTE

1. INTRODUCCION

Los brotes de enfermedades de tifoidea, colera, disenteria y varias formas de gastroenteritis,
pueden ser adquiridas a través de la ingesta de agua o alimentos contaminados, siendo un riesgo
de transmision a través de preductos marinos, tal es el caso de algunos moluscos bivalvos que
generalmente son consumidos crudos o semicrudos. Debido a las actividades antropogénicas que
producen contaminacion, estos orgamismos estdn expuestos a diversos contaminantes como:
metales pesados, plaguicidas, aguas residdales (domésticas o industriales), que contienen una
gran cantidad de heces. Por la capacidad de filtracion son capaces de acumular microorganismos
con niveles altos de dosis infecciosa. EStos organismos se encuentran ampliamente distribuidos
en las costas de los mares, estuarios y diversos cuerpos‘acuaticos (Quifiones et al., 2000).

La calidad del agua y la vida estdn estrechamente®relacionadas, Gonzélez et al. (2003)
mencionan que estamos expuestos a agentes infecciosos y compuestos quimicos toxicos; cuando
se realiza la ingesta directa de agua no tratada, mariscos crudos, semicrudos o mal preparados,
principalmente moluscos bivalvos; otras vias de transmision pdede ser el uso de agua
contaminada al bafiarse o algunos casos de lugares recreativos a través de lanatacion o buceo.

El incremento poblacional y la falta de recursos para el tratamiento de agua'residuales es comun
encontrar areas costeras contaminadas con microorganismos que se encuentran en el tracto
intestinal del hombre; Martinez et al. (2014) mencionan que través de esto, ocurre ungmpacto en
el ambiente marino, asi como en la microbiota de sus habitantes; ya que los bivalvos~son
organismos filtradores y en su interior se acumulan microorganismos que pueden ser altamente
patogenos para el hombre. Mufioz et al. (2010) describen las bacterias del grupo de los

coliformes y enterococos como indicadores a nivel mundial, sin embargo, existen pocos estudios
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de otros ‘organismos donde son utilizados como indicadores y técnicas adecuadas para su
cuantificacion.en ambientes marinos.

Los microorganismos.también son importantes en la conservacion de los alimentos, es por ello el
interés preocupante para gvitar algunas de las enfermedades; que pueden ser transmitidas por la
ingestion de estos, ya queseausan su descomposicion y al ser consumidos pueden provocar
enfermedades. Los alimentas\deben presenciar buena calidad sanitaria al ser producido,
distribuido y consumidos (crudos® preparados) de interes (Caballero, 2008).

En Venezuela, en el estado de Sucre;. Gral et al. (2004) mencionan que los moluscos bivalvos
son recursos naturales estratégicos, con®gran importancia econdémica y social. Debido a sus
mecanismos de filtracion, son considerados\ vectores significativos de toxiinfecciones
alimentarias causadas por microorganismos,; forman~parte de cadena trofica, muchas de estos
organismos estan siendo utilizados como. recurso alimenticio, indicadores de contaminacion
fecal y estrés funcional en los ecosistemas costeros.

El colera por ejemplo es una enfermedad diarrei¢a grave, que.actualmente ésta restringida al
mundo subdesarrollado y es importante para la salud publica#Vibrio cholerae es el agente
etiologico bacteriano; proteobacteria en forma curvada Gram negativa que puede transmitirse
tipicamente por la ingestion de agua contaminada y productos crudos, par ejemplo, en América
la ingesta de mariscos crudos o vegetales sin cocinar, se han podido relacionar «con casos de
cOlera. Desde 1817 se han registrados en el mundo aproximadamente siete.:importantes
pandemias de cOlera, de las cuales se conocen dos cepas diferentes de V. cholerag, el biotipo
clasico y el Tor (Madigan et al., 2009).

Lopez et al. (2003), menciona que los productos marinos, como los moluscos bivalvos son pogo

durables, ya que facilmente se contaminan con microorganismos patdgenos, debido a la filtracion
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de agua ‘en grandes cantidades; bioacumulan sustancias toxicas y otros microorganismos
presentes en su” entorno, incluye miembros de la familia Vibrionaceae como V. cholerae, V.
parahaemolyticus=y..V. vulnificus. Lo cual su incidencia sigue constituyendo uno de los
problemas de salud publica en el pais y a nivel mundial, debido al creciente consumo de
mariscos y pescados crudes,0,que se encuentran mal cocidos y contaminados.

La salmonelosis puede ser transmitida por medio de los alimentos y de los animales de sangre
caliente, el microorganismo puede alcanzar los alimentos por contaminacion fecal de los
manipuladores; Madigan et al. (2009) describen otras vias de transmision de los
microorganismos como; pollos, cerdos® y*vacas, los cuales pueden albergar serotipos de
salmonella patdgenos para el hombre, ya que puede pasar la bacteria a los alimentos frescos
acabados, como huevos, carnes y productos.lacteaszSalmonella no es una bacteria autoctona del
ambiente acuatico, por lo que es raro aislarla’en pescados, moluscos, y crustaceos, provenientes
de aguas ocednicas; sin embargo, se pueden aislar_en ambientes marinos y en alimentos de este
origen, cuando provienen de aguas costeras y estuarios contaminados de aguas residuales no
tratadas (Morillo et al., 2007).

En la actualidad la incidencia de enfermedades transmitidas porel agua en los paises
desarrollados es baja, de lo cual resulta dificil medir la eficacia de las practicas de tratamiento,
Madigan et al. (2009) describen que la mayoria de las enfermedades intestinales«en los paises
desarrollados es transmitida principalmente por los alimentos crudos o preparados, que se
manipulan inadecuadamente. Un indicador muy usado para la contaminacion microbiana del
agua es el grupo de los coliformes, son utiles para indicar los niveles de contaminacion, ‘ademas
la enumeracion de estos microorganismos en los ecosistemas marinos, tiene relevancia porque

permite estimar su calidad bacterioldgica y el potencial riesgo para la salud publica. Ya que
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muchos de ellos habitan en grandes cantidades; los cuales se pueden encontrar en el tracto

intestinal del hembre y de muchos animales (Herrera y Suarez, 2005).

2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentacién de los 'Bivalvos

Actualmente la mayoria des10s_protobranquios viven en el interior del sustrato, con su extremo
anterior hacia abajo y el posterior hacia la superficie, estos organismos tienen un par de
branquias bipectinadas posterolaterales; por lo cual hacen referencia a su nombre dicho anterior
(primeras branquias). En la mayoria de,ellos, tanto como en la mayor parte de los demaés bivalvos
las corrientes de ventilacion entran por lasCavidad paleal por su espacio posteroventral la cual
queda entre las dos valvas, posteriormente-atraviesa las branquias y sale por la zona
posterodorsal. La corriente que se produce es “debido a los cilios laterales que poseen las
branquias, mientras los cilios que se encuentran en la‘parte frontal, eliminan las particulas de los
sedimentos, de los cuales quedan retenidas en 1a_superficie_de ellos. Este grupo se mantienen en
contacto con el sustrato gracias a que poseen un par_de tentactlesylos cuales son prolongaciones
de la boca, cada uno de ellos esta asociado a cada pliegue grueso_eompuesto por dos salientes
Ilamados palpos labiales; ubicados en ambos lados de la boca. ‘Cuando ellos comienzan
alimentarse estiran sus tentaculos hasta llegar al sedimento del fondo, lo“cual las particulas que
se encuentran, se adhieren a la superficie de ellos ya que poseen una cubierta mucosa,
posteriormente son transportados hasta los palpos, estas estructuras sirven en la clasificacion de
estos organismos. Sin embargo en las superficies internas cada palpo, poseen una“serie de
rebordes de lo cual estan ciliadas; continuamente las particulas mas ligeras son transportadas por

medio de los cilios de las cresta, hasta llegar a la boca, en cambio las particulas mas pesadas son
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transportadas por los cilios de los surcos hacia los laterales de los palpos, donde finalmente son

eliminadas hacia la‘cavidad paleal (Ruppert y Barnes, 1996).

Los bivalvos filtran alrededor de 20 | de agua por h, de tal forma que acumulan particulas en
suspension como alimento) microorganismos, contaminantes quimicos y biolégicos (Marafion et

al., 2013).

2.2 Bacterias en la salud publica
Trevifio (1995) describe a los moluseds bivalvos destinados para el consumo humano directo,

que son consumidos crudos o ligeramente cocidos, pueden trasmitir enfermedades
gastrointestinales, ya que son de tipo sedentafio poseen una gran capacidad de filtracién, con lo
cual pueden llegar a retener sustancias toxicas\producto de descargas humanas e industriales, o
por fendmenos marino naturales como lasmarea roja;’En Uruguay realizaron un estudio Bertullo
y Pollak (2001) donde mencionan a los produetos pesgueros como alimentos sensibles, con el
fin de identificar que pueden ser medios de transmision de enfermedades hacia los consumidores

nacionales, ya que los han catalogado como un riesgo,alimentario.

Las primeras enfermedades bacterianas transmitidas a través del“caensumo de los moluscos
bivalvos que existen desde el siglo X1X y a principios del siglo XX, Gomez'(2005) ( en Rippey,
1994) menciona que las enfermedad mas comunes asociadas a la ingestion de.moluscos crudos o
mal cocinados era la fiebre de la tifoidea, sin embargo estableciendo medidas de control en la
produccion y comercializacion de estos productos mejoran su calidad, ademas con el«ratamiento
aguas residuales tuvieron una disminucion de las enfermedades bacterianas transmitidas~por
estos alimentos, mencionando que los géneros Salmonella, Shigella, Campylobacter, Aeromonas;

Escherichia son encontrados frecuentemente en aguas residuales.
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Fimia et fal. (2010) describe que algunas especies de moluscos, que se encuentran en los
ecosistemas fluviales trae efectos perjudiciales como enfermedades para la salud humana, varias
especies de moluscos.sirven como hospederos intermediarios de numerosos parasitos que afectan
al hombre y a otros“animales. Esto se relaciona con las escorrentias de origen doméstico o
industrial a los cuerpos de agua, tal es el caso de los residuos domésticos representado por los
altos porcentajes de materia @rganica y de microorganismos de origen fecal encontrando como
patdgenos: bacterias, virus, protozoos, helmintos etc., el medio hidrico es de importancia para su

ciclo vital de algunos vectores, que transmiten enfermedades (Moreno, 2012).

Los moluscos bivalvos que crecen en zonas.eesteras y son contaminadas por aguas fecales no
tratadas, contienen microorganismos que_pueden transmitirse al humano, a través del agua o de
los alimentos si son consumidos crudos-0 mal coeidos, provocando infecciones en el tracto
intestinal. Estos microorganismos pueden ser./excretadosspor el humano infectado, llegando al
agua, debido a su resistencia de tratamientos biologicos=y.fisicoquimicos del agua residual;
pueden permanecer en ellas, generando contaminacion del agua y alimentos, de tal manera

brotes de enfermedades (Marafion et al., 2013).

2.3 Familia Vibrionaceae

Caracteristicas de la Familia Vibrionaceae

La familia Vibrionaceae abarca a los géneros: Vibrio, Photobacterium y Plesiomonas. Vibrio
cholerae tiene gran importancia, como agente etioldgico del colera asidtico en~los seres
humanos, ya que es una enfermedad diarreica potencialmente grave. Fue descrito por Pacini en el
afio 1854, pero mas tarde fue aislado por Koch, quien lo nombro “bacilo en coma”, debido al

aspecto curvo o en forma de coma caracteristico de las células bacterianas individuales. Es una
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bacteria que seencuentra presente en las aguas y alimentos contaminados por heces fecales, se

puede transmitir a,través de estos, sin embargo sigue siendo un riesgo para muchos paises.

Las cepas de V. cholerae tipo 01 se pueden separar en uno de tres serogrupos: Inaba, Ogawa e
Hikojima, son importantes en estudios epidemiolégicos, el Tor es un biotipo de V. cholerae lo
cual a traves de estudios se describe resistente y es capaz de sobrevivir en el medio ambiente,
ademas el V. cholerae 0139, se distingue al V. cholerae por su inmunidad preexistente contra el
V. cholerae 01, las cepas aisladas son asociadas a casos de cangrejos mal cocidos u ostras crudas,
de acuerdo a las cepas de V. cholerae_ cuando colonizan el intestino humano es crucial en la

induccidn del sistema inmunologico (Winn etal., 2006).

2.3 Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacterias se aislan facilmente y“con.mayor frecuencia en los hospitales, las podemos
encontrar ampliamente dispersas en el medie-ambigente, estos microorganismos se encuentran en
agua, tierra, sobre las plantas, ademas en el tubo digestivo«de los seres humanos y animales.
Winn et al. (2006) describen las enfermedades producidas_por Enterobacteriaceae muy
definidas, tal es el caso de los sindromes diarreicos y disentéricos,/acompafiados por fiebre,
septicemia en casos claros de fiebre tifoidea, son provocadas por- Salmonella y Shigella.
Klebsiella pneumoniae es otro de los patdgenos mas importantes causante de_tna variante de la
neumonia, mientras que E. coli, Klebsiella y Enterobacter se aislan en heridas\traumaticas
contaminadas con tierra 0 material vegetal, o en incisiones de heridas abdominales-postériores a

intervenciones quirurgicas gastrointestinales.

3.3 Estudios bacterianos en moluscos bivalvos

En la laguna Pueblo Viejo, Veracruz, México, Barrera et al. (1998) realizaron el estudio

preliminar de contaminacion microbioldgica, evaluaron agua, sedimento y ostién, a través de las
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bacterias ‘Colifermes fecales (CF) y estreptococos fecales en dos épocas del afo, aplicando la
técnica de tubos de*fermentacion y parametros fisicoquimicos simultdneamente, de los cuales se
obtuvieron los siguientes resultados para los puntos de muestreo. La boca de la laguna presento
mayor contaminacion“por.los CF en agua con concentraciones >2,400/100 ml, la distribucién de
estas bacterias en agua y’sedimento fue similar en concentraciones >240,000/100 g, el ostion
sobrepaso el limite permisible para su consumo durante el periodo de seca, 400 CF/100 g, el
valor obteniendo para los estreéptococos fue un resultado homogéneo en la laguna, con
concentraciones menores que los CF,la_relacion que tienen estos dos grupos se concluy6 que son
de origen humano, debido a la asociaciénsque tiene con el Rio Panuco, y a su misma vez la

circulacion del agua es muy lenta para la disociacion de estas bacterias.

En México se ha desarrollado de una manera importante la pesqueria del ostion (C. virginica)
Téllez et al. (1999) describen que el 79 % de.su captura.€n los Ultimos afios fue en el estado de
Tamaulipas, el objetivo de este trabajo fue realizar) la calidademicrobioldgica de dicha especie,
las muestras fueron recolectadas en la laguna Madre, Tamaulipas, México y se determind la
viabilidad de comercializacion de este molusco debido al probable) dafio para la salud del
consumidor. De los cuales se tomaron muestras durante un periodo derSeis meses en dos de los
bancos ostricolas mas importantes, de los sitios de muestreo Punta de#Alambre y Punta de
Piedra, determinando la presencia de mesofilos aerobios, CF, CT, ademas Salmonella y V.
cholerae, apegandose a la Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA1-1993, para moluscos
frescos-refrigerados y congelados. Los pardmetros bacteriolégicos del ostion, tanto freseg como
congelado, y el agua, cumplieron las condiciones sanitarias, debido a que no se encontraren

microorganismos patogenos.
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Los moluscossbivalvos debido al tipo de alimentacion que presentan y por el sitio donde son
cultivados, pueden ser uno de los principales medios de transporte de microorganismos
patogenos. En el"norte del estado de Veracruz se recolectaron un total de 260 muestras de
almejas durante un ciclg.anual. Se determiné la presencia de Salmonella ssp., V. cholerae y
coliformes fecales. La metedologia que se utilizd fue la establecida por el Manual de
Bacteriologia Analitica de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (BAM-FDA). En el
7 % de muestras analizadas se identifico a V. cholerae 01 Inaba Toxigenico, 11 % fue de V.
cholerae no 01, de Salmonella ssp.;.els21.5 %, y el 100 % de las analizadas se encontro a
coliformes fecales. La presencia de organismos de coliformes fecales indica, la presencia de

asentamientos humanos mal planificados cerca de\os cuerpos agua (Quifiones et al., 2000).

Los moluscos bivalvos los podemos considerar como’una fuente estratégica de gran importancia
econOmica y social, Grall et al. (2004) mencionan que”sontsefialados como una fuente principal
de vectores significativos de toxiinfecciones alimentarias. El objetivo fue analizar la presencia de
patégenos que los vincula con brotes de infecciones-€ntéricas, y asi mismo determinar la calidad
e inocuidad. Para ello se analizaron un total de 270 muestras en dos especies diferente de
moluscos bivalvos Arca zebra (pepitona) y Perna perna (mejillon), de#lo cual provenian de tres
sitios para su estudio; Isla Lobos, Punta Patilla y Punta la Iglesia, del~estado de Sucre,

Venezuela.

Los muestreos se realizaron mensualmente, entre los meses de abril y diciembre des2002. Los
indices de coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF), se determinaron para su an&hsis.por
el método de tubos multiples segin (APHA) y Vibrio se utiliz6 la metodologia recomendada por
la Food and Drug Administration (FDA). De 270 muestras analizadas se aisld un total 247 cepas

de Vibrio, predominando V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, y V. vulnificus. Ya que en las
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muestras de mejillones procedentes de los sitios de Punta Patilla solo se reporto la presencia de
V. Cholerae ng#O1¢ Posteriormente para los niveles de Coliformes en las muestras de P. perna y
A. zebra, los restltados no sobrepasaron los limites microbioldgicos establecidos para los

indicadores fecales.

Se realiz6 un estudio para‘determinar la calidad microbioldgica en moluscos bivalvos crudos y
cocidos, en el sitio de Cumand estado de Sucre, Venezuela, con el fin de determinar su calidad
sanitaria, lo cual para determinar los CF, se realiz0 a través de recuento en placa, asi mismo para
determinar la presencia de E. coli, ya.que*lograron aislar 80 cepas, de las cuales en ambas
muestras abria la posibilidad de encontrar E«coli, por los altos valores obtenidos mediante el
conteo, de esa manera se refleja que_las practicas que realizan son inadecuadas para la

preparacion de venta, y consumo de los‘enetrtidos (Martinez y Villalobos, 2005).

Mufioz et al. (2008) evaluaron la calidad sanitaria‘de mejillones P. perna y P. viridis, asi como
las aguas extraidos en tres sitios de produccion del.estado Sucre, Venezuela. Para el analisis de
muestras de agua, se determinaron por la carga del (NMP/100)de-CT, y posteriormente CF, en
cuanto a los mejillones su analisis fue determinado por el recuente, en placa de aerobios
mesofilos (AM). Los sitios que cumplieron con los criterios de CT y CF fueron Bahia Iglesia y
Punta Patilla, de acuerdo a los criterios establecidos de la (legislacion venezolana y FDA-EUA),
lo cual no cumpliendo con los criterios marcados fueron los sitios de Ensenada y La Chica,
obteniendo valores maximos, de los mismos grupos, ya que fueron comparados congos limites
establecidos. Los mejillones recolectados en el sitio de la Ensenada La Chica, presentaron
contaminacion, ya que los CF y E. coli mostraron la cifra de 230 NMP/g lo cual era su limite
establecido. El sitio de Bahia Iglesia, present6 altas concentraciones bacterianas en el mejillon

(1,1x10* NMP/g de CF y E. coli).
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Negrete y Romero (2010) evaluaron la carga bacteriana en el ostion C. virginica desde su
recolecta hastassu,distribucion, venta y consumo en diferentes centros comerciales de la ciudad
de México, lo cual’las bacterias aisladas purificadas se identificaron por medio de los criterios
del programa Merck®y se confirm6 con API-20 E. Respecto al andlisis microbiologico fue
excedido de acuerdo a" le- establecido, lo que se determin6 que no cumple con las
especificaciones de acuerdo allaPROY-NM-242-SSA-2005, ya que los moluscos bivalvos deben
estar libre de contaminacién microbiolégica referente a los mesofilicos aerobios (500,000
UFC/g), CF (230 NMP/qg), tanto en carnescomo liquido intervalvar), Salmonella ssp. (Ausente en
254g). Se concluyd que los ostiones C. virginica, se encuentra altamente contaminado durante su
recolecta hasta su consumo, por especies patdgenas para el ser humano como para ellos mismos,

lo cual ponen en peligro la salud para l0s’consumidaeres.

Padron et al. (2010) determinaron la calidad_microbiolégica en muestras de agua y almeja,
recolectadas en seis sitios localizadas en la Reserva Biosfera.Pantanos de Centla (RBPC), en el
estado de Tabasco; tomando en cuenta al grupo coliformes camo indicador de contaminacion.
Los resultados obtenidos de CT, en muestras de agua fue de 430 y 41,000 NMP/ml, los CF entre
70 y 750 NMP/ 100 ml. En las almejas de la especie Lampsilis tampicoensis los valores

obtenidos fueron de 9.3 a 110 CT, y 0.43 a 110 segun el NMP/g de muestra:

Montiel et al. (2011) analizaron la calidad microbioldgica en el sitio de la“playa Curarie,
Venezuela, a nivel fisico (materia organica), determinando al grupo de los CT, CF, estreptococos
y enterococos, por la técnica del NMP. Asi mismo fue analizada la presencia de Salmonella en
muestras de agua y sedimento. Para llevar a cabo su andlisis se recolectaron un total de_90
muestras, de las cuales 30 fueron de agua, 30 de sedimentos y 30 de almejas (Rangia cuneata),

en los periodos (noviembre 2008-octubre 2009). Los valores mas elevados fueron obtenidos para
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los CT de{ muestras de R. cuneata presentando valores desde <2x10° hasta 1,6x10°> NMP/100 g,
CF (<300/100#0).*y solo el 3,3 % para E. coli (<230/100 g), se deduce los indicadores
bacterianos, dando~10s valores un rango <2x100 y 1,6x10° NMP/100 g para los sedimentos, el
agua <2x100 y 1,4x10" NIMP/100 ml, el cual los CT se encontraron (<70/100 ml) equivalente a

un (33,3 %), estos resultados-sobrepasaron los limites de la normatividad venezolana.

En dos areas de la bahia de ‘Cienfuegos, Cuba Martinez et al. (2014) evaluaron la calidad
microbioldgica, durante los periodos_de lluvia y seca donde se encuentra la mayor abundancia
del mejillon Perna viridis de las muestras que fueron analizadas no se encontré la presencia de
V. parahaemolyticus, V. cholerae ni StaphyNococcus aureus, sin embargo, todas tenian la
presencia de E. coli, al igual que CF, de_igual‘forma se encontrd la presencia de una cepa de S.
choleraeusis, en relacion a los datos obtenidos prohibe la comercializacion del producto sin darle

algun tratamiento previo.
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3. JUSTIFICACION

Debido a las enfermedades gastrointestinales que existen en el mundo a través del consumo de
alimentos contaminados como son carnes, peces y moluscos crudos, se da la importancia de la
coccion y un buen manejo despreparacion, en México cada afio mueren aproximadamente 16,000
personas, por enfermedades.transmitidas de los alimentos, lo cual provoca un gran impacto en la
salud publica, ademas de pérdidas desproductividad y econémicas. Las sanidad bacterioldgica de
los organismos acuaticos desempefia-in papel de gran prevalencia para estos tipos de andlisis, ya
que los moluscos son organismos filtradores y tienden a cumular bacterias altamente patégenas,
si se consumen crudos, ponen en peligro latcalidad de la salud para los consumidores, estos
suelen ser considerados un reservorio patural,ves por ello necesario aplicar un andlisis de los

microorganismos en ostion, extraidos del.sitio de la Laguna Mecoacan, Tabasco.

Sin embrago existe una gran variedad de microerganismes para ser utilizados vy, asi, evaluar el
riesgo sanitario que pueden presentar, utilizando indicadores biologicos que deben cumplir con
ciertos requisitos ideales, como los CT y CF, de origen entéricos, ademéas de las bacterias

coliformes, podemos describir algunas especies de interés asociadas a patégenas, como Vibrio.

Debido a lo anterior este trabajo tiene como objetivo evaluar la calidad“microbioldgica de los
moluscos bivalvos provenientes de la Laguna Mecoacén, del estado de Tabasco, ya, que pueden
ser un riesgo para los consumidores, y adem&s es un requisito sanitario en("caso, de ser

comercializados, lo cual representa una fuente de ingreso para la poblacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
% Determinar la“calidad bacteriolégica en dos especies de moluscos bivalvos Crassostrea

Virginica y Branchiodonte exustus extraidos de la Laguna Mecoacan, Tabasco.

4.2 Objetivos especificos

R/

¢+ Cuantificar al grupo Coliformes (fecales y totales) en tejido blando y liquido intervalvar
en dos especies de moluscos Crassestrea Virginica, Branchiodonte exustus y agua de la
Laguna Mecoacén, durante dos épocas:del afio (seca y lluvia).

% ldentificar especies del género<Salmonella.y-Vibrio en los moluscos bivalvos, a través de

las pruebas bioquimicas miniaturizado;AP1 WEB (Biomérieux®).
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5. AREA DE ESTUDIO

Laguna Mecoacan, Paraiso, Tabasco, México

Se localiza en la"parte Norte del estado en el litoral del Golfo de México, entre los paralelos
18°24" y 18°24" Latitud/N y los meridianos 93°10"y 93°5" Longitud E, se encuentra asociada
con sistemas deltaicos fluviales. Posee una forma alargada, con un eje principal paralelo al
litoral, tiene una profundidad‘de<1.20 m con valores maximos de hasta 3.0 m en la barra de Dos

Bocas y 5.0 m en el canal natural EI Bellote.

Tiene una gran variabilidad en condieiones hidroldgicas, haciendo referente a la salinidad
superficial, representa fuertes rangos, mientras que referente a la temperatura incrementan
levemente en la misma direccion. Sin embargo,las condiciones que presenta hidroldgicas, se ve
influenciada por la variacién estacional, de“acuerdo por las condiciones atmosféricas, teniendo en
todo momento salinidades menores que=-en. mar" abierto, esto muestra que posee un
comportamiento estuarino durante todo el afio, gfacias a 10S.apartes continuos de agua dulce por

escurrimiento continental y al régimen intenso de lluvias.

Con los rangos de salinidad y temperatura que se observan duranteel. transcurso del afio, y asi
mismo los rangos de salinidad y temperatura Optimos para el funciohamiento bioldgico,
producen el ostién Crassostrea virginica, aprovechando de una manera formal e integral la

potencialidad para este recurso.
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Figura 1. Distribucion geografica del area’de estudioy sitios de muestreo, (ARCGIS 9.3).

Los puntos de muestreos se determinaron en_una fecha‘aproximadamente casi diez afios, por los

colaboradores del Sistema Ambiental Regional (SAR),

tomando en consideraciones

caracteristicas que son de impacto ambiental al-€cosistema” lagunar, como son: Nivel de

Fragilidad (NF), Entradas y Salidas de agua o puntos de control (E/S), Aporte de Agua (AA),

Conectividad (C), Cercanias a Obras (CO), Cercanias a Poblaciones(CP), y Acumulacion de

Contaminantes (AC); para describir tendencias de desarrollo y el impageto.ambiental que se

produce.
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Tabla 1. Estaciones de monitoreo para el monitoreo de calidad del agua y monitoreo hidrologico

en el proyecto/de desarrollo de actividades petroleras, seccion Delta Grijalva.

No Estacion UTM X UTMY
DG_CA-@Q/I_‘aguna Mecoacan 1, Boca Negra 488000 2035615
DG_CA-11  L@aguna Mecoacan 2, Boca Grande 483473 2036014
DG_CA-12 LWecoacén 3, Boca Limon 481534 2034431
DG_CA-13 LagunaRAecoacén 4, Boca El Hormiguero 482621 2030752
DG_CA-14 Laguna Macén 5, Boca los Angeles 490822 2031666
DG_CA-15 Laguna Metfoaéém 6, Boca Arrastradero 492777 2034776
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Toma de mugstra

Las muestras de agua/fueron colectadas en forma superficial en frascos de vidrio estériles y se
colectaron entre 20 y 30 ‘almejas, almacenandolas para su transporte en bolsas plasticas con
cierre hermético. Ambas muestras fueron transportadas en condiciones de refrigeracion, 4 °C, al
Laboratorio de Microbiologia ‘de” la.Division Académica de Ciencias Biologicas, Universidad

Juarez Autonoma de Tabasco, donde s€_procesaron en forma inmediata.

2/3 partes “_—_J
de su capacidad L_ﬁ

Corriente o

Figura 2. Técnica de muestreo empleada para muestras simples.de aguas superficiales
(Modificada, Anénimo, 1978).

6.2 Determinacion para la identificacion del grupo de los coliformes

Estimacion de la densidad microbiana por la técnica del nimero més probable (NMP).

Se basa en la dilucién de las muestras en tubos multiples, de tal forma se busca obtener que todos
los tubos con menor dilucién sean positivos, en el caso contrario, que todos los tubes de la
dilucion més alta sean negativos. Sin embargo, la lectura de los resultados de las muestras se'leen

positivos (+) con la presencia de gas o crecimiento microbiano.
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6.3 Determinacion de bacterias del grupo coliforme

Coliformes fecales

Para la determinacion del grupo coliformes, se realizd segun el método del NUmero mas
Probable o NMP, de“acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-

2009. Que consiste en dos.etapas, la prueba presuntiva y la confirmativa.

En el caso de los coliformes.en_los organismos (almejas) se pesaron 10 g de muestra y se
transfirié a una jarra de licuadora asépticamente estéril con 90 ml de diluyente, se homogenizo

durante 1 a 2 minutos, hasta lograr obten€r una suspension completa y homogénea.

Prueba Presuntiva

Para las muestras de agua se realizaron dilucignes de 10, 1, 0.1 y 0.01 ml; con serie de 3 tubos

con dispositivo de Durham (tubos de fermentacion).

En el caso del homogenizado se dejo sedimentar; se transfirio la cantidad deseada, tomando de la
capa superior de la suspension. Se realizaron diluciones seriales a partir de 10, 1, 0.1 y 0.01. El
medio que se utilizo fue el Caldo Lauril Sulfato de Sodio (LSS).con dispositivo de Durham;
incubando a 35 + 0.5 °C durante 48 h. Para ambas matrices (agua y‘organismos) se realiz6 la

misma metodologia para la determinacion de coliformes fecales y totales.

Los Coliformes producen gas a partir de la glucosa y fermentacion de la lactosa en un periodo de
48 h de incubacion a 35 + 0,5 °C (Coliformes). Los tubos positivos son aquellos que presentan
gas en el dispositivo de Durham posterior al tiempo de incubacion. Los tubos negativos no

presentan dicha caracteristica mencionada anteriormente.
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| Muestra |
g | LSS. Incubacién a 35 + 0.5 °C |
=
€ |
=]
2 [ [
& Tubo$ Positivo 48 + 2 Hrs. | | Tubos Negativos 24 + 2 Hrs. |
© 1
Qo
% Tubos Tubos
E—_ Positivo 48 + Negativos 48
2 Hrs. + 2 Hrs.
Coliformes
< Ausentes
A
\ 4
BVB
EC
(Incubar a 35 * 0.5 °C) o .
(Incubar a 44 + 0.2 °C en Bafio Maria)

‘;’ Tubos Positivos 24 + 2 Tubos Negativos 24 + 2 | |
= hr. hr. (Incubfr a35+0.5 Tubos Positivos 24 + Tubos Negativos
£ ©) 2 hrs. 24+ 2 hr.
_
= | |
c
8 Coliformes Fecales Coliformes
© Presentes Fecales Ausentes
Qa
(]
2 Tubos Positivos TubosNegatives
o 48 + 2 hrs. 48 + 2 hr.

Coliformes Coliformes

Totales Totales
Presentes Ausentes

Figura 3. Diagrama de flujo para la determinacion de CT y CF, utilizando la técnica de NMP
(NUmero Més Probable). VVasquez, L. (2006). Tesis de licenciatura.

Los tubos se leyeron cuando cumplieron las 24 h de incubacién, los cuales se agitaron y se
observaron la formacién de burbuja de gas y desplazamiento del medio en el tubo_de hemdlisis.
Los tubos que presentaron las caracteristicas formando gas, se consideraron positivos/(+), los
tubos que se caracterizaron negativos (-), se pre incubaron durante un periodo de 24 h.\La
formacion de gas dentro de un periodo de 48 + 2 h, constituye a una prueba presuntiva positiva.y
da un indicio de la presencia de coliformes. Sin embargo la ausencia de gas al final de las 48 + 2

h indica una prueba negativa (-), en este caso se dice que es ausente los coliformes.
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uciones, ‘para la deteccion de coliformes por el método de

Figura 4. Esquema general de las di
NMP.

Prueba confirmativa

En este caso cada tubo que presento la caracteristica formadora de gas, se tomd 3 asadas del
medio de cultivo y se sembré en un ndmero igual de tubos~con medio de confirmacion.
Posteriormente se incubo a 35 + 0,5 °C por 24 + 2 h o si la formacién de gas no se observé en

este tiempo, se prolongo la incubacion por 48 £ 2 h.

Coliformes Totales

Para la busqueda de los CT, los tubos positivos de la prueba presuntiva, fueron resembrados con
un asa de siembra asépticamente, en tubos de fermentacién lo cual contenian)medio de
enriquecimiento caldo lactosa Bilis Verde Brillante al 2% (BVB), incubandolos a 35°°G.+ 0.5
°C durante un periodo de 48 £ 2 h. Posteriormente los tubos que presentaron fermentacion 0 gas
se consideraron positivos (+), en el caso de la ausencia de gas al final del periodo de las 48 + 2(h,

se indico la ausencia del grupo CT.
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Figura 5. Prueba confirmativa, resiembra’de tubo positivo (+) de CT Caldo Lauril Sulfato de
Sodio (LSS), a medio de enriquecimiento Calde.lactosa Bilis Verde Brillante al 2 % (BVB).

Coliformes Fecales
Para la busqueda de CF, se realizé a través“de tubos gue contenian medio de enriquecimiento EC

(Escherichia coli), posteriormente se prosiguid-a.la incubacion en el bafio de agua (bafio maria),
con termo circulacion aproximadamente de 44.5! + 0.57°€:, Posteriormente las lecturas se
realizaron en un periodo de 24 + 2 h, tomando las caracteristicas de los tubos que presentaron la
formacion de gas en la campana de Durham, estos se consideraron €omo positivos (+), en el caso

de ausencia de gas al final de las 24 + 2 h, se indicaron como pruebas negativas (-).

Figura 6. a) Prueba confirmativa para la busqueda de CF, resiembra de tubo positivo (+) de CT
Caldo Lauril Sulfato de Sodio (LSS), a medio de enriquecimiento EC. b) Incubacién de los tubos
en el bafio de agua (bafio maria) a 44.5 £ 0.5 °C, durante un periodo de 24 + 2 h.
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Expresion dedos resultados de los Coliformes

Para la expresion de los resultados, se tomd la serie de los tubos de la prueba confirmativa, que
dieron formacion/de.gas después del periodo de incubacion requerido y se busco en la tabla de

NMP los resultados correspondientes.

Cuando solo una diluciGnsmostro tres tubos positivos, se eligié esta, y posteriormente las
diluciones siguientes, cuando-mas de una dilucién mostro tres tubos positivos y la dltima dio
menos tres, se eligio esta ultima y las dos diluciones anteriores mas bajas, sin embargo, cuando
en ninguna dilucion se encontré tres tubes positivos, y estos lo pudimos encontrar en mas de tres

diluciones, se seleccionaron las dos diluciones'mayores positivas y la siguiente.

Cuando los tubos positivos se encontraron en la muestra sin diluir (10 ml o 1 g) y en la primera

dilucién (1ml o 10™) se seleccionaron las.trés primeras diluciones para el calculo del NMP.

Esta técnica de NMP pudo admitir una gran _eantidad de“\wvariaciones, los resultados que se
obtuvieron con esta técnica fueron utilizados con ctidado. Los limites de confianza para cada
muestra soélida con un NMP de 70 coliformes por g, su limite_dé-confianza es del 95 %, en

algunos casos variaron de 10 a 230 coliformes por g.

6.4 Determinacion de Salmonella

Fase 1.

La determinacion de Salmonella se siguié la metodologia de acuerdo a la NOM-242-SSA1-2009,
Productos y Servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados.

Especificaciones sanitarias y métodos de prueba.

Las conchas de los moluscos bivalvos se desinfectaron con un cepillo estéril y enjuagando con

agua corriente, desprendiendo el exceso de limo y sedimento.
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Se peso aséptieamente 25 g de tejido blando y liquido intervalvar, posteriormente vertiéndolo en
un vaso de lietadora estéril con 225 ml de caldo lactosado, homogenizandolo durante dos
minutos aproximadamente. La muestra se transfirieron a un matraz con boca ancha y tapon de
rosca, dejandolo repoSar.60 minutos a temperatura ambiente con la tapa bien enroscada, y se
determind el pH con bandas.e-cintas de pH, en caso de ser necesario se ajusté a un pH de 6,8 + 0,
con hidroxilo de sodio 1N o &cido clorhidrico 1N estériles. Incubandose durante 24 + 2 h a una

temperatura de 35 °C.

" pH-Fix 0-14

100 farbfixierte Indikatorstabchen
100 color-fixed indicator strips
100 indicateurs a couleurs fixées

Figura 7. a) Homogenizacién del tejido blande™ ¥ liquidointervalvar, en medio de pre-
enriquecimiento caldo lactosado. b) Transferencia“del homogenizado al frasco con tapon. c)
Tiras de pH.

Fase 2.
Se cerr6 firmemente el tapdn de los matraces con cultivo de preenriqueCimiento y se agito

suavemente. Transfiriendo 1 ml de la mezcla a un tubo que contenia 10 ml de caldo, tetrationato
agregando una solucién de yoduro-yodurado y caldo Vassiliadis Rappaport, incubados.a 35 °C

durante 18-24 h.

Posteriormente los tubos con solucion mencionados en el parrafo anterior, fueron agitados {para
ser estriados xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB), y agar salmonella-

shigella (SS), incubando a 35 °C durante 24 h. Las cepas fueron caracterizadas de acuerdo al
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medio co@ndiente, de acuerdo a los siguientes criterios: color, forma, elevacion y margen

(Figura 9). .

L

Agar XLD: coIon@osas 0 rojas que pueden ser transparentes con o sin centro negro. En

ocasiones pueden aparegshlas colonias completamente negras.

7z

Agar VB: colonias rosas o;® que pueden ser transparentes redondas por medio enrojecido;

las bacterias fermentadoras de I@ﬁ dan colonias amarillas.

Agar sulfito bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser cafés, grises o negras; con o

-

sin brillo metalico. Generalmente el medi undante (halo) es café, tornandose posteriormente

negro. Algunas cepas producen colonias ver la formacion de halo oscuro. Si las placas no

muestran colonias tipicas 0 no se obser imi ncubar 24 h adicionales.

Agar Salmonella Shigella (SS): colonias tra+ciQas,:oeﬁonalmente opacas. Algunas colonias
fermentadoras de lactosa son rojas. % %

Figura 8. Caracteristicas de Salmonella en los diferentes medios de cultivos. a) ag D. b)

agar VB. c) agar SS.
S
Q

.
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C Elevacién

Forma Plana Elevada Convexa Umboide Crateriforme
( T B N e Y
r i

— >
Trregular H— |

Margen

Puntiforme

“

Figura 9. Terminologia estandar pa@ca acterizacion de una colonia bacteriana (Modificada

de Alcamo, 2001). @
oy
®

Fase 3.

Las cepas seleccionadas de cada de cultivo. mencionado en el parrafo anterior, se
identificaron bioquimicamente utilizan @‘ygm s medios de cultivo: agar triple hierro
azucar (TSI), agar hierro lisina (LIA) y m 10, @ndose a 35 °C durante 24 £ 2 h.

Ademas se aplico el sistema bioquimico mlnlatu%API l@e la marca (Biomérieux ®).

--r-

S
6%
Q
O

Figura 10. Medios de cultivos. a) agar triple hierro azicar (TSI). b) agar hierro lisina (LIA). ¢) :
Medio MIO.
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Una vez transeurrido el tiempo establecido de incubacion, se observé el crecimiento en los tubos,
lo cual se consideraron presuntivamente positivo Salmonella, las colonias que presentaron las

siguientes reacciones:

Agar TSI: en el fondodel'tubo se observé un vire del indicador, debido a la fermentacion de la
glucosa, en la superficie del medio se observd un color mas rojo intenso, que el medio original
debido a la no fermentacion de dalactosa ni de sacarosa. En la mayoria de los casos pudimos
observar coloracion negra a lo largo-de la puncion, esto se debid a la produccion de acido

sulfhidrico.

Agar LIA: se observo intensificacion de color'purpura en todo el tubo por la descarboxilacion
de la lisina. Se considerd negativo a aguellos cultivos que produjeron claramente color amarillo
en el fondo del agar. La mayoria de las cepaside Salmenella produjeron acido sulfhidrico en este

medio se present6 con ennegrecimiento a lo largo.de la puneion.

6.5 Fase de identificacion para la determinacion‘de/Vibrio ensmuestras de moluscos.

Fase 1

La fase primaria de andlisis consistié en la limpieza de las conchas’de™los moluscos debajo de
agua corriente, por lo cual fueron desinfectados con agua corriente y eliminando los residuos de
sedimentos con un cepillo. Luego con la ayuda de un cuchillo estéril se abrieron y
posteriormente se pesaron un total de 50 g de tejido blando y liquido intervalvar, se.introdujo a
un vaso de licuadora esteril, y se agregd 450 ml de agua peptonada alcalina, se{licué para

homogenizar durante aproximadamente dos minutos a alta velocidad.

Una vez lista la homogenizacion se procedio a los tubos los cuales estaban estériles, uno de ellos

estaba vacio y los dos restantes contenian peptona alcalina lo cual era necesario para el medio de
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cultivo. P@ql se prosiguio las diluciones de series de 3, lo cual al primer tubo se le agrego 10
ml de mues@sta, y dos diluciones de 0.01 y 0.001. Este proceso se realiz6 por duplicado,

incubandoa 35° ras a 42 °C, durante 24 h.

~
Fase 2 \p N

Transcurrido el tiempo @bacién mencionado en el parrafo anterior, se prosiguié a la
segunda fase, consistiendo %embrar las muestras, transfiriendo el inoculo sin agitar la
pelicula (crecimiento superficial) ‘con una asa de 3-5 mm de didmetro, estriando con la técnica de
cola de raton a una placa de medio@ ultivo selectivo agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales

biliares y sacarosa), e incubando durante 8%424ha35°C.

Figura 11. a) In6culo de la biopelicula bacteriana en medio w%ivo peptona alcalina sin
agitar. b) Técnica del estriado de cola de raton, en agar TCBS. @

>
6%
Q
O

L
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Figura 12. Diagrama para la identificacion de Vibrio cholerae.

Morfologia colonial
Las colonias de V. cholerae son aquellas que presentan las caracteristicas grandes,lisas,

amarillas (positivas para la fermentacion de sacarosa) y ligeramente planas, con el centro opaco
y borde translucido, ademas se encuentran especies de Vibrio lo cual crecen en medio de cultive

agar TCBS vy producen colonias amarillas y verdes.
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Si se encontrd6 la presencia de colonias con las caracteristicas antes mencionadas, se
seleccionaron Jas_diferentes colonias sospechosas de cada placa y se transfirieron a agar soya

tripticasa al 2 % de"NaCl, se incubaron durante 24 h a 35 °C.

Pruebas de oxidasa

Del indculo del agar soya tripticasa al 2 % de NaCl, se tom6 con un aplicador de madera una
proporcidn de cepa, se depositdla muestra en una banda que contenia el reactivo de oxidasa y se
obtuvo el resultado, si la oxidasa era positiva (+) 0 negativa (-). Las especies patdgenas son

oxidasa positiva (+).

Figura 13. a) Cepa en agar soya tripticasa al 2 %sde,NaCl."b) Firas para la prueba de Oxidasa.

Prueba de collar de perlas
Consistio en poner en un porta objetos una gota del reactivo desoxicelato de sodio, luego se

tomd con un asa estéril una proporcion de cepa y se homogenizo (haciendosun frotis suavemente)
con el aplicador (asa) y se levantd, si este se formé un collar o hilo se tomé positiva, se procedio

posteriormente a identificar por medio de una galeria de bioquimicas.
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Figurad4.Prueba positiva (+), collar de perlas.

Pruebas bioguimicas para la confirmacion de Vibrio
Las reacciones bioquimicas para la identificacion de V. cholerae y otras especies bacterianas a

fines, fue compuesta por los siguientes reactives:

La formula para todos los medios bioguimicos debid.contener por lo menos un 2 % de NaCl. En
vez de medios convencionales se utilizarantiras API¥20.E, con 2 % de NaCl como diluyente.

Para el V. cholerae se utilizé solucion salina fisiolégica (0,85\% de NaC1) como diluyente.

Identificacién taxonémica
La identificacion de cada una de las cepas diferentes de Vibrio, salmonella y enterobacterias se

aplicé el método miniaturizado API WEB (Biomérieux®).

Las cepas bacterianas debieron presentar una morfologia de bastones Gram_négativos y estos no
son fermentadores de lactosa, por lo cual se utiliz6 el sistema 20 NE, lo cual permitio identificar

los bacilos Gram negativos, que no pertenecen al grupo de las enterobacterias.

La galeria del sistema 20 NE est4d compuesta por un total de 20 clUpulas (microtubos);™o cual
contiene diferentes sustratos quimicos deshidratados, en las que ocho cupulas son pruebas

bioguimicas y doce de asimilacion, ademas como complemento se realizo la prueba de oxidasa.
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Tabla 1. (Lectura de los diferentes pruebas bioquimicas para la identificacion de bacilos Gram
Negativos nofermentadores de lactosa (APl 20 NE).

RESULTADOS
COMPRONENTES CANT.
TESTS ., REACCIONES/ENZIMAS
ACTIVOS (mglcap.) NEGATIVO POSITIVO
] ] - NIT1+NIT2 /5 min
Reduccion de Nitratos en nitritos . .
NO i N 0.136 incoloro rosa-rojo
trat t , .
3 itrato potasice . . . Zn/5 mn
Reduccion de Nitratos en nitrégeno .
rosa incoloro
JAMES / inmediato
TPR L-triptofano 052 Formacion de indole (TRiPtofano) Incoloro verde
rosa
palido/amarillo
GLU D-glucosa 1,92 Fermentacion (GLUcosa) Azul verde amarillo
Naranja /
ADH L-arginina 1,92 v — Arginina DiHidrolasa amarillo : )
rosa /rojo
Naranja /
URE Urea 0,76 UREasa amarillo : )
rosa /rojo
056 v Gris /
ESC Esculina citrato férrico 0 ;)72 idrolisis (B-glucosidasa)(ESCulina) amarillo marrén /
' -7 negro
) o Difusion del
Gelatina ) Yo . Sin difusion del )
GEL ) ) 0,6 Hidrdlisis (proteasa)(GELatina) ] pigmento
(origen bovino) pigmento
negro
4-nitrofenil-BD- B- alefcwasa ParafNitroFenil-BD-
PNPG ; B . 0,22 g ¢ ) B incoloro amarillo
galactopiranosida galactosidasa
N
GLU D-glucosa 1,56 Asimilacion (GLUcosa) Transparencia Turbio
ARA L-arabinosa 14 Asimilacién (ARAbinosa)=" o Transparencia Turbio
MNE D-manosa 14 Asimilacién (MaNoSa) Transparencia Turbio
MAN D-manitol 1,36 Asimilacion (MANitol) '&,ansparencia Turbio
NAG N-acetil-glucosamina 1,28 Asimilacion (N-Acetil-Glucosamina) Transparencia Turbio
MAL D-maltosa 1,4 Asimilacion (MALtosa) %encia Turbio
GNT Gluconato potasico 1,84 Asimilacion (GlucoNaTo potasico) Transpérencia Turbio
CAP Acido caprico 0,78 Asimilacion (acido CAPrico) Transpar% Tt
ADI 1,12 Asimilacion (acido ADIpico) Transparencia Turbio
MLT Acido malico 1,56 Asimilacién (MaLaTa) Transpa,enci;(S Turbio
CIT Citrato trisddico 2,28 Asimilacion (ClTrato trisédico) Transparencia Turbio
PAC Acido fenilacético 0,8 Asimilacion (acido fenilACéico) Transparencia ?i LW
OX (ver ficha técnica del (ver ficha técnica del ensayo de

ensayo de oxidasa)

Citocromo-oxidasa

oxidasa)
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Preparacion de las galerias APl 20 NE (Biomérieux®)

Para las cepas bacterianas con morfologia de bastones, Gram negativas y fermentadoras de
lactosa, se utilizo’el.sistema API 20 E, y se identifico a aquellas bacterias que pertenecen a las
familia Enterobacteriaceae y en entre ellos otros bacilos Gram negativos. La galeria esta
compuesta por 20 clpulas (microtubos) que contienen diferentes sustratos quimicos

deshidratados, para un total de-23 pruebas bioquimicas diferentes.

Preparacion del indculo para las pruebas API 20 NE (Biomérieux®)

Cada una de las cepas fueron resemhbrada en placas con Agar Miuller Hinton (Bioxon®) con el
objeto de obtener suficiente material biolggieo para la inoculacion de las galerias e incubandolas
posteriormente durante 24 h a 35 °C £ 0.5 °€."Después de la incubacion transcurrida, se realizo
una suspension bacteriana en 10 ml«de’solucion_sakina al (0.85 %) hasta lograr obtener una

turbidez segun él tuvo de 0.5 de la escala de'McFarland.

Figura 15. a) Cepas bacterianas estriadas en Agar Miuller Hinton (Bioxen®). b) Suspension
bacteriana en 10 ml de solucién salina al (0.85 %). (Anénimo, 2018).

Inoculacion de las galerias de las pruebas API 20 NE (Biomérieux®)

Las cupulas (microtubos) fueron llenados con 150 pl de la suspension bacteriana con’la ayuda de
una micropipeta con puntas estériles, de esta manera se evito la formacion de burbujas. Una vez
preparadas las galerias se incubaron a 35 °C = 0.5 °C, debido al efecto del metabolisme

bacteriano se produjeron cambios de colores espontdneos o bien al afiadir reactivos
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complementarios. Posteriormente la lectura de los resultados se realizd de acuerdo a las

reacciones positivas o negativas, y asi mismo coloracion de cada microtubos.

Obtenidos los resultados se introdujeron en un software de identificacion de API web™, el cual

es un sistema que se encuentra en linea y que proporciona la identificacion de la cepa a estudiar y

el porcentaje de confiabilidad de la identificacion.

NO3 TRP f<1RV) ADNH URE ESC‘GEL PANPR LG T LABA) (MANE ) IMANJALNAQJ MALY LQMIJALGAPJ LADY lM.LIJAlQLLJ BAC)

# . =S
= - - et > o -
k3 ‘ \)
= N - N e Y W
b) nos tRr Glu®aoy use esc X cer mwo uwfiasa_ \ume wanAmac Al GaTA AR aos A cm e

Figura 16. Galeria API NE (Biomérieux®)a) Pruebas negativas, b) Pruebas positivas.

En las pruebas de ensayos de asimilacion de Ia galeria APL20-NE (Biomérieux®), se utilizé una
ampolleta complementaria API AUX Medium, transfiriendo200 pl de la suspension bacteriana,
se agitd constantemente con la misma punta celocada en-la. micropipeta, hasta lograr
completamente la homogenizacion de la muestra con el reactivo. Con esta suspension generada
se llend hasta su maxima capacidad cada una de las siguientes cupulas (micretubos): GLU, ARA,

MNE, MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, ADI, MLT, CIT y PAC.

S e pr—— g I | o I, TN o (N o — o r—h-r‘—"./—v.!\:j
v "

LGLU) " [ABA) MANES IMANJAIL‘A&QI LMALYJ LG.NIJALQ&’J ARl lMLUAlQLU IPAC

Figura 17. Galeria APl 20NE (Biomérieux®).
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Coliform bacteria, Salmonella and Vibrio cholerae in two species of
Bivalve mollusks Crassostrea virginica and Branchiodonte exustus of the Mecoacan lagoon.
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2.1 RESUMEN

La laguna Mecoacéan, se localiza en el estada de Tabasco, alberga especies de gasteropodos,
bivalvos y una gran diversidad de peCes<"Econémicamente los bivalvos son de gran interés,
debido a que C. virginica presenta una alta demanda en la'zona, ya que sea consumido en crudo,
semi crudo o adquirido en su concha, beneficiandose prineipalmente la poblacién local. El
objetivo de este estudio fue determinar la presencia“de coliformes fecales, Salmonella y Vibrio
cholerae en dos especies de moluscos bivalvos C. virginica y B” exustus. Los muestreos se
realizaron en temporadas de secas Yy lluvias (2014-2015), en seis sitios.zPara la determinacién de
los coliformes, Salmonella y V. choleare en tejido y liquido intervalvar se"utitiz6 la NOM-242-
SSA1-2009 y para agua la NMX-AA-042-SCFI-2015. EI 80 % de las muestras excedieron los
limites permisibles 230 CF/100 g, segin la normatividad vigente. Las muestras .de agua
provenientes de los sitios de extraccion de los organismos, excedieron el 70 % (200 CF/200 ml),
por lo tanto no son aptas para su uso recreacional y para la vida acuatica de acuerdo-a-la
normatividad establecida vigente. Se identificO a especies como, Salmonella entérica ssp

arizonae, V. alginolyticus, V. cholerae y V. parahaemolyticus.
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Palabras(claves: Coliformes, Salmonella, Vibrio cholerae, Moluscos Bivalvos, Mecoacan.

2.2 ABSTRACT

Mecoacan Lagoon, state‘of Tabasco, harbors a large diversity of fish, bivalves, and gastropods.
Bivalves are economically‘important to local inhabitants due to the great demand for C. virginica
that is consumed raw, semi-raw/or sold in its shell. This paper aims to determine presence of
fecal coliforms, Salmonella and Vibrio cholerae, in two bivalve mollusk species. Samples were
collected during the dry and rainy season (2014-2015) in six sites. We used NOM-242-SSA1-
2009 to determine coliforms Salmonella’and, V. cholerae in tissue and inter-valve liquid, and
NMX-AA-042-SCFI-2015 for water. According to current regulation, 80% of the simples
exceeded permissible limits (230 FC/X00 g). Seventy-percent of water samples from sites where
organisms were collected exceeded 200 FC/100 ml;(thus, they are not suitable for recreational
use nor aquatic life according to current regulatiens. Identified species were: Salmonella enterica

ssp arizonae, V. alginolyticus, V. cholerae y V. parahaemolyticus.

KEY WORDS: Coliforms, Salmonella, Vibrio cholerae, Bivalve molusks, Mecoacan.
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2.3 INTRODUCCION

México presenta a@proximadamente 137 lagunas costeras de gran diversidad biologica, valor
ecolégico y econdmico (pesca, acuicultura, extraccion de hidrocarburos y minerales), la
poblacion local es la principal beneficiada, ya que obtiene su alimento y excedentes econdémicos.
La Laguna Mecoacan, se localiza en el estado de Tabasco, hospeda especies de gasteropodos,
bivalvos y una gran diversidad de"peces de gran interés pesquero®*2.

Los bivalvos son un producto de gran-valor econdémico debido a que presentan una alta demanda
en la zona, ya sea en crudo, poco cocide.0 adquirido en su concha. Anualmente en México, se
produce 54,964 toneladas con un incrementoy anual del 2.39 %. Los estados de Tabasco y
Veracruz aportan 25 y 42 % respectivamentey, su principal destino de exportacién es Estados
Unidos de América®. El gobierno Mexicano_ha establecido la NOM-242-SSA1-2009%, que
sefala los requisitos sanitarios que deben contener las areas de captura de moluscos bivalvos; los
establecimientos que procesan productos de (a ‘pesca freseos, refrigerados, congelados y
procesados, incluyendo las embarcaciones de pesca'y recoleccionyasi como las especificaciones
sanitarias que deben cumplir dichos productos.

Los moluscos bivalvos por caracterizarse como organismos suspensivoros y colectores de
depositos organicos, son considerados indicadores de contaminacién y de estrés funcional en los
ecosistemas costeros. Estan ampliamente distribuidos en zonas con sustrato limo-arenoso y con
poca corriente marina, ya que, son organismos que se adaptan facilmente a cuerpos<te agua
cercanos a la costa o estuarios®*®. El crecimiento urbano inadecuado y desordenado, actividades
antropogenicas y la presencia de contaminantes, han generado eutrofizacion de ‘Zonas
costeras'®?, Muchos de estos mariscos son consumidos en crudo o poco cocidos, su calidad‘y

cantidad de microorganismos puede variar y estar influenciadas por las precipitaciones,
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descargas residuales o domésticas, metales pesados y plaguicidas. El consumo esta asociado a
brotes gastrointéstinales, virus humanos entéricos, patdgenos bacterianos como Salmonella, V.
parahaemolyticus;"\..cholerae y V. vulnificus. Se ha reportado brotes infecciosos en Estados
Unidos, Reino Unido, Australia, Japon, Espafia, Italia, China, Canada, Malasia, Singapur,
Francia, Nueva Zelanda*®yMéxico, por el consumo de los moluscos ya sea, crudo o semi
crudo”.

En México se ha registrado la prevalencia de Vibrio spp., V. cholerae serotipo no-O1/no-0139 y
V. parahaemolyticus en puestos de venta de mariscos en crudo (Ceviche, coctel de camaron y
ostion) en el norte de la Ciudad de MéxicosVeracruz, Tamaulipas y Tampico, entre otros?. Su
prevalencia depende de las condiciones ambientales del ecosistema acudtico, caracteristicas
fisicoquimicas y diversos aspectos ambientales que~influyen en la ecologia del ecosistema. El
grupo coliformes, estreptococos, Salmonella y V. ssp.s#son monitoreados en los ecosistemas
costeros a nivel mundial, principalmente las espe€ies de Vibrio, causante de 7 pandemias®%.

En este estudio, se determinaron los niveles de microorganismos-indicadores fecales (coliformes

totales, fecales, Vibrio y Salmonella) en ostiones y mejillones (Cvirginica y B. exustus) y agua

(CF), (CT), en la Laguna Mecoacén, México.

2.4 MATERIALAES Y METODOS

Area de estudio

La Laguna Mecoacan, Paraiso, se localiza en la parte norte del estado de Tabasco en el litoral del
Golfo de Mexico, en la Subcuenca Rio Cuxcuchapa y delimitada entre los paralelos 18°24" y
18°24" Latitud N y los meridianos 93°10" y 93°5” Longitud E, asociada con sistemas deltaicos

fluviales. Posee una forma alargada, con un eje principal paralelo al litoral, tiene una
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profundidad promedio de 1.20 m con valores maximos de hasta 3.0 m en la barra de Dos Bocas y

5.0 m en el capal natural El Bellote (Figura 1).

|
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Figura 1. Distribucion geogréfica del area de estudio y sitios.de.muestreo, (ARCGIS 9.3).

Los muestreos se realizaron en mayo y octubre, correspondientes a las temporadas de Secas y
Lluvias 2014 (S2014, LL2014) y 2015 (S2015, LL2015), en seis sitios de la Laguna Mecoacan:
Boca Negra (B. Negra) 18°24'38.08”N, 93°649.03”0, Boca® Grande (B. Grande)
18°24°50.95”N, 93°9723.35”0, Boca Limoén (B. Limoén) 18°23°59.39”N, 93210°29.39”0, Boca
Hormiguero (B. Hormiguero) 18°21°59.72”N, 93°9752.23”0, en estas cuatro.estaciones se
colectaron las sp. B. exustus y C. virginica; en el caso de Boca Los Angeles (B."l=0s.Angeles)
18°22°29°64”N, 93°5712.78°0O 'y Boca Arrastradero (B. Arrastradero) 18°2410.86 N,
93°476.19”0 solo se encontrd a B. exustus. Estos sitios fueron seleccionados en base a: nivelde
Fragilidad (NF), Entradas y Salidas de agua o puntos de control (E/S), Aporte de Agua (AA),

Conectividad (C), Cercanias a Obras (CO), Cercanias a Poblaciones (CP) y Acumulacion de
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Contaminantes* (AC); para describir tendencias de desarrollo y el impacto ambiental que se
produce.

Toma de muestras

Las muestras de agua‘fueron colectadas en forma superficial a contra corriente utilizando frascos
de vidrio estériles (121 °€ durante 15 min) con capacidad nominal de 250 ml. De forma paralela
se colectaron B. exustus y C.fvirginica entre 20 y 30 organismos de cada especie, hasta obtener
los 200 g establecidos para l6s analisis por cada sitio de muestreo, posteriormente se
almacenaron en bolsas plasticas con Cierre hermético. Las muestras fueron transportadas a 4 °C
en neveras para su analisis, no excediendo.as 48 h para organismos y 24 h para agua, segun las
especificaciones en las normas oficiales (NOM-210-SSA1-2014, NMX-AA-042-SCF1-2015)*%.
Preparacion de los Moluscos

Los coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF),"Salmonella y V. cholerae, se determinaron
con base a la normatividad vigente (NOM-242-SSA1-2009))

Determinacion del Numero Mas Probable de CT y CF (NMP/L00 g) en los organismos

El método de NMP consistié en dos etapas. Para la prueba presuntivase realizaron diluciones de
1ml, 107, 102 y 103, en series de tres tubos con dispositivo de Durhamiy.con caldo Lauril Sulfato
de Sodio (LSS). Incubando a 35 = 0.5 °C durante 48 h. Para la prueba Confirmativa de CT, se
utilizé caldo Verde Brillante y Bilis al 2 % (VBB); vy para los CF el medio EC,(Escherichia
coli), incubando a 35 + 0.5 °C los CT y a 44.5 + 0.5 °C los CF, durante 48 h. L@gs,tubos que
presentaron turbidez y gas en el dispositivo de Durham en los medios de enriquecimiento (BVB)
y (EC) fueron tomados como prueba positiva. Posteriormente de los tubos con medio* de
enriquecimiento (BVB) positivos, se tomo una asada y se inoculo en placas de Eosina Azul de

Metileno (EAM), incubando a 37 °C £ 2 h, una vez transcurrido este tiempo, se seleccionaron las
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Unidades! Formadores de Colonias (UFC) morfoldgicamente distintas y se identificaron
bioquimicamenpte_mediante el sistema miniaturizado API 20 E.

Aislamiento de Salmanella

El homogeneizado de tejido blando més Caldo Lactosado (CL), fue vertido a un frasco con
tapon, dejandolo reposarpers15 min, se determin6 el pH de 6,8 £ 0,2 con tiras indicadoras,
incubando a 24 £ 2 h a una temperatura de 37 °C, segun la metodologia descrita en la NOM-242-
SSA1-2009%.

Para el pre-enriquecimiento de la muestra se procedio a agitar suavemente el homogeneizado,
transfiriendo 1 ml de este, a un tubo con 10-ml de caldo tetrationato con una solucién de yoduro-
yodurado. De igual forma fue inoculado 1" ml\a un tubo con caldo Vassiliadis Rappaport,
incubando ambos a 37 °C durante 18 +/24.h. Después de la incubacion se procedio6 a estriar un
pequefio volumen de cada uno de los caldos de,cultivo emlos medios Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD), Agar Verde Brillante (VB), y Agar Salmonellay SShigella (SS), incubando a 37 °C
durante 24 h.

Las UFC de Salmonella se caracterizaron de acuerdo al medio correspondiente y a los siguientes
criterios: color, elevacion, margen y forma. Para la tercera fase las WFC seleccionadas de cada
medio de cultivo mencionado en el parrafo anterior, se identificaron bioguimicamente utilizando
los siguientes medios de cultivos: Agar Triple Hierro Azlcar (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA) y
Medio MIO, incubando a 35 °C durante 24 £ 2 h.

Aislamiento de Vibrio

A partir del homogeneizado del tejido blando y liquido intervalvar mas Agua Peptonada Adcalina
(APA) se procedi6 a realizar diluciones de 1 ml, 10™ y 10" % Este proceso se realiz6, incubando-a

35 °C y 42 °C, durante 24 h, respectivamente. Posteriormente, sin agitar la muestra, se transfirid
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un inoculo delrcrecimiento superficial en placa de medio selectivo de Agar TCBS (Tiosulfato,
Citrato, Sales Biliares y Sacarosa). Incubando a 35 °C durante 18 £ 24 h.

Las UFC tomadas presuntivamente como V. cholerae fueron seleccionadas de acuerdo a los
siguientes criterios: Qrandes, lisas, amarillas (positivas para la fermentacion de sacarosa),
ligeramente planas, centro epaco y borde translicido. Estas UFC se inocularon en placas con
Agar Soya Tripticasa al 2 % deNaCl, incubadas a 35 °C durante 24 h. Se les realiz6 las pruebas
de oxidasa y de collar de perlas ¢on desoxicolato de sodio. Ademas de las pruebas bioquimicas
convencionales, LIA, TSI, MIO, Medio (OF).

Identificacién bioquimica

Para la identificacion taxondémica de las UFC-elegidas presuntivamente como Vibrio, Salmonella
y coliformes se aplicé el método miniaturizado API'WEB (Biomérieux®). La prueba API 20 NE
fue utilizada para aquellas cepas que presentaron morfelogia de bastones Gram negativos, no
fermentadores de lactosa con las siguientes pruebas; NO¥, TPR, GLU, ADH, URE, ESC, GEL,
PNPG, GLU, ARA, NME, MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, ADI-MLT, CIT, PA. La galeria API
20E fue aplicada a los bacilos Gram negativos, fermentadores de lactosa; ONPG, ADH, LDC,

CIT, H2S, URE, TDA, IND, VP, GEL, GLU, MAN, INO, SOR, RHA{SAC, MEL, AMY, ARA.
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2.5 RESULTADOS

Las concentraciones de CT en tejido blando y liquido intervalvar de C. virginica y B. exustus
durante el 2014, variaron en la temporada de secas de 43 en B. Limén a 4,600 en B. Negra y en
lluvias de 210 en B. Arrastradero a 46,000 en B. Limones y B. Los Angeles. En el 2015 en secas
de 9,300 en B. Limones y B="Harmiguero a 110,000 en B. Negra, B. Grande y B. Arrastradero y
en lluvias de 2,400 en B. Arrastradero a 110,000 en Negra, B. Grande y B Los Angeles. Y para
los CF en el 2014 en la temporada de secas variaron de 23 en B. Limdn a 4,600 en B. Negra;
para lluvias de 90 en B. Arrastradero.a<9,300 en B. Negra. Para el 2015 en secas de 700 en B.
Los Angeles a 110,000 en B. Grande; y para luvias de 930 en B. Limdn a 110,000 en B. Negra y
B. Los Angeles (Tabla 1).

Para el 2014 las mayores concentraciones-promediQ tanto para los CT y CF en tejido blando y
liquido intervalvar se presentaron en la época‘de lluvias<En.el 2015 los CT fueron muy similares
en las dos épocas, mientras que para los CFe«las.mayofes. concentraciones se presentaron en
luvias.

Tabla 1. Bacterias CT y CF en la Laguna Mecoacan durante los periodos 2014-2015 en Tejido
Blando y liquido intervalvar a traves del NMP/100g.

Indicador

NMP/100g Temporada B.N B.G B.L B.H B.L.A B.A
2014 S 4600 93 43 2400 93 230
cT LI 9300 4300 46000 24000 46000 210
2015 S 110000 110000 9300 9300 46000-, 110000
LI 110000 110000 9300 46000 110000 2400
2014 S 4600 93 23 90 93 70
CF LI 9300 930 4300 4300 4600 90
2015 S 9300 110000 9300 1500 700 4300

LI 110000 1500 930 4300 110000 2400

BN: Boca Negra, BG: Boca Grande, BL: Boca Limén, BH: Boca Hormiguero, BLA: Boca Los Angeles, BA: Baca
Avrrastradero.
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Las concentraeiones de CT en agua durante 2014 variaron en la temporada de seca de 50 en B.
Los Angeles a+1,300 en B. Negra y en lluvias de 230 en B. Grande a 18,000 en B. Limon. En
2015 en secas de“20.en B. Hormiguero a 1,300 en B. Arrastradero y en lluvias de 50 en B.
Grande a 2,400 en B.“Cos.Angeles. Y para los CF en el 2014 en la temporada de seca de 20 en B.
Limoén a 230 en B. Negra; para lluvias de 130 en B. Grande a 16,000 en B. Arrastradero. Para el
2015 en secas de 20 en B. Harmiguero a 1,300 en B. Arrastradero, y para lluvias vario de 50 en
B. Grande a 1,700 en B. Limon y®B. Hormiguero.

Para el 2014 las mayores concentraciones promedio tanto para los CT y CF en agua se
presentaron en la época de lluvias. En_el2015 los CT fueron muy similares en las dos
temporadas, mientras que para los CF las mayores concentraciones se presentaron en lluvias
(Tabla 2).

Tabla 2. Bacterias CT y CF de agua en la_laguna Mecoeacéan a través del NMP/100ml durante
los periodos de Sy LL 2014-2015.

Indicador
NMP/100ml Temporada B.N B.G B.L B.H B.L.A B.A
2014 S 1300 230 270 170 50 80
LI 3500 230 18000 9200 1100 16000

CT
2015 S 330 230 230 20 790 1300
LI 140 50 1700 1700 2400 1100
2014 S 230 130 20 50 20 50
CF LI 2400 130 9200 130 1100 16000
2015 S 330 230 230 20 490 1300
LI 70 50 1700 1700 490 1100

En los andlisis microbiologicos en tejido blando y liquido intervalvar de los organismos
analizados, no se detectd a V. cholerae no O1 toxigeno, pero se aislo la presencia de salmoneélla

entérica ssp. Arizonae, V. alginolyticus, V. cholerae y V. parahaemolyticus. Se aislaron 153
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cepas bacterianas agrupadas en 15 especies, pertenecientes a cinco Familias; Aeromoneaceae,

Burkholderiaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae, Enterobacteriaceae (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion de las cepas bacterianas aisladas en tejido blando y liquido intervalvar de

C. virginica y B. exustus.

N° de
Familia Especie Cepas
Aeromoneaceae Aeromonas hydrophila 36
Burkholderiaceae Burkholderia cepacia 10
Pseudomonadacéae Pseudomonas luteola 27
Vibrionaceae Vibrio alginolyticus 2
Vibrio cholerae 4
Vibrio parahaemolyticus 5
Enterobacteriaceae “-Enterobacter aerogenes 8
Enterobacter cloacae 10
Klebsiella oxytoca 11
Escherichia coli 2
Klebsiellaspneumoniae ssp 8
pneumoniag
Raoultella arnithinolytica 7
Raoultella terrigena 7
Salmonella enterica ssp 8
arizonae
Serratia adorifera 8

En la estacion B. Negra, B. Grande y B. Los Angeles se manifestd el.amayor nimero de especies

de bacterias de importancia sanitaria como: Burkholderia cepacia, Escherichia coli, Salmonella

enterica ssp arizonae, V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus, Klehsiella pneumoniae

SSp pneumoniae.

Tabla 4. Distribucion de especies aisladas por estaciones en tejido blando y liquido interfvalvar.

Especies

Estaciones

BN BG BH B.L BLA BA

Aeromonas hydrophila
Burkholderia cepacia
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

N e
OrRrOoORr Rk
Oro0OOoOR

OO OO

1

PR RPROR

1
1
1
0
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Klebsiella oxytoca 1
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 0
Pseudemonas luteola 1
Raoultella ornithinolytica 0
Raoultella'terrigena 1
Salmonella.enterica ssp arizonae 1
Serratia odofifera 1
Vibrio alginolyticus 1
Vibrio cholerae 1
Vibrio parahaemolyticus 1

OO O OPFrRrROOFrRPRF Rk
[oNeoNeoNel ol el Ne

Total sp. 13
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2.6 DISCUSION

En este estudio’Sedetermind, que el 80 % de las muestras en tejido blando y liquido intervalvar
excedieron los 230{NIP/100 g de CF, valor establecido en las especificaciones sanitarias de la
NOM-242-SSA1-2009% \para productos pesqueros o congelados. Los moluscos al presentar una
alimentacion por filtracion,_pteden llegar a acumular en la masa visceral y lumen intestinal,
diversas particulas suspendidassen,_la columna de agua, como consecuencia incrementan las
densidades de bacterias de origen fecal' otros microorganismos autéctonos®®’.

Los valores promedios de coliformes fecales y totales durante la época de seca (2,734 y 33,505
NMP/100 g, respectivamente), en tejido blandoy liquido intervalvar, fueron menor, a la época de
lluvia (21,054 y 43,126 NMP/100 g). Este puede deberse a multiples factores, como la fisiologia
y morfologia de los moluscos (tamafio, exerecion y tasas metabolicas). También dependen de las
condiciones meteoroldgicas como; irradiacion-selar, temperatura del agua, salinidad, nutrientes y
flujo del agua. En una investigacion, realizada (por Mignaniet,al. (2013), menciona que, existe
una correlacion positiva entre las precipitaciones y la marea alta, con las densidades de bacterias
coliformes reportadas en la temporada de lluvia, a una constante recirculacion del agua de mar,
hacia los cuerpos costeros™>2*.

Los valores altos de coliformes pueden atribuirse a la presencia de descargas, residuales en la
zona. En el 2018, la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) en
conjunto a Comisién Nacional del Agua (CONAGUA), registraron 2,526 plantas de tratamientos
de aguas residuales en operacién a nivel nacional, con una capacidad de tratar de 135.6¢m?s, es

decir, que el 63 % de las aguas negras, reciben un tratamiento antes de ser vertida a-1os

ecosistemas hidricos. En Tabasco, se reporta un total de 149 plantas de tratamiento en operacion:
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En el municipio de Paraiso al que pertenece la Laguna Mecoacan, se reportan 3 plantas de
tratamiento de.aguas residuales en funcionamiento 6ptimo®.

Las descargas de~aguas residuales y sin tratamiento previo, representan un riesgo para los
cuerpos de agua que Se encuentran aledafios, son aguas de procedencias domésticas o
industriales, pueden conteper, bacterias, parasitos, virus y sustancias tdxicas, como metales
pesados?®**“°, En la laguna s& observa diversas descargas residuales ilegales no tratadas, siendo
un factor de riesgo para este cuerpo lagunar y para los consumidores que adquieren este producto
pesquero.

El 80 % de las muestras de aguas colectadas en el &rea de extraccion, excedieron los 200 CF
NMP/100 ml, valor establecido en los criterios ecoldgicos de calidad de aguas (CE-CCA-
001/89)*. Los coliformes son indicadorés sanitaries de la calidad del agua y permite establecer
zonas adecuadas para la extraccion de losumoluscos 'y establecer programas sanitarios. lgawa y
Olivera (2013), menciona que los moluscos, deben ser depurados antes de ser consumidos tienen
la capacidad de filtrar 317.7 ml/h. Cuantificar las densidades de bacterias coliformes nos permite
establecer el tipo de depuracién y medidas sanitarias. La normatividad deberia de incluir a otros
indicadores bacterianos como; estreptococos y E. coli; para garantizaria seguridad sanitaria de
estos organismos. El aporte de materia fecal, por contaminacion no puntdal,puede derivarse de
granjas avicolas, porcicolas o ganaderas; sus desechos son arrastradas durante les eventos de
lluvias, como lo encontrado en este estudio, para bacterias coliformes, que cainciden con
reportes en Brasil y Corea’ ! >3,

Los sitios B. Negra, B. Arrastradero, B. Grande y B. los Angeles presentaron densidades ‘altas de
coliformes. Estos sitios presentan ndcleos poblacionales, restaurantes y descargas clandestinas.

En B. los Angeles desemboca el rio Cuxcuxapa y la laguna la Negrita, ambos causes
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hidroldgicos faerman una corriente que atraviesa longitudinalmente por la laguna, hasta el paso el
Bellote’®. La SeCretaria de Energia, Recursos Naturales y Protecciéon Ambiental (SERNAPAM),
reporta, que el rio"Cuxcuxapa “puente campo Mecoacan”, punto méas cercano a B. arrastradero,
valores de 7,900 NMP/100 ml de CF, cifras menores a las obtenidas en este trabajo (16,000
NMP/100 ml de CF), “€xcediendo los limites permisibles de los CE-CCA-001/89*. B.
Arrastradero, presenta vialidades'terrestres importantes que comunica a la poblacion la Solucién
Somos Todos a Chiltepec®®.

El sitio B. Limon, presenta densidades*elevadas de CT y CF, este punto de muestreo esta,
influenciado por el arroyo Carrizal y las descargas de aguas residuales provenientes de la planta
de tratamiento de aguas residuales ubicada’ en\la localidad de Puerto Ceiba y los nucleos
poblacionales cercanos donde existe actividad turistica;

Los resultados y las caracteristicas de los.sitios estidiados, muestra claramente que la laguna
Mecoacén, se encuentra impactada por actividades antropogénicas. La presencia de nucleos
poblacionales y descarga residuales municipales{o clandestinas, y las escorrentias de otros
cuerpos hidrolégicos, como el rio Cuxcuxapa, afectan negativamente:la calidad del agua de esta
laguna. En zonas urbanizadas los niveles de bacterias coliformes;\sobrepasan los valores
establecidos por la normatividad sanitaria, ya sea, de caréacter nacional e interhacional™*°.

En muchos paises como México, Estados Unidos, Brasil, la Unién Europa; Nueva Zelanda y
Corea, han establecidos limites regulatorios en sus programas de monitoreo para la calidad de los
moluscos y sus éareas de cultivos, con el objetivo de proteger la salud publica®*?*%,

permitiéndoles estimar la contaminacion en areas de cultivo, y asi poder establecer; zonas

adecuadas para su extraccion.
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Los eventos de*lluvia provocan el arrastre de materia fecal que proviene de granjas, resuspension
de los sediment0s,y entrada de nutrientes, favoreciendo la eutrofizacion de las aguas, afectan a
los mariscos, bioacumulando bacterias que pueden ser transmitidas de animales a seres
humanos”®®, podem6s _.mencionar a Salmonellas, E. coli, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, por mencionar algunas. La Agencia Europea de Medio Ambiente ha reportado,
que el aumento de la temperatura de la superficie del mar (TSM), provocado por el cambio
climético, ha ocasionado el resurgimiento de muchas enfermedades humanas como; V. cholerae
serogrupo no O1 y O139; V. parahaemolyticus y V. vulnificus en varios paises de Europa
llamadas enfermedades reemergentes®.

En base a los perfiles bioquimicos, en esta investigacion, se reporta a Salmonella ssp arizonae,
V. alginolyticus, V. cholerae y V. parahaemolyticus. Estas bacterias pueden causar,
enfermedades gastrointestinales, vomitos, nauseas, fiebre, dolor de cabeza, septicemia en la
Piel**%3% | os moluscos al ser filtradores, .a€umulan (bagterias como Salmonella typhi, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. cholerae,{ E; coli, #Clestridium, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus, por mencionar algunos., al ser degustados por el €onsumidor y en su mayoria en
crudo, pone en riesgo sanitario a la poblacién causando cuadros gastroihtéstinales’#2°,

En las muestras analizadas se identificé bioquimicamente la presencia de<A. hydrophila, P.
luteola, V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus, K. oxytoca, E. coli, S enterica ssp
arizonae, estas especies han sido reportadas, por otros autores en moluscos, reptiles, animales de
sangre caliente, aves de corral, aguas residuales o naturales y su origen puede ser no ‘puntual, de
manera que las descargas de contaminantes pueden ser superficiales o infiltradas a través; dellas

escorrentias que desembocan a los cuerpos de agual .
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Mientras ‘mayer sea el numero de consumidores infectados la prevalencia de la enfermedad
puede ir en aupiento; si las descargas municipales exceden los limites regulatorios, los moluscos
estaran expuestosa contaminantes de origen fecal acumulando microorganismos patdgenos, y al
ser consumidos en“crudo, los comensales estaran en riesgo de sufrir una infeccion
gastrointestinal y finalmente~defecaran dando comienzo al ciclo, a esto se le conocer como
contaminacion fecohidrica®.

La virulencia dependerd de la toxicidad de cada serotipo bacteriano, regulada en los genes
toxigénicos, nocivas para el ser humanor Para V. cholerae se han definido 200 serogrupos, las
cepas del serogrupo no O1 y 0139 pueden“producir enterotoxinas del célera (CT) y la toxina
pilus (TCP) que pueden causar epidemias®’.

Algunos autores, sefialan que las especies.de Vibrig;"pueden llegar a causar diarreas ligeras, sin
causar, todo el cuadro caracteristico de Vibrie. Cabe mencionar, que en este estudio se identifico
a V. cholerae bioquimicamente, pero es importante, realizar analisis moleculares para determinar
si es un grupo seroldgico toxigénico, ya que son esSpecies que‘pueden encontrarse en ambientes
acuaticos, aguas costeras, estuarios y sedimentos, de forma “natural. Algunas especies se
consideran como patdgenos oportunista, causando gastroenteritis, septicemia en infecciones en
heridas, con altas tasas de mortalidad en personas inmunocomprometidas*#*’.

Los valores obtenidos en los seis sitios que fueron muestreados sobrepasaron los limites
permisibles. En épocas de secas se puede observar valores bajos en comparacion con-la época de
lluvia. Las cantidades de bacterias de origen fecal, aumentan despues de un evento.de’ lluvias,
debido a las escorrentias, tienen como cause final hacia los cuerpos hidrologicos. Coma una
medida preventiva, con la finalidad de mitigar dafios en los consumidores, Canada y Brasil,

recomiendan depurar a los moluscos por un periodo mayor a las 24 h., y principalmente en zonas
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criticas dandesse haya detectado valores altos de bacterias de origen fecal y después de eventos
de lluvia’.

Finalmente, en eSta_investigacion se determind que durante los eventos de lluvia los valores de
bacterias coliformes “se .incrementan, comparados con los obtenidos en seca, sin embargo,
estadisticamente no fueron.significativas diferentes de acuerdo con la prueba Kruskall-Wallis

(p>0.5).
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