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RESUMEN

Los vibrios habitan ecosistemas estuarinos y marinos, viven asociados a
organismos acuaticos como los invertebrados. Conjuntamente, los moluscos
bivalvos se alimentan por filtracion, por lo tanto, son reservorios potenciales de
estas bacterias. Por otra parte, Los impactos antropogénicos pueden favorecer a
la abundancia de vibrios en los ecosistemas acuaticos. El presente estudio
propuso conocer si existen diferencias estacionales en la presencia y abundancia
de vibrios durante las fases de recoleccion (bancos ostricolas) y postrecoleccién
(cooperativas y restaurantes) de ostiones C. virginica de las lagunas de Tamiahua
y Tampamachoco, Veracruz. En México, se implementa el Programa Mexicano de
Sanidad de Moluscos Bivalvos que tiene como objetivo mejorar la calidad sanitaria
de los moluscos destinados al consumo humano, a pesar de esto, no es
obligatorio y aln no cuenta con vigilancia y monitoreo periédicos. Por lo anterior, el
en el presente estudio se muestrearon trece sitios, durante las diferentes
estaciones del afio. El recuento bacteriano se basé en la NOM-031-SSA1-1993.
Se aislaron vibrios (UFC/mL) provenientes de ostiones de ambas lagunas en las
etapas de recoleccibn y postrecoleccion. Se determin6 mediante pruebas
estadisticas que no existieron diferencias espaciales significativas, no obstante, se
presentaron diferencias entre estaciones del afio. Generalmente, en los bancos
ostricolas durante primavera se registraron valores significativamente mas altos.
En esta investigacion, se evidencia por primera vez, la presencia de Vibrio spp. en
ostiones de las cooperativas de Tamiahua y Tampamachoco. También se reporta
la ausencia de estas bacterias en los restaurantes adyacentes, cumpliendo, de
esta manera, con el limite maximo permisible indicado por la NOM-242-SSA1-
2009. Lo anterior exhibe la necesidad de aplicar medidas enfocadas a reducir o
evitar la presencia de vibrios durante la fase de postrecoleccién de ostiones,
especialmente en las cooperativas, con el fin de disminuir el riesgo de infeccién
causados por estas bacterias a los consumidores

Palabras clave: bacterias patdgenas, ostiones, vigilancia sanitaria, inocuidad
alimentaria
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. INTRODUCCION

Los vibrios conforman uno de los grupos mas amplios y diversos de bacterias
(Gomez-Gil et al., 2014; Wietz et al., 2010), se distribuyen en ecosistemas
estuarinos y marinos (Kingsley, 2014) y pueden vivir asociados a algas nocivas
(Greenfield, et al., 2017), a, organismos vertebrados e invertebrados (Martinez-
Urtaza et al.,, 2012; Secretaria de Salud, 2012) y en algunos casos, establecen
simbiosis (Martin et al., 2010), no obstante, algunos de ellos son patdgenos
(Jones, 2014), y se conoce que los impactos negativos en el ambiente generados
por el hombre contribuyen a la presencia, cantidad y expansion geogréafica de los
vibrios, por lo tanto, el incremento en la abundancia de las poblaciones de vibrios

puede afectar la salud de humanos y animales marinos (Labbate et al., 2016).

En general, los mariscos son reservorios potenciales de microorganismos
patébgenos (FAO, 2010), en particular, el tipo de alimentacion por filtracién
realizada por los moluscos bivalvos los convierte en potenciales reservorios de
vibrios patégenos (Jones, 2017), es decir, la calidad sanitaria de estos organismos
es afectada por la presencia de estos microorganismos nocivos para la salud

humana (Costa et al., 2011; Negrete y Romero, 2010; FAO, 2010).

Por lo anterior, se realizan esfuerzos a nivel nacional para la vigilancia y control de
patdgenos en moluscos bivalvos, a través del Programa Mexicano de Sanidad de
Moluscos Bivalvos, que es coordinado por la Secretaria de Salud, la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, la Secretaria de

Medio Ambiente y Recursos Naturales y la Secretaria de Marina (COFEPRIS,
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2017; COFEPRIS, 2011; FDA, 2011). No obstante, hace falta realizar vigilancia y
monitoreos continuos para verificar los factores que afectan negativamente a este

recurso (Galaviz-Villa et al., 2013).

Los monitoreos ambientales evaldan la contaminacidon en el ambiente y los
recursos naturales existentes en determinado sitio (OEFA, 2013). Por lo anterior,
las lagunas donde se realizé la presente investigacion fueron elegidas de acuerdo
con los siguientes criterios: la laguna de Tampamachoco presenta perturbacion
por urbanizacion e industria, eutrofizacion y recibe descargas directas de aguas
residuales (Vidal, 2013), mientras que la laguna de Tamiahua también presenta
contaminacion por aguas residuales (Herrera-Silveira et al., 2011) y ha sido
detectada la presencia de coliformes fecales (Vidal, 2013). Con el fin de deducir
gue caracteristicas (ubicacion de los bancos ostricolas, almacenamiento, estacion
del afio, etc.) influyen en la presencia y abundancia de dichas bacterias, la
presente investigacion tiene como objetivo monitorear bacterias del género Vibrio
en la recoleccion y postrecoleccion de ostiones C. virginica provenientes de las

lagunas de Tamiahua y Tampamachoco del estado de Veracruz.
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.  ANTECEDENTES

2.1.- Caracteristicas de los vibrios

Los miembros de la familia Vibrionaceae, habitan ambientes acuaticos, son bacilos
curvos pequefios anaerobicos (0.5-0.8 y 1.4-2.6 ), tienen flagelos polares en una
envoltura, son metabdlicamente diversos, fermentan D-glucosa y crecen a una
temperatura de 20 °C, la mayoria son oxidasa positiva, reducen nitratos a nitritos y
requieren de Na+ para su crecimiento, de la misma forma, fermentan D-fructosa,
maltosa y glicerol. Estas caracteristicas son resumidas en el cuadro 1 (Gomez-Gil
et al., 2014). Particularmente, las bacterias pertenecientes al género Vibrio son
Gram negativas, su morfologia corresponde a bacilos curvos y poseen un unico
flagelo polar, entre ellas, destaca la presencia de especies patdgenas: Vibrio

cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Jones, 2014).

Cuadro 1.- Caracteristicas de los miembros de la familia Vibrionaceae (Gémez-Gil
et al., 2014)

Caracteristica Miembros de Vibrionaceae
Morfologia Bacilos curvos pequefios
Tamafo 0.5-0.8y1.4-26
Flagelos Polares contenidos en una
envoltura
Metabolismo Anaerobico
Fermentan D-glucosa +
Temperatura de crecimiento 20 °C
Oxidasa +
Reduccion de NOs-a NO2- +
Requerimiento de Na+ para crecimiento +
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Fermentacion D-fructosa +
Fermentacion de maltosa +
Fermentacion de glicerol +

El medio tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) es selectivo para vibrios y es
ampliamente utilizado para su deteccion (Di Pinto et al., 2011), en este se pueden
distinguir colonias conformadas por vibrios debido a su capacidad de degradar
sacarosa, es decir, aquellos vibrios que degradan sacarosa forman colonias
amarillas y son denominados sacarosa positiva y los vibrios que no poseen esta
cualidad forman colonias verdes o azules y son denominados vibrios sacarosa
negativa (Jones, 2014), de esta forma, las colonias amarillas son presuntivamente
V. cholerae, V. alginolyticus, V. furnissii y V. mimicus, y las colonias verdes
podrian ser V. parahaemolyticus y Vibrio vulnificus (Pawan, Uma y Pushpinder

2016).

La bacteria V. cholerae es el agente causal de colera en humanos, enfermedad
diarreica aguda que puede ser mortal, se han registrado pandemias de esta
enfermedad en los continentes asiatico y americano (Secretaria de Salud, 2012).
Los serotipos O1 y 0139 producen la toxina colérica que causa deshidratacion y
pérdida de electrolitos mediante la evacuacién de heces liquidas y el 60% de los
casos sin tratamiento médico pueden ser mortales. Los humanos son un vector de
cepas toxigenas y cuando existe un brote de colera pueden aislarse de aguas
residuales. De la misma manera, cepas toxigenas de dicha bacteria estan

asociadas a otros organismos como: copépodos, moluscos, crustaceos, plantas,



L)

Monitoreo de bacterias Vibrio spp. en ostiones Crassostrea virginica de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco, Veracruz, México

algas y cianobacterias. La infeccion por célera es generalmente causada por

consumir alimentos contaminados, entre ellos, mariscos crudos (OPS, 2008).

En este sentido, otra bacteria de importancia médica del género Vibrio es V.
parahaemolyticus, dado que es causante de gastroenteritis en humanos, inclusive
se han reportado casos de infecciones extraintestinales en los ojos, oidos, tracto
urinario y en heridas superficiales, como lesiones en la piel preexistentes en
humanos. Esta bacteria utiliza como reservorios al sedimento, plancton, pescados
y mariscos (entre ellos ostiones) (Zamora et al., 2005). V. parahaemolyticus es
moderadamente halodfilo, es decir, requiere de sal para sobrevivir y crecer, por lo

anterior, se distribuye en ambientes estuarinos (Bhunia, 2018).

Por dltimo, la bacteria V. vulnificus es causante de septicemia e incluso la muerte
en humanos (Poblete et al., 2002), de hecho, puede ocasionar la muerte en pocos
dias, por lo tanto, es la bacteria del género Vibrio que causa mayor mortalidad
(Raszl et al., 2016), la bacteria habita naturalmente areas costeras calidas y se
encuentra en concentraciones altas durante verano, organismos acuéticos como
los ostiones, estan expuestos a concentrar V. vulnificus en sus tejidos, debido a
que se alimentan por filtracion. No obstante, no s6lo consumir mariscos crudos o
ligeramente cocidos es causa de contraer la infeccion con dicha bacteria, de igual
modo, puede ser mediante cortes, quemaduras o llagas en la piel que tengan
contacto con agua de mar o salobre inclusive con organismos marinos. La
enfermedad no es transmisible de persona a persona, pero es una amenaza de

salud publica sobre todo para aquellas personas inmunocomprometidas. La
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mayoria de las infecciones causadas por esta bacteria ocurren durante los meses

de calor (ADS, 2005; NOAA, 2007a; FDA, 2009).

2.2.- Factores que favorecen la presencia y abundancia de Vibrio spp.

La presencia de ciertas bacterias del género Vibrio puede verse influenciada por
factores fisicoquimicos como la temperatura, salinidad, conductividad eléctrica y
oxigeno disuelto, como es el caso de V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Leon et
al., 2013). Por ejemplo, V. cholerae puede ser aislada cuando la temperatura del
agua y la materia organica es alta (Secretaria de Salud, 2012), del mismo modo, el
aumento en poblaciones de cianobacterias y dinoflagelados favorece la presencia

de vibrios (Greenfield et al. 2017).

Por lo anterior, los parametros fisicoquimicos pueden ayudar a predecir la
incidencia de V. cholerae en C. virginica, inclusive, ya que la bacteria alberga
genes patdgenos y la presencia de estos genes varia segun los cambios en las
condiciones ambientales (Lopez-Hernandez et al., 2015a). El incremento de la
abundancia de Vibrio spp. a largo plazo es causado por el aumento de la
temperatura de la superficie del mar (Vezzulli et al., 2016), de esta manera, las
anomalias climaticas han expandido las areas y estaciones de riesgo de

enfermedades causadas por Vibrio spp. (Martinez-Urtaza et al., 2010).
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2.3.- Casos reportados de infecciones en humanos por bacterias Vibrio spp.
en México

Si bien en nuestro pais, han sido registrados casos de colera desde el afio 1833
(Jiménez-Corona et al., 1995), la primera epidemia se presenté en el periodo de
1991-2001 (OMS, 2013). No obstante, en el afio 2013, se reportaron un total de
180 casos de infeccion por V. cholerae O1 Ogawa, distribuidos en los siguientes
estados: Hidalgo (88.3 % de los casos), Estado de México (5 % de los casos),
Veracruz (4.4 % de los casos) y, por ultimo, San Luis Potosi (1.1 % de los casos),

notificandose el deceso de un individuo (OMS, 2013).

Por su importancia epidemiolégica las infecciones causadas por la bacteria V.
cholerae son muy conocidas, sin embargo, en la Republica Mexicana se han
reportado casos de infecciones por V. parahaemolyticus y V. vulnificus. En 2003,
en Sinaloa se detectaron 1230 casos de gastroenteritis causados por cepas

pandémicas de V. parahaemolyticus O3:K6 (Hernandez-Diaz et al., 2015).

A pesar de que las infecciones causadas por la bacteria V. vulnificus son aisladas,
son de gran importancia clinica ya que, como se ha mencionado antes, la
infeccion por V. vulnificus es capaz de causar la muerte en pocos dias, por
ejemplo, en el estado de Durango, durante el periodo de 1990-1999, ocho
personas presentaron la infeccion, de las cuales, siete fallecieron, con un
promedio de cuatro dias de haber iniciado la infeccion (Cornejo-Juéarez, et al.,

2000).
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En el estado de Veracruz, se han reportado por lo menos dos casos de personas
gue han muerto por causa de V. vulnificus, en uno de ellos, la persona afectada,
antes de la infeccion habia nadado en una zona estuarina del Golfo de México y
habia consumido mariscos, por desgracia, en ambos casos, no se tuvo un
diagnéstico pertinente, el agente causal fue identificado de forma tardia (Fonseca,

et al., 2013; Baizabal-Ramirez et al., 2011).

2.4.- Programas de monitoreo de Vibrio spp. en ostiones

Con el fin de establecer vigilancia sanitaria, existen programas como el
implementado por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés) que consiste en un registro anual de casos de infecciones
por bacterias del género Vibrio donde destacan V. parahaemolyticus, V.

alginolyticus, V. vulnificus, V. cholerae, V. fluvialis y V. mimicus (CDC, 2014).

De igual manera, existen programas de monitoreo de bacterias Vibrio spp. en
moluscos bivalvos con el fin de evaluar el estado de las zonas de cultivo y prevenir
el brote de estas infecciones como lo son: El Programa Nacional de Sanidad de
Mariscos (NSSP, por sus siglas en inglés), que tiene el objetivo de establecer las
condiciones de como deben ser transportados los moluscos que seran destinados
para consumo, como son la temperatura y tiempo de transporte, asi como los

estandares bacterioldgicos y el proceso postrecoleccién (FDA, 2011).
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En nuestro pais, existe el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos
de la Comisidn Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS),
que sigue las especificaciones de las Normas Oficiales Mexicanas NOM-242-
SSA1-2009 Productos y servicios: Productos de la pesca frescos, refrigerados,
congelados y procesados, especificaciones sanitarias y métodos de prueba y la
NOM-128-SSA-1994 Bienes y Servicios: Analisis de riegos e identificacion y
control de puntos criticos en la planta industrial procesadora de productos de la
pesca. Dicho programa esta basado en el Programa Nacional de Sanidad de
Mariscos de Estados Unidos de América (COFEPRIS, 2011). Cabe mencionar que
este programa es reconocido por la Administracion de Alimentos y Medicamentos

de Estados Unidos (FDA, 2009) porque se rige bajo los principios del NSSP.

2.5.- Presencia de Vibrio spp. en ostiones del género Crassostrea

Los ostiones son organismos clave en los ecosistemas estuarinos, ya que
contribuyen a su integridad y funcionalidad (NOAA, 2007b). Igualmente, son
utilizados como indicadores del estado de los ecosistemas debido a su capacidad
bioacumulativa (Baqueiro-Cardenas et al., 2007). Por otro lado, una de las
caracteristicas sustanciales de los moluscos, es que son una notable fuente
alimenticia (Solis y Gémez, 2007), en cuanto a volumen constituyen la quinta
pesqueria mas importante de la Republica Mexicana, en el afio 2014 se
produjeron 53,757 toneladas de este recurso, lo que equivale a $245,024,000

MXN (Comision Nacional de Pesca, 2014).
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En el periodo de 2004-2013, el estado de Veracruz ocupo el primer lugar nacional
de produccién de ostion, aportando el 45.23% del total de la produccion (Comision
Nacional de Pesca, 2013). De esta manera, la pesqueria de ostién es una fuente
considerable de empleo para mas de 5,169 pescadores y 10,000 desconchadores
(Aldana et al. 2014). No obstante, debido a factores que afectan su calidad
sanitaria, no se exporta y tiene un precio reducido en el mercado, antes bien, tiene
gran demanda en diferentes ciudades del centro del pais y del Golfo de México

(Aviles-Quevedo y Vazquez-Hurtado, 2006).

Con el fin de monitorear la prevalencia e incidencia de bacterias del género Vibrio
en ostiones, se han llevado a cabo investigaciones, como es el caso, del estudio
realizado en San Paulo, Brasil, en el cual se report6 que la densidad de V.
parahaemolyticus no patégeno en invierno es significativamente menor que las
estaciones de verano y otofio. No obstante, las densidades fueron similares entre
estas épocas, los sitios de recoleccion (cuatro supermercados, tres quioscos de
playa, seis restaurantes y dos mayoristas) no influyeron en las densidades de V.
parahaemolyticus (Costa et al., 2011). En otro estudio, en la Bahia de
Chesapeake, Estados Unidos de América se determin6 que las densidades de V.
parahaemolyticus totales y patégenos en ostiones C. virginica y muestras de agua,
estdn positivamente correlacionadas con la temperatura del agua, turbidez y

oxigeno disuelto (Parveen et al., 2008).
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En nuestro pais, también se han realizado investigaciones acerca de la presencia
de estas bacterias en ostiones, por ejemplo: se reportd la presencia de bacterias
patdogenas de los géneros Aeromonas spp., Alcaligenes spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Escherichia spp., Flavobacterium spp., Klebsiella spp., Proteus
spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Serratia spp., Shigella
spp., Yy Vibrio spp. en individuos C. virginica desde su recolecta en la Laguna de
Alvarado, Veracruz hasta su distribucion en centros comerciales de la Ciudad de
México. Dentro de las bacterias del género Vibrio aisladas que fueron registradas
en todas las fases de comercializaciébn, se encuentran: V. alginolyticus, V.
cholerae El Tor, V. fluvialis, V. mimicus y V. parahaemolyticus, excepto V.
vulnificus, el cual unicamente no fue encontrado en la fase de recoleccion en la

laguna de Alvarado, Veracruz (Negrete y Romero, 2010).

Por otro lado, el crecimiento de V. parahaemolyticus y la ocurrencia de genes
patdgenos a 7 °C involucran cambios en la expresion génica como respuesta al
estrés por bajas temperaturas, lo cual contribuye a la sobrevivencia de dicha
bacteria, representando un riesgo para la salud publica (Flores-Primo et al., 2015).
La adaptacion de V. parahaemolyticus a los cambios ambientales estacionales
puede provocar un aumento en su virulencia y su sobrevivencia (Lopez-Hernandez

et al., 2015b).

En bancos ostricolas de la Laguna de Mandinga fue aislado V. cholerae no: O1
durante todo el afio, excepto en el mes de junio, siendo el mes de enero cuando

se present0 con mayor frecuencia. De la misma manera, V. alginolyticus se aislo

11
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con mayor frecuencia en mayo y agosto y V. fluvialis en el mes de noviembre.
Existiendo una relacion significativa entre la frecuencia de los vibrios en el ostién y
la temperatura superficial del agua (Martinez, 2011). No se encontr6 una
correlacion entre la concentracion de V. alginolyticus y la temperatura y salinidad
del agua en la época de lluvias en la misma laguna (Reyes-Velazquez et al.,

2010).

En las lagunas de La Mancha y Alvarado, la temperatura y salinidad regulan la
dindmica de V. cholerae. Durante la época de lluvias, en las dos lagunas se aislo a
V. cholerae O1 Inaba. Del mismo modo, indican que la contaminacion es debido a
las descargas directas de aguas residuales sin tratamiento, lo que favorece la

ocurrencia de V. cholerae, E. coli y Salmonella spp. (Castafieda et al., 2005).

En la laguna de Tampamachoco, se registré por primera vez la presencia de V.
cholerae y V. parahaemolyticus en ostiones C. virginica (Hernandez et al., 2015).
De la misma manera, se ha determinado mediante pruebas moleculares la
presencia de V. cholerae no Ol y V. parahaemolyticus en poblaciones silvestres

de C. virginica de la misma laguna (Jiménez, 2012).

De igual modo, en los meses de mayo y junio, se evallo la presencia de factores
de virulencia de Vibrio parahaemolyticus (gen TLH y hemolisinas TDH y TRH) en
ostiones Crassostrea virginica de las lagunas de Pueblo Viejo, Tamiahua, La
Mancha y Mandinga, comprobandose la presencia del gen TLH y la ausencia de
las hemolisinas TDH y TRH, obteniendo resultados por debajo del nivel maximo

permisible segun la NOM-242-SSA1-2009 (Galaviz et al., 2017).

12
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Debido a la influencia de los factores ambientales y caracteristicas del ambiente
en la prevalencia de Vibrio spp. en ostiones (LOpez-Hernandez, 2015b), en la
presente investigacion, se planted la hipotesis de que la presencia y cantidad de
Vibrio spp. en ostiones C. virginica son influenciadas por el punto de recoleccion y

el manejo durante el proceso de postrecoleccion.
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ll.  OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general
e Evaluar estacionalmente la presencia de bacterias del género Vibrio en la
recoleccion y postrecoleccion de ostiones C. virginica provenientes de las

lagunas de Tamiahua y Tampamachoco.

3.1.1.- Objetivos particulares
e Registrar las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) de
bacterias Vibrio spp. en la recoleccion y postrecoleccién de ostiones C.

virginica en ambas lagunas, por sitio y estacion de muestreo.

e Estimar la abundancia estacional de bacterias Vibrio spp. sacarosa positiva y
negativa aisladas en la recoleccion y postrecoleccion de ostiones C. virginica

por sitio, laguna y estacion de muestreo.

e Comparar los resultados de conteo de UFC/mL de Vibrio spp. de ostiones por
bancos ostricolas, cooperativas y restaurantes por estacion del afio en las dos

lagunas.

14
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V. AREA DE ESTUDIO

A continuacion, se detalla la ubicacion geogréfica, la extension, los sitios de
muestreo que comprendidé la presente investigacibn y caracteristicas
fisicoquimicas. En primer lugar, la laguna de Tamiahua (Figura 1), se encuentra en
el norte del estado de Veracruz y comprende los municipios de Ozuluama,
Tamalin, Tamiahua, Tampico Alto, Tuxpan. Se ubica en las coordenadas
geograficas: 20° 57' 36" a 22°06'32" N y 97° 18'41” a 97°46'17"” O y cuenta con
una superficie de 1,405 km?. El clima de la laguna de Tamiahua corresponde
Am(f) calido himedo, temperatura media anual mayor de 22 °C y temperatura del
mes mas frio mayor de 18 °C y la precipitacion del mes mas seco es menor de 60
mm; lluvias de verano y porcentaje de lluvia invernal mayor al 10.2% del total

anual (Lépez-Portillo, 2012).
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Figura 1.- Ubicacién de los puntos de muestreo en la Laguna de Tamiahua (1.- La
Palma, 2.- Mangles y 3.- Panzacolas).
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En particular, los sitios de muestreo de esta laguna comprenden los bancos
ostricolas La Palma (21°22'25.09" N y 97°26'39.23" O), Mangles (21°21'36.74" Ny
97°27'1.65" O) Panzacolas (21°21'22.16" N y 97°27'0.38" O), la Cooperativa

Tamiahua y dos restaurantes.

Por otra parte, la laguna de Tampamachoco (Figura 2), esta localizada en el norte
del estado de Veracruz, en las siguientes coordenadas geograficas: 20°55' y
21°02' Ny 97°15'y 97°23' O. Es un cuerpo de agua que posee un canal artificial
de navegacién que la atraviesa en direccion norte-sur, y tiene una profundidad
méaxima de cuatro metros. Consta aproximadamente de 11 y 1.3 kildbmetros de
longitud y anchura maxima respectivamente. Se encuentra separada del mar por
la barra de Galindo. Al norte, mediante un canal, tiene comunicacion con la laguna
de Tamiahua, con el mar a través de la boca de Galindo (origen artificial) y al sur,
por medio de un estero, se comunica con el rio Tuxpan (Ocafia-Luna y Sanchez-
Ramirez, 2000). El clima de la laguna corresponde a Am (f) (100 %) célido
hamedo, temperatura media anual mayor de 22 °C y temperatura del mes mas frio
mayor de 18°C. La precipitacion del mes méas seco menor de 60 mm; lluvias de
verano y porcentaje de lluvia invernal mayor al 10.2 % del total anual (Lara-

Dominguez et al., 2009).
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Figura 2.- Ubicacion de la laguna de Tampamachoco (1.-Pipiloya, 2.- En Medio y
3.- El Tubo).

Los sitios de muestreo de esta laguna son los bancos ostricolas Pipiloya

(21°1'48.37" N y 97°21'48.83" O), En Medio (21°0'20.04" N y 97°21'53.92"0) El

Tubo (20°58'54.82" N y 97°20'38.19" O), la Cooperativa del Puerto de Tuxpan y

tres restaurantes.

En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas, la salinidad de la laguna de

Tamiahua es de 20 a 30 ups y la laguna de Tampamachoco presenta 20 a 40 ups.

En cambio, la temperatura de ambas lagunas es similar (de 25 a 30 °C). No

obstante, Tamiahua tiene un valor de oxigeno disuelto de 6.0 a 7.0 mg/L y la

laguna de Tampamachoco, presenta 4.0 a 7.0 mg/L. Por dltimo, respecto a los

valores de clorofila a, la laguna de Tamiahua presenta de 0.0 a 10.0 mg/m® y la
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laguna de Tampamachoco duplica o triplica estos valores, con 20.0 a 30.0 mg/m?3

(Lara et al., 2011) (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Caracteristicas fisicoquimicas de las lagunas de Tamiahua y

Tampamachoco (Lara et al., 2011).

Caracteristica Tamiahua Tampamachoco
Salinidad (ups) 20 a 30 20 a 40
(polihalina) (polihalina-euhalina)
Temperatura (°C) 25a 30 25a 30
Oxigeno disuelto (mg/L) 6.0a7.0 4.0a6.0
Clorofila a (mg/m?) 0.0a10.0 20.0a30.0
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.- Obtencién de ostiones C. virginica

Se muestrearon un total de 13 sitios (Cuadro 3). A continuacion, se describen
cada uno de los sitios de captura y colecta. El monitoreo se realizé durante las
cuatro estaciones del afo; de esta manera, en cada una de las lagunas se realizo
un muestreo por estacion. EI muestreo consistio en tres visitas para cada una de
las lagunas. En la primera visita se recolectaron 20 ostiones C. virginica en los tres
bancos ostricolas. Durante la segunda visita se obtuvieron 20 ostiones de la

cooperativa. Y, por ultimo, en la tercera visita se obtuvieron 20 ostiones en los

restaurantes.
Cuadro 3.- Sitios de muestreo en las dos lagunas.
Laguna Bancos ostricolas Cooperativa Restaurantes
Tamiahua La Palma, Mangles Coopgrativa R1y R2
y Panzacolas Tamiahua
Tampamachoco Pipiloya, En Medio Cooperativa del R4, R5y R6

y El Tubo Puerto de Tuxpan

5.1.1.- Recolecta de ostiones C. virginica en bancos ostricolas

En los bancos de la Laguna de Tamiahua (La Palma, Mangles y Panzacolas) y de
la laguna de Tampamachoco (Pipiloya, En Medio y El Tubo), la extraccion de los
ostiones se realiz0 de manera aleatoria (Vidal-Briseiio et al., 2015), mediante

buceo libre o por el arte de pesca denominado gafas, fueron seleccionados

19



L)

Monitoreo de bacterias Vibrio spp. en ostiones Crassostrea virginica de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco, Veracruz, México

individuos con tamafio comercial (mayor o igual a 5 cm) (Martinez, 2011). Se
extrajeron un total de 20 individuos C. virginica. Adicionalmente, se realizaron
anotaciones del arte de pesca utilizada. Durante la recoleccion de ostiones, se

utilizaron guantes de jardineria para evitar cortarse al manipularlos.

5.1.2.- Obtencion de ostiones C. virginica en cooperativas y restaurantes

En cada uno de los muestreos, en las cooperativas de ambas lagunas se
obtuvieron 20 ostiones C. virginica. Mas adelante, en los restaurantes colindantes
a las lagunas, se obtuvo la pulpa de 20 ostiones refrigerados (almacenados en
bolsas con agua purificada). Es importante mencionar que la identidad de los
restaurantes se mantuvo de forma confidencial y fueron denominados de la
siguiente manera: R1 y R2 (laguna de Tamiahua) R4, R5 y R6 (laguna de

Tampamachoco).

Acto seguido a la recolecta, en todos los casos, a los ostiones se les retir6 la fauna
acompafiante o algun otro residuo y se colocaron en bolsas resellables BOLROL®
limpias y nuevas, finalmente fueron transportados al laboratorio en una hielera con
geles refrigerantes a una temperatura de 4 °C. En el laboratorio, los moluscos se
enjuagaron con agua corriente y fueron cepillados para remover lodo restante de
las conchas (Gomez-Gil y Roque, 2006) y se colocaron en una charola con papel

absorbente para su posterior desconche.
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5.2.- Preparacion del medio de cultivo TCBS

El medio selectivo TCBS se preparé en condiciones estériles de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, de esta manera, antes de cada salida a campo, se
dispusieron un total de 36 cajas Petri desechables y estériles con medio TCBS, es
decir, tres cajas por cada uno de los sitios de muestreo (bancos ostricolas,
cooperativas y restaurantes). En todas las ocasiones, se trabajé conforme a las
medidas de seguridad que son especificadas en el Anexo A del presente

documento.

5.3.- Pruebas preliminares de aislamiento bacteriano

Con el propésito de conocer el niumero de ostiones que fueron necesarios para
obtener la cantidad de 50 gramos de musculo de ostion (segun la NOM-031-
SSA1-1993: Productos de la pesca, moluscos bivalvos frescos-refrigerados y
congelados. Especificaciones sanitarias) (Secretaria de Salud, 1993), el musculo
de ostién fue pesado hasta obtener la cantidad requerida, por lo anterior, se
establecid recolectar 20 ostiones por cada uno de los sitios dada la variacion de
talla y peso. A partir de las muestras de ostion se realizaron aislamientos
preliminares de Vibrio spp. de acuerdo con la metodologia de Gamazo et al.
(2005), con el fin de determinar la dilucion correcta para realizar el conteo de las
UFC de bacterias del género Vibrio, de esta manera las diluciones 10, 102y 103
fueron probadas, siendo la dilucién 103, la que resulté adecuada debido a que los
cultivos inoculados con esta dilucion fueron los Unicos en los que se pudo realizar

el conteo y distinguir entre colonias sacarosa positiva y sacarosa negativa.
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5.4.- Aislamiento bacteriano

Una vez en el laboratorio, se procedio a realizar el aislamiento de bacterias Vibrio
spp. en una campana de flujo laminar, la cual se limpio con alcohol al 70 % antes y
después de su uso. Anticipadamente, el material a utilizar en siembras, como
vasos de precipitado y cuchillos, se esterilizé durante 15 minutos en autoclave a

una temperatura de 121 °Cy 15 Ibs/pulg? de presion.

Més tarde, los 20 ostiones correspondientes a cada uno de los sitios (bancos
ostricolas, cooperativas y restaurantes), fueron desconchados con un cuchillo
estéril y su contenido fue vertido en el vaso de la licuadora. En el caso de los
restaurantes, se obtuvo la pulpa de ostiones almacenados en bolsas. En todos los
casos, la pulpa de ostion fue triturada junto a 5 mL de liquido intervalvar a alta
velocidad durante un minuto, por consiguiente, se obtuvo un homogenado por
cada sitio. Cada uno de los homogenados, a su vez, fueron vertidos en un vaso de

precipitado estéril de 300 mL.

Por cada sitio, se extrajo 1 mL de homogenado de ostion y se diluyé en 9 mL de
agua peptonada alcalina amortiguada (Gomez-Gil et al., 2014), hasta llegar a la
diluciéon de 102 (Gamazo et al., 2005), a continuacion, se inoculé 0.1 mL de la
dilucién 102 en tres cajas Petri con medio TCBS mediante siembra extendida, se
incubaron las tres cajas por sitio (Figura 3) en una estufa Felisa® a 30 °C durante

un periodo 18 a 24 h.
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Dilucion
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9mL deAPA+1mL —_—
de la dilucion 10- | Q

Figura 3.- Procedimiento de siembra por dilucion utilizado.

5.5.- Recuento bacteriano de microorganismos viables tras diluciones
seriadas

Con el fin de realizar el conteo bacteriano, se asumié que cada colonia aislada
representa a bacterias descendientes de una unidad formadora de colonia (UFC)
(Gamazo et al., 2005). La NOM-092-SSA1-1994 (Método para la cuenta de
bacterias aerobias en placa) (Secretaria de Salud, 1994), establece que el conteo
debe realizarse entre 25 y 250 colonias, no obstante, adicionalmente permite
reportar el numero de UFC de aquellos cultivos en los que hubo crecimiento de
Vibrio spp. por debajo de esta cifra. El recuento de colonias se realiz6 de 18 a 24 h

de incubacion (NOM-031-SSA1-1993). Asi, el recuento consistid6 en contar las
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UFC aisladas en el medio TCBS y posteriormente, se calculo el nUmero inicial de
UFC/mL de Vibrio spp. presentes en el homogenado de ostion, de acuerdo con

Gamazo et al. (2006):

NUmero de UFC/mL=

NuUmero de colonias x factor de dilucidon (1000)

0.1 mL (mL sembrados en placa)

De esta manera, el nimero de UFC/mL se calcul6 multiplicando el nimero de
colonias resultantes, el factor de dilucién fue de 1000, ya que se utilizé la dilucién
103 y se dividié entre 0.1 mL, que fue el volumen de homogenado sembrado en

placa.

Por lo anterior, los valores se reportaron como UFC/mL (Unidades formadoras de
colonias por mililitro de homogenado de ostién), tanto sacarosa positiva como
sacarosa negativa. Ademas, se tomd como referencia el nivel méximo permisible
indicado por la NOM-242-SSA1-2009 (Productos y servicios, productos de la
pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados. Especificaciones sanitarias
y métodos de prueba) (Secretaria de Salud, 2009) que indica que V. cholerae
(sacarosa positiva) y V. vulnificus (sacarosa negativa) deben estar ausentes en 50
gramos de ostion. Finalmente, los cultivos y residuos fueron esterilizados para su
desecho durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C y 15 lbs/pulg? de

presion.
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5.6.- Determinacion de presencia y abundancia de Vibrio spp. y anélisis
estadisticos

La presencia de bacterias del género Vibrio en ostiones C. virginica se determino
mediante la observacion y registro de UFC/mL aisladas en el medio TCBS. Por
otra parte, la abundancia de Vibrio spp. sacarosa positiva y Vibrio spp. negativa se
estimé por medio del conteo del numero total de UFC/mL por cada sitio

muestreado (bancos ostricolas, cooperativas y restaurantes) de ambas lagunas.

En cuanto a la comparaciéon estadistica, los datos obtenidos fueron analizados
mediante la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, segun la distribucion de los datos,
se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis para establecer si existian diferencias
significativas, teniendo como variables el nimero de UFC/mL cuantificadas y los
sitios (bancos ostricolas, cooperativas y restaurantes). De igual manera, se
determinaron las diferencias estadisticas entre estaciones del afio. Una vez
halladas las diferencias estacionales, se realizaron pruebas U de Mann Whitney y
T Student, segun su distribucion, con el fin de conocer cuales estaciones del afio
fueron diferentes entre si. En los casos anteriores, los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo en los programas R x64 version 3.4.2 (The R Project for Statistical
Computing, 2017) y Graphpad PRISM 6.01 (GraphPad Software, Inc. 2012), este

altimo también fue utilizado para graficar.

Por ultimo, en el software Graphpad PRISM 6.01, se realizaron comparaciones

estacionales entre los valores promedio de UFC/mL de ambas lagunas obtenidos
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en los bancos ostricolas y cooperativas, mediante las pruebas T Student y U de

Mann-Whitney, segun la distribucion de los datos.
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VI. RESULTADOS

6.1.- Observacion de colonias de bacterias Vibrio spp. aisladas de ostiones
C. virginica de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco

Las colonias (UFC/mL) de bacterias Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica
provenientes de bancos ostricolas, cooperativas y restaurantes de las lagunas de
Tamiahua y Tampamachoco exhibieron las siguientes caracteristicas en comun:
forma circular, elevaciéon concava, borde liso y tamafio de 1 mm a 3 mm. Cabe
mencionar que, las colonias fueron diferenciadas, al tener coloracién de dos tipos;
las colonias sacarosa positiva, es decir, aguellas que son capaces de degradar
sacarosa presentaron color amarillo y las colonias de vibrios sacarosa negativa,
presentaron coloracion verde, las cuales son compuestas por vibrios que no

degradan sacarosa (Figura 4).

Figura 4.- Cultivo de bacterias Vibrio spp. en medio TCBS (24 horas de
incubacion) aisladas de ostiones de la cooperativa de Tampamachoco. Las
UFC/mL (unidades formadoras de colonias) amarillas indican la presencia de
vibrios sacarosa positiva y las UFC verdes demuestran la presencia de vibrios
sacarosa negativa.
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6.2.- Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. aisladas de individuos de C. virginica

provenientes de bancos ostricolas (fase de recoleccion)

6.2.1. Bancos ostricolas de lalaguna de Tamiahua
» Registro de UFC/mL sacarosa positiva en bancos ostricolas de la laguna

de Tamiahua

En la figura 5, se ilustran los valores promedio de las UFC/mL sacarosa positiva
aisladas de los bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua a lo largo de las
estaciones del afio. Se observé que, en primavera, el banco Mangles presento el
valor promedio mas alto tanto en esta estacion del afio y respecto a todo el
estudio, con un promedio de 260,000 UFC/mL, seguido por el banco La Palma,
con 140,000 UFC/mL, y, por ultimo, el banco Panzacolas exhibié un promedio de
110,000 UFC/mL. En verano, Panzacolas presenté un valor promedio de 26,667
UFC/mL, seguido por el banco Mangles con 3,333 UFC/mL, vy, el banco La Palma
no presentd UFC/mL. En las estaciones de otofio e invierno los ostiones de los
bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua no presentaron UFC/mL sacarosa

positiva.

Los andlisis estadisticos indicaron que, los valores promedio de las UFC/mL
sacarosa positiva aislados de los bancos ostricolas no fueron diferentes (p=
0.7406), en cambio, se presentaron diferencias significativas entre las estaciones
del afio (p= 0.000001), siendo el valor promedio registrado en primavera
significativamente mas alto que el presentado en la estacion de verano. En

primavera, en los bancos La Palma, Mangles y Panzacolas y en verano, en los
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bancos Mangles y Panzacolas, se sobrepaso el limite maximo permisible (LMP)
indicado por la NOM-242-SSA1-2009 (Se tuvo como referencia que V. cholerae,

gue es una bacteria sacarosa positiva, debe estar ausente) (Figura 5).

Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa positiva

aisladas de bancos ostricolas de la Laguna de Tamiahua
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BANCOS OSTRICOLAS

Figura 5.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias por
mililitro de homogenado) sacarosa positiva aisladas de individuos C. virginica de
los bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua (1.- La Palma, 2.- Mangles, 3.-
Panzacolas) durante las estaciones de primavera, verano, otofio e invierno. El
LMP (Limite maximo permisible) fue rebasado durante primavera y verano. Las
letras distintas indican que hubo diferencias estadisticas.

» Registro de UFC/mL sacarosa negativa en bancos ostricolas de la laguna

de Tamiahua

En la figura 6, se muestran los valores promedio de las UFC/mL sacarosa negativa
obtenidas de ostiones C. virginica en las estaciones del afio. A continuacion, se
describen los resultados obtenidos, en primavera, el banco Mangles obtuvo 56,667

UFC/mL, seguido por Panzacolas con 53,333 UFC/mL, por ultimo, el banco La
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Palma obtuvo 23,333 UFC/mL. Durante el verano, el banco La Palma presento el
valor promedio de 10,000 UFC/mL, seguido por Panzacolas con 6,667 UFC/mL, y
por ultimo Mangles con 3,333 UFC/mL. En otofio e invierno, no fueron aisladas
UFC/mL sacarosa positiva de los ostiones provenientes de los bancos ostricolas

de la laguna de Tamiahua.

En relacion con la comparacion estadistica, no se presentaron diferencias
significativas entre los valores promedio de los bancos (p= 0.09608), mientras que,
entre las estaciones se presentaron diferencias (p= 0.000001), el valor promedio
de UFC/mL registrado en primavera fue significativamente mas alto que el
presentado en verano. En primavera y verano, en los bancos La Palma, Mangles y
Panzacolas, se sobrepasé el LMP indicado por la NOM-242-SSA1-2009 (se tomo
como referencia que V. vulnificus, que es una bacteria sacarosa positiva, debe

estar ausente) (Figura 6).
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Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa negativa

aisladas de bancos ostricolas de la Laguna de Tamiahua
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Figura 6.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias de por
mililitro de homogenado de ostion) sacarosa negativa aisladas de individuos C.
virginica de los bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua (1.- La Palma, 2.-
Mangles y 3.- Panzacolas) durante las estaciones de primavera, verano, otofio e
invierno. EI LMP (limite méaximo permisible) fue rebasado durante primavera y
verano. Las letras distintas indican que hubo diferencias estadisticas.

6.2.2. Bancos ostricolas de Tampamachoco
» Registro de UFC/mL sacarosa positiva en bancos ostricolas de la laguna

de Tampamachoco

En la figura 7, se aprecian los valores promedio de UFC/mL sacarosa positiva
obtenidas de ostiones C. virginica de los bancos ostricolas de Tampamachoco,
esto es, durante la estacién de primavera, el banco ostricola Pipiloya obtuvo el
valor promedio mas alto con 160,000 UFC/mL, seguido por el banco El Tubo con
70,000 UFC/mL, y finalmente, el banco En Medio present6 13,333 UFC/mL. En

verano, el banco En Medio exhibié el valor promedio mas alto con 156,667
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UFC/mL, el banco Pipiloya obtuvo 66,667 UFC/mL y El Tubo presentd 60,000
UFC/mL. En otofio e invierno, nuevamente, no se presentaron UFC/mL en los

ostiones de los bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco.

En primavera y verano, se sobrepaso el LMP de acuerdo con la NOM-242-SSA1-
2009, en los bancos Pipiloya, En Medio y El Tubo. La comparacion estadistica
evidencio que, no existieron diferencias significativas entre bancos (p= 0.8602), en
cambio, se presentaron diferencias estadisticas significativas entre estaciones (p=
0.000003), siendo los valores registrados por primavera y verano estadisticamente

similares (Figura 7).

Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa positiva
aisladas de bancos ostricolas de la Laguna de
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Figura 7.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias por
mililitro de homogenado de ostidn) sacarosa positiva aisladas de individuos C.
virginica de los bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco (1.- Pipiloya, 2.-
En Medio, 3.- El Tubo) durante las estaciones de primavera, verano, otofio e
invierno. El LMP (limite maximo permisible fue rebasado durante primavera y
verano. Las letras similares indican que no hubo diferencias estadisticas.
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» Registro de UFC/mL sacarosa negativa de ostiones de los bancos

ostricolas de Tampamachoco

En la figura 8, se muestran los valores promedio de UFC/mL sacarosa negativa
aislados de ostiones de los bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco,
durante las diferentes estaciones del afio. Esto es, en primavera, el banco Pipiloya
presentd un valor promedio de 33,333 UFC/mL, el banco En Medio present6
13,333 UFC/mL y el Tubo 10,000 UFC/mL respectivamente. Con relacion a la
estacion de verano, el banco En Medio obtuvo 30,000 UFC/mL, seguido por los
bancos Pipiloya con 10,000 UFC/mL y el Tubo 6,667 UFC/mL. Durante las
estaciones de otofio e invierno no se aislaron UFC/mL sacarosa negativa de los

bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco (Figura 8).

Los andlisis estadisticos revelaron que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre los bancos (p= 0.8415), no obstante, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de UFC/mL entre estaciones (p=
0.0001122), siendo los valores registrados por primavera y otofio estadisticamente
similares. Durante las estaciones de primavera y verano se sobrepaso el LMP de
acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009, en los bancos Pipiloya, En Medio y El Tubo

(Figura 8).
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Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa negativa
aisladas de bancos ostricolas de la Laguna de
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Figura 8.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mililitro de homogenado) sacarosa negativa aisladas de individuos C.
virginica provenientes de los bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco
(1.- Panzacolas, 2.- En Medio, 3.- El Tubo). El LMP (Limite maximo permisible),
fue rebasado en todos los bancos, durante las estaciones de primavera y verano.
Las letras similares indican que no hubo diferencias estadisticas.

6.3.- Conteo de UFC/mL de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica

obtenidos de cooperativas (fase de postrecoleccion)

6.3.1.- Registro de UFC/mL de Vibrio spp. en ostiones C. virginica de la
cooperativa de la laguna de Tamiahua (Cooperativa Tamiahua)

En la figura 9, se exponen los valores promedio de las UFC/mL sacarosa positiva
aisladas de los ostiones de la cooperativa Tamiahua, se evidencid que, los
ostiones de dicha cooperativa obtenidos en primavera y verano no presentaron
UFC/mL de este tipo. No obstante, en la estacion de invierno se aislaron un

promedio de 6,667 UFC/mL sacarosa positiva. En relacion con la comparacion
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estadistica, los valores de UFC/mL sacarosa positiva no presentaron diferencias

significativas en (p= 0.3679).

Conteo de UFC/mL sacarosa positiva de Vibrio spp. aisladas
de ostiones de la cooperativa Tamiahua
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Figura 9.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mililitro de homogenado) de Vibrio spp. sacarosa positiva en ostiones
C. virginica obtenidos de la cooperativa de Tamiahua durante primavera, verano e
invierno. El limite maximo permisible (LMP) Uunicamente fue rebasado en invierno.

En cambio, respecto a los valores promedio de UFC/mL sacarosa negativa, en
primavera se presentaron 10,000 UFC/mL. En verano e invierno no fueron
aisladas UFC/mL sacarosa negativa de los ostiones recolectados de la
Cooperativa Tuxpan. Los valores de UFC/mL sacarosa negativa, presentados
durante primavera, otofio e invierno no exhibieron diferencias significativas (p=

0.3679) (Figura 10).
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Conteo de UFC/mL sacarosa negativa de Vibrio spp. aisladas
de ostiones de la cooperativa Tamiahua
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Figura 10.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mililitro de homogenado) de Vibrio spp. sacarosa negativa en ostiones
C. virginica obtenidos de la cooperativa de Tamiahua durante primavera, verano e
invierno. El limite maximo permisible (LMP) fue rebasado durante primavera.

Por lo anterior, el LMP (NOM-242-SSA1-2009) fue sobrepasado en primavera con
10,000 UFC/mL sacarosa negativa e invierno con 6,667 UFC/mL sacarosa

positiva.

Durante otofio, no fue posible obtener muestras de ostibn de la cooperativa
Tamiahua, por lo anterior, el monitoreo no se pudo realizar durante esa estacion

del afo.
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6.3.2 Registro de UFC/mL en ostiones C. virginica de la cooperativa de la

laguna de Tampamachoco (Cooperativa del Puerto de Tuxpan)

A continuacion, en la figura 11, se muestran los valores promedio de UFC/mL
sacarosa positiva aisladas de ostiones C. virginica procedentes de la cooperativa
del Puerto de Tuxpan, en primavera se obtuvieron 253,333 UFC/mL, durante el
verano se registraron 10,000 UFC/mL. Nuevamente, durante las estaciones de
otofio e invierno no fueron aisladas UFC/mL sacarosa positiva de ostiones C.
virginica. En cuanto a la comparacion estadistica, se obtuvo que, los valores de
UFC/mL sacarosa positiva presentaron diferencias significativas entre las

estaciones del afio (p= 0.02366).

Conteo de UFC/mL sacarosa positiva de Vibrio spp. aislados
de ostiones de la cooperativa del Puerto de Tuxpan

400,000~
— LMP

350,000

300,000

250,000+

200,000+

150,000+

UFC/mL DE HOMOGENADO

100,000

50,000

0
1 1 1 1
PRIMAVERA VERANO oTofo INVIERN O
ESTACIONES
(p=0.02366)

Figura 11.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mililitro de homogenado) de Vibrio spp. sacarosa positiva en ostiones
C. virginica obtenidos de la cooperativa de Tampamachoco durante primavera,
verano, otofio e invierno. El limite maximo permisible (LMP) fue rebasado durante
primavera y verano.
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En cuanto a los valores promedio de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa negativa
durante la primavera, se presentaron 156,667 UFC/mL y en verano 6,667
UFC/mL. En otofio e invierno no se presentaron UFC/mL sacarosa negativa
aisladas de ostiones C. virginica obtenidos de la cooperativa del Puerto de
Tuxpan. Los valores de UFC/mL sacarosa negativa, presentaron diferencias

estadisticas entre estaciones (p=0.02542) (Figura 12).

Conteo de UFC/mL sacarosa negativa de Vibrio spp. aisladas
de ostiones de la cooperativa del Puerto de Tuxpan

400,000 =
— LMP
350,000 =
300,000 =
250,000 -

200,000 -

150,000 -

UFC/mL DE HOMOGENADO

100,000 -

50,000 =

—_
0= T T T

PRIMAVERA VERANO OoTONO INVIERNO

ESTACIONES
(p=0.02542)

Figura 12.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mililitro de homogenado) de Vibrio spp. sacarosa negativa en ostiones
C. virginica obtenidos de la cooperativa de Tampamachoco durante primavera,
verano, otofio e invierno. El limite maximo permisible (LMP) fue rebasado durante
primavera y verano.

Por lo anterior, Unicamente en primavera y verano, se presentaron UFC/mL
sacarosa positiva y UFC/mL sacarosa negativa, es decir, respecto a los dos tipos

se sobrepasé el LMP segun la NOM-242-SSA1-2009.
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6.4.- Registro de UFC/mL de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica

obtenidos de restaurantes

En las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco, se evidencié la ausencia de
UFC/mL sacarosa positiva y UFC/mL sacarosa negativa en los ostiones C.
virginica obtenidos, esto es, los restaurantes cumplen con el LMP segun la NOM-

242-SSA1-2009 (Figura 13).

Conteo de UFC/mL Vibrio spp. aisladas de ostiones de venta en

restaurantes adyacentes a las lagunas de Tamiahuay Tampamachoco

400,000 =
DUFC/mL sacarosa positiva — LMP

350,000 = .

. UFC/mL sacarosa negativa
300,000 =
250,000 =

200,000 =

150,000 =

UFC/mL DE HOMOGENADO

100,000 =

50,000 =

0 | I | I |
R1 R2 R4 R5 R6

RESTAURANTES

Figura 13.- Valores promedio de UFC/mL (Unidades formadoras de colonias
aisladas por mL de homogenado de ostion) aisladas de los restaurantes de las
lagunas de Tamiahua (R1, R2) y Tampamachoco (R3, R4 y R5).
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6.5.- Comparaciéon de los sitios de recoleccion y postrecoleccion de ambas
lagunas

En relacion con los valores promedio de UFC/mL sacarosa positiva, en la estacion
de primavera, los bancos ostricolas de Tamiahua presentaron valores
significativamente mas altos en comparacion con los valores registrados en los
bancos de la laguna de Tampamachoco (p= 0.0415). En contraste, en verano, los
bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco presentaron valores mas altos
estadisticamente respecto a la laguna de Tamiahua (p= 0.0002) (Figura 14).
Durante otofio e invierno no se presentaron UFC/mL de Vibrio spp. de ninguno de

los dos tipos en ambas lagunas.

En cuanto a los valores promedio de UFC/mL sacarosa negativa de Vibrio spp.
registrados por los ostiones recolectados en bancos ostricolas, durante primavera,
la laguna de Tamiahua presenté valores significativamente mas altos que la
laguna de Tampamachoco (p= 0.0089). En verano, no se presentaron diferencias
estadisticas significativas entre los valores promedios de UFC/mL sacarosa
negativa registrados por ambas lagunas (0.2968). En primavera y otofio no se
registraron UFC /mL sacarosa negativa en ninguno de los bancos ostricolas de las

dos lagunas (Figura 14).
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Figura 14.- Comparacion estacional de los valores promedio de UFC/mL de Vibrio
spp. obtenidas de individuos de C. virginica de bancos de las lagunas de

Tamiahua y Tampamachoco, Veracruz.

En la figura 14, se muestran los valores promedio de UFC/mL de Vibrio spp.

sacarosa positiva aisladas de ostiones de cooperativas de las lagunas de

Tamiahua y Tampamachoco, en cuanto a los valores promedio de UFC/mL no
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presentaron diferencias estadisticas estacionales (p= 0.1326). Igualmente, durante
las cuatro estaciones, las UFC/mL sacarosa negativa obtenidas de ostiones de las
cooperativas de ambas lagunas no presentaron diferencias estadisticas

significativas (p= 0.2070).

Comparacion de UFC/mL de Vibrio spp. en ambas cooperativas

. UFC/mL sacarosa positiva (p=0.1326) |:| UFC/mL sacarosa negativa (p= 0.2070)

400,000 —
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50,000

0 -

COOPERATIVAS
TAH (Cooperativa de Tamiahua)

TAP (Cooperativa de Tampamachoco)

Figura 15.- Comparacion de los valores de UFC/mL sacarosa positiva y UFC/mL
sacarosa negativa de Vibrio spp. aisladas de ostiones de las cooperativas de
Tamiahua y Tampamachoco durante las estaciones de primavera, verano, otofio e
invierno. TAH= Cooperativa de Tamiahua, TAP= Cooperativa de Tampamachoco.

Por ultimo, como anteriormente se menciond, no se presentaron UFC/mL de Vibrio
spp. en los ostiones C. virginica recolectados en los restaurantes de ambas

lagunas.
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VIl. DISCUSION

En la presente investigacion se registraron bacterias del género Vibrio en ostiones
C. virginica de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco, siendo similar a lo
reportado por Vieira et al. (2010), quienes aislaron V. parahaemolyticus, V.
carcharie y V. vulnificus en ostiones C. rhizophorae en Eusébio, Ceard, Brasil. Lo
anterior podria ser debido a que los vibrios son bacterias nativas de ecosistemas
salobres y marinos (Colwell, 2006), por lo tanto, es comun que tengan asociacion
con invertebrados destinados al consumo humano (Jones, 2014). En los

siguientes apartados, se discutiran los principales hallazgos.

6.1.- Registro de vibrios en ostiones recolectados en bancos de Tamiahua y
Tampamachoco

En el presente trabajo, las bacterias del género Vibrio aisladas en individuos C.
virginica de bancos ostricolas de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco
fueron registradas en primavera y verano, similar a lo reportado por Jiménez en
2012, ya que aislé bacterias del género Vibrio en C. virginica de bancos ostricolas
de la laguna de Tampamachoco y siendo diferente a lo encontrado por Hernandez
et al. (2015), pues reportaron la presencia de estas bacterias en ostiones durante
el periodo de octubre-noviembre. Recientemente, durante los meses de mayo y
junio se detecté la presencia de V. parahaemolyticus (35 NMP/50 g) en ostiones
de la laguna de Tamiahua durante los meses de mayo y junio (Galaviz-Villa et al.,

2017).
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6.2.- Registro de vibrios en ostiones de las cooperativas de Tamiahua y
Tampamachoco

En este trabajo, en primavera y verano se registraron bacterias del género Vibrio
en las cooperativas de Tampamachoco y Tamiahua lo que fue similar a lo
reportado por Martinez (2011) quien aisléo a V. cholerae, V. alginolyticus y V.
fluvialis en la cooperativa de la laguna de Mandinga. Durante, primavera, la laguna
de Tampamachoco presenté valores promedios mas altos que la laguna de
Tampamachoco. Los datos obtenidos en la cooperativa Tamiahua podrian ser
debido a su manejo postrecoleccion, ya que una vez de su llegada a la
cooperativa, el sedimento de los ostiones en las arpillas es retirado con agua
potable, para su posterior almacenamiento o transporte a los diversos centros de

distribucion.

6.3.- Ausencia de vibrios en los restaurantes de Tamiahua y Tampamachoco

En este trabajo de investigacidn, no se registraron UFC/mL de Vibrio spp. en los
ostiones provenientes de los restaurantes de ambas lagunas, lo que difiere con lo
reportado por Costa et al. (2011) en Brasil en ostiones C. brasiliana de venta en
kioscos de playa y en ostiones C. rhizophorae de venta en restaurantes de playa
por Barros et al. (2007) y los estudios en México por Franco-Monsreal et al.,
(2010) y Franco-Monsreal et al. (2014) en alimentos marinos de establecimientos
comerciales de Campeche y Oaxaca respectivamente. La ausencia de vibrios en
los ostiones podria ser debida al manejo postrecoleccion, ya que, los ostiones son

desconchados y limpiados con agua potable y refrigerados. Lo anterior, podria
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deberse a que la refrigeracion disminuye, de manera sustancial, la cantidad de

vibrios presentes en alimentos marinos (Jones et al., 2017).

6.4.- Diferencias estacionales en la cantidad de Vibrio spp. en la recoleccién
y postrecoleccion de ostiones

En general, respecto a las cantidades de UFC de Vibrio spp. registradas no
existieron diferencias significativas entre los sitios muestreados (bancos ostricolas,
cooperativas y restaurantes de ambas lagunas), en cambio, se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre estaciones del afio, similar a lo
reportado por Costa et al. (2011), quienes no registraron diferencias estadisticas
entre los sitios de venta al menudeo de C. brasiliana y lo atribuyeron a que los
ostiones eran almacenados a temperatura ambiente. Lo anterior podria ser
explicado por las diferencias entre temperaturas de las estaciones climaticas
(Parveen et al., 2008), y las fluctuaciones de flujo de agua dulce a ecosistemas
marinos (Lutz et al., 2013) en las lagunas, ya que, la presencia de vibrios es
influenciada mayormente por la temperatura y salinidad del agua principalmente

(Leon et al., 2013).

Por otra parte, especies como V. parahaemolyticus y V. vulnificus tienen una
demostrada estacionalidad tanto en el ambiente como en los mariscos y son mas
recurrentes en meses calidos (Jones, 2014), lo que corresponde al registro de la
presencia y mayor cantidad de estas bacterias en las estaciones de primavera y
verano. Por lo anterior, se recomienda la implementacién de buenas practicas de

higiene y de manejo del recurso (Galaviz-Villa et al., 2013).
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VIll. CONCLUSIONES Y APLICACIONES PRACTICAS DEL

TRABAJO

8.1.- Conclusiones

En la presente investigacion fueron registradas UFC/mL de Vibrio spp. en ostiones
C. virginica, tanto sacarosa positiva como negativa en bancos ostricolas de las
lagunas de Tamiahua y Tampamachoco en las estaciones de primavera y verano.
Los valores promedio de UFC/mL presentados por los bancos ostricolas de ambas
lagunas no presentaron diferencias estadisticas espaciales, en cambio, se

registraron diferencias significativas entre las estaciones del afio.

De esta manera, los valores registrados en los bancos ostricolas de Tamiahua
durante primavera fueron estadisticamente més altos que los valores registrados
durante verano, otoflo e invierno. Los valores de UFC/mL aislados durante
primavera y verano en los bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua fueron

significativamente mas altos que los registrados en otofio e invierno.

Respecto a la comparacion entre ambas lagunas, en cuanto a las UFC/mL
sacarosa positiva, durante primavera, los bancos ostricolas de la laguna de
Tamiahua presentaron valores mas altos que los bancos ostricolas de la laguna de
Tampamachoco, en cambio, durante verano, los bancos ostricolas de
Tampamachoco presentaron valores mas altos que los bancos ostricolas de
Tamiahua. En cuanto a los valores de UFC/mL sacarosa negativa aisladas de

bancos ostricolas, durante primavera, la laguna de Tamiahua presentd valores
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mas altos que la laguna de Tampamachoco, no obstante, durante verano no se
presentaron diferencias estadisticas entre los valores de los bancos ostricolas de
ambas lagunas. En ambos casos, durante otofio e invierno no se presentaron

UFC/mL sacarosa positiva y sacarosa negativa.

Igualmente, en esta investigacion se reporta por primera vez la presencia de estas
bacterias en los ostiones recolectados de las cooperativas Tamiahua (laguna de
Tamiahua) y Del Puerto de Tuxpan (laguna de Tampamachoco), es decir durante
el proceso post-recoleccién. Si bien, los ostiones de la cooperativa del Puerto de
Tuxpan registraron valores promedio de UFC/mL de Vibrio spp. mas altos que los
presentados por los ostiones de la cooperativa Tamiahua, no se presentaron

diferencias estadisticas significativas entre las cooperativas.

Por ultimo, no se detectaron UFC/mL de Vibrio spp. en ostiones C. virginica
obtenidos de los restaurantes de ambas lagunas, cumpliendo de esta manera con
el limite maximo permisible de acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009 Productos y
servicios: Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados,

especificaciones sanitarias y métodos de prueba.

8.2.- Aplicaciones practicas del trabajo

La produccion del ostion C. virginica es un sistema conformado por: el recurso
mismo, los productores primarios (pescadores y desconchadores), cooperativistas
y almacenistas, minoristas, restauranteros y consumidores, es por ello, que es
necesario otorgarle un enfoque multidisciplinario, si bien es vital conocer el estado

de la poblacion de C. virginica asi como las artes de pesca que son utilizadas en
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Su captura, también, es importante obtener conocimiento acerca de las
enfermedades que provocan mortalidad y morbilidad en los ostiones y los factores

gue afectan su calidad sanitaria, y por ende, a los consumidores.

Es ideal tener un buen manejo del recurso pesquero y planes de vigilancia
sanitaria, sin embargo, esto no puede ser factible sin antes realizar un diagnadstico.
Los monitoreos ambientales son una herramienta de diagnostico y obtencidon de
informacion que nos permite, entre otras cosas, conocer el estado del recurso o la

presencia y prevalencia de patdgenos en ostiones C. virginica.

El presente estudio aporta informacion acerca de la presencia de bacterias Vibrio
en los bancos ostricolas y las cooperativas, asimismo, reporta la ausencia de
estas bacterias en restaurantes adyacentes a las lagunas de Tamiahua y
Tampamachoco, estos datos pueden ser utilizados para promover la adopcion de
medidas dirigidas a la disminucion de estas bacterias en los ostiones tales como:
al momento de la captura almacenar los ostiones en hieleras, retirar el sedimento
con agua potable (lo que se realiza en la Cooperativa Tamiahua), y un monitoreo
permanente de bacterias Vibrio en los bancos ostricolas y sitios de venta. Lo
anterior es debido a que un manejo postrecoleccion adecuado puede evitar la

presencia de vibrios en ostiones destinados al consumo humano.
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X.  ANEXOS

Anexo A.- Medidas de seguridad en laboratorio y campo

Sitio Medidas de seguridad

_ _ Durante la manipulacion de los ostiones, se utilizaron guantes
Al momento de extraccion de los ostiones
de hule con el fin de evitar heridas.

Se usaron: bata, cofia, tapaboca, gafas protectoras y guantes
En laboratorio
de latex, para evitar contaminar los cultivos y evitar tener

contacto con las bacterias patdgenas.
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