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RESUMEN

Este estudio examiné los niveles de Colifssrtotales E. coli como Bioindicadores
de contaminacion en dos especies de moluscos bs/giytella y Ostreq en cuatro
estaciones del estero Puerto Hondo durante laaépexa con el propdsito de evaluar la
presencia de estos microorganismos Yy la inocuibdadteriana de los moluscos extraidos

de esta zona desde el punto de vista sanitario.

El rango de los resultados obtenidos diotoles totales fue de 20 a 815 UFCig.
de 20 a 350 UFC/g park.coli en todas las muestras Mytella con excepcion de la
muestras d®streaque no hubo presencia &ecoli. Las concentraciones encontradas de
estos bioindicadores de contaminacion indican gseblvalvos estudiados no son aptos
para el consumo humano y que el estero donde rfusroolectados, se encuentra

contaminado con aguas residuales que no han sigdalas.

Palabras claves: Bivalvos, Niveles, Bioindicgdeontaminacion, Organismos.



ABSTRACT

In the present study levels of total colifisrandE. coli as pollution bioindicators
were examined in two bivalve mollusks (Mytella aDdtrea) in four sampling sites at
Puerto Hondo during dry season in order to evalpegeence of these microorganisms
and the bacterial harmlessness for human of thedlisks harvested from this zone
from a sanitary point of view. The range for tataliforms was 20 to 815 CFU/g and
from 20 to 350 FCU/g for E. coli in Mytella samples Ostrea E. coli was absent.
Concentration of these pollution bioindicators peth out that studied bivalves
harvested in this area are not suitable for huntarswmption and site where samples
were collected are polluted by untreated sewagerwat

Key Word: Bivalve, levels, bioindicator, pgion, Organims.



1. INTRODUCCION

La contaminacién marina es uno de los probte que influye en la salud de los
ecosistemas costeros, esta relacionada coreelmiento poblacional que habitan en las
zonas costeras, aumentando las actividades doaggsdigricolas e industriales que por el
mal manejo y inadecuado control de los desechadosol liquidos, afectan al medio
marino (Martinet al.,2004;fide Ramoset al, 2008).

Las aguas con fines recreativas como kagagl se encuentran cercanas a las areas
urbanas, donde existe contaminacion por hecesefegatovocando la presencia de
microorganismos patdégenos causantes de enfereedada salud humana. Por lo que es
importante un control sanitario de riesgos micrlligicos que constituye una medida
sanitaria basica para mantener la salud de lapidinl. (Garaet al, 2002; fide Ramoset
al., 2008).

Los coliformes se encuentran en las plaefasuelo, animales y en el tracto intestinal
de los humanos. La presencia de estas bacteriagndioa que el agua esta contaminada
con aguas servidas y otros desechos en descondposi@eneralmente, las bacterias
coliformes se encuentran en mayor abundancia eaga superficial del agua o en los
sedimentos. (Munn, 2004)

En los bivalvos existen factores importanteomo agentes transmisores de
microorganismos que producen enfermedades en dbreofantre los factores se destaca

su alimentacion mediante la filtracion del aguar{€oy Lara, 2003).

En Puerto Rico, consumen productos pesquerodos como la almejalicina
pectinatd y el ostion de mangleCfassostrea rhizophoraglos ostiones son habitantes
naturales del mangle roj&kizophora mang)edonde se localizan adheridos a la superficie
de las raices y las almejas se encuentran emab fide estas areas costeras. Estos bivalvos

tienen la capacidad de concentrar microorganismasienterior debido a que se alimentan



por mecanismos de filtracion, todos los microoigiaons y bacterias patdgenas asociadas
a los alimentos tienen como principal sintomai@binla gastroenteritis (Fontanez, B.,
2005), segun (Villalobos y Elguezabal, 1994) indicque una de estas bacterias
enteropatégena, causante de enfermedades gasfio@ies en los humanos es la

Escherichia coli.

En el Golfo de Guayaquil, las aguas del f6sEalado adyacentes al centro urbano de
la ciudad de Guayaquil, hasta hace unos 30 afas,afrundantes en peces, camarones y
otras especies de interés comercial. Asi mismdzsetro Salado era visitado como un
lugar de recreacion de las familias Guayaquile@agualmente, debido a la contaminacion
causada por las descargas domésticas e industt@lasciudad de Guayaquil, este recurso
natural se ha reducido en diversidad y cantidattéls 2000). Al oeste de la ciudad de
Guayaquil, como parte del complejo hidrico que forah Estero Salado, se encuentra el
Estero Puerto Hondo (EPH) que por las condiciong@sientales actuales representa una de

las zonas menos impactadas (Cuestcal, 2006).

El Estero Puerto Hondo esta rodeado de rasggylentre las complicadas raices aéreas

de esta vegetacion arbérea se reproducen inveltebranarinos, como bivalvos y
crustaceos, los cuales van a formar el primer nieellas cadenas alimentaria, cuyos
estadios superiores terminaran, a muchas millatnasade distancia. Las raices de los
manglares ademas permiten la fijacion de animadssies, por lo que cada centimetro
cuadrado de mangle sumergido sirve de sustratcaa gama de algas e invertebrados
marinos. Las complejas ramificaciones que formanrkices del manglar constituyen,
también, un habitat idbneo para que una gran ddassisde animales se proteja de sus
predadores. Por otro lado, los residuos de marggfareden constituir sustancias nutritivas
para microscopicas diatomeas y algas verde-azules apnstituyen la alimentacion
fundamental de muchos peces e invertebrados (EBs260D0).

Adicionalmente, el Estero Puerto Hondo dtungt un area importante debido a que en

ella se realizan mdltiples actividades socioecaoa@s) entre las que se destacan: la



extraccion de recursos pesqueros, como la pesnaahlaxtraccion de jaiba€éllinectes
sp), cangrejos Wcides sp, ostiones Qstrea sp, y mejillones Mytella sp). Estas
actividades se ven afectadas actualmente porHgaminacion causada por descargas
urbanas e industriales debido al crecimiento paodriat, la falta de sistemas de plantas de
tratamiento de agua, presencia de centros edasatbamaroneras, haciendas y muelles
(MAE, 2008). El proposito principal de esta invgation radicé en identificar
taxondmicamente los bivalvo®O$trea columbiensiy Mytella guyanensis)de interés
comercial del area de estudio, determinar cualdatente y cuantitativamente Coliformes
totales yE. coli. en Ostrea columbiensig Mytella guyanensisy establecer la relacion de
los parametros fisicos quimicos con los nivelesagaminacion microbiologica; ademas
de emplear laOstrea columbiensis y Mytella guyanensismo bioindicadores para
establecer las condiciones sanitarias y ambientdégstero Puerto Hondo. Finalmente,
determinar si los bivalvos extraidos en esta zonaaptos para consumo desde el punto de
vista microbioldgico.



2. REVISION DE LITERATURA

La investigacion sobre bacterias totalegagalies han sido ampliamente estudiada en
diversos ecosistemas, al igual que diversos tigosndluscos han sido utilizados como
organismos bio-indicadores de contaminacion mieamdi Por ejemplo en Maputo,
Mozambique, se realizdé un estudio encaminado asiigge la distribucion estacional de
Escherichia coliy Salmonella en las almejas de la Bahia de Maputo, y examisar
patogenia y patrones resistentes a los antibiétiEbmétodo estandar de tubos multiples,
reveld que la concentracion de coliformes en tddasnuestras excedio el limite para el
consumo directo, de acuerdo con las normas de i@hUEuropea relativo a los criterios
microbiologicos aplicablesa los productos alimenticios (REGLAMENTO CE N°
2073/2005 de la Comision). Treinta y ocho por tiate las muestras contenian > 60 000
NMP por cada 100 gramos de carne.

Igualmente Crocét al. (2006), estudiaron la incidencia y la circulacibm diversas
tensiones de la hepatitis A y Norovirus en 235 rmaesde crustaceos (Ruditapes
philippinarum  Mytilus galloprovincialis, Ostrea sppy Clamide spp obtenidos de
diversos sitios de las areas de la producciérogerustaceos del mar adriatico nortefo.
Examinados para determinar la incidencia de com@oidn porEscherichia coli y
salmonella, revelando que ninguna de las muepteenta salmonella, y el 93% de las
muestras presentardscherichia colipor debajo del limite de la legislacion europ@o
especie Ruditapgshilippinarum fue la mas posible contaminada con un rango @e 23
MPN/10Q

En otros estudios realizados por Mormartrad.€2005), se recolectaron 600 muestras
de moluscogMytilus galloprovinciali$ de diferentes mercados de la regién de Puglia
(Italia), para determinar la presencia deuhificus, parahaemolyticugoliformes totales,
Escherichia Coliy salmonella. En esta investigacion se demosteddgulas 600 muestras
de M.galloprovincialis analizadas, se determind que en 47 muestras ¢anten

V.parahaemolyticus,17 muestras presento V. vulmsficSalmonella spp se presenté en



28 muestras mientras que coliformes fecales eptes valores por encima del limite

permitido (> 300) \Escherichia Colien 21 de las muestras.

Fontanez, B. (2005) determind el perfil mimplogico de la almeja, del ostion de
mangle y las aguas de extraccion de bivalvos d@ena suroeste de Puerto Rico mediante
el analisis de coliformes fecaleSalmonellaspp.,Vibrio spp; y el recuento total en placas
Se recolectaron muestras de dos areas del sudedteerto. Rico. (Boquerdn y Lajas)
entre los meses de julio de 2003 a junio de 2084rfgontraron densidades de coliformes
fecales entre 0.48-1.97 Bqifc g* o mr. Las densidades de vibrios estuvieron entre 0.48-
5.04 log*®ufc g* o mI* Los recuentos totales fluctuaron entre 2.40-506f° ufc g* o mr
! No se detectd la presencia $i@ilmonellaen ninguna de las muestras. La mayoria de las
muestras estuvieron en cumplimiento con las reguias de la “National Shellfish
Sanitation Program (NSSP)”, resultados de estedigstno se pudo determinar una
correlacion significativa entre las densidades deios y las variables fisico-quimicas

como la salinidad, el pH, la concentracion de axégéisuelto o la temperatura.

Quifidonezet al. (2000), realizaron una investigacion en 260 masstrde almejas
durante un ciclo anual en el estado de Veradhamifo de México, con este estudio
determinaron que el 100% de las almejas presefitérmes fecales con valores de' #)
1®° NMP/g. La incidencia de coliformes fecales indicfue existe contaminacién del

agua con heces.

En un estudio realizado por Jiménez. (1998),el Estero Salado de Guayaquil para
determinar la concentracion de coliformes totadesnostro que la mayor abundancia de
este grupo se registré en las estaciones: lasddpRplicentro, Ciudadela Universitaria y
centro del estero con concentraciones que fluotuaproximadamente entre 200 000
ufc/ml y 300 000 ufc/ml, siendo estas las areas afgéstadas por la contaminacion fecal y

Escherichia coli

Las variaciones durante 24 meses en 12ieséacse investigé en el estuario interior

del Golfo de Guayaquil desde la Isla Santay efoebuayas hasta la Isla Puna y el Estero



Salado, para el analisis recolectaron una totalidad288 muestras determinando la
presencia de coliformes totales, fecalds. yoli Tipol (enteropatdgenos) predominaron el
100% de estas bacterias en el canal de entrada &sclusas y el canal de Matorrillo, que
son los sitios que reciben la mayor descarga da dgmeéstica de Guayaquil. Rah al
(1998).

Estudios microbiolégicos realizados en eteks Puerto Hondo por Larreategui.
(2003), y Cuencat al. (2006), encontraron Coliformes totales con un ratgd 15 - 256
ufc/ml en muestras de agua y 35 - 45 ufc/g en seols(Ostrea) indicando que esta area
no tiene un alto grado de contaminacion microbiacihg



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de Estudio

Los manglares de Puerto Hondo forman mhatestuario del rio Guayas comprendido
desde el km 15 hasta el km 20 vias a la Costatitgendo parte de la zona de
amortiguamiento del Bosque Protector Cerro Blant® Reserva Faunistica Manglares el
Salado.

El Estero Puerto Hondo se caracteriza pbolés de manglar como: Mangle rojo
(Rhizophora mangle, Rhizophora harisoniNlangle blanco(Laguncularia racemosa),
Mangle negro Avicennia germinans)Mangle jeli o mangle botérConocarpus erectus),
asi como plantas tipicas de ambientes salinos S(Badiritima) y epifitas de manglar
(bromelias,orquideas). El estero principal poseeates y subramales donde se realizan
actividades pesqueras. (Estrella, 2000).

El Estero Puerto Hondo, es parte de un rateblEstero Salado, rodeada de un
ecosistema de manglar, este tiene una entrada @olfel de Guayaquil desde el Océano
Pacifico y sigue al norte hacia Guayaquil. El Esteuerto Hondo avanza hacia el oeste

alcanzando hasta el Km. 20 via a la costa (a m&$§ #en. del mar). (Cuencat al, 2006).

El &rea de estudio esté localizada entredasdenadas 2°11'24” - 2°13'01” de latitud
sur y entre 80°00°'45” — 79°58'02” de longitud Oegi@ 4 m. sobre el nivel del mar, dentro
de esta area se encuentra la poblacion de PueridoHgue tiene una superficie de 25

hectareas en su parte urbanizada (Figura 1).
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Tablal. Estaciones de muestreo y coordenadas del arestutio.

Estaciones Lugares Coordenadas
1 Muelle de Puerto Hondo S 02°11'34.2”
WO 80°01'25.8”
2 Conchal (Extraccion de mejillonesy S 02°11'44.5”
ostiones) WO 80°01'37.8”
3 Camaronera S 02°11'59.7”
WO 80°01'35.9”
4 Terminal Portuaria Internacional S 02°11’38.0”
Pto. Hondo(TPI) WO 80°01'02.5”

Para realizar los muestreos se establecierostadienes ubicadas a lo largo del estero Puerto

Hondo. (Tabla.1 y Figuras 2 — 5 en apéndice)

3.2. Fase de Campo
3.2.1. Coleccidon de las muestras

Las muestras se recolectaron cada 15 dilgajamar, durante la estacion seca en los
meses de septiembre y octubre del 2009, se réamac20 organismos de cada familia
(Ostreay Mytella). La recoleccion d®strea se realiz6 mediante el método descrito por
Miecer J.1992) utilizando cuchillas o navaja para despremdesrganismo vivo de las
raices del mangle, mientras que especies del gbhgedia fueron recolectadas escarbando
el sedimento (Figura. 6,7) todos los bivalvos rduecolocados en fundas plasticas con
cierre hermético, rotuladas y transportadas engegficion (8 -10°C), al laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Investigaciones decRrsos Naturales (IIRN) de la Facultad

de Ciencias Naturales donde fueron procesadaswliato.



Figura 6. Recoleccioé de Ostre: columbiensis de las raices c
Rizophora manglejurante los meses de septiembre — octubre, 2009

Figura 7. Recoleccié de Mytella guyanesis del sustratc

arenoso — fangoso durante los meses de septierobngbre,
2009
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En cada estacion se determimd situ la temperatura superficial del agua con un
termémetro de mercuriorgduado de -10 a 250 y la salinidad con el refractometro
marca Atago graduado de 0 -10Q %e recolectaron muestras de agua en botekas d
polietilieno de 250 ml, para determinar pH, las esidleron trasladadas de inmediato en
una hielera al laboratorio de Espectrofotometiéa Absorcion Atémica del (IIRN);

(Figura 8 en apéndice).

Se tomaron muestras de agua para analisimiaps: Oxigeno disuelto (OD), en
botellas de 300 ml transparentes, el contenidoxégeno fue fijado siguiendo el método
descrito por Winkler modificado por Carpenter (1p64licionando 1ml de Sulfato
manganoso y 1ml de loduro alcalino; para la Bma Bioquimica de Oxigeno (DB
se utilizo las botellas de DBO oscuras. Siguiegldorotocolo establecido en el Standard

Methods for the examination of water & wastewaf2005).

Estas muestras fueron recolectadas mensuoi@nsn los meses de septiembre y
octubre, preservadas y llevadas de inmediatoladiadorio del Instituto Nacional de Pesca

(INP) para su analisis.

3.3. Fase de Laboratorio

Previo a los andlisis se procedi@alizar varias lavados en la parte externdosle
organismos con solucién salina estéril al 0.85f@ra posteriormente sembrar aguas del
lavado de la By 6 en el medio de cultivo Tryptic Soy Agar (TSA)determinando

que en el sexto lavado ya no hubo crecimiergdatterias.(Figura 9 en apéndice).

La identificacion taxonomica de los bivalvos uatilila clasificacion de Keen. (1971)
(Tabla. 2).
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Tabla 2. Caracteristicas del medio y distribucién Ostrea
columbiensiy Mytella guyanensis

FAMILIA NOMBRE NOMBRE CARACTERISTICAS
CIENTIFICO COMUN

Mytilidae | Mytella Mejillon Viven en ecosistema demang!
guyanensis

(Lamark 1819) adheridos a pilotes de cemento, raices de
mangle o enterrados en un sustrato areno-
fangoso, la parte interior de la conchal es
café lustroso, su talla media es de 45mm
de longitud total, Se distribuye desde

México hasta Puerto Bolivar en Ecuadar.

Ostreidae | Ostrea Ostior Vive en eosistemas de manglar, adher
columbiensis . ,
a las raices aéreas de los arboles| de
mangle especialmente los de mangle rojo
Rhizophoramanglesu talla media es de
53mm de altura, tiene forma triangular,
trapezoidal, fragil y rugosa. Se distribuye
des de Bahia de san Bartolomé, |en

México hasta Chile.

Se seleccionaron 10 organismos Qigrea columbiensiy Mytella guyanensitiego
se procedio a medir la longitud total @strea y Mytella las cuales fueron medidas
con un Vernier o Pie de rey Marca Mitutoyo, caldw por el INEN bajo la Norma NTE
INEN- ISO/IEC 17025:2005, marca VWR Staiules Harte(Figuras. 10, 11).

12



Figura 10 Ostrea columbiensi$9.40 mm

Figura 11. Mytella guyanens 34.40 mn

Se procedié a abrir los 10 organismos de meghon 10 de ostiones bajo condiciones

asépticas, se extrajo la carne y sus liquidosada organismo por separado macerandolas;

13



se peso 10g de cada muestra colocandolas en Basiriles, adicionando 45ml de
solucion salina al 0,85% y $®mmogeneizdas muestra durante 2 minutos. Siguiendo las
especificaciones descritas por Wallace y Col (1995

La determinacion de Coliformes totales Bgcherichia colise utilizé la técnica de
Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentosagar Andlisis Microbiolégico (1994);
realizando hasta la dilucién ¥0inoculando 1.0ml de cada una de las diluciones p
duplicado en cajas petri mediante una micropipstaril y calibrada, a continuacion se
adiciono de 18.0 a 20.0 ml de medio de cultivo CRIZULT( SM. 9223, EPA 2002),
fundido y mantenido a 45 + 1.0°C , se mezcl6 addamente el inoculo con el medio,
mediante seis movimientos de derecha a izquierig,nsovimientos en el sentido de las
manecillas del reloj, seis movimientos en el sentidntrario al de las manecillas del reloj
y seis de atras para adelante, sobre la supeifgdgede la camara de flujo laminar,

permitiendo que la mezcla se solidifique ( Figu2aeeh apéndice).

Las cajas fueron incubadas en formartiaeconjunto con la caja control a 35 - 37°C
durante 24- 48 horas (Figuras. 13,14 en apéndice)

Posteriormente se determinaron colonias de cojorcomo Coliformes totales y las
de color violeta comoEscherichia colia las cuales se les realizé las pruebas bioquimicas
basicas como tincion de Gram vy pruebas de oxid@ahla 3)

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas de Coliformes totglE.coli

Pruebas bioquimicas basicas

Prueba Coliformes totales E.cali

Tincion de Gram| Bacterias Gram negativgs  Bacterias Gram negativas

Oxidasa Positiva Negativa
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Después se procedio al conteo de las colonieterenas expresandolas en ufc/g. La

misma que se realizo con el contador de cofom@arca Sienceware. (Figura.1l5 en

apéndice).

Para la confirmacién decoli se realizo la prueba de indol que consistio eegagr
una gota del reactivo Kovac a la colonia la naigue di6 positiva por el cambio de color

violeta a rojo (Figura 16).
3.4. Andlisis Estadistico
Los andlisis estadisticos utilizd6 ANOVAe dos Vias para determinar diferencias
entre los distintos sitios y conteos bacterianorudfa de Tukey). El programa

estadistico utilizado fue el Analisis Estadist{&AS) Version 9.1.3. Asumiendo un

valor de P < 0.05 a ser estadisticamente signrificat
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4. RESULTADOS

La longitud de los organismos colectadoswesen el rango de 57.30 - 59.50 mm y
32.20 -34.3 mm, la longitud promedio fue de 59.4 (@strea columbiensjs/ 34.4 mm
(Mytella guyanensj)s

De los resultados obtenidos en los asatmcrobiolégicos se determino que todas
las muestras deéviytella guyanensis, Ostrea columbiengsgsentaron Coliformes totales
con una concentracion que varié en un amplio ragesde 25 hasta 815 UFC/g.

Durante los cuatro muestreos la concentnaci® coliformes totales en la especie
Mytella fue > 300 UFC/g, los niveles mas altos de cotiles totales (815 UFC/qg)
presento la estacion 3 (Figura. 17).

La bioacumulacion de coliformes totalesO=trea columbiensigueron < 100 UFC/g.
(Figuras.18).

Las concentraciones #e coli fueron < 100 UFC/g en todas las muestraMgella
guyanensisexcepto la estacién 4 que presento mayor ctr@edn durante el Gltimo
muestreo (Figura.19).

Durante el periodo de estudio la bactEriaoli estuvo presente en todas las muestras
de Mytella guyanensjsmientras que en la espedistrea columbiensisno se pudo

detectar su presencia en ninguna de las 4 estscuestreadas.

En latabla. 4 se muestran los nivelesatitocmes totales ¥.coli enMytella

guyanensisy Ostrea columbiensisn las cuatro estaciones muestreadas.
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Tabla 4. Niveles de Coliformes totalesgy colienMytella guyanensig Ostrea columbiensis

Muelle PH Conchal Camaronera TPI
Mytella Ostrea Mytella Ostrea Mytella Ostrea Mytella Ostrea
Muestreo | guyanensis columbiensis guyanensis columbiensis guyanensis columbiensis guyanensis columbiensis
Ct: E.c: Ct: E.c: Ct : E.c Ct: E.c. Ct: E.c: Ct: E.c: Ct: E.c. Ct: E.c.:

UFC/g| UFC/g | UFC/g| UFC/g |UFC/g|UFC/g|UFC/g| UFC/g |UFC/g|UFC/g|UFC/g| UFC/g |UFC/g|UFC/g|UFC/g| UFC/g

Sep-01 350 50 45 | Ausencial 400 50 40 | Ausencia 60 30 20 | Ausencia 440 25 20 | Ausencia|

Sep-15 320 50 60 | Ausencia] 485 60 30 |Ausencia 815 70 20 | Ausencia 340 85 30 | Ausencia

Sep-29 320 45 45 | Ausencial 315 35 35 |Ausencia 405 20 40 | Ausencia 315 20 25 | Ausencia|

Oct-26 600 85 85 | Ausencia 350 35 50 | Ausencial 250 35 40 | Ausencia] 600 350 40 | Ausencia
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Figura 19. Niveles deE.colien Mytella guyanens,
septiembre - octubre 2009.

En el modelo ajustado para los distintsisios de muestreo se encontré que los
contajes de Coliformes totales @strea columbiensig Mytella guyanensigpresentaron
diferencia significativa (P < 0.05), en cada siteomuestreo (Tabla 5 y tabla 6 en apéndice).

Los contajes d&. colienMytella guyanensispresentaron diferencia significativa (P
< 0.05), en cada uno de los sitios de muestsn,embargo en la estacion 4 (TPI) se

presento la mayor concentracion bacterianaléTAl tabla 8 en apéndice).

En Ostrea columbiensidas medias de los conteos bacterianos (Colifsrtoles)
fueron menores en la estacién 4 comparados coestasiones 1, 2 y 3 (Tabla 9 y 10 en

apeéndice).

En todas las muestras @strea columbiensiso hubo presencia decolipor lo

gue no se pudo realizar el andlisis estadistico
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Tabla 5. Analisis estadisticos de Coliformes totalesMytella

guyanensisseptiembre — octubre, 2009

The 5AS Systen 20:3? Sunday, February 14, 2010 8

The GLH Procedure
Least Squares Means

Muestreo*Sitio Effect Sliced by Sitio for Conteos

Sun of
Sitio DF Squares Mean Square F VYalue Pr)F
Canarone 3 2.994637 0.338212 623.88  <.000]
Conchal 3 0.037250 0.012417 7.76 10,0020
tuellede 3 0.104137 0.034712 21,70 ¢.0001
TP 3 0.096550 0.032183 20,11 ¢.0001

Tabla 7. Andlisis estadisticos (E.coli enMytella
guyanensisseptiembre - octubre. 2009.

The 5A5 Systen 23:00 Sunday, February 14, 2010 8

The GLM Procedure
Least Squares Means

Muestreo*Sitio Effect Sliced by Sitio for Conteos

Sum of
Sitio DF Squares Mean Square  F Yalue Pr > F
Camarone 3 0.314550 0.104850 26.34  (.0001
Conchal 3 0.086400 0.028800 7.23  0.0028
Huellede 3 0.289838 0.096613 24,27 ¢.0001
TPI 3 1.961638 0.653879 164.24  (.0001

Tabla 9. Analisis estadisticos de Coliformes totalesOstrea
columbiensisseptiembre — octubre, 2009
20



The SA5 System 23:26 Sunday, February 14, 2010 8

The GLH Procedure
Least Squares Means

Muestreo*Sitio Effect Sliced by Sitio for Conteos

Sum of
Sitio DF Squares  Mean Square F Value PrF
Canarone 0. 180000 0.060000 22.94  (.0001
Conchal 0,052800 0.017600 6.7  0.0038

3

3
HueT lede 3 0.103037 0.034346 13,13 0,0001
TPl 3 0.022350 0.007650 2,92 0.0658

Los parametros fisico-quimicos son una medida adeadlidad del agua que se esta
monitoreando. En esta investigacion se registramedidas de cinco variantes fisico
quimicas como la concentracion de oxigeno disugitg/l), Demanda Bioldgica de

Oxigeno, temperatura (°C), salinidad y pH. Estasslae recolectaron con el propoésito de
correlacionar la presencia de coliformes totalepaya obtener una idea general del
ambiente donde se cosechan estos bivalvos. Losegalde las variantes registrados de

cada estacion se encuentran en las (Figuras 3¢/ablas 11- 12, en apéndice)
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5. DISCUSION

Las aguas residuales contaminadas son wamdefipotencial de amenaza epidémica
debido a la presencia de bacterias causantes demmufades. El estero Puerto Hondo
recibe aguas servidas de fuentes puntuales, lam@@smas evidente es una tuberia ubicada
cerca de la estacion 1 de donde provendrian ladagpmes de bacterias fecales que
afectan la calidad del agua de este estero. Hliedue realizado durante la época seca por
lo que los aportes de Coliformes totalek goli a las aguas del estero y los organismos
que lo habitan provienen de las aguas urban&mtaolas de las poblaciones cercanas y no

de las escorrentias de las aguas lluvias.

La investigacion se enfoco en cuatro lugaedsestero que son influenciados por las

actividades humanas que se desarrollan en sugdinezs.

Todos los organismos colectados en los euattios muestreados presentaron
acumulacion de coliformes totale€ycoli, estos resultados concuerdan con los hallazgos
de Larreategui (2003) y Cuenea al (2006) quienes determinaron la presencia de estas

bacterias en muestras de agua y organismos dpdeaiedstrea

Fue muy notoria la diferencia en los patsode acumulacién de los contaminantes
microbianos en las especies estudiaddgtella demostré6 la mayor tendencia a la
acumulacién de Coliformes totales presentando eévee acumulacion de 7 a 15 veces
mas que e®strea E.coli presentd similar comportamiento estando presenidygella y
no detectada e@streg Olafsenet al (1993) explica patrones de acumulacion deasert
bivalvos considerando los habitats en que estdgesarollan, asi algunos viven enterrados
en los sedimentodMiytella) donde estan expuestos a altas densidades deidmeer su
hébitat natural, mientras que otros viven adheraltass raices del mangl®gtreg u otro

sustrato donde estan expuestos a un ambientevagtetinte mas limpio.
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La acumulacion de bacterias indicadorasirysven los sedimentos ha sido bien
documentada, los sedimentos pueden contener dealQ000 veces mas bacterias
indicadoras fecales que las aguas sobre ellos (Wobli@ss, 1982; Daviest al 1995;
Roslevet al 2008). Los organismos que viven en contacto @snskedimentos como

Mytella, estan méas expuestos a la acumulacion de badiecalss.

No es necesario que haya un elevado nizgdé.cbli para que sea un indicativo de
contaminacién fecal reciente o tardia, ya queotaevivencia de los coliformes en aguas
marinas puede sobrepasar los 5 dias después dieslzergas (Chai, 1983 FDA, 19%lde
Villalobos et al, 1998). La relacion encontrada entre los sitiogsireados y los niveles de
Coliformes totales eMytellay Ostreg indica que toda el area de estudio esta inflaeiaci
por las descargas de aguas residuales provenielelas poblaciones cercanas y

actividades humanas que se desarrollan en el area.

Durante el ultimo muestreo, en la estaciGe4encontré la mayor concentracion de
E.coli, (mas del 50% del contaje de Coliformes totalasespondié a esta bacteria), esto
podria ser el resultado de las descargas direetesgdas residuales provenientes de las
embarcaciones que frecuentan este Terminal Paytaaficomo de las poblaciones de este

sector.

Se pudo observar cierta relacion entreortenido de Coliformes totalesB coli en
los organismos estudiados con la temperatura, cdasentraciones de estas bacterias
fueron mayores en las estaciones que registrazorpdratura de 27 °C (segundo muestreo
del mes de septiembre, y en la estacion 4 en diocouestreo del mes de octubre), lo que
concuerda con los estudios realizados por Sbled. (1999) y Collinet al. (2008), sobre
los efectos de la temperatura y la concentracidlosl€oliformes fecales en agua de mar
sobre el indice de concentracién en mejillonestsgassndican que las concentraciones de

coliformes fecales aumento con el cambio de teny@ranaximo de 24°C.
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Desde el punto de vista de salud publicaceesnocido internacionalmente que los
moluscos bivalvos concentran contaminantes dellams@a de agua en que se desarrollan
pudiendo causar enfermedades a los consumid@aea.reducir este riesgo ciertos paises,
como la Unidn Europea, han establecido regulacigoesfijan normas sanitarias para la

produccion y comercializacion de estos organisrbo®€tiva 91/492/CEE).

Segun las “Normas Sanitarias de Alimentas’lal Organizacion Panamericana de la
Salud (1967),para su consumo, los moluscos bivaldeben estar libres de
microorganismos patdgenos, mientras que el maxienmigdo por la Administracion de
Drogas y alimentos de los Estados Unidos FDA (1396b < 23 UFC/g de bacterias
Coliformes totales, en este estudio el 100% denlasstras d&lytella analizadas contenian
Coliformes totales yE.coli, mientras que Ostrea no preserf0 coli haciéndolas

inadecuadas para el consumo humano si se consugtas© semicrudos.

Las areas de donde los bivalvos son coseshaeében ser clasificadas de acuerdo a
un estandar microbiolégico, de acuerdo a (Laing &pencer, 2006), estas areas se
clasifican en Grado A (no mayor de 230 NMP E. &6l0g), B (no mayor del limite de 5
tubos de 3 diluciones del ensayo NMP de 4600 E/D@0g) y C (no mayor del limite de
5 tubos de 3 diluciones del ensayo NMP de 4600@dk./100g asi los organismos
colectados en Puerto Hondo necesitarian depura¢@rado B), previo a su
comercializacion, ésta practica es muy eficientelaeeliminacion de muchas bacterias
fecales pero menos efectiva en la remocion de @rngficiente para contaminantes como
ciertos vibrios, biotoxinas, metales pesados y @asnorganicos (FAO, 2008) o ser
reubicadas (Grado C) por algunos meses en aregadiigcacion A o B hasta alcanzar un

estandar bacterioldgico aceptable antes de su catizgcion.

Los valores de Oxigeno Disuelto detectaelosel Estero puerto Hondo fueron
mayores a 2.5 mg/l. lo que indica que este no gaaior estresante para la vida acuatica
de acuerdo a los estudios realizados por Kelani8g3 fide Estrella, 2000), quien

determina como toxicos los valores inferiores ar@dil. Considerando que el Oxigeno
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Disuelto es el parametro indicativo de la granvadaid bacteriana en la degradacion de la
materia organica en la zona, los valores de PBQestran que las concentraciones de

material biodegradable no son altas.

Mytellay Ostreaasi como otras especies de bivalvos pueden seradgd como
bioindicadores de contaminacion microbianaMgiella guyanensisiemostré ser eficiente
para acumular Coliformes totale€y coli, mientras qu®strea columbiensiiie eficiente
acumulando Coliformes totales siendo un punto itambe de consideracion el habitat en

que se desarrollan.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

“Las especiesMytella y Ostrea son bioindicadoras de contaminacién microbiana
debido a que en este estudio se ha demostradacqoeikan microorganismos bacterianos

provenientes de aguas residuales no tratadas”

Todas las muestras analizadasviygella guyanensig160) y Ostrea columbiensis
(160) colectadas en los cuatro sitios muestreadosesdeto Puerto Hondo presentaron
acumulacién de coliformes totale€ycoli con un rangale 25 -815 UFC/g. y de 20 -350
UFC/g respectivamente.

Los niveles de coliformes totales fueron entreIbyweces mas abundantes en Mytella
gue en Ostrea.

Los niveles mas altos Hecoli (350 UFC/g ) fueron en la estacion 4 (TPI)

Desde el punto de vista sanitario Mytellastr@a extraidos del estero Puerto Hondo
no son aptas para el consumo humano directo p@lesado nivel de coliformes totales y
E.coli.

La relacion encontrada entre los sitios streados y los niveles de Coliformes totales
enMytellay Ostreg indica que toda el area de estudio esta contaaipar las descargas

de aguas residuales provenientes de las poblacenesnas.

En este estudio se pudo evidenciar que lasettraciones de coliformes totales y

E.coli fueron mayores en las estaciones 3 y 4 quetragia temperaturas de 27 °C

Se recomienda a las personas consumidoras déomegily ostiones que deben
llevar a coccion estos organismos antes de ingerir
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Se recomienda “someter las aguas resslugimesticas a algun tipo de tratamiento
para disminuir su carga de contaminantes microgiobs antes de ser descargadas en el

Estero Salado.”

Realizar tratamientos de depuracion al latustos Bivalvos vivos manteniéndolos en
agua de mar limpia durante un determinado periodo tidmpo para reducir la

concentracion de microorganismos y hacerlos a@os ¢l consumo humano directo.
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7. ABREVIATURAS UTILIZADAS

mg/l: Miligramos por litro

ml: Mililitros
I: litros

°C: Grados centigrados

pH: Potencial de hidrogeno

NMP: NUumero mas probable

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias por gramos
BAM: Manual Analitico Bacteriol6gico

EPA: Environmental Protection Agency

FDA: Food and Drugs Administration

ICMSF: Comisién Internacional sobre Especificaciones Mimltigicas de Alimentos.
G: Gramos

sp: Especie

NSSP:National Shellfish Sanitation Program

%: Porcentaje

TPI: Terminal Portuaria Internacional

P.H: Puerto Hondo

[IRN: Instituto de Investigaciones de Recursos Naturales
OD: Oxigeno Disuelto

DBOs.la Demanda Bioquimica de Oxigeno

INP: Instituto Nacional de Pesca
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et.al: entre otros

TSA: Tryptic Soy Agar

INEN: Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
E. Escherichia

SAS: Software de Andlisis Estadistico

P: Probabilidad

GLM: Modelo Lineal General

HO: Hipotesis Nula
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9. APENDICE

Figura 2. Ubicacidr Geogrdica de la estacion

Figura3. Ubicacion Geografica de la estacio
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Figura 4. Ubicacion Geografica de la estacién 3.

Figura 5. Ubicacién Geografica de la estaci6
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Figura 8. Determinacioén de plen el laboratorio dI IIRN durante los
meses de septiembre- octubre. 2009

Figura 9. Lavado de los organismos con solucidn salina
Laboratorio del IIR! durante los meses deptiembr- octubre. 200.
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Se peso 10 g de
cada muestra

Homogeneizar la
muestra con 90ml
de solucién salina

Adicionarde 18 a
20 ml de agar
Chromocult
fundido v enfriado

Homogeneizar la muestra
con el agar haciendo
movimientos rotatorios

Incubar las placas en posicién
invertida 24-48 b/ 35-37°C

E;:;a S =

e e

Depositar 1 ml de cada dilucion en
cajas petri estériles por duplicado

KD = &5
o= & ==

Contaje de las coloni

as

bacterianas que crecieron v

Reportar como UFC/g de

muesoa

Figura 12. Detlerminacion de coliformesE.coli por cuenta en pla
(Tomado de Camacho et al., 2009).
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Figura 13. Preparacion de dilucion decimales empleando tub
con 9.0 ml de solucién salil

Figura 14. Incubacidl de las placaa 35-37°C por el lapso d24- 48 hora
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Figura 15. Contaje de coliformetotalesy E.coli.

Figura 1€. ConfirmaciéndeE. colicon la prueba de indol usandc

reactivo de Kovacs.
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Tabla 6. Modelos para Coliformes totales en Mytedl guyanensis
Procedimiento GLM

Medias de cuadrados minimos
Ajuste para comparaciones multiples: Tukey

Conteos Error Numero
Sitio LSMEAN asdar Pr> |t LSMEAN
Camaronera 2.17125000 1414214 <.0001 1
Conchal 2.58250000 0.01414214 <.0001 2
Muelle de P. H 2.58375000 anm214 <.0001 3
TPI 2.61250000 0.01414214 <.0001 4

Medias de cuadrados minimos para el efecto Sitio
Pr > |t| para HO: MedialLS (i)=MediaLSn (j)

Variable depender@onteos

il 1 2 3 4

1 <.a00 <.0001 <.0001
2 <.0001 0.9999 0.4603
3 <.0001 0.9999 0.4956
4 <.0001 0.4603 0.4956
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Muestreo
CUATRO
CUATRO
CUATRO
CUATRO

DOS

DOS

DOS

DOS
TRES
TRES
TRES
TRES
UNO
UNO
UNO
UNO

Sitio
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI

Camaronera

Conchal
lle d Muelle deP.H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI
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Conteos

LSMEAN
139.000.000
254.000.000
278.000.000
278.000.000
291.000.000

268.500.000
251.000.000

253.000.000
260.500.000
250.500.000
250.500.000
250.000.000
178.000.000
260.000.000
254.000.000
264.000.000



Tabla 8. Modelos pard.colien Mytella guyanensis

Procedimiento GLM
Medias de cuadrados minimos
Ajuste para comparaciones multiples: Tukey

Corgeo Error Ndmero
Sitio LSMEAN estandar Prp> [t LSMEAN
Camaronera 1.54250000 280821 <.0001 1
Conchal 1.64000000 .02230821 <.0001 2
Muelle de P.H 1.67875000 0321 <.0001 3
TPI 1.78875000 0.02230821 <.0001 4

Medias de cuadrados minimos para el efecto Sitio
Pr > |t| para HO: MedialLS (i)=MediaLSn (j)

Variable dependiente: Conteos

il 1 2 3 4
1 0.0320 0.0027 <.0001
2 0.0320 0.6187 0.0012
3 0.0027 0.6187 0.0145
4

<.0001 0.0012 0.0145
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Muestreo
CUATRO
CUATRO
CUATRO
CUATRO

DOS
DOS
DOS
DOS
TRES
TRES
TRES
TRES
UNO
UNO
UNO
UNO

Sitio
Camaronera
Conchal
Muelle P. H

TPI
Camaronera
Conchal
Muelle P. H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle P. H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle P. H

TPI
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Conteos
LSMEAN
154.000
154.000.000
92500000
254.000.000
185.000.000
178.000.000
170.000.000
192.500.000
130.000.000
154.000.000
139.000.000
130.000.000
148.000.000
170.000.000
170.000.000
139.000.000



Tabla 10.Modelos para coliformes totales Ostrea columbiensis

Procedimiento GLM
Medias de cuadrados minimos
Ajuste para comparaciones multiples: Tukey

Conteos  Error Numero
Sitio LSMEAN asdar Pr> |t LSMEAN
Camaronera 1.45000000 1808185 <.0001 1
Conchal 1.580000000.01808185 <.0001 2
Muelle de P.H 1.75125000 8@A185 <.0001 3
TPI 1.47250000 0.01808185 <.0001 4

Medias de cuadrados minipas el efecto Sitio
Pr > |t| para HO: Méd#(i)=MediaLSn (j)

Varialdependiete Conteos

il 1 2 3 4
1 0.0006 <.0001  0.8152
2 0.0006 <0001  0.0034
3 <.0001 <.Q00 <.0001
4

0.8152 0.803 <.0001
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Muestreo
CUATRO

CUATRO
CUATRO
CUATRO

DOS
DOS
DOS
DOS
TRES
TRES
TRES
TRES
UNO
UNO
UNO
UNO

Sitio
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H
TPI
Camaronera
Conchal
Muelle de P.H

TPI
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Conteos
LSMEAN
160.000.000
170.000.000
192.500.000
154.000.000
130.000.000
178.000.000
148.000.000
160.000.000
154.000.000
165.000.000
139.000.000
130.000.000
130.000.000
160.000.000
165.000.000
14.800.000



Tabla 11.- Parametros fisic(, septiembre octubre de 200¢

PARAMETROS FISICOS

Estacion ] Estacion - Estacion ¢ Estacion ¢
Muestreos T
e S%o| pH [ T°C| S%o0| pH | T°C [ S%o0| pH | T°C| S%o0| pH
Sep 01 25 25 7425 25| 7.7 25| 25| 7.9 27| 25| 7.4
Sep 15 26 | 25 |78 26| 25 |7.7| 27 | 25 |7.7|1 27 | 25 [7.9
Ser 28 26| 25 | 7.5 26| 25 |7.€| 26| 25 | 7.5 27| 25 |7.C
Oct 26 27| 25| 7926 25| 7.7 26| 25|74 27| 25| 7.9
Promedio 26| 25| 7.d26| 25| 7.6 26 | 25| 7.5 27| 25| 7.6

Tabla 12- Parametros quimicos, septiembre - octubre 20i@9

PARAMETROS QUIMICOS

Muestreos Estacion 1 Estacion 2 Estacion 3 Estacion 4
DBOs oD DBOs oD DBOs oD DBOs oD
mg/l | mg/l | mg/l | mg/l | mg/l | mg/l | mgl/l mg/l

Sep 01 1.00 | 5.15 0.56 488 | 2.60 3.10 1.38 4.37
Oct 26 121 | 4.28 0.91 4.15 | 0.89 3.55 0.80 3.85
Promedio 1.00 | 5.00 1.00 5.00 | 2.00 | 3.00 1.00 4.00
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