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RESUMEN
Vibrio es un género ampliamente distribuido en ambientes estuarinos y marinos, adaptable y con rapida
propagacion de sus cepas. Los moluscos bivalvos son reservorios potenciales de Vibrios, su consumo esta
relacionado con el desarrollo de vibriosis leve como gastroenteritis hasta septicemia grave o la muerte. Por
lo cual es importante el monitoreo continuo en las areas de extraccion y distribucion para evaluar el riesgo
para la salud humana derivado del consumo de moluscos y garantizar la inocuidad de estos bivalvos. En el
presente estudio se determinaron las diferencias estacionales en la presencia y abundancia de Vibrios
durante las fases de recoleccion (bancos ostricolas) y post-recoleccion (cooperativas y restaurantes) en
ostiones Crassostrea virginica de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco, Veracruz, Meéxico. Las
muestras fueron obtenidas de trece sitios al azar durante el ano 2018. El aislamiento bacteriano se realizo
por el método de siembra por dilucion en medio TCBS vy recuento en placa de acuerdo a la NOM-031-

Recibido: 02/03/2021 Copyright (c) 2021 Dulce Maripaz Hernandez-Mendoza, , Pablo San Martin-
Aceptado: 29/05/2021 @ del Angel, Cat}/aJlmer}Iez—TorresyR.(Jsa IL?aha Herndndez-Herrera.

. Esta obra esta protegida por una licencia
Publicado: 01/06/2021

CreativeCommons 4.0.

122


http://www.revistabiologicoagropecuario.mx/
http://www.doi.org/
http://creativecommons.org/
mailto:maripazher93@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-9420-2567
mailto:pmartin@uv.mx
https://orcid.org/0000-0003-3465-8495
mailto:biolcatya_jimenez@outlook.com
http://orcid.org/0000-0001-9653-5066
mailto:idhernandez@uv.mx
https://orcid.org/0000-0002-7711-4132

Hernandez-Mendoza et a/, 2021

SSA1-1993. El analisis estadistico indicd que no existieron diferencias espaciales significativas, no obstante,
se presentaron diferencias estacionales. En esta investigacion, se evidencia por primera vez, la presencia
de Vibrio spp. en ostiones de las cooperativas de estudio. También se reporta la ausencia de este género
bacteriano en los restaurantes adyacentes. En general, los resultados muestran la necesidad de aplicar
medidas dirigidas a reducir la presencia de Vibrios durante la fase de post-recoleccion de ostiones, con la
finalidad de disminuir el riesgo de infeccion por Vibrio spp. en los consumidores.

Palabras clave: Bacterias patdgenas, ostiones, vigilancia sanitaria, inocuidad alimentaria

ABSTRACT

Vibrio is a genus widely distributed in estuarine and marine environments, with a high rate of adaptation
and a rapid spread of its strains. Bivalve mollusks are potential reservoirs of Vibrios, their consumption is
related to the development of vibriosis such as mild gastroenteritis to severe septicemia or death. Therefore,
continuous monitoring in the extraction and distribution areas is important to assess the risk to human
health derived from the consumption of mollusks and guarantee the safety of these bivalves. In this study,
seasonal differences in the presence and abundance of Vibrios were determined during the harvesting
phases (oyster banks) and post-harvesting (cooperatives and restaurants) in Crassostrea virginica oysters
from Tamiahua and Tampamachoco lagoons, Veracruz, Mexico. The samples were obtained from thirteen
random sites during 2018. Vibrio species were isolated by using TCBS agar medium and bacterial plate
counting according to NOM-031-SSA1-1993. The statistical analysis indicated that there were no significant
spatial differences, nonetheless, there were differences between seasons of the year. Importantly, these
data are the first report by the presence of Vibrio spp. in oysters of Tamiahua and Tampamachoco
cooperatives. The absence of this bacterial genus was also reported in adjacent restaurants. Taken together
the results display the necessity to apply measures aimed to decrease the presence of Vibrios during the
post-collection phase of oysters, in order to reduce the infection risk by Vibrio spp.

Keywords: pathogenic bacteria, oysters, sanitary surveillance, food safety

INTRODUCCION

Vibrio es uno de los géneros bacterianos mas amplio y diverso, comprende alredor de cien especies
(Gomez-Gil et al., 2014; Wietz et al., 2010), se distribuyen en ecosistemas estuarinos y marinos (Kingsley,
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2014) y pueden encontrarse asociados con la proliferacion de algas nocivas (Greenfield et al., 2017), asi
como a organismos vertebrados e invertebrados, (Ceccarelli and Colwell, 2014; Martinez-Urtaza et al., 2012)
en algunos casos, estableciendo simbiosis (Martinez-Urtaza et al., 2012). Parametros ambientales como la
temperatura y la saturacion de oxigeno, ademas de la contaminacion por el impacto antropogénico se han
determinado como factores esenciales que contribuyen en la presencia, cantidad y distribucion geografica
de los Vibrios (Greenfield et al., 2017; Labbate et al., 2016; Wietz et al., 2010). El incremento en la
abundancia de poblaciones de especies de Vibrio patdgenas, entre estas Vibrio parahaemolyticus, V.
choleraey V. vulnificus puede provocar enfermedades en humanos, principalmente infecciones del tracto
digestivo, ya sea por la ingesta de organismos contaminados o por exposicion ocupacional o recreativa
(Jones, 2017; West, 1989).

Estas bacterias suelen adherirse a las particulas y otros organismos en la columna de agua, facilitando su
absorcién por los moluscos que se alimentan por filtracion, como los ostiones (Froelich and Noble, 2016).
Diversos reportes indican que la concentracion de Vibrio en ostiones puede ser hasta cien veces mayor que
en el agua circundante, convirtiendo a los bivalvos en potenciales reservorios de Vibrios patégenos (DePaola
et al., 2003; Froelich and Noble, 2016; Jones, 2017). En México la calidad sanitaria de de estos moluscos
es vigilada y controlada por el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PMSMB), el cual se
conforma interinstitucionalmente por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales y la Secretaria de Marina, y es coordinado por la Secretaria de Salud a
través de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) (Cofepris, 2009;
FDA et al., 2018). En el marco del PMSMB, la guia técnica para el control sanitario de moluscos bivalvos
establece los requerimientos necesarios para las areas de cosecha, los cosechadores y los procesadores
de estos moluscos, con la finalidad de salvaguardar la salud de los consumidores, garantizando la venta y
distribucion de moluscos bivalvos provenientes de fuentes seguras evitando su contaminacion durante el
cultivo, cosecha, extraccion, proceso, transporte, manejo y comercializacion (Cofepris, 2009).

Las lagunas costeras del estado de Veracruz representan la mayor parte de la produccion ostricola en
Meéxico, aportando cerca del 50% de la produccion anual, equivalente a 22 mil 45 toneladas de producto
(Conapesca, 2018). Sin embargo, estudios anteriores han reportado la presencia de Vibrios en bancos
ostricolas del sistema lagunar de Veracruz. La presencia de V. choleraey V. paraemolyticus fue determinada
en muestras de C. Virginica provenientes de los bancos naturales de mayor importancia economica en la
laguna de Tampamachoco (Hernandez-Herrera et al., 2015). V. parahaemolyticus tiene amplia distribucion
en el Golfo de México (Barrera-Escorcia et al., 2016), esta especie se ha detectado en muestras
compuestas de C. Virginica en las lagunas de Pueblo Viejo, Mandinga, La Mancha y Tamiahua (Galaviz-
Villa etal.,, 2017: Reyes-velazquez et al., 2010), mientras que V. alginolyticus ha sido reportado en el sistema
lagunar la Mandinga (Reyes-veldzquez et al., 2010). No obstante, los estudios citados anteriormente fueron
desarrollados en épocas especificas del afo y en ciertos casos los datos se obtuvieron de muestras
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compuestas por laguna, lo cual dificulta la evaluacion de los posibles factores que pueden estar asociados
con el incremento en la abundancia de estas bacterias. Con la finalidad de estimar los posibles factores
que influyen en el aumento de Vibrios en la zona norte del sistema lagunar de Veracruz, como son: la
ubicacion de los bancos ostricolas, almacenamiento de los organismos y estacionalidad del afio; la presente
investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia y abundancia de Vibrio spp. en muestras de
ostiones C. virginica obtenidas en la fase de recoleccion y post-recoleccion provenientes de las lagunas de
Tamiahua y Tampamachoco del estado de Veracruz, México durante el afio 2018.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de los sitios de muestreo. La eleccion de las lagunas de estudio se realizo bajo los siguientes
criterios: grado de perturbacion por urbanizacién e industria, eutrofizacion, descarga directa de aguas
residuales y presencia de coliformes fecales (Gutiérrez- Vivanco, 2010; Herrera-Silveira et al., 2011; Lango-
Reynoso et al., 2010; Ramirez-Ayala et al., 2020).
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Figura 1. Ubicacion geogréafica de las lagunas de estudio y puntos de muestreo. A) Laguna de Tamiahua;
(1) La Palma, (2) Mangles, (3) Panzacolas. B) Laguna de Tampamachoco; (1) Pipiloya, (2) En Medio, (3)

El Tubo.
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La laguna de Tamiahua se encuentra ubicada geograficamente a los 21° 06" Ny los 97° 23" - 97° 4'0;
tiene una superficie costera de 88,000 ha con una longitud de 85 km y una anchura méaxima de 18 km (Fig.
1A), mientras que la laguna de Tampamachoco se localiza a los 20° 18 Ny 97° 22'-97° 19' Oy cuenta
con una superficie costera de 1,500 ha, una longitud de 10.6 km y una anchura maxima de 2.7 km
aproximadamente (Fig. 1B) (Vidal-Briserio et al., 2015). Se establecieron al azar un total de trece sitios de
muestreo en las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco. En el cuadro | se indican los sitios de recolecta y
post-recolecta muestreados durante las cuatro estaciones del ano 2018. En la laguna de Tamiahua se
muestrearon los bancos ostricolas: La Palma, Mangles y Panzacolas (Fig. 1A); la cooperativa “Tamiahua”
y 2 restaurantes (R1y R2). En la laguna de Tampamachoco se muestrearon los bancos ostricolas: Pipiloya,
En Medio y El Tubo (Fig. 1B); la cooperativa “Del Puerto de Tuxpan” y 3 restaurantes (R3, R4 Y Rb).
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Figura suplementaria 1. Ausencia de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. en ostiones C. virginica
obtenidos de restaurantes.

Cuadro . Sitios de muestreo en las lagunas Tamiahua y Tampamachoco.

Laguna Bancos ostricolas Cooperativa Restaurantes
Tamiahua La Palma, Mangles vy Coopgrahva Ry R2
Panzacolas Tamiahua
Pipiloya, En Medio y Cooperativa del
T h R3, R4 y Rb

ampamacnoco El Tubo Puerto de Tuxpan y

Muestreo de ostiones C. virginica en las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco
El monitoreo se realizd durante el afio 2018, incluyendo las cuatro estaciones del afo; realizando un
muestreo por estacion. De acuerdo con la norma NOM-031-SSA1-1993 (SSA, 1993), considerando la
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variacion de talla y peso de los organismos, preliminarmente se establecio el tamafo de muestra de 20
ostiones por cada sitio de muestreo para obtener la cantidad de 50 gramos de musculo de ostion para los
analisis posteriores. El muestreo consistio en tres visitas para cada una de las lagunas. En la primera visita
se recolectaron 20 individuos C. virginica en los tres bancos ostricolas. Durante la segunda visita se
obtuvieron 20 ostiones de la cooperativa. Finalmente, en la tercera visita se obtuvieron 20 ostiones
provenientes de los restaurantes.

Recolecta de ostiones C. virginica en bancos ostricolas

La extraccion de los ostiones de los bancos en cada laguna se realizd de manera aleatoria, de acuerdo con
el método utilizado por Vidal-Brisefio (2015), mediante buceo libre o por el arte de pesca denominado
gafas. Brevemente, consiste en dos rastrillos de 2.5 a 4 metros de longitud, unidos, formando una pinza
que se manipuld desde la borda de la lancha, introduciéndolas abiertas, rascando practicamente la
superficie del banco a muestrear y al cerrarlas, se obtuvieron los ejemplares, se seleccionaron individuos
con tamano comercial (mayor o igual a 5 cm) (Vidal-Brisefio et al., 2015). Se extrajeron un total de 20
individuos C. virginica. Durante la recoleccion de ostiones, se utilizaron guantes de jardineria para evitar
cortarse al manipularlos.

Post-recoleccion de ostiones C. virginica en cooperativas y restaurantes

En cada uno de los muestreos, se obtuvieron 20 ostiones C. virginica de las cooperativas de ambas lagunas.
Ademas, se obtuvo la pulpa de 20 ostiones refrigerados (almacenados en bolsas con agua purificada)
provenientes de los restaurantes colindantes a las lagunas, manteniendo la identidad de los restaurantes
de forma confidencial.

Posterior a la recolecta, los ostiones se cepillaron para retirarles los materiales y fauna acompanfante
adheridos a la concha, se colocaron en bolsas resellables BOLROL" limpias y nuevas, los organismos fueron
transportados al laboratorio a 4 ° C. En el laboratorio, los moluscos se cepillaron y enjuagaron con agua
corriente para remover el lodo restante de las conchas (Gomez-Gil and Roque, 2006) y se colocaron en una
charola con papel absorbente para su posterior desconche.

Aislamiento bacteriano

El aislamiento de bacterias Vibrio spp. se realizd en campana de flujo laminar. EI material utilizado fue
previamente sometido a 121 ° Cy 15 Ibs/pulg? de presion durante 15 min en autoclave vertical (Gomez-
Gil and Roque, 2006).

Los ostiones obtenidos de los bancos ostricolas y cooperativas fueron desconchados con un cuchillo estéril,
en el caso de los restaurantes, se obtuvo la pulpa de ostiones almacenados en bolsas con agua purificada.
En todos los casos, la pulpa de ostion de cada sitio de muestreo fue homogenizada a alta velocidad durante
1 min, agregando 5 mL de liquido intervalvar. Cada homogenado fue vertido por separado en vaso de
precipitados estéril de 300 mL.
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En la figura 2 se presenta el diagrama del procedimiento de siembra por dilucion utilizado. Por cada sitio
de muestreo se extrajo 1 mL de homogenado de ostion y se diluyd en 9 mL de agua peptonada alcalina
amortiguada (pH 8,4 £ 0,2) (Gomez-Gil and Roque, 2006), hasta llegar a la dilucion de 10 de acuerdo
con la metodologia de Gamazo et a/ (2010), a continuacion, se inocularon 0.1 mL de la dilucién 102 en
placa en medio selectivo para el aislamiento y cultivo de Vibrio, agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS,
por sus siglas en ingles), mediante siembra extendida por triplicado. El medio TCBS se prepard en
condiciones estériles de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las placas fuerén incubadas a 30
° C durante un periodo de 18 a 24 h en estufa Felisa®.

Dilucién

o 107
: 9 mL de APA+ 1
mL de homogenado
Dilucién
102
9mL de APA+ 1 mL
de ladilucién 10-
s Inoculode 0.1 mL
miaculs de osté ' N de lagilucion 103
musculo de ostién | \ de
Dilucién
103 :
9mLdeAPA+ 1mL  --------1
de la dilucién 10- i -
< L ——

Figura 1. Diagrama del método de siembra por dilucién en placa en medio TCBS utilizado para el
aislamiento de Vibrio spp.

Recuento bacteriano de microorganismos viables

Para el conteo bacteriano se asumio que cada colonia aislada representa bacterias descendientes de una
unidad formadora de colonia (UFC) (Gamazo et al., 2010). La NOM-092-SSA1-1994 (Método para la
cuenta de bacterias aerobias en placa) (1994), establece que el conteo debe realizarse entre 25 y 250
colonias, no obstante, adicionalmente permite reportar el nimero de UFC de aquellos cultivos en los que
hubo crecimiento de Vibrio spp. por debajo de esta cifra (SSA, 1994). El recuento de colonias se realizo
después de 18 - 24 h. Brevemente, consistio en contar las UFC aisladas en el medio TCBS, posteriormente
se calculd el numero inicial de unidades formadoras de colonias por mililitro de homogenado de ostion
(UFC/mL), de acuerdo con lo reportado por Gamazo et a/. (2010).

Numero de colonias (factor de dilucion)

Nuamero de UFC/mL = 01
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El numero de UFC/mL se calculd multiplicando el nimero de colonias resultantes, por el factor de dilucion
utilizado (1000, debido a que se utilizd la dilucion 107°) y se dividié entre 0.1 mL, correspondiente al volumen
de homogenado sembrado en placa.

Los valores se reportaron como UFC/mL, tanto sacarosa positiva como sacarosa negativa. Ademas, se
tomd como referencia el nivel maximo permisible indicado por la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009) que
indica que V. cholerae (sacarosa positiva) y V. vulnificus (sacarosa negativa) deben estar ausentes en 50
gramos de ostion. Finalmente, los residuos generados durante la fase de aislamiento y cultivo bacteriano
fueron sometidos a 121 ° Cy 15 Ibs/pulg? de presion durante 15 min para su posterior desecho.
Presencia y abundancia de Vibrio spp. en C. virginica

La presencia de bacterias del género Vibrio en ostiones C. virginica se determind mediante la observacion
y registro de UFC/mL aisladas en medio TCBS. La abundancia de Vibrio spp. sacarosa positiva y negativa
se estimo por medio del conteo del numero total de UFC/mL por cada sitio muestreado en ambas lagunas,
de acuerdo con Gamazo et a/. (2010).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, segin la
distribucion de los datos, se aplico la prueba Kruskal-Wallis para establecer diferencias significativas (p<
0.05) entre los sitios de recolecta vy las estaciones del afio. Una vez halladas las diferencias estacionales,
se realizaron pruebas U de Mann Whitney y T Student, seguin su distribucion. Los datos se presentan como
el valor promedio + DE de UFC/mL de ambas lagunas, de los bancos ostricolas y cooperativas. El analisis
estadistico se realizo con el programa R x64 version 3.4.2 y los graficos con el programa Graphpad PRISM
6.01.

RESULTADOS

Caracteristicas morfotipicas de las colonias de 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 y cooperativas de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco exhibieron las siguientes
caracteristicas en comun: forma circular, elevacion concava, borde liso y tamafio de 1 mm a 3 mm. Las
colonias fueron diferenciadas, al mostrar coloracion de dos tipos; las colonias sacarosa positivas (con
capacidad de degradar sacarosa) presentaron color amarillo, mientras que las colonias de Vibrios sacarosa
negativas, presentaron coloracion verde (Fig. 3).
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Sacarosa negativa

Sacarosa positiva

Figura 2. Colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica provenientes de bancos ostricolas vy
cooperativas de las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco.

Conteo de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica provenientes
de bancos ostricolas (fase de recoleccion.

Bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua.

En la laguna de Tamiahua, en primavera, el banco Mangles presento el valor promedio de UFC/mL
sacarosa postitiva mas alto (260,000 UFC/mL), seguido por el banco La Palma con 140,000 UFC/mL, por
ultimo, el banco Panzacolas exhibio un promedio de 110,000 UFC/mL. En verano, Panzacolas presentd un
valor promedio de 26,667 UFC/mL, seguido por el banco Mangles con 3,333 UFC/mL, v, el banco La Palma
no presento UFC/mL (Fig. 4A). Considerando como referencia que V. cholerae, una bacteria sacarosa
positiva, debe estar ausente. El limite maximo permisible (LMP) indicado por la NOM-242-SSA1-2009
(SSA, 2009) se sobrepaso en primavera, en los bancos La Palma, Mangles y Panzacolas, y en verano, en
los bancos Mangles y Panzacolas. En las estaciones de otofio e invierno los ostiones de los bancos
ostricolas de la laguna de Tamiahua no presentaron UFC/mL sacarosa positiva (Fig. 4A).

El andlisis estadistico indicd que los valores promedio de las UFC/mL sacarosa positivas entre los bancos
ostricolas no fueron diferentes (p= 0.7406). Sin embargo, se determinaron diferencias significativas entre
las estaciones del afio (p= 0.000001), siendo el valor promedio registrado en primavera significativamente
mas alto que el presentado en verano (Fig. 4A).

En la figura 4B se muestran los valores promedio de las UFC/mL sacarosa negativas obtenidas de ostiones
C. virginica durante las estaciones del afo. En primavera el banco Mangles obtuvo 56,667 UFC/mL, seguido
por Panzacolas con 53,333 UFC/mL, por ultimo, el banco La Palma present6 23,333 UFC/mL. Durante el
verano, se determind un valor promedio de 10,000 UFC/mL para el banco La Palma, seguido por
Panzacolas con 6,667 UFC/mL, y por ultimo Mangles con 3,333 UFC/mL. En ambas estaciones, primavera
y verano, se sobrepaso el LMP indicado por la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009) en los bancos La Palma,
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Mangles y Panzacolas, se tomd como referencia que V. wuinificus, una bacteria sacarosa negativa, debe
estar ausente. En otofio e invierno, no fueron aisladas UFC/mL sacarosa negativa de los ostiones
provenientes de los bancos ostricolas de la laguna de Tamiahua.

No se determinaron diferencias significativas entre los valores promedio de los bancos (p= 0.09608),
mientras que, entre las estaciones se presentaron diferencias (p= 0.000001) entre el valor promedio de
UFC/mL, en primavera fue significativamente mas alto que el registrado en verano (Fig. 4B).

Bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco.
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Figura 3. Valor promedio de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica
provenientes de bancos ostricolas durante las estaciones del afio. A) Unidades formadoras de colonias
sacarosa positivas aisladas de ostiones de bancos de la laguna de Tamiahua. B) Unidades formadoras de
colonias sacarosa negativas aisladas de ostiones de bancos de la laguna de Tamiahua. C) Unidades
formadoras de colonias sacarosa positivas aisladas de ostiones de bancos de la laguna de Tampamachoco.
D) Unidades formadoras de colonias sacarosa negativas aisladas de ostiones de bancos de la laguna de
Tampamachoco. ** p< 0.01; *** p< 0.001.

Conteo de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica obtenidos de
cooperativas (fase de post-recoleccion).

Cooperativa de la laguna de Tamiahua (cooperativa Tamiahua)

En la figura 4C se observan los valores promedio de UFC/mL sacarosa positivas obtenidas de ostiones C.
virginica de los bancos ostricolas de Tampamachoco. Durante la primavera, el banco ostricola Pipiloya
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obtuvo el valor promedio maés alto con 160,000 UFC/mL, seguido por el banco EIl Tubo con 70,000 UFC/mL,
y finalmente, el banco En Medio presentd 13,333 UFC/mL. En verano, el banco En Medio exhibi6 el valor
promedio mas alto con 156,667 UFC/mL, el banco Pipiloya obtuvo 66,667 UFC/mL y EI Tubo presento
60,000 UFC/mL. En ambas estaciones, primavera y verano, se sobrepaso LMP de acuerdo con la NOM-
242-SSA1-2009 (SSA, 2009), en los bancos Pipiloya, En Medio vy El Tubo. En otofio e invierno no se logré
determinar UFC/mL en los ostiones de los bancos ostricolas de la laguna de Tampamachoco. El anélisis
estadistico indico que no existieron diferencias significativas entre bancos (p= 0.8602), mientras que se
presentaron diferencias significativas entre las estaciones primavera y verano para los bancos Pipiloya y En
Medio (p=0.000001).

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, indicarén que, en primavera el banco
Pipiloya presentd un valor promedio de 33,333 UFC/mL, el banco En Medio 13,333 UFC/mL y el Tubo
10,000 UFC/mL. En verano, el banco En Medio obtuvo 30,000 UFC/mL, seguido por los bancos Pipiloya
con 10,000 UFC/mL y el Tubo con 6,667 UFC/mL. Durante primavera y verano se sobrepaso el LMP de
acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009), en los bancos Pipiloya, En Medio y El Tubo (Fig. 4D).
No obstante, el analisis estadistico revelo que no hubo diferencias entre los bancos ostricolas (p= 0.8415).
Durante otofio e invierno no se determinaron UFC/mL sacarosa negativa en los bancos ostricolas de la
laguna de Tampamachoco, observando diferencias entre los valores de unidades formadoras de colonias
de Vibrio spp. entre estaciones (p= 0.0001122), sin diferencias entre los valores registrados para primavera
y verano (p= 0.0759) (Fig. 4D).

En la figura 5A se indican los valores promedio de las UFC/mL sacarosa positiva aisladas de los ostiones
post-recolectados de la cooperativa Tamiahua. Se evidencid que los ostiones obtenidos en primavera y
verano no presentaron UFC/mL. Durante la estacion de invierno se aislaron un promedio de 6,667 UFC/mL
sacarosa positiva, sobrepasando el LMP determinado por la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009). De
acuerdo a los valores promedio de UFC/mL sacarosa negativa, en primavera se presentaron 10,000
UFC/MI, sobrepasando el LMP determinado por la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009) (Fig. 5B).
Cooperativa de la laguna de Tampamachoco (cooperativa del Puerto de Tuxpan)

Los valores promedio de UFC/mL sacarosa positiva aisladas de ostiones C. virginica procedentes de la
cooperativa del Puerto de Tuxpan, localizada en la laguna de Tampamachoco, indican que en primavera se
obtuvieron 253,333 UFC/mL, durante el verano se registraron 10,000 UFC/mL. Nuevamente, en otofio e
invierno no fueron registradas UFC/mL de ostiones C. virginica, demostrando diferencias significativas en
los valores de valores de UFC/mL sacarosa positiva entre las estaciones del afio (p= 0.02366) (Fig. 5C).
Los valores promedio de UFC/mL de Vibrio spp. sacarosa negativa indicaron 156,667 UFC/mL durante la
primavera y 6,667 UFC/mL en verano. En otofio e invierno no se presentaron UFC/mL sacarosa negativa
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aisladas de ostiones C. virginica obtenidos de la cooperativa del Puerto de Tuxpan. Los valores de UFC/mL
sacarosa negativas presentaron diferencias entre estaciones (p=0.02542) (Fig. 5D).

Los datos mostraron que tanto en primavera y verano, se sobrepaso el LMP segun la NOM-242-SSA1-
2009 (SSA, 2009) (Fig. 5Cy D).

Registro de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C. virginica obtenidos de
restaurantes

Se determino la ausencia de UFC/mL sacarosa positiva y UFC/mL sacarosa negativa en ostiones C.
virginica obtenidos de los diferentes restaurantes ubicados en las lagunas de Tamiahua y Tampamachoco.

Evidenciando el cumplimiento del LMP segin la NOM-242-SSA1-2009 (SSA, 2009). (Fig. suplementaria
1).
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Figura 4. Valores promedio de unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de ostiones C.
virginica obtenidos de cooperativas durante las estaciones del afio. A) Unidades formadoras de colonias
sacarosa positivas y B) Unidades formadoras de colonias sacarosa negativas aisladas de ostiones de la
cooperativa Tamiahua. C) Unidades formadoras de colonias sacarosa positivas y D) Unidades formadoras
de colonias sacarosa negativas aisladas de ostiones de la cooperativa del Puerto de Tuxpan, localizada en
la laguna de Tampamachoco. * p< 0.05.

Comparacion de los sitios de recoleccion y postrecoleccion de ambas lagunas
Los bancos ostricolas de Tamiahua presentaron valores promedio de UFC/mL sacarosa positiva
significativamente mas altos en comparacion con los valores registrados en los bancos de la laguna de
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Tampamachoco (p= 0.0415) durante la primavera (Fig. 6A). Mientras que en verano, los bancos ostricolas
de la laguna de Tampamachoco presentaron valores mas altos en comparacion con la laguna de Tamiahua
(p= 0.0002) (Fig. 6B). Durante otofio e invierno no se presentaron UFC/mL de Vibrio spp. en ostiones
muestreados en ambas lagunas (Fig. 4). En la figura 6C, se muestran los valores promedio de UFC/mL de
Vibrio spp. sacarosa positiva aisladas de ostiones post-recolectados de cooperativas de ambas lagunas.
Los datos indican que no hay diferencias estacionales entre los valores promedio de UFC/mL (p= 0.1326).
Simultaneamente, los valores UFC/mL sacarosa negativa obtenidos no demostraron diferencias
significativas entre estaciones (p= 0.2070) en ambas lagunas (Fig. 6C).
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Figura 5. Comparacion de los valores promedio de las unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. entre
los sitios de recoleccion y post-recoleccion de ambas lagunas. Unidades formadoras de colonias de Vibrio
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spp. aisladas de C. Virginica muestreados en los bancos ostricolas de ambas lagunas durante A) primavera
y B) verano. C) Unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. aisladas de C. Virginica obtenidos de las
cooperativas de las lugunas Tamiahua y Tampamachoco (Del Puerto de Tuxpan) durante las estaciones
del afo.

DISCUSION

En la presente investigacion se determino la presencia de bacterias del género Vibrioen ostiones C. virginica
recolectados y post-recolectados en las lagunas Tamiahua y Tampamachoco, ubicadas en la zona norte
del sistema lagunar de Veracruz, México.

Los moluscos bivalvos como el ostion americano C. virginica tienen una relevancia importante para la
integridad y funcionalidad de los ecosistemas estuarinos (NOAA, 2007). Ademas, representan una actividad
econoémica importante como fuente de alimento, generando empleo y servicios (FAO, 2008). En cuanto a
volumen, constituyen la quinta pesqueria mas importante a nivel nacional, en el afno 2017 se produjeron
55,470 toneladas de este recurso (Conapesca, 2018), con aproximadamente mas de 5,169 pescadores y
10,000 desconchadores registrados (Aranda et al., 2014). Sin embargo, tanto la demanda de estos
moluscos, asi como su precio en el mercado y capacidad de exportacion se ven directamente afectados por
su calidad sanitaria (Avilés-Quevedo and Véazquez-Hurtado, 2006). Los hallazgos registrados en este
estudio demostraron la presencia de Vibrio spp. en bancos ostricolas naturales de mayor importancia
econdmica, asi como en las cooperativas de las lagunas de Tamiahua y Tampachoco, Veracruz. La norma
NOM-242-SSA1-2009 emitida por la secretaria de salud indica ausencia para V. choleraey V. vuinificus, y
104 NMP/g para V. parahaemolyticus como el limite maximo permisible en 50 g de producto (SSA, 2009),
evidenciando el posible incumplimiento del mismo en ambas areas. No obstante, la guia técnica para el
control sanitario de moluscos bivalvos integrada dentro del PMSMB, establece que la autoridad debera
desarrollar un plan de manejo de riesgo para V. vuinificus unicamente cuando se detecten 2 o mas casos
de intoxicacion por esta bacteria debido al consumo de moluscos bivalvos (Cofepris, 2009), mientras que
para V. parahaemolyticus, segin sea el caso, la autoridad debe realizar una evaluacion de riesgo
anualmente, en donde las variaciones estacionales son factores primordiales a considerar (Cofepris, 2009).
Esta bien establecido que la presencia y abundancia de bacterias del género Vibrio esta correlacionado con
factores fisicoquimicos como la temperatura, salinidad, conductividad eléctrica y oxigeno disuelto (Leodn
Robles et al., 2013; Parveen et al., 2008; Vezzulli et al., 2016), ademas la materia organica (SSA, 2012) y el
aumento de poblaciones de cianobacterias y dinoflagelados favorece la presencia de estas bacterias
(Greenfield et al., 2017). Los valores de UFC/mL de Vibrio spp. registrados en este estudio no mostraron
diferencias entre los sitios muestreados, en contraste, se demostraron diferencias entre estaciones del afio
tanto en los bancos ostricolas como en las cooperativas de ambas lagunas. Durante primavera y verano se
registraron bacterias del género Vibrio, alcanzando los valores maximos en primavera, cuando la
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temperatura promedio alcanza los 31 y 28 ° C para la laguna de Tamiahua y Tampamachoco,
respectivamente (Lopez-Ortega et al., 2012; Ocafia-Luna and Sanchez-Ramirez, 2016): similar a lo
reportado por Martinez (Martinez, 2011), quien aislo V. cholerae, V. alginolyticusy V. fluvialis de C. Virginica
de la cooperativa de la laguna de Mandinga, Veracruz durante los meses de marzo, abril, mayo y junio.
Indicando la influencia de la época estacional en la presencia y abundancia de este género bacteriano
patdgeno tanto para la fase de recolecta como post-recolecta. En un estudio realizado en el 2010 se
determind la presencia V. alginolyticus, V. cholerae E| Tor, V. fluvialis, V. mimicusy V. parahaemolyticus en
individuos C. virginica, en todas las fases de comercializacion, desde su recolecta en la Laguna de Alvarado,
Veracruz hasta su distribuciéon en centros comerciales de la Ciudad de México (Negrete- Redondo and
Romero- Jarero, 2010), evidenciando el alto riesgo para la salud de los consumidores. Importantemente, los
datos del presente estudio demuestran valores elevados de UFC de Vibrio spp. en individuos C. virginica
obtenidos de la cooperativa del Puerto de Tuxpan, correspondiente a la laguna de Tampamachoco, en
contraste con la cooperativa Tamiahua. En la cooperativa Tamiahua el tratamiento de los individuos
colectados consiste en retirar todo el sedimento con agua potable, para su posterior almacenamiento o
transporte a los diversos centros de distribucion. Los bajos valores de UFC de Vibrio spp. obtenidos en
dicha cooperativa, incluso en primavera, sefalan la importancia del adecuado manejo post-recoleccion de
los moluscos.

Durante el presente estudio se utilizo el medio TCBS, selectivo para vibrios, para su aislamiento y deteccion
(Di Pinto et al., 2011). Se diferencian dos tipos de colonias de Vibriosde acuerdo a la capacidad de degradar
0 no sacarosa. Los Vibrios sacarosa positiva forman colonias amarillas, mientras que los que no poseen
esta cualidad forman colonias verdes o azules y son denominados sacarosa negativa (Jones, 2014). Las
colonias amarillas corresponden presuntivamente a V. cholerae, V. alginolvticus, V. furnissiiy V. mimicus, y
las colonias verdes V. parahaemolyticus y Vibrio vulnificus (Kumar et al., 2016). En este contexto, ambos
tipos de colonias fueron aisladas de C. virginica procedentes de las lagunas de estudio, indicando mayor
UFC de Vibrio spp. sacarososa positiva. La especificidad del medio TCBS para algunas cepas de Vibrio
spp. se ha determinado hasta en un 70 % (Di Pinto et al., 2011), y aunque es necesaria la aplicacion de
pruebas bioguimicas y/o moleculares para la confirmacion de las cepas, los datos obtenidos sugieren la
presencia de |/ cholerae en ambas lagunas. En similitud con los presentes datos, en un estudio publicado
en el 2015, los autores reportaron la presencia de V. cholerae y V. parahaemolyticus en moluscos
muestreados de las lagunas de Tamihuay Tampamachoco, tanto en primavera, verano y otofio (Hernandez-
Herrera et al., 2015).

Durante invierno, cuando la temperatura registrada oscila entre los 13 - 18 ° C (Ocana-Luna and Sanchez-
Ramirez, 2016), se aisld un promedio de 6,667 UFC/mL sacarosa positiva de moluscos provenientes de la
cooperativa Tamiahua. Sin embargo, no se obtuvieron registros en los principales bancos ostricolas de
dicha laguna durante esa temporada. Esto podria indicar que la captura de los bivalvos ocurre ademas en
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otros bancos ostricolas que no fuerén muestreados en este estudio. Por otra parte, se ha demostrado que
V. cholerae es capaz de adherirse a los exoesqueletos de crustaceos asi como a superficies abioticas (Hood
and Winter, 1997), los cuales actian como microhabitats favorables para su supervivencia ante condiciones
ambientales estresantes, una vez adherido a estas superficies externas, el microorganismo puede iniciar
un proceso de colonizacion (Castro-Rosas and Escartin, 2005, 2002), el cual puede aumentar, invadiendo
el musculo durante la fase de post-recoleccion, donde las condiciones ambientales ya no son extremas.
Esta fase de colonizacion se ha reportado principalmente en crustaceos y se ha asociado con una mayor
resistencia a bajas temperaturas y niveles de pH (Amako et al., 1987; Castro-Rosas and Escartin, 2005).
Finalmente, es importante sefalar que no se registraron unidades formadoras de colonias de Vibrio spp.
de organismos provenientes de los restaurantes muestreados. Indicando que los protocolos de limpieza,
desconche y almacenamiento (refrigeracion) implementados por los restaurantes en esta zona lagunar
cumplen con la funcion de entregar moluscos inocuos de bacterias del género vibrio al consumidor.

CONCLUSION

En la presente investigacion fueron registradas unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. en ostiones
C. virginica, tanto sacarosa positiva como negativa en bancos ostricolas y cooperativas de las lagunas de
Tamiahua y Tampamachoco, principalmente en las estaciones de primavera y verano. Sin embargo, los
datos sugieren presuntivamente la presencia de /. cholerae en época de invierno, unicamente en ostiones
obtenidos de la cooperativa de la laguna de Tamiahua, indicando un posible proceso de adaptacion ante
las bajas temperaturas y recolonizacion bacteriana post-recoleccion. Importantemente, no se detectaron
unidades formadoras de colonias de Vibrio spp. en ostiones C. virginica obtenidos de los restaurantes de
ambas lagunas, cumpliendo con el limite maximo permisible de acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009, que
establece las especificaciones sanitarias para productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados vy
procesados. En Meéxico el PMSMB tiene como objetivo mejorar la calidad sanitaria de los moluscos
destinados al consumo humano. Sin embargo, los datos obtenidos muestran que es importante incrementar
la regulacion, vigilancia y monitoreos periodicos en las areas de extraccion y distribucion para garantizar la
inocuidad de estos bivalvos en todas las fases de comercializacion.
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