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RESUMEN: ABSTRACT:

En Ecuador el bivalvo Anadara tuberculosa es un In Ecuador the bivalve Anadara tuberculosa is a
molusco de interés comercial que no siempre esta mollusk specie of commercial interest that is not

apto para consumo humano debido a la always suitable for human consumption due to
contaminacion bacteriana. Este estudio determina la bacteria contamination. The study determines the
disminucidén de la carga bacteriana en el organismo. reduction of the total bacterial load in the organism.
La exposicion de especimenes de A. tuberculosa en The exposure of A. tuberculosa to purified seawater in
agua purificada por un tiempo de 4.5 horas permitié a period of 4.5 hours allowed to reduce the amount of
reducir la cantidad de Enterobacterias, Vibrios sp y E Enterobacteria and Vibrios sp and the elimination of E
coli. Finalmente, es necesario proveer a los coli.

pescadores de herramientas que permitan reducir el Keywords: Contamination, Anadara, Bacteria

impacto a la salud publica.
Palabras clave: Contaminacion, Anadara, Bacteria.

1. Introduccion

El sur de Ecuador y principalmente la zona costera de la provincia de El Oro se caracteriza
por la presencia de organismos acuaticos que habitan en el estuario y zonas de manglar.
Tales organismos se encuentran amenazados por la contaminacidén que se origina ante la
falta de tratamiento de aguas negras, producto del intenso desarrollo urbano de los ultimos
20 afos. A pesar de la contaminacién, varias especies habitan en el ecosistema de manglar
encontrandose de manera importante el molusco bivalvo Anadara tuberculosa.
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La concha Anadara tuberculosa, pertenece al grupo de los moluscos bivalvos conocida
comunmente en Ecuador como “concha prieta” o “concha negra”, es una de las especies bio-
acuaticas mas comerciales que habita en las zonas inter-mareales asociada a las raices de
mangle rojo (Rhizophora mangle). Esta especie se localiza a lo largo del Océano Pacifico
Ecuatoriano y se distribuye geograficamente desde Baja California hasta el norte del Peru
(MacKenzie 2001; Borda y Cruz, 2014). A tuberculosa tiene gran importancia por su valor
comercial, por lo cual, miles de personas se dedican a la captura del molusco en zonas de
manglar tanto en México (Pico et al. 2009), Colombia (Lucero-Rincon et al. 2013), Centro
América (Wong et al. 1997), Ecuador (Flores et al. 2014) y el norte del Perd (Cabanillas et
al. 2016).

Ecuador, es posiblemente el pais donde mayor cantidad de gente se dedica a la pesca
artesanal de este molusco (MacKenzie 2001), actividad que es realizada mediante pequefas
asociaciones de pescadores artesanales, quienes capturan y distribuyen el producto a nivel
nacional. Los especimenes que se capturan en Ecuador incluyen a A. tuberculosa, A. similis y
A. grandis y son distribuidas localmente para consumo en restaurantes locales y vendidas al
norte del pais y al Peru (Yanez y Mendoza, 2015). En el consumo humano de este molusco
generalmente no interviene la coccidon, de ahi el riesgo asociado a la contaminacion
microbiana por falta de seguridad sanitaria de estos moluscos bivalvos.

Por tal motivo, es necesario estudiar de manera integral el problema, mediante el analisis
del grado de contaminacidn en los organismos acuaticos, para determinar procedimientos
practicos de remediacién que permitan erradicar la presencia de microorganismos patégenos
y agentes toxicos que son peligrosos para la salud humana.

El presente estudio explora la contaminacidon microbiana medida por la presencia de E. coli
Enterobacterias, y Vibrios totales en A. tuberculosa en un punto referencial de captura en la
zona costera de la provincia de El Oro, Ecuador, con la finalidad de aplicar alguna
herramienta que permita la reduccién de la carga bacteriana en este molusco.

1.1. Fundamentacion teorica

En afios recientes se ha incrementado la preocupacion del sector publico por la
contaminacion de los recursos bio-acuaticos que son destinados al consumo humano
(Martinez et al., 2009; Hara-Kudo, 2014). El ambiente donde habitan los organismos
acuaticos puede representar un peligro directo ante la contaminacién microbiana, asi como
también por el uso desmedido de fertilizantes, pesticidas agricolas, y las aguas residuales
que son depositadas en zonas costeras (Herrero et al., 1999).

En relacion a los moluscos bivalvos recobra especial importancia la inocuidad, pues estas
especies viven en ambientes diversos y se alimentan por mecanismos de filtracién no
selectiva y como consecuencia, se pueden convertir de esta manera en concentradores de
varias sustancias como metales pesados y diversos patdgenos entre los que encontramos a
bacterias, virus y ciertas toxinas producidas por microalgas que pueden estar presentes en
el agua, constituyendo un riesgo potencial para la salud del consumidor (Sandoval y Saborio,
2008).

Entre las bacterias que pueden llegar acumular los moluscos bivalvos encontramos a la
familia Vibrionaceae, tales como: Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, los cuales son
patdgenos para el humano. Asimismo, si la zona de recoleccion y produccién de este
molusco esta contaminada con materia de origen fecal pueden encontrarse en el interior
bacterias como Salmonella spp, Clostridium perfringens y Escherichia coli (Mufioz, et al.,
2010).

Escherichia coli del tipo enteropatdgena ocasiona en nifios y adultos gastroenteritis aguda,
su mecanismo de patogenicidad no esta relacionado con la produccion de toxinas
termolabiles o toxinastermoestables. Produce una lesion intestinal y es capaz de destruir las
microvellosidades intestinales. La adherencia realizada sobre las células epiteliales es muy
cerrada, de manera que al ser observadas en el microscopio dan la impresién de estar
cubiertas por una “taza de bacterias”. Este fendmeno es conocido como adhesidn y borrado,
y es mediado por una adhesina no fimbrial denominada intimina, una proteina de la



membrana externa, dando origen a modificaciones severas en la ultraestructura de las
células epiteliales, con la produccién de cuadros diarreicos que se manifiestan con la
presencia de una diarrea acuosa que va desde simple a moderada, y puede ir acompafada
con fiebre (Martinez y Villalobos, 2005).

Asimismo, el género Vibrio es un grupo de bacterias Gram-Negativas que se encuentran
distribuidas en ambientes marino, costero, estuarino y en recursos hidrobioldgicos en forma
virulenta o avirulenta. Especificamente el V. colera y V. parahemolyticus han sido
identificados como un peligro para la salud humana debido a que puede ocasionar
problemas gastrointestinales con cuadros de diarrea aguda eventualmente de tipo
disentérico, en ocasiones bastante severos y con desenlaces fatales en especial en ciertos
grupos poblacionales susceptibles: nifios, gestantes, ancianos, inmunocomprometidos,
personas con enfermedades hepaticas concomitantes o infeccion por Helicobacter pylori,
entre otras. (Aliaga et al, 2010).

Para evitar el consumo de moluscos contaminados, algunos paises han elaborado cédigos de
buenas practicas de produccidén acuicola de los moluscos bivalvos entre ellas la disminucién
de la carga bacteriana, y sobre todo se han determinado estandares permisibles de calidad,
lo que permite que el producto sea ingerido sin ningln problema y riesgo para la salud
publica (Jahnecke et al., 2002)

2. Metodologia

Con al apoyo de un pescador artesanal, se realizé la captura de Anadara tuberculosa en una
zona de manglar del estero de Jambeli, Provincia de El Oro. Se recolectaron 50 conchas las
mismas que fueron transportados al laboratorio de la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias (UACA) de la Universidad Técnica de Machala para su posterior analisis.

La mitad de estos especimenes fueron lavados con agua estéril y se procesé de forma
inmediata separando masa visceral y tejido muscular. La masa visceral fue utilizada para
realizar analisis microbioldgico de cada organismo y conocer la concentracién de Bacterias
totales heterotrofas, Enterobacterias, Vibrios Totales y patdgenos entéricos. La otra mitad de
los animales fueron colocados en agua purificada estéril para el proceso de reduccion de la
carga bacteriana.

2.1. Analisis microbioldgico de la masa visceral de A.
tuberculosa

Los analisis microbioldgicos de masa visceral de A tuberculosa se realizaron segun el método
de recuento en placa con diluciones seriadas 1/10 en solucidn fisioldgica salina estéril al 1%
CINa. Se efectuaron siembras en diferentes medios de cultivo cuyos resultados se expresan
en unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/gr). El agar marino (DIFCO) utilizado
para bacterias heterdétrofas totales favorece el desarrollo de microorganismos aerobios, y
anaerobios. El agar Thiosulphate Citrate Bile Salt (TCBS) (DIFCO), es un medio selectivo
para el aislamiento y cultivo de Vibrio cholerae, Vibrio parahemolyticus y otras especies de
Vibrio. El agar MacConkey (DIFCO) para bacterias Gram-negativas de la familia de las
Enterobacteriaceae. Adicionalmente, se utilizdé el medio Salmonella-Shigella para una
diferenciaciéon mas selectiva de microorganismos fecales. Finalmente, Escherichia coli fue
aislada e identificada por el método de aglutinacion por anticuerpo E. Coli PRO 0157 kit
(Prolex).

2.2. Disminucion de la carga bacteriana en A tuberculosa

Para evaluar la reduccion de la carga bacteriana, las conchas fueron colocadas en recipientes
separados a razon de 1 individuo/litro con agua filtrada y purificada. Un grupo de individuos
fueron colocados en recipientes con una malla de separacion del fondo y otro grupo fue
colocado en recipientes sin malla, es decir sin separacion del fondo. El ensayo se trabajo
por triplicado y se establecieron dos tiempos de permanencia de las conchas en el agua.
Después de completar 4.5 horas y 9 horas de permanencia en los recipientes con agua



limpia, se determind la carga de Enterobacterias, Vibrios sp, y presencia de E coli.

Los datos fueron transformados del valor numérico a un valor logaritmico y luego se
sometieron a un analisis de varianza con la prueba de Duncan (p<0.05) para determinar la
significancia del efecto del tiempo de exposicion a agua limpia y utilizando como variable
dependiente el recuento de Enterobacterias y Vibrios.

3. Resultados

Los resultados previamente analizados indican presencia de E. coli y bacterias de los
géneros Vibrio y Enterobacterias en la concha negra Anadara tuberculosa que se captura en
las zonas costeras de la Provincia de EL Oro.

Para el caso de Enterobacterias totales al tiempo cero de exposicidon, o tiempo inicial, es
decir organismos recientemente capturados de su habitat natural, el promedio de la
concentracion de microorganismos fue de 6,14 log UFC/gr que corresponde a un promedio
de 1.9 x 106 ufc/gr. Posteriormente las concentraciones de microorganismos en los ensayos
“con malla” (c-malla) y “sin malla” (s-malla) se observa que disminuyeron 20 % vy 8,22%
respectivamente (Fig. 1).

En cuanto a la concentracion de Vibrios totales se puede notar el mismo comportamiento, es
decir organismos recientemente capturados de su habitat natural al tiempo inicial tuvieron
una concentracion de microorganismos de 6,45 log UFC/gr que corresponde a un promedio
de 2.8 x 106 ufc/gr. Posteriormente luego de 4.5 horas las concentraciones de
microorganismos en los ensayos “con malla” (c-malla) y “sin malla” (s-malla)
disminuyeron en 20 % y 8% respectivamente. (Fig. 1). Este experimento preliminar
permitido determinar la importancia de la separacién el fondo de los organismos para su
proceso de limpieza habiéndose evidenciado una reduccién de Enterobacterias y Vibrios
cuando se utiliz6 malla de separacion.

La Fig. 2 muestra la concentracion de los dos grupos bacterianos Vibrios y Enterobacterias
en organismos expuestos a agua de mar purificada por un periodo de 4.5 y 9 horas.

Para el caso de Enterobacterias totales la concentracién promedio de microorganismos en
especimenes no expuestos a agua limpia fue de 6.14 log ufc/g. En cambio, en los
organismos expuestos a agua limpia a las 4.5 horas la concentracién fue menor (p<0.05)
gue en aquellos que no se sometieron a la purificacidén, calculdndose un decrecimiento de
alrededor del 36% respecto al valor inicial. Subsiguientemente, organismos que se
mantuvieron por un tiempo de 9 horas en agua limpia la concentracion de Enterobacterias
decrecio en un 40%. Esto ratifica que la disminucion de Enterobacterias fue progresiva en
relacion al valor registrado en especimenes analizados directamente al salir de su habitat. El
descenso de la concentracién de Enterobacterias fue relativamente menor y poco
significativo después de las 4.5 horas de exposicidon. (Fig. 2)

La concentracion de Vibrios totales en especimenes recientemente capturados y no
sometidos a depuracion (tiempo cero) fue de 5.21 log ufc/g. En especimenes sometidos por
4.5 horas en agua de mar purificada la concentracion fue menor (p<0.05) calculdandose un
decrecimiento de alrededor del 29%. De manera similar al comportamiento observado en
Enterobacterias, la disminucién de bacterias del grupo de Vibrios, fue igualmente gradual en
los organismos que fueron sometidos a agua de mar purificada incrementandose en el
tiempo hasta las 9 horas de exposicion, aunque la diferencia entre las 4.5 horas y las 9
horas no fue significativa (p<0.05). (Fig. 2)

El segundo experimento permitié ratificar la reduccién del nimero de Enterobacterias y
Vibrios eliminacién total de E coli, al ser expuestas a agua limpia por 4.5 horas, alternativa
viable para mitigar la depuracion de microorganismos patégenos en Anadara tuberculosa
capturada de zonas de manglar de la costa de la Provincia de El Oro Ecuador.

4. Conclusiones

El presente estudio determind la presencia de diversos grupos bacterianos en la concha A
tuberculosa, cuya contaminacion podria ocasionar dano al consumidor. Asimismo, se



determind la fiabilidad de conducir procesos de limpieza en condiciones estaticas
produciéndose una reduccion de alrededor del 40 % y 29% de la carga de Enterobacterias y
Vibrios, respectivamente y la eliminacion de E. coli. Para procedimientos de limpieza del
molusco la separacion del fondo fue importante para evitar el contacto y re-ingesta de heces
fecales y consecuentemente impedir una persistente contaminacién bacteriana en el
organismo.

Acciones gubernamentales frente al manejo de recursos costeros podrian contribuir a
mitigar la contaminacién mediante la sensibilizacion integral del problema, ademas son
necesarios realizar un analisis mas extensivo de la zona costera para la designacidn de sitios
aptos para la extraccion de este molusco y la implementacion de programas de saneamiento
para los bivalvos en general. Adicionalmente estudios de la contaminacion microbiana en
otras especies de organismos acuaticos que son capturados en la zona de manglar deberian
conducirse como medida de prevencion y vigilancia.
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