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RESUMEN:

La proliferacidon de cepas bacterianas de Vibrio spp y
Pseudomonas spp son muy perjudiciales en la especie
concha prieta (Anadora tuberculosa) puesto que
encuentran las condiciones optimas para su
crecimiento, lo que ha generado el interés en conocer la
afectacién de estos agentes casuales. Un grupo de
muestras de la especie, procedente de la captura de los
ecosistemas marinos costeras de la Provincia de El Oro,
fueron sometidas a pruebas de determinacion de Vibrios
ssp y Pseudonomas spp, y como resultado se obtuvo un
cuadro de vulnerabilidad en cuanto a fuentes de
contaminacién bioldgica considerable.
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ABSTRACT:

The proliferation of bacterial strains of Vibrio spp and
Pseudomonas spp are very damaging in the black
seashell species, since they find the optimal conditions
for their growth, which has generated the interest in
knowing the affectation of these causal agents. A group
of samples of the species from the coastal marine
ecosystems of the Province El Oro were tested for
Vibrios ssp and Pseudonomas spp and, as a result, it
was obtained a considerable diagnostic of vulnerability
about its biological contamination.

Keywords: Proliferation cycle, Vibrio, Pseudomonas,
young black seashell.

1. Introduccion

Los moluscos bivalvos (almejas, mejillones, ostras, conchas, etc), son organismos sedentarios
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que viven enterrados en el sustrato o sujetos a rocas dentro del agua. Estos animales son
considerados micréfagos ya que capturan organismos microscopicos mediante una corriente de
agua producida para arrastrarlos hasta su boca. De este modo, la mayoria de ellos filtran el
agua e ingieren algas unicelulares, protozoos y particulas organicas de variados origenes. Es
por eso que debido a su modo de alimentacidon los moluscos bivalvos tienden a concentrar
ciertos tipos de bacterias, causando enfermedades al organismo y, muchas veces, a la persona
gue las ingieren (Castillo Rodriguez, 2014; Silva-Benavides & Bonilla, 2015).

Entre estas especies de moluscos bivalvos, destaca la concha prieta (Anadora tuberculosa),
considerada una especie en situacién vulnerable, debido a su sobre explotacion, se torna
indispensable conocer cdmo identificar las cepas bacterianas del genero Vibrio y Pseudomonas
gue afectan a sus juveniles (Caceres-Martinez & Vasquez-Yeomans, 2007; Moran, Severeyn
Prof., & Barrios-Garrido Prof., 2014).

En el Ecuador, la recoleccién de concha prieta se realiza en las zonas provistas de manglares,
principalmente en las provincias de Esmeraldas, Guayas y El Oro, siendo esta una de las
actividades que genera utilidades a las familias que se dedican a esta faena. En este pais se
han declarado algunas zonas de proteccidén para la preservacidon de la mencionada especie. Asi
también el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), ha propuesto
alternativas de manejo a través de centros de produccion de semilla en laboratorio para fines
de repoblamiento y sistemas de cultivo acuicolas, estos ensayos han proporcionado datos
favorables, generando una sostenibilidad de la especie. Sin embargo se han visto afectados por
mortalidades asociadas a infecciones bacterianas a nivel de larvas y de reproductores (E. Garcia
Vazquez, A. Hernandez Torres, J.A. Herrero Martinez, 2014; Flores, Licandeo, Cubillos, & Mora,
2014).

Con respecto a las enfermedades que afectan a la mencionada especie, la causa principal la
constituye la contaminacién bioldgica de las aguas en donde se cultivan. Siendo las bacterias
mas predominantes: Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Vibrio cholerae, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli. Vibrios spp.; de
las que mas pueden llegar a afectar el cultivo. Por estas razones se ha visto la necesidad de
identificar cepas bacterianas del género Vibrio spp y Pseudomonas spp presentes en juveniles
de la especie Anadara tuberculosa, con el fin de conocer la convivencia entre los agentes
causales y este bivalvo. En esta investigacidon se requiere determinar la presencia de Vibrios
sppp Y Psedumonas spp, a fin de conocer la afectacién de estos agentes causales en la especie
(Lucero, Cantera, & Nelra, 2012; Munetdn-Gomez, Villalejo-Fuerte, & Garate-Lizarraga, 2010).

1.1. Fundamentacion teorico-practica

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en laboratorio, proporcionando a
las bacterias un medio nutritivo que les permita un crecimiento adecuado, ademas de
condiciones adecuadas en cuanto a: temperatura, grado de humedad y presidén de oxigeno, asi
como un grado correcto de acidez o alcalinidad, exento de todo microorganismo contaminante.
Entre estos medios se destacan Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) y Agar Cetrimide
(Medina, 2012; Miranda, Voltolina, Fierro, Lépez, & Sandoval, 2009)

El Agar TCBS es un medio selectivo para el aislamiento y cultivo de Vibrio cholerae, Vibrio
parahemolyticus y otras especies de Vibrio a partir de heces, agua y alimentos contaminados.
También es conocido como Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa, o como Agar Selectivo para
Vibrios. Es este, el medio selectivo mas adecuado para el aislamiento de las especies de Vibrio,
e inhibidor para la mayoria de las enterobacterias, debido a las altas concentraciones de
tiosulfato y citrato, la presencia de bilis y un pH fuertemente alcalino. La degradacién de la
sacarosa es variable entre las especies de Vibrio, las colonias son verdes para las cepas que no
la utilizan, y amarillas para aquellas que producen acido a partir de este azlcar. Se recomienda
incubar durante 18 a 24 horas con temperatura de 35 a 37 °C (Huff et al., 2012; Rojas, Mufioz,



Garate, Gonzalez, & Del, 2013).

El Agar Cetrimide es un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de Pseudomonas
aeruginosa. Inhibe el crecimiento de las bacterias debido a su accién como un compuesto
cuaternario de amonio. La base de Agar Cetrimide promueve la produccion de piocianina y
fluoresceina que se observan con luz ultravioleta en estos cultivos, lo que puede considerarse
como prueba presuntiva para su identificacién. Luego puede hacerse la prueba oxidasa.
Sembrar la muestra de ensayo en la superficie del medio de cultivo por estria cruzada. Se
recomienda incubar de 24 a 48 horas a 35 °C (Medina, 2012; Ortega, Santambrosio, &
Garibaldi, 2009).

(Mufoz, de Marin, Marval, & Martinez, 2012) realizaron la identificacion de bacterias del genero
Vibrio asociadas a zonas productoras de moluscos bivalvos, en el estado Sucre, Venezuela.

Para desarrollar esta investigacion obtuvieron un total de 192 muestras de moluscos bivalvos,
mejillén: Perna spp; Arca zebra; Tivela mactroides, provenientes de Punta Patilla, Bahia Iglesia,
Isla Lobos-Chacopata y Bahia Giria, estado Sucre. Los estudios de estos bivalvos para el
género Vibrios se enfocaron principalmente para determinar si pueden constituir un riesgo a la
salud humana. El periodo de muestreo comprendié 16 meses (abril-diciembre 2006, enero-julio
2007). Mensualmente se colectaron por cada area tres muestras de bivalvos, y los estudios
fueron realizados en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA-Sucre/Nueva Esparta). En la deteccion de las especies de Vibrio
presentes se siguieron las pautas sefaladas por Kaysner, De Paola, Barbieri y Col (1998), y en
resultados se obtuvo lo siguiente: se identificaron siete especies pertenecientes al género
Vibrio: V alginolyticus, V parahaemolyticus, V cholerae N° 01, V vulnificus, V mimicus, V
metschnikovii y V hollisae; observandose que la mayoria de las cepas correspondieron a V.
Alginolyticus (57,4%) seqguida de V parahaemolyticus (22,7%), en todas las muestras probadas
de las distintas zonas de estudio.

2. Metodologia

Para la ejecucion de este proyecto se utilizaron técnicas de investigacion experimental,
bibliografica y documental para obtener la fundamentacién conceptual y contextual; de igual
forma para la observacién directa y medicion para recolectar datos. Se establecieron variables
a partir de los objetivos especificos, con sus respectivas dimensiones, indicadores (UFC/qg) vy
unidad de medida (Tabla 1). Los materiales de laboratorio necesarios incluyen: incubadora,
tubos de ensayo; cajas petri; 1 pipeta de vidrié de 1 mililitro (ml.): gradilla; mechero; asa de
platino; matraz Erlenmeyer; mortero; agar TCBS; agar Cetrimide; agua destilada; guantes;
mandil; mascarillas y cofia. Entre las soluciones aparece alcohol potable el mismo que sirvid
como antiséptico y esterilizante. Y como material bioldgico se utilizd Anadara tuberculosa o
concha prieta.

Tabla 1
Variables, Dimensiones e Indicadores

Variables Dimensiones Indicadores Unidad de Medida
Identificar las cepas bacterianas de Presencia o
vibrios en Agar TCBS en juveniles de la ausencia de Bacterias vibrios (UFC/ml)
concha prieta. vibrios.
Analizar las cepas bacterianas de Presencia o -,

o ] Concentracion de

Pseudomona en Agar Cetrimide en ausencia de (UFC/ml)
) _ _ Pseudomonas
juveniles de la concha prieta. Pseudomona.

Fuente: Cumbicos D. y Ruiz J., 2017



El actual trabajo de investigacidon se ejecutd en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico
Superior El Oro en la Laboratorio N° 2 de la carrera de Tecnologia en Acuicultura; ubicado en la
ciudad de Machala provincia de El Oro, en la circunvalacidon norte y antigua via El Limén en las
coordenadas 3° 15° 25,70  ° latitud sur, 79° 56" 26,43  ° longitud oeste. Para la obtencién de
la concha prieta, en la primera etapa del estudio se realizé la compra de 12 unidades en total,
de las cuales 8 procedieron del muelle Nifno Alex que se encuentra ubicado en el Estero Huayla
y calle General Paez, en la parroquia de Puerto Bolivar, perteneciente al cantdn Machala. Y la
diferencia se las obtuvo en el mercado sur que se encuentra ubicado entre las calles Junin y
Simoén Bolivar. Todas estas especies se verificaron que se encuentren en su etapa juvenil.

2.1. Procedimientos

Se establecid una programacion semanal para determinar la incidencia de Vibrios spp. y
Pseudomonas spp., en el periodo comprendido entre el 1 de julio y el 22 de julio del 2017. Al no
contar con un autoclave o estufa de aire forzado para generar las condiciones recomendadas
para la inhibicion de las formas bacterianas, se aplicé otra alternativa, en que los materiales
fueron llevados en un recipiente con agua, se tapd y se procedid a hervir en una cocina
eléctrica portatil por un tiempo de 45 minutos, posteriormente se retird los materiales y se
llevd a un horno Microondas Whirlpool de 0.7 pies y con capacidad para 20 litros, por un
tiempo de 15 minutos a fin de someter a calor seco los materiales, entre los materiales
sometidos a este proceso fueron lo que se utilizaron en la inoculacidn (mortero, cajas Petri,
tubos de ensayo, Matraz Erlenmeyer). Para finalizar se retird y se forro con papel aluminio,
asegurandose de cubrir toda la superficie de los materiales y se les ubicé cerca del mechero
encendido con el fin de evitar contaminacién cruzada.

Los agares fueron preparados en el laboratorio de la carrera Tecnologia en Acuicultura que se
encuentra en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico Superior El Oro. Al no contar con una
autoclave para aplicar la instruccion recomendada por el laboratorio fabricante se realizé |la
preparacion de la siguiente manera: Se pesd 2 gr de agar Cetrimide o TCBS, (de acuerdo a la
determinacion de agentes causales), se colocd en un matraz Erlenmeyer (100ml.),
posteriormente se agregd 25 ml. de agua destilada, y se mezcldé de forma homogénea.
Seguidamente este matraz Erlenmeyer se lo coloca en la cocina eléctrica y se espera hasta que
llegue al punto de ebullicién, una vez que haya llegado a su punto de ebullicion se lo retira
inmediatamente y se lo deja enfriar a temperatura ambiente. Luego se procedio a verter el
liguido en las placas Petri (10 ml.) asegurando que el liquido quede de manera uniforme. Y por
ultimo, se dejd reposar hasta que se solidifico el agar.

Una vez obtenidas las conchas, para la semana 1 se tomaron 4 unidades, se colocaron en un
vaso precipitado de 250 ml. y se les cubrié con papel aluminio, y fueron trasladados al
laboratorio. Siguiendo igual procedimiento con la toma de la muestra de la segunda y tercera
semana. En el laboratorio se procedié a lavar las valvas con abundante agua y un cepillo de
cerdas plasticas a fin de eliminar cualquier elemento visible no caracteristico de la concha,
posteriormente se procedid a flamearlas con un mechero para asegurar la asepsia de la
muestra. Luego se procedio a abrir la concha y a extraer la pulpa. Después se colocd en el
mortero y triturd tratando de homogenizar la muestra, se afiadid agua destilada y finalmente se
procedid a inocular.

La inoculacién se realizd en dilucién 10-1 en donde se prepard varios tubos de ensayo para la
inoculacidon de Pseudomonas spp. y otros para Vibrios spp. Con el asa de platino previamente
esterilizada se realizo la toma de muestra y se procedié a la inoculacién en el agar Cetrimide y
TCBS por medio de estrias. Luego se invirtio y se identificd la muestra, asi mismo siguiendo los
protocoles recomendadas se procedid a incubar a una temperatura de 35 °C por 24 horas,
transcurrido este tiempo se realizd el conteo de colonias.

3. Resultados



Los resultados obtenidos en la investigacion, se presentan en tablas segun los indicadores
previamente disenadas.

Tabla 2
Incidencia Semanal de Vibrios spp. en Agar TCBS

Semanas Concentracion UFC/ml
1 400
2 800
3 30

Fuente: Cumbicos D. y Ruiz J., 2017

Los datos recopilados en la tabla 2, muestran el mayor crecimiento de Vibrios spp en la semana
2 (800 ufc/ml); mientras que en la semana 1 (400 ufc/ml) que lo ubica en una tasa intermedia
con respecto a la semana 2, en la semana 3 (30 ufc/ml), se registré la incidencia bacteriana
mas baja. Este comportamiento, se explica a través de las distintas fases del ciclo vital
bacteriano, tomando en cuenta que solo se prepard una dilucién madre, en la primera semana,
los microorganismos estan en una fase de latencia, reconociendo el medio; por lo que su tasa
de crecimiento es lenta; ya en la semana 2, se inicia la fase de crecimiento exponencial y por lo
tanto, la proliferacion de microorganismos es muy acelerada; lo que explica la duplicaciéon de
las formas bacterianas, para luego, a medida que se van agotando los nutrientes y cambiando
las condiciones Optimas del medio, disminuye el crecimiento bacteriano, por entrarse a la fase
de declive y muerte.

Tabla 3
Incidencia Semanal de Pseudomonas ssp

Semanas Concentracion UFC/ml
1 Incontables
2 1940
3 220

Fuente: Cumbicos D. y Ruiz J., 2017

La tabla 3 muestra los valores obtenidos para el crecimiento semanal de Pseudomonas spp,
exhibiendo un comportamiento ligeramente diferente al de Vibrio spp (Tabla 2); ya que cada
microorganismo tiene sus propias particularidades en su ciclo y la velocidad de crecimiento en
esta especie es mas rapida que la de Vibrio spp; de alli que reconoce rapidamente el medio de
cultivo y por lo tanto, aparece mas rapido la fase de latencia, entrando casi de inmediato a la
fase exponencial de crecimiento logaritmico (semana 1), empezando a agotar nutrientes y
cambiando condiciones del mismo, disminuyendo su crecimiento (semana 2) para continuar su
declive en los dias siguientes (semana 3). Los resultados de la investigacion presentados en las
Tablas 2 y 3, son reafirmados por las Graficas 1 y 2, para una mejor comprension y
visualizacién de los datos obtenidos durante el proceso de control estadistico.

Grafico 1
Proliferacion de Vibrios spp. en UFC/ml
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Grafico 2
Proliferacion de Pseudomonas spp. en UFC/ml
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4. Conclusiones

Se determind la presencia de cepas bacterianas de Vibrios spp y Pseudomonas spp en la pulpa
de la concha prieta (Anadara tuberculosa) en fase juvenil; lo que indica la vulnerabilidad en
cuanto a fuentes de contaminacion bioldgica que afectan al cultivo; lo que amerita del disefio e
implementacion de un programa de manejo.



El conocimiento detallado del ciclo de proliferacién bacteriana de Vibrio y Pseudomonas en el
cultivo estudiado, servira de base a futuras investigaciones sobre métodos de control de
crecimiento bacteriano que disminuya la mortalidad de la concha prieta en su fase juvenil por
ataques microbianos.

Los estudios de estos tipos de cepas bacterianas con potencial patdgeno son basicos en el area
acuicola, debido a las caracteristicas del cultivo de moluscos en fases juvenil, y también de
adultos. La visidn seria hacia la creacion de medidas preventivas de infeccion de los moluscos,
limitacidn del desplazamiento de estos seres en areas de cultivo, preservar las especies, y
fomentar la sostenibilidad de los criaderos. Asi, se garantiza la conservacién de la biodiversidad
y el bienestar de las personas que consumen mariscos.
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Anexo 6
Crecimiento de Vibrios spp. en agar TCBS ( semana 1)



Anexo 7
Crecimiento de Vibrios spp. en agar TCBS (semana 2)



Anexo 8
Crecimiento de Vibrios spp. en agar (semana 3)



Anexo 9
Crecimiento de Pseudomonas spp. en agar Cetrimide (semana 1)



Anexo 10
Crecimiento de Pseudomonas spp. en agar Cetrimide (semana 2)



Anexo 11
Crecimiento de Pseudomonas spp. en agar Cetrimide (Semana 3)
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