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RESUMEN

Se evalu6 la capacidad de depuracién bacteriana en los moluscos bivalvos
Pinctada imbricata, Crassostrea rhizophorae, Perna viridis y P. perna expuestos a
agua de mar tratada con UV y flujo continuo en un sistema abierto. Para esta
experiencia, se realizé la contaminacién de los organismos en tanques con aguas
residuales de una alta carga bacteriana durante 24 horas (mejillones) y 72 horas
(ostras) de exposicion. Se tomaron muestras por triplicado de cada especie, las cuales
correspondieron al tiempo O (inicio del tratamiento). Para el inicio de la depuracioén,
los ejemplares contaminados se dispusieron en tanques de polietileno (por triplicado)
con un flujo continuo de agua de mar expuesta a UV, previamente filtrada. Se
establecieron lapsos de muestreo de 6, 12, 24 y 48 horas. Durante cada una de ellas,
se tomaron muestras de cada especie para los andlisis microbioldgicos: coliformes
totales (CT), coliformes fecales (CF), Escherichia coli (EC), aerobios mesotfilos
(AM), Streptococcus faecalis (SF) y Salmonella sp., asi como para la determinacién
del indice ARN/ADN e indice de condicion de los animales. Las diferencias en los
tiempos de contaminaciéon bacteriana de los mejillones y las ostras estuvieron
relacionadas con sus tasas de bombeo. Los resultados indican que para la eliminacion
de bacterias CT, CF; EC y AM, se requiri6 entre 12 - 24 horas (P. viridis y C.
rhizophorae) y 48 horas (P. imbricata y P. perna) de depuracion. La respuesta mas
rapida en P. viridis y C. rhizophorae se relacion6 con una mayor resistencia ante la
colonizacion bacteriana, en cambio una respuesta lenta fue relacionada con una alta
capacidad para retener particulas en sus tejidos. Se evidencié la formacién de dos
grupos con comportamientos similares: uno formado por P. viridis y C. rhizophorae y
el otro por P. perna y P. imbricata. En las cuatro especies se elimind la poblacion de
S. faecalis en tan solo 6 horas de depuracion. Con respecto a Salmonella sp., hubo
ausencia a las 12 horas para C. rhizophorae, P. viridis y P. perna, y a las 24 horas en
P. imbricata. La calidad del agua en los tanques durante el proceso de depuracion fue
optima, evidenciando el buen funcionamiento del sistema de depuracién. En todas las
especies, se detect6 un incremento progresivo del indice ARN/ADN a medida que
avanzé el proceso de depuracion. Esta relacion constituyé un indice fisiologico
apropiado que reflejo la respuesta del estado metabolico de los organismos ante
situaciones de estrés y de homeostasis. El proceso de depuracién no afecté el indice
de condicion de los animales y sus valores relativamente bajos probablemente
correspondieron a las condiciones en las que venian los organismos desde el medio
natural. La aplicaciéon de un sistema de depuracién para bivalvos con flujo continuo
de agua irradiada con luz ultravioleta, demostré ser un método rapido y eficaz para la
purificacién de los bivalvos estudiados, ademés que garantizaria la inocuidad de los
bivalvos para su posterior comercializacion.
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INTRODUCCION

La produccién mundial de moluscos bivalvos ha aumentado considerablemente
en los ultimos cincuenta afios, pasando de casi un millon de t en 1950 a unos 13,6
millones de t en 2005; representando el 10% en cantidad y el 7% en valor del total de
la produccion pesquera mundial. Siendo China el principal productor seguido de
Japon, los Estados Unidos de América, la Reptiblica de Corea del Norte, Tailandia,
Francia, Espafia, Italia y Chile. En el mismo afio la produccion acuicola de moluscos
bivalvos en América Latina y el Caribe alcanz6 aproximadamente 128.500 t lo que
representd el 1,0% del total mundial de la producciéon acuicola (Lovatelli et al.,
2008).

Particularmente en Venezuela y en el nororiente, siempre se ha mantenido una
alta expectativa en relacion al cultivo masivo de moluscos bivalvos; sin embargo, a
pesar de que en la década de los 70 y 80 hubo un desarrollo con producciones entre
200-300 t/afio, con las especies de ostras Crassostrea rhizophorae y C. virginica y el
mejillon marrén Perna perna, en la actualidad la produccién es practicamente
inexistente (Lodeiros y Freites, 2008). Estos mismos autores sostienen que otras
especies de bivalvos con potencial para produccién acuicola, tales como el mejillon
verde Perna viridis y las ostras perliferas Pteria colymbus y Pinctada imbricata, las
cuales muestran una aceptable recolecta de semilla en el medio natural y tasas altas

de crecimiento y supervivencia en condiciones de cultivo.

Concretamente en el estado Sucre, la caida de la industria del cultivo de
mejillon se inici6 a partir de la década de los 70, con una incidencia de mareas rojas
que produjo la acumulacién de biotoxinas en mejillones y la muerte de 9 personas
tras su consumo, especificamente para 1977 (Férraz-Reyes et al., 1979). Esto trajo

como consecuencia que las autoridades sanitarias y de reglamentacion establecieran



controles que limitaron el mercado y la produccién durante los afios siguientes. Para
los afios 80, la industria mostr6 una mejoria, sin embargo, nuevos florecimientos
algales nocivos provocaron la debacle del mercado por la desconfianza creada en el
consumidor (Lodeiros y Freites, 2008). Para los afios 1992, 1997 y 1998, nuevamente
los moluscos bivalvos se vieron implicados en brotes de toxiinfecciones alimentarias,
especificamente en brotes de célera, causado por la bacteria Vibrio cholerae O1,

biotipo clasico, serotipo Inaba (Graii et al., 2007).

La problematica de la contaminacién marina y su marcada influencia en la
salud de los ecosistemas costeros, esta estrechamente relacionada con el vertiginoso
crecimiento demogréfico e industrial, y con ello el incremento de las actividades
domésticas, agricolas e industriales que se generan, incrementandose la cantidad y
tipo de residuos que llegan al mar con un inadecuado control, situacién que ha
sobrepasado la capacidad depuradora y conduciendo a la degradacion de muchos
ambientes marino costeros (Davies et al., 1995; Garay et al., 2002; Marin et al.,
2004). Los principales impactos de contaminacion de las aguas superficiales en las
cercanias de los sitios de desembarco o de las plantas procesadoras de sardinas
incluyen: la gran cantidad de desechos de pesquerias derramados al mar, vertederos
de aguas residuales, descargas de residuos toxicos y peligrosos; residuos solidos
urbanos, que producen contaminacion difusa por escorrentias y lixiviacion, ademas
de los proyectos turisticos adyacentes a estuarios o zonas costeras, con la adicion

elevada de contaminacion bacteriana (Canter, 1998; Dalsgaard y Thamdrum, 2002).

De lo mencionado anteriormente, parte la premisa de considerar que al
momento de cultivar bivalvos en areas costeras, existe una alta probabilidad de
exposicion de estos organismos a contaminacion por aguas residuales, un factor
implicado en la transmisiéon de enfermedades entéricas por su alto contenido de
bacterias, parasitos, virus y toxinas con potencial patogénico. Esto podria conllevar a

problemas sanitarios, si se toma en cuenta la naturaleza biofiltradora de los moluscos



y su capacidad de concentrar microorganismos por un largo periodo de tiempo
(Vilarifio et al., 2007). En estas condiciones se crea un mayor riesgo para la salud

publica cuando el consumo es en crudo o ligeramente cocidos (Rippey, 1994).

Cuando los moluscos bivalvos crecen en medios contaminados por bacterias
fecales se requiere de métodos adecuados que permitan disminuir estas
concentraciones. En lineas generales, la depuracion es un proceso en el que se trata de
reducir la carga bacteriana de los moluscos a un nivel aceptable que no represente un
riesgo para la salud publica al ser consumidos crudos o parcialmente cocidos
(Blogoslawski et al., 1995). La purificacién controlada de los tejidos de los moluscos
con luz ultravioleta (UV) es utilizada extensivamente a nivel mundial y ha sido
asociada con la disminucién de enfermedades transmitidas por el consumo de
moluscos contaminados con bacterias. Al respecto, diversos estudios han demostrado
una rapida y eficiente tasa de reduccion de las bacterias hasta niveles no detectables
dentro de aproximadamente 48 h de depuracién con irradiacion UV (Doré y Lees,
1995). La desinfeccién por radiaciéon UV es un procedimiento fisico que no altera la
composicion quimica, sabor ni olor de los moluscos, constituyendo una alternativa
segura y eficaz frente a otros métodos de desinfeccion, como la cloracion y el ozono,
que generan subproductos como trihalometanos (THM) y bromato, que son
considerados cancerigenos (Rodriguez et al., 2007). La radiacion UV de 250 - 270
nm constituye la franja del espectro electromagnético considerada germicida y su

utilizacion conlleva a la inactivacion del microorganismo (Oguma et al., 2001).

Desde los afios ochenta diversos autores han trabajado con éxito en la
depuracion bacteriana (Escherichia coli, Salmonella sp., estreptococos fecales, Vibrio
sp., etc.) de especies de bivalvos tales como los mejillones (P. viridis, Mytilus edulis
y M. galloprovincialis) y las ostras (Crassostrea belcheri, C. gigas y C. virginica) en

paises asiaticos, europeos y del continente americano (Sangrungruang et al., 1989;



Power, y Collins, 1990; Mesquita et al., 1991; Doré y Lees, 1995; Harris et al., 1995
y Croci et al., 2002). Sin embargo, en el pais son casi nulos los estudios de como
responden los bivalvos al proceso de descontaminacién por el mecanismo de agua
tratada con UV y de alli parte la necesidad de tener mayor informacién acerca de esta
interrogante. Una de las pocas experiencias de depuracion se realizé en la almeja
Polymesoda solida, provenientes de la Laguna de Sinamaica, en el estado Zulia,
evaluando indicadores bacterianos como los coliformes totales, fecales, estreptococos

fecales, enterococos y las bacterias aerobias meséfilas (Montiel et al., 2009).

Para evaluar la calidad sanitaria del molusco depurado es necesario utilizar de
manera conjunta indicadores tales como E. coli y los estreptococos fecales. En
particular, es conveniente utilizar las bacterias fecales para supervisar la respuesta de
los bivalvos durante el tratamiento de depuracion. Una reduccion del promedio de los
indicadores bacterianos fecales en los moluscos puede proporcionar una evidencia
inequivoca del éxito del tratamiento de depuracion (Mesquita et al., 1991). Herrera y
Suarez (2005) sefialan que E. coli y los estreptococos son los indicadores apropiados
para determinar la presencia de contaminacién de origen fecal, dado que su nicho

ecologico habitual es el intestino de los seres humanos y otros animales.

Fujioka et al. (1999) sostienen que E. coli y estreptococos son frecuentes y
pueden persistir por largos periodos de tiempo en aguas tropicales y subtropicales,
pudiendo afectar potencialmente a los moluscos en crecimiento. Cabe destacar que la
presencia de estreptococos puede afectar la inocuidad de los bivalvos en cultivo, dado
que este indicador puede persistir viable por su capacidad de activar diferentes tipos
de estrategias de sobrevivencia, que incluye la adhesion, lo cual posibilita la

formacion de biopeliculas en superficies bidticas y abiéticas (Signoretto et al., 2005).

Otro agente microbiano vinculado a enfermedades asociadas al consumo de

alimentos es la Salmonella, la cual constituye un vector significativo para la infeccion



de alimentos crudos como es el caso de los moluscos. La deteccion de este género
bacteriano en moluscos bivalvos cultivados ha sido frecuentemente relacionada con
su crecimiento en ambientes marinos con influencia de aguas residuales domésticas,
industriales o de escorrentias, que acarrea la entrada de bacterias entéricas que
representan una fuente de contaminacion potencial en los habitats costeros

(Venkateswaran et al., 1989).

En cuanto a indicadores fisiologicos de los organismos acuicolas, cuando se
habla sobre depuraciéon de moluscos hay que tomar en cuenta variables importantes
como el indice de condicion de los organismos. El indice de condicion o cantidad
relativa de un tejido en los bivalvos, ha sido asociado generalmente a la reproduccion
y disponibilidad de alimento (Arrieche et al., 2002). Otro indice reportado es
la relacién ARN/ADN el cual es un indice bioquimico con gran
aplicacidon en las investigaciones sobre organismos acudticos y las respuestas de
éstos a cambios ambientales, es decir, el nivel de ARN/ADN indica la actividad
metabolica asociada a la sintesis de proteinas, que se refleja en un crecimiento por
aumento de volumen (Gil et al.,, 2003). Este indice permite conocer la condicion
fisiolégica de los organismos en un momento dado, constituyendo una valiosa
herramienta para estimar los posibles impactos producidos por
ciertos contaminantes y constituye una forma de determinar los
cambios metabdlicos y fisioldgicos producidos en los organismos
bajo situaciones estresantes (Acosta y Lodeiros, 2004; Narvaez et al., 2005).

Sin embargo, en nuestro pais no se han realizado estudios de como responden
estas especies de mejillones y ostras de importancia comercial a procesos de
descontaminacion que no involucren procesos engorrosos ni de alto valor monetario,
con el fin de que puedan ser aplicados por pequefios productores a corto plazo. Esto

es de gran importancia dado que en el estado Sucre la economia se basa en la



actividad pesquera y adicionalmente en la comercializacién de moluscos, pero su
consumo representa un riesgo para la poblacion por el poco control higiénico
sanitario que tienen las autoridades, situacién que es alarmante si se considera que el
4% de los brotes de toxoinfecciones alimentarias asociadas al consumo de moluscos
se vinculan a patdégenos asociados a la contaminacion fecal y el 20% de los casos a la
flora endégena (Mufioz et al., 2008). De hecho, en un estudio retrospectivo de las
historias epidemiolégicas de enfermedades transmitidas por consumo de pescados y
moluscos en el estado Nueva Esparta entre 1990-1999, confirmé que los principales
agentes causales fueron bacterias, como Staphylococcus aureus, V. parahaemolyticus
y E. coli (Delgado et al., 2003), por lo cual la depuracion podria constituir una
alternativa para el consumo de moluscos con una calidad sanitaria aceptable y que por
ende no acarree consecuencias para la salud de los consumidores. Dado lo expuesto,
en este estudio se evalud la capacidad de depuracion bacteriana en los moluscos
bivalvos Pinctada imbricata, Crassostrea rhizophorae, Perna viridis y Perna perna

expuestos a agua de mar tratada con luz ultravioleta (UV).



METODOLOGIA

CONTAMINACION DE LOS ORGANISMOS

Los ejemplares de las cuatro especies de moluscos: Pinctada imbricata,
Crassostrea rhizophorae, Perna viridis y P. perna con tallas promedios de 55 + 1,6
mm, 50 + 1,8 mm, 72 £ 24 y 69 + 1,4 mm de longitud respectivamente, se
obtuvieron de diferentes zonas del estado Sucre. Las muestras de P. imbricata fueron
recolectadas en Mochima (10° 21' 00,0" N, 64° 20" 35,2" O), municipio Sucre, C.
rhizophorae en Laguna Grande del Obispo (10° 35' 18,2" N, 64°02' 17,5" O) y P.
viridis en Chacopata (10° 40' 20,9" N, 63° 49' 15,0" O), ambas en el municipio Cruz
Salmer6on Acosta y finalmente, P. perna en Playa Guiria (10° 40" 14,8" N, 63° 19'
40,2" O), municipio Bermudez. Para este ensayo se utilizaron aproximadamente 450

individuos de cada especie.

Las aguas residuales destinadas a inducir la contaminacién de los organismos,
se tomaron de la salida del canal de aguas negras del Guapo ubicado en Cumana (10°
27' 32,9" N, 64° 11' 24,3" O), municipio Sucre. La salida de este canal desemboca
directamente al mar y el intercambio de las masas de agua provoca un ambiente
estuarino que conlleva a una salinidad adecuada para la experiencia (32 %o),
asimismo estas aguas presentan una alta carga bacteriana (2400 NMP coli. totales,
coli. fecales y E. coli/100 ml) que correspondi6 a la flora inicial contaminante de los
organismos. Estas aguas fueron trasladadas a la Estacion de la Fundacién para la
Investigacion y Desarrollo de la Acuicultura en el Estado Sucre (FIDAES) en
Guacarapo (10° 30' 38,5" N, 63° 44' 56,1" O), municipio Ribero, estado Sucre, donde

se efectué el proceso de contaminacién de los organismos. Ensayos previos



realizados en la Estacion Hidrobiologica de Turpialito del Instituto Oceanografico de
Venezuela de la Universidad de Oriente, ubicada en el Golfo de Cariaco, al noreste de
Venezuela (10° 26’ 56" N, 64° 02’ 00" O), permitieron determinar el tiempo promedio
para la contaminacion de cada especie de molusco, siendo de 24 horas para los

mejillones y de 72 horas para las ostras.

Para el proceso de contaminacion, los ejemplares se expusieron en tanques de
polietileno (1500 litros de capacidad) con aguas residuales con alta carga bacteriana,
durante los tiempos estipulados previamente, tras lo cual se tomaron muestras por
triplicado de cada una de las especies consideradas en el estudio, con el fin de
verificar que los moluscos acumularan un grado considerable de bacterias en la carne,

la cual correspondio al inicio del proceso de depuracion (tiempo 0).

ENSAYO DE DEPURACION DE LOS ORGANISMOS

El proceso de depuracion fue realizado en la Estacion de FIDAES en
Guacarapo, para lo cual se dispuso de tanques de polietileno de 1500 litros de
capacidad (1,15 m de alto, 1,36 m de didametro) y lapsos de muestreo que abarcaron el
periodo comprendido entre las 6, 12, 24 y 48 horas de exposicion al UV. El agua de
mar, previamente se sometié a un proceso de filtraciébn mecanica (filtros de 10 y 5
pm) y de esterilizacion por irradiacion UV (12 voltios, 197-326 G/h), mantuvo un
flujo de 30-40 L/h en un sistema abierto, siguiendo las recomendaciones de Mesquita
etal. (1991) y Doré y Lees (1995).

La ventaja de utilizar un sistema abierto es que hay una renovacion continua del
agua utilizada para la depuracion de los organismos. Los moluscos sometidos al
proceso de depuracién se mantuvieron en cajas plasticas (45 cm de largo, 32 cm de
ancho y 13 c¢cm de profundidad), separadas de acuerdo a la hora establecida de
muestreo, con una elevaciébn de 15 cm del fondo del tanque para evitar

recontaminacion por la materia fecal y permitir el libre paso del agua. Se utilizaron 30



ejemplares por cada caja plastica, correspondiente a cada hora de toma de la muestra,

con un total de 150 ejemplares por réplica de cada especie a estudiar (Figura 1).

Durante los lapsos establecidos del ensayo se tomaron muestras de agua de mar
de los tanques con el fin de monitorear la calidad microbioldgica del agua y se midi6
la temperatura (°C) y la salinidad (%o) con un salindmetro inductivo YSI 30 y el
oxigeno disuelto (mg/l) con un oxigenometro inductivo YSI. Para los analisis
microbiologicos, las muestras de agua se trasladaron en refrigeracion (4 °C) al
Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INTA Sucre/Nueva Esparta), donde fueron procesadas inmediatamente.

Para los analisis microbiologicos, la determinacion del indice de condicion y
relacion ARN/ADN, se tom6 por triplicado muestras de Pinctada imbricata,

Crassostrea rhizophorae, P. viridis y P. perna.
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Figura 1. Disefio del sistema de depuracion

ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Procesamiento de las muestras de moluscos

Bajo estrictas condiciones de asepsia se obtuvieron muestras del interior de los
ejemplares. Se pesaron 10 g de la carne del molusco y se homogeneizaron en 90 ml
de agua peptonada alcalina al 1% (APW, Merck). Luego, se realizaron diluciones
decimales seriadas en tubos con agua peptonada alcalina. Este homogeneizado se
utiliz6 para la determinacién de bacterias coliformes, Escherichia coli, aerobios

mesofilos y Streptococcus faecalis. Ademas, se pesaron 25 g del molusco y se
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homogeneizaron en 225 ml de agua peptonada (Merck), el cual se destind para la

deteccién de Salmonella.

Procesamiento de las muestras de agua
A las muestras de agua se le realizaron diluciones seriadas en tubos con 9 ml de
agua peptonada alcalina al 1% (APW, Merck), los cuales se utilizaron para la

determinacion de bacterias coliformes y Escherichia coli.

Determinacion de bacterias coliformes y Escherichia coli en los organismos y en
muestras de agua

La densidad de bacterias coliformes se determindé mediante la técnica de
fermentacion en tubos muiltiples o técnica del nimero mas probable, segiin APHA
(1995) y COVENIN (1104-1996), se realizaron siembras de 1 ml en tres tubos por
dilucion, que contenian caldo Lauryl Sulfato Triptosa (CLTS, Merck), provistos de
una campana de Durham invertida y se incubaron a 35 1 °C durante 48 horas; la
produccion de gas producto de la utilizacion de la lactosa por parte de las bacterias se
consider6 como prueba presuntiva positiva. Posteriormente, se hizo una prueba
confirmatoria, para lo cual a partir de cada tubo positivo se inoculé por duplicado una
asada en tubos que contenian 10 ml de Caldo Bilis Verde Brillante (CBVB, Difco) y
caldo para E. coli (EC, Merck), cada uno con una campana de Durham invertida. Se
incubaron durante 48 horas una serie a 35 £1°C para coliformes totales y otra serie a
44,5 +1°C para coliformes fecales, respectivamente; la presencia de gas luego de
transcurrido este tiempo confirmé la presencia de coliformes totales y fecales. La
numeracion de bacterias coliformes se expres6 como NMP/g de molusco y se obtuvo
segtn la tabla propuesta por McCrady (APHA, 1995). Para determinar el NMP de E.
coli se sembro6 por estria, a partir de los tubos positivos con gas del caldo EC, placas

con agar Levine Eosina-Azul de Metileno (EMB, Merck).
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Posterior al tiempo de incubacién, se relacionaron aquellos tubos con caldo EC
(Merck) que resultaron positivos con el nimero de placas de agar Levine EMB que
resultaron positivas para E. coli y los resultados se expresaron en NMP de E. coli/g
de molusco y NMP/100 ml de agua, respectivamente. Las placas con desarrollo de
colonias tipicas se aislaron para la obtenciéon de cultivos puros. A las colonias
aisladas y purificadas se les realizaron tinciones de Gram y las pruebas bioquimicas
recomendadas por Mac Faddin (1990); citrato, prueba de rojo de metilo, Voges-

Proskauer, indol, motilidad y fermentacion de aztcares.

Aerobios mesoéfilos

La concentracion de bacterias aerobias mesofilas se determiné de acuerdo a la
norma COVENIN (902-1987). Para ello se realizaron siembras por duplicado,
inoculando 1 ml de cada una de las diluciones previamente preparadas, en placas de
Petri, agregando agar para conteo en placa (Plate Count, Merck), mezclando con
cuidado y dejando solidificar. Estas placas se incubaron durante 48 h a 35 +1 °Cy
luego se realizo el recuento en placas con desarrollo entre 30 a 300 colonias, en un
cuenta colonias digital marca Québec modelo 330. Los resultados se expresaron

como unidades formadoras de colonias por gramo de molusco (UFC/g).

Streptococcus faecalis

Se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por COVENIN (2522-1988).
Para ello, a partir de las diluciones preparadas en agua peptonada alcalina (APW,
Merck), se transfiri6 1 ml a placas de petri estériles, por duplicado. Luego se vertio
alrededor de 15 a 20 ml de agar KF para estreptococos con solucion al 1% de 2,3,5-
cloruro trifenil-tetrazolium (TTC) previamente fundido y temperado a 44-46 °C en
cada placa. Se mezcl6 suavemente por rotacion y se dejo solidificar para proceder a
incubar 24 h a 35 +1 °C. Las colonias positivas para Streptococcus faecalis

presentaron una coloracion roja oscura por reduccion del TTC. Estas colonias fueron
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aisladas para la realizacién de la tincion de Gram y las pruebas bioquimicas
correspondientes segin Mac Faddin (1990); catalasa, manitol, crecimiento a 10 °C,
6,5% NaCl y pH 9,6. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de

colonias por gramo de molusco (UFC/g).

Salmonella sp.

La determinacion de este tipo bacteriano se realizo de acuerdo a la metodologia
descrita por (COVENIN, 1291-1988). Para el enriquecimiento inicial se tomaron 25 g
del molusco y se homogeneizaron en 225 ml de agua peptonada (Merck),
posteriormente se transfiri6 1 ml del homogenizado a tubos que contenian caldo

Rappaport Vassiliadis y se incub6 a una temperatura de 35 +1 °C por 18 h.

Transcurrido este tiempo, se tomé una asada del cultivo y se sembré en placas
con agar Bismuto Sulfito (Merck) y se incubaran a 35+1 °C por 24 a 48 h. En el agar
bismuto sulfito, las colonias sospechosas para Salmonella se presentaran como
colonias marrones o de grises a negro, con o sin brillo metalico. El medio circundante
a la colonia cambiard de marrén a negro y algunas cepas producen colonias verdes
con o sin ennegrecimiento del medio circundante. Finalmente, las cepas se aislaron y
se practicaron las pruebas bioquimicas de fenilalanina, rojo de metilo, Voges-
Proskauer, indol, malonato y fermentacion de azucares. Los resultados se expresaron
como crecimiento positivo de Salmonella en 25 g de muestra o negativo en 25 g de

muestra (presencia o ausencia).

DETERMINACION DEL iNDICE ARN/ADN

La respuesta fisiolégica de los bivalvos se determind a través del indice
ARN/ADN, de acuerdo a la metodologia de Canino y Calderone (1995). Estos
analisis se realizaron en el Laboratorio de Ecofisiologia y Ecotoxicologia del Instituto

Oceanografico de Venezuela de la Universidad de Oriente.
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Se tomaron tres (03) ejemplares por réplica de cada especie (P. imbricata, C.
rhizophorae, P. viridis y P. perna) a las 0, 6, 12, 24 y 48 h de haberse iniciado el
proceso de depuracion. A cada muestra se le extrajeron 10 mg del musculo aductor.
Los tejidos se homogenizaron (4 °C) en 1000 pl de buffer TRIS-EDTA (50 mM; 0,5
mM; pH 7,5) en viales eppendorf de 1,5 ml, hasta formar un homogeneizado. A cada
vial se le afiadieron 100 pl de sarcosina (1% p/v), mezclando inmediatamente con un
agitador eléctrico y se dejo reposar, para agitar nuevamente luego de 30 minutos y
finalmente tras una hora de haber agregado el reactivo. Posteriormente se centrifugé a
2500 rpm durante 15 minutos. De cada muestra, se tomaron 1000 pl del sobrenadante

y se colocaron en tubos de borosilicato (12x75 mm).

Para la medicion de la fluorescencia total (ARN y ADN), al sobrenadante de
cada muestra se le afiadi6 1000 pl de bromuro de etidio (0,2 mmol/l) y se midié la
fluorescencia en un Fluorémetro Modelo 450 Sequoia-Turner a una longitud de onda
de excitacion de 360 nm y de emisiéon de 585 nm. Posteriormente, la muestra fue
tratada con 50 pl de Ribonucleasa A (ARNasa A) (2,5 mg/ml), con el fin de hidrolizar
el ARN presente en la muestra y se midié la fluorescencia emitida por el ADN.
Durante este proceso el equipo fue calibrado cada 10 mediciones. La determinacion
del ARN fue realizada por sustraccién entre el valor de la fluorescencia total y la
fluorescencia del ADN. El indice fue calculado dividiendo el valor de ARN entre el

de ADN (ARN/ADN).

DETERMINACION DEL INDICE DE CONDICION DE LOS ORGANISMOS
Estos analisis se realizaron en el Laboratorio de Acuicultura del Instituto
Oceanografico de Venezuela de la Universidad de Oriente. Para ello, se tomaron
cinco (05) ejemplares por réplica de cada especie. Se obtuvo la masa del tejido blando
fresco (Mh), el cual fue deshidratado en una estufa durante 72 h a 60 °C y se pesé en
una balanza analitica (£0,0001 g), la cual represent6 la masa seca (Ms). El indice de

condicién se expresa en porcentaje (%) y se determind mediante la féormula:
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IC= (Ms/Mh) x100

ANALISIS ESTADISTICOS

Dado que no se cumplieron los supuestos de normalidad de los datos, se aplicd
la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para determinar diferencias significativas
en la concentracién de los indicadores bacterianos: coliformes, Escherichia coli,
aerobios mesofilos y Streptococcus faecalis con respecto al tiempo de depuracion y
especie. Este andlisis estadistico se aplico del mismo modo para determinar
diferencias en los indices de condicion y ARN/ADN con respecto al tiempo de
depuracién y especie. En aquellos tratamientos donde se encontraron diferencias
significativas (p 0,05), estas se mostraron mediante el uso de diagramas de caja y
bigotes (Sokal y Rohlf, 1995). Estas pruebas estadisticas se efectuaron con el
programa Statgraphics Plus 4.1.

15



RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE LOS PARAMETROS BACTERIOLOGICOS EN LOS
TEJIDOS DE LAS CUATRO ESPECIES DE BIVALVOS

Densidad bacteriana inicial en los moluscos tras el proceso de contaminacion
natural
Los valores de los parametros bacteriolégicos fueron representados en graficas

con escalas logaritmicas (Log 10) debido a las fluctuaciones de los valores.

En la Figura 2 se muestran las concentraciones iniciales de los diferentes
indicadores bacterianos: coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF),
Escherichia coli (EC), aerobios mesdfilos (AM) y Streptococcus faecalis (SF) en los
tejidos de cuatro especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P.
viridis y P. perna expuestos a contaminacion inducida. Las ostras (P. imbricata y C.
rhizophorae) se contaminaron luego de 72 horas de exposicion a aguas residuales. La
densidad inicial para P. imbricata fue de 4,6 x 10* + 0 NMP coli. totales y coli.
fecales/g, 4,2 x 10* + 4,9 x 10° NMP E. coli/g, 2,8 x 10° + 3,3 x 10> UFC aerobios
mesofilos/g y 2,4 x 10> + 8,8 UFC Streptococcus faecalis/g, mientras que para C.
rhizophorae las densidades bacterianas iniciales fueron de 2,3 x 10° + 1,4 x 10> NMP
coli. totales, coli. fecales y E. coli/g, 1,6 x 10°+ 1,4 x 10° UFC aerobios meso6filos/g y
2,2 x 10> + 1,5 x 10" UFC S. faecalis/g. Para las dos especies de mejillones
estudiados, la acumulacion de una alta concentracion bacteriana se presento a tan solo
24 horas de exposicion, lo cual representé el momento en que se dio inici6 el proceso
de depuracion. P. viridis presenté una densidad inicial de 2,3 x 10* + 1,7 x 10> NMP
coli. totales, coli. fecales y E. coli/g, 6,3 x 10° + 1,4 x 10° UFC aerobios meséfilos/g y
2,0 x 10*+ 1,4 x 10 UFC S. faecalis/g. P. perna acumul6 en sus tejidos un promedio
de 3,6 x 10*+ 1,2 x 10° NMP coli. totales y coli. fecales/g, 1,2 x 10*+ 3,2 x 10° NMP
E. coli/g, 2,8 x 10° + 2,9 x 10* UFC aerobios mes6filos/g y 2,3 x 10* + 4,0 x 10 UFC
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S. faecalis/g. Asimismo, para todas las especies bajo estudio se report6 la presencia

de Salmonella en 25 g de carne durante la hora inicial.
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Figura 2. Promedio de la concentracion inicial de coliformes totales (CT), coliformes
fecales (CF), Escherichia coli (EC), aerobios meséfilos (AM) y Streptococcus
faecalis (SF) en los tejidos de cuatro especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C.
rhizophorae, P. viridis y P. perna expuestos a contaminacion inducida.

Las diferencias en los tiempos de contaminacién bacteriana de los mejillones y
las ostras, posiblemente dependié mas de las caracteristicas propias de cada especie y
sus tasas de bombeo, que de la alta densidad microbiana presente en el agua residual
utilizada para estos fines (con concentraciones similares), y como sefialan Nunes y
Parsons (1998), a diferentes velocidades de filtracion, cada una de ellas es capaz de
asimilar los contaminantes bioticos y abioticos presentes en su entorno. Asimismo,
hay que tomar en cuenta que quizas el proceso de filtracion de los animales pudo
verse afectado por la cantidad de particulas en suspension presentes en el agua

residual, ocasionando que la tasa de bombeo no estuvieran a su maxima capacidad.
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Las ostras, P. imbricata y C. rhizophorae requirieron mayor cantidad de tiempo
de exposicion a aguas residuales (72 horas) para acumular una alta carga bacteriana.
Estas son especies con tasas bajas de bombeo, 10 y 4 litros/h, respectivamente (Ward,
1996, Silva et al., 2003), lo cual pudo provocar que el proceso de bioacumulacién
fuera lento. En el caso particular de C. rhizophorae la concentraciéon bacteriana baja
encontrada en sus tejidos podria involucrar diversos factores que van desde su baja
tasa de bombeo hasta la poca apertura de sus valvas y la produccion de pseudoheces y
heces observadas durante su depuracion. Caso contrario, las especies de mejillones,
P. perna y P. viridis, exhibieron una respuesta mas rapida (24 horas) a la
contaminacion bacteriana, debido posiblemente a sus tasas altas de filtracién, con un

promedio de 40 1/h (Castello, 1993).

De manera general, la acumulaciéon bacteriana en las ostras y mejillones,
probablemente estuvo relacionada con la capacidad de estos bivalvos de capturar
particulas grandes (2 - 3 pm) y retener las particulas pequefias (2 pm), las cuales se
ajustan a los tamafios de E. coli y otras bacterias coliformes (Govorin, 2000). De
hecho, los miembros de la familia Mytilidae y Ostreidae, a las cuales pertenecen las
especies bajo estudio, no presentan seleccion de particulas en las lamelas branquiales
pero si a nivel de los palpos labiales, es decir, los palpos son los 6rganos encargados
de controlar la cantidad de alimento a ingerir, basando la seleccién en el diametro de
la particula, composicién quimica, densidad o carga electrostatica y el resultado de
este proceso serd la expulsion de las particulas rechazadas en forma de pseudoheces
(Ward, 1998). Tal como sefiala Barnes (1984), los palpos dirigen las particulas
alimenticias en direccién anterior, hacia la boca del animal, favoreciendo la entrada

de la materia organica.

El analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis (K-W= 15,59; P = 0,0013) mostro
diferencias significativas en la densidad bacteriana acumulada en los tejidos de

acuerdo a la especie y mediante el diagrama de caja y bigotes se evidencio la
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formacién de tres grupos, uno conformado por P. imbricata, otro por P. perna y P.
viridis y finalmente por C. rhizophorae, lo cual denota que las tasas de filtraciéon de
estos bivalvos se encuentran implicadas tanto en la velocidad como en el grado de

bioacumulacion (Apéndice 1).

Depuracion de bacterias coliformes y Escherichia coli

El proceso de depuracion se basé en el aprovechamiento de la naturaleza
filtradora de los bivalvos, exponiéndolos a agua de mar de buena calidad (sin o muy
baja densidad microbiana y de particulas en suspension), lo cual favorecié la
disminucion de la carga bacteriana acumulada en sus tejidos. Tal como sefialan Lee
et al. (2008), al colocar estos animales durante cierto tiempo en una corriente de agua
de mar limpia, son capaces de reanudar con normalidad su actividad de bombeo y

expulsar los contaminantes bacterianos de sus branquias y tracto intestinal.

Para la verificacién de la eficiencia del proceso de depuracién bacteriana en los
bivalvos, se consideraron los niveles maximos permitidos para el consumo de
moluscos definidos en la legislacién nacional e internacional. En Venezuela, el
Ministerio de Agricultura y Cria (MAC) del 6 de abril de 1998, en la providencia N°
4, establece que los moluscos destinados para el consumo humano inmediato, no
deben sobrepasar los 230 coliformes fecales, 230 Escherichia coli NMP/g de carne y
liquido intervalvar y ausencia de Salmonella en 25 g de carne. A nivel internacional,
la Directiva 91/492 de la Comunidad Econémica Europea (CEE) del 15 de julio de
1991 y su transposicion en el Real Decreto 345/1993 de 5 de marzo de 1993 de las
Normas sanitarias aplicables a la produccion y puesta en el mercado de moluscos
bivalvos vivos, fija limites de 300 coliformes fecales, 230 Escherichia coli por 100 g
de carne y ausencia de Salmonella en 25 g de carne. Mientras que la Administracion
de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos sefiala un recuento menor a 5 x 10°

UFC de aerobios meso6filos/g de carne de molusco (FDA, 1990).
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El proceso de depuracion de bacterias coliformes para P. imbricata tomo
alrededor de 48 horas, con disminucién desde 4,6 x 10* + 0 NMP coli. totales y coli.
fecales/g de tejido a O coli. totales y coli. fecales/g, sin embargo la ostra C.
rhizophorae mostr6 una respuesta de depuracion mas rapida, requiriendo solo 12 y 24
horas para eliminar por completo su carga inicial de 2,3 x 10*+ 1,4 x 10> NMP coli.
totales y coli. fecales, respectivamente. El mejillon P. viridis evidenci6 un proceso de
depuracion mas rapido con respecto a P. perna, pasando en solo 24 horas de
concentrar 2,3 x 10* + 1,7 x 10° NMP coli. totales/g y coli. fecales/g de tejido a 0
coli. totales/g y coli. fecales/g, mientras que P. perna requiri6 48 horas para
disminuirla de 3,6 x 10* + 1,2 x 10° NMP coli. totales y coli. fecales/g a 0 coli. totales
y coli. fecales/g (Figuras 3 y 4). Las concentraciones iniciales de E. coli en los tejidos
de P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis, y P. perna fueron de de 4,2 x 10*+ 0; 2,3
x 10°+ 1,4 x 10% 2,3 x 10* + 1,7 x 10* y 1,2 x 10* + 3,2 x 10° NMP E. coli/g,
respectivamente. Tras 24 horas de exposicion al agua tratada con luz ultravioleta, se
observa la eliminacién de esta especie bacteriana en el mejillon verde, P. viridis y en
la ostra de mangle, C. rhizophorae. Sin embargo, para P. imbricata y P. perna se
necesitaron 48 horas de exposicion al agua tratada con UV para una reduccion total

de la carga bacteriana (Figura 5).

Estadisticamente la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis mostro
diferencias significativas en la eliminacion de los coliformes totales, coliformes
fecales y E. coli con respecto a la especie estudiada (K-W= 13,14; P = 0,004, K-W=
10,78; P = 0,012 y K-W= 10,36; P = 0,015, respectivamente). Mediante el diagrama
de caja y bigotes se evidencid la formacion de dos grupos: el formado por las
especies P. viridis y C. rhizophorae y el otro por P. perna y P. imbricata, es decir,
cada grupo mostr6 un comportamiento similar durante el proceso de depuracion de
coliformes y E. coli. Asimismo, presentaron diferencias significativas en la densidad
de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli con respecto a las horas de

depuracién (K-W=39,12; P = 6,5 x 10°, K-W=41,23; P = 2,4 x 10°y K-W=41,79; P
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= 1,8 x 10°, respectivamente). Mediante el diagrama de caja y bigotes se demostré la
formacion de dos grupos, uno conformado por la hora inicial del proceso y el otro por
las horas 6, 12, 24 y 48. Esto resulta valido dada la diferencia clara en la densidad
bacteriana durante el inicio del proceso de depuracion y las horas posteriores, con una
reduccién gradual de los indicadores bacterianos (Apéndices 2-7). Asimismo, a cada
especie de bivalvo se le efectué el analisis estadistico de Kruskal Wallis, detectdndose
diferencias significativas en las densidades de coliformes totales, fecales y E. coli con
respecto a los tiempos de depuracién en cada una de las especies de bivalvos
(Apéndice 8). En los apéndices 9-20 se muestran los grupos formados para cada uno

de ellos.

Mediante la depuracion de los moluscos con luz ultravioleta se logré en cortos
periodos de tiempo la eliminacién de las bacterias coliformes, especialmente las de
naturaleza fecal como Escherichia coli. Este aspecto es de vital importancia, dado
que la presencia de este microorganismo representa un riesgo para la salud de los
consumidores y abre la posibilidad que existan otras bacterias entéricas patdgenas
para el hombre, como Salmonella sp. y Shigella sp. (Jay, 2000). En los bivalvos la
eliminacion de la carga bacteriana involucra las funciones de defecacion o digestion,
esto debido a que bacterias como E coli son secuestradas a nivel del tracto digestivo
de estos organismos, lo cual fue comprobado por Power y Collins (1989) en la
depuracion del mejillon, Mytilus edulis para establecer el porcentaje de reduccién de
esta bacteria en diferentes d6rganos y tejidos, entre los que se encuentran, tracto

digestivo, hemolinfa, pie y misculo, manto, branquias y palpos labiales.
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Figura 3. Promedio de la concentracion de coliformes totales en los tejidos de cuatro
especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna
expuestos a diferentes tiempos de depuracion en agua de mar tratada con luz
ultravioleta y flujo continuo.

El proceso de depuracion bacteriana fue eficiente pero mas lento en P.
imbricata y P. perna en comparacion con las otras especies en estudio. Para ambas,
esto posiblemente estuvo relacionado con una capacidad alta para retener particulas
muy pequefias como las bacterias bacilares (coliformes, E. coli, Salmonella sp.), con
una magnitud entre 1,5 a 3 pm. En concordancia con ello, Yukihira et al. (1999)
demostraron que en Pinctada margaritifera y P. mdxima, las particulas menores a 3
pm pueden pasar con mayor facilidad y ser retenidas en el interior de estos

organismos.
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Figura 4. Promedio de la concentracion de coliformes fecales en los tejidos de cuatro
especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna
expuestos a diferentes tiempos de depuracion en agua de mar tratada con luz
ultravioleta y flujo continuo.

------- Limite maximo permitido para moluscos destinados para consumo humano
(criterio nacional)

Se han realizado varios trabajos de depuracion de moluscos bivalvos en aguas
templadas con especies relacionadas como los mejillones, Mytilus edulis y M.
galloprovincialis. Para Mytilus edulis varios autores han sefialado reducciones de la
concentracion de E. coli a partir de las 24 y 48 horas de depuracion, debido a la
susceptibilidad de esta bacteria a los procesos digestivos de este bivalvo (Power y
Collins, 1990; Mesquita et al., 1991). Mientras que para M. galloprovincialis la
remocion sustancial de la concentracion de E. coli se evidencié a partir de las 44
horas de depuracion, con una reduccion de hasta 95,8% de esta bacteria en las
primeras 5 horas del proceso (Croci et al., 2002). En Venezuela, se efectu6 un estudio
de depuracion bacteriana en la almeja Polymesoda solida, reportando una reduccion

marcada de los coliformes totales y coliformes fecales a partir de las 3 y 24 horas,
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respectivamente (Montiel et al., 2009), similar a lo reportado en esta investigacién

para C. rhizophorae y P. viridis.
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Figura 5. Promedio de la concentracion de Escherichia coli en los tejidos de cuatro
especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna
expuestos a diferentes tiempos de depuracion en agua de mar tratada con luz
ultravioleta y flujo continuo.

------- Limite maximo permitido para moluscos destinados para consumo humano
(criterio nacional)

Depuracion de aerobios mesofilos

Otro grupo de indicadores de calidad sanitaria utilizado en el analisis
microbiol6gico de moluscos son los aerobios meséfilos, estos son microorganismos
heter6trofos, aerobios o anaerobios facultativos, con temperaturas o6ptimas de
crecimiento entre 20 a 45 °C. Su recuento en alimentos, particularmente en bivalvos,

implica un riesgo para los consumidores, pues hay que considerar que casi todos los
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agentes patégenos humanos son mesofilos, pues la temperatura corporal humana es,

casi constantemente de 37 °C (Prescott et al., 2004).

La concentracion inicial de aerobios mesofilos aunque por debajo del limite
maximo permitido por la FDA (1990) de 5x10° UFC/g, permitié iniciar el ensayo de
depuracion y evidenciar la eficacia de este proceso. En la figura 6 se constata que la
ostra de mangle, C. rhizophorae, presentd una rapida disminucion de la carga
bacteriana, pasando de 1,6 x 10° + 1,4 x 10> UFC aerobios mes6filos/g a 0 UFC
aerobios meso6filos/g en solo 12 horas de depuracién. Mientras que en el caso de P.
viridis fueron necesarias 24 horas para la eliminacién del 100% de una poblacién
inicial de 6,3 x 10°+ 1,4 x 10> UFC aerobios mes6filos/g. Sin embargo, para P. perna
y P. imbricata el proceso de depuracion se efectué en 48 horas, pasando de 2,8 x 10°
+2,9x 10y 2,8 x 10° + 3,3 x 10? UFC aerobios mesdéfilos/g a 0 UFC aerobios

mesofilos/g.

Estadisticamente la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis mostro
diferencias significativas en la eliminacion de aerobios mesofilos con respecto a la
especie estudiada (K-W= 10,14; P = 0,0049). Mediante el diagrama de caja y bigotes
se evidencié la formacién de dos grupos, uno conformado por P. viridis y C.
rhizophorae y otro por P. perna y P. imbricata, mostrando cada grupo un
comportamiento similar durante el proceso de depuracion de este grupo bacteriano.
Asimismo, se presentaron diferencias significativas en la densidad de aerobios
mesofilos con respecto a las horas de depuracion (K-W= 48,18; P = 8,6 x 10").
Mediante el diagrama de caja y bigotes se confirmo6 la formacién de dos grupos, uno
conformado por la hora inicial de depuracién y el otro por las horas 6, 12, 24 y 48, es
decir, aquel conformado por el momento en que los bivalvos presentan la mayor
concentracion de este grupo bacteriano y las horas restantes, donde se evidencia la
respuesta positiva de los bivalvos, mediante una reduccion gradual de Ila

concentracion de aerobios mesofilos en sus tejidos (Apéndices 21-22).
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Esta situacion fue similar, cuando se le efectu6 el analisis estadistico de Kruskal
Wallis a cada especie de bivalvo, detectandose diferencias significativas en las
concentraciones de bacterias aerobias mesofilas con respecto a los tiempos de

depuracion (Apéndices 8, 23-26).

En el proceso de depuracion de este grupo bacteriano, P. perna y P. imbricata
mostraron una tasa de eliminacién mas lenta (48 horas) con respecto a P. viridis (24
horas) y C. rhizophorae (12 horas). Como se mencion0 anteriormente, la disminucién
paulatina en la densidad de aerobios meséfilos en P. perna y P. imbricata, pudo estar
relacionada con una mayor capacidad de retencion bacteriana y a mecanismos menos
eficientes que eviten la invasién de los microorganismos en sus tejidos. En el trabajo
de depuracion realizado por Montiel et al. (2009) en la almeja, Polymesoda solida se
requirieron 24 horas para eliminar la poblaciéon de aerobios mesofilos, es decir,
mostré6 un comportamiento similar a P. viridis. Sin embargo, el mejillon, Mytilus
galloprovincialis, solo mostré una reduccion del 36,5% de la poblacién de bacterias
mesofilas tras 48 horas de depuracion, lo cual pudo estar relacionado con las bajas
temperaturas del agua en Espafia (14-18 °C), que provoca una disminucién de la
velocidad del metabolismo de los animales (Martinez et al., 2009). De manera
particular, las diferencias en los tiempos de depuracién ademas de estar relacionadas
con la especie estudiada, también puede relacionarse con la temperatura del agua. En
nuestro trabajo la temperatura vario entre 26-27 °C y en el de Montiel et al. (2009) se
mantuvo en 30 °C. La temperatura es un factor que acelera la tasa metabodlica y
probablemente esto influye en una mayor tasa de filtracién y con ello en un menor
tiempo de depuracion. Love et al. (2010) sefialaron que las temperaturas mas calidas
del agua aumentan las tasas de depuracion bacteriana en moluscos. La base bioldgica
es que las aguas cdlidas, dentro de los limites fisiol6gicos de cada especie, promueven
una mayor tasa de digestion, velocidad de bombeo y actividad enzimatica de los

bivalvos, lo cual contribuye a la reducciéon microbiana.
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Este método de depuracion con luz ultravioleta aplicado a las especies de ostras
y mejillones de interés comercial ensayadas, mostraron una excelente respuesta para
la remocion de bacterias aerobias mesofilas en cortos periodos de tiempo y este grupo
es recomendado como un indicador de la calidad general y, en menor medida, de un

manejo sanitario adecuado del producto para su consumo (Tellez et al., 1999).
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Figura 6. Promedio de la concentracion de aerobios mesofilos en los tejidos de cuatro
especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna
expuestos a diferentes tiempos de depuracion en agua de mar tratada con luz
ultravioleta y flujo continuo.

Depuracion de Streptococcus faecalis

En la figura 7 se evidencia que las cuatro especies de bivalvos presentaron una
respuesta similar para la remociéon de S. faecalis, requiriendo solo 6 horas para
disminuir el 100% de la carga bacteriana inicial desde 2,4 x 10* + 8,8; 2,2 x 10 + 1,5
x10,2,0x 10+ 1,4x 10 y 2,3 x 10* + 4,0 x 10 UFC S. faecalis/g en P. imbricata, C.

rhizophorae, P. viridis y P. perna, respectivamente hasta 0 UFC S. faecalis/g.
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De hecho, estadisticamente la prueba de Kruskall Wallis no mostré diferencias
en la eliminaciéon de S. faecalis de acuerdo a la especie (K-W= 0,09; P= 0,99),
corroborando un comportamiento semejante entre ellas con respecto a la eliminacion
de esta especie bacteriana. Sin embargo, se detecté diferencias significativas en las
concentraciones de S. faecalis con respecto a los tiempos de depuracién (K-W=
57,04; P = 1,2 x 10"). El diagrama de caja y bigotes mostr6 la formacién de dos
grupos, uno conformado por la hora 0 y el otro por las horas 6, 12, 24 y 48 (Apéndice
27). El andlisis estadistico para cada especie de bivalvo detecté diferencias
significativas en las concentraciones de S. faecalis con respecto a los tiempos de
depuracion y resaltando en todas una diferencia marcada entre la concentracion de
esta bacteria durante el inicio de la depuracion (hora 0) y las horas posteriores,
momento en el cual ya se habia dado la eliminacién de esta especie bacteriana

(Apéndices 8, 28-31).

En este ensayo se logro suprimir en un corto periodo de tiempo la poblacion de
estreptococos fecales en los bivalvos, lo cual es importante pues es parte de la flora
del tracto gastrointestinal de los animales de sangre caliente y por lo tanto permite

valorar la calidad sanitaria de los alimentos (Pita, 2002).

A pesar de que S. faecalis presenta una alta tolerancia en el medio marino, en
este trabajo exhibi6 una alta sensibilidad al proceso de depuracion al que se
expusieron los bivalvos. S. faecalis es una bacteria esférica con un didmetro entre 0,5
a 1 pm, por lo se podria pensar en una mayor probabilidad de entrada y retencion en
los tejidos de los moluscos estudiados, sin embargo, existe la posibilidad de una
respuesta a nivel enzimatico que disminuyera la capacidad de colonizacién de esta
bacteria. Costa (2008), sefala la presencia de la lisozima, una enzima que hidroliza
los enlaces [-1,4 existentes entre el acido N-acetilmurdmico y los residuos de N-

acetilglucosamina presentes en el peptidoglicano de la pared celular bacteriana,
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presentando una mayor actividad microbicida contra bacterias Gram-positivas, tal
como S. faecalis. La actividad de la lisozima se ha manifestado en varios bivalvos,
entre los que destacan especies pertenecientes a algunas familias de las especies
utilizadas en este estudio como la ostra americana, Crassotrea virginica, (Itoh et al.,
2007), la ostra japonesa, Crassostrea gigas (Itoh y Takahashi, 2007), la ostra plana,
Ostrea edulis (Matsumoto et al.,, 2006), la almeja americana (Mercenaria
mercenaria), el mejillon azul (Mytilus edulis) (Olsen et al., 2003) y el mejillon del
Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) (Carballal et al., 1997). Tal como sefialan
Li et al. (2010), la evidencia disponible apoya la hip6tesis de que la persistencia de
bacterias en el tejido de bivalvos depende en gran parte su sensibilidad a la actividad

bactericida, las propiedades de la superficie celular de las bacterias y las condiciones

ambientales.
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Figura 7. Promedio de la concentracion de Streptococcus faecalis en los tejidos de

cuatro especies de moluscos bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P.

perna expuestos a diferentes tiempos de depuracion en agua de mar tratada con luz
ultravioleta y flujo continuo.
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De manera andloga a esta investigacion, trabajos de depuracién en especies
como el mejillon azul, Mytilus edulis (Mesquita et al., 1991) y la almeja, Polymesoda
solida, (Montiel et al., 2009) con un alto recuento inicial de esta bacteria, mostraron
una reduccion de S. faecalis en solo 12 y 3 horas de exposicion a agua tratada con luz
ultravioleta, respectivamente. Sin embargo, Love et al. (2010) manifestaron que en la
ostra, Crassostrea virginica fueron necesarias 44 horas de depuracién para disminuir
esta poblacion bacteriana en un 95,6%, un tiempo mucho mayor que el requerido en
este estudio, lo que probablemente estuvo vinculado con un metabolismo mas lento

de los animales debido a las menores temperaturas del agua (12-25 °C).

Depuracion de Salmonella sp.

El proceso de depuracion de Salmonella sp. en P. imbricata tomo alrededor de
24 horas, es decir, la ausencia de esta bacteria en 25 g del molusco. Mientras que para
C. rhizophorae, P. viridis y P. perna, la remocion de esta bacteria se evidencio a
partir de las 12 horas de depuracion (Tabla 2). Los resultados permiten inferir que
este método de depuracién puede ser aplicado con éxito para la remocién de la misma
en ostras y mejillones, ya que solo en la ostra perla, P. imbricata, este proceso
requirio6 un poco mas de tiempo, aunque no por ello puede considerarse menos
exitoso. Posiblemente, esto pudo relacionarse con la naturaleza de esta especie de
ostra, a la cual se le ha reportado una alta capacidad de retencion de particulas
menores a 3 pm y por ende una gran probabilidad de retencién de esta bacteria

(Yukihira et al., 1999).
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Tabla 1. Presencia de Salmonella sp. en los tejidos de cuatro especies de moluscos
bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna expuestos a diferentes
tiempos de depuracién en agua de mar tratada con luz ultravioleta y flujo continuo.

Tiempo de Depuracion (h)

Especie 0 6 12 24 48
Pinctada imbricata
Crassostrea rhizophorae
Perna viridis
Perna perna

+ + + +
+ + + +

- Ausencia; + Presencia/25 g de molusco

Esta investigacion arrojo resultado positivos para el control de Salmonella sp.,
sin embargo, en un trabajo de depuracion realizado por Morrison et al. (2011) en la
ostra del pacifico, Crassostrea gigas, esta no mostr6 una disminucion considerable en
la concentracioén Salmonella sp., tras 72 horas de exposicion a agua irradiada con luz
ultravioleta. Estos autores atribuyeron esta situacién a una alta capacidad de esta
bacteria para colonizar la ostra debido a la presencia de factores de virulencia que

facilitarian su persistencia en el molusco.

Por ello, la aplicacion de esta técnica debe ser aprovechada a los fines de
responder responsablemente cuando se realicen actividades de acuicultura. Hay que
tomar en cuenta que la presencia de Salmonella sp. en moluscos representa un riesgo
para los consumidores, y de hecho es sefialada como uno de los patogenos implicados
en intoxicaciones alimentarias por consumo de alimentos crudos, siendo la
salmonelosis una de las infecciones entéricas mas serias, con una tasa de mortalidad a

nivel mundial de 4,1 % (Quifones et al., 2000).
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CALIDAD SANITARIA DEL AGUA DURANTE EL ENSAYO DE
DEPURACION

Como referencia de la calidad del agua utilizada para la depuracion de los
moluscos, se tomaron en consideracion los valores permitidos para aguas tipo 3, es
decir, “aguas marinas o medios costeros destinados a la cria y explotacion de
organismos acuaticos”, establecido en la Gaceta Oficial Venezolana N° 5.021 (18-
12- 95). Decreto 883, el cuales establece que éstas no deben superar los 70 NMP/100
ml coliformes totales y 14 NMP/100 ml coliformes fecales. Asimismo, se
contrastaron con los indices reportados para varios paises por la World Health
Organization (WHO, 1999) para zonas de cultivo de moluscos, los cuales deben estar
por debajo de 90 NMP/100 ml coliformes totales y de 10 NMP/100 ml coliformes

fecales.

En las figuras 8-10, se muestran la densidades de coliformes y E. coli en las
muestras de agua de los tanques durante las horas de exposicién de las cuatro
especies de bivalvos estudiadas, las cuales oscilaron entre 0-10 coli. totales/100 ml y
0-7 coli. fecales y E. coli /100 ml de agua, respectivamente. En general, la calidad del
agua irradiada con luz UV durante todo el proceso de depuraciéon se mantuvo por
debajo del limite maximo permitido para aguas destinadas a cria de organismos
acuaticos, lo cual indicé un buen funcionamiento del sistema de depuracion, es decir,
del proceso de filtrado, luz ultravioleta y la velocidad de flujo (entrada y salida) del
agua de mar; que consecuentemente reducen la cantidad de particulas y bacterias

indicadoras que afectan el proceso de descontaminacion de los bivalvos.
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La aplicacién de un sistema de depuracion para bivalvos con flujo continuo de
agua irradiada con luz ultravioleta, demostré ser eficaz en la purificacion de los
bivalvos. Su principal ventaja es que se realiza bajo condiciones controladas, es decir,
los animales no estan expuestos a los cambios bruscos que pueden producirse en el
medio marino (mareas, actividades antropogénicas, etc) y que la remocién bacteriana
se da en un corto periodo de tiempo, con un maximo de dos dias, en el caso de P.
imbricata. Tal como sefialan Jones et al. (1991) entre mas tiempo se extienda la
purificacién, se incrementan las posibilidades de reducir el sabor y la calidad de los
bivalvos y puede incluso, llevar a la mortalidad de los animales debido a la falta de
disponibilidad de alimentos, lo cual no es conveniente para los productores desde el

punto de vista econémico.
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Figura 8. Promedio de la concentracion de coliformes totales en muestras de agua de
mar de los tanques durante 0 (sin bivalvos), 6, 12, 24 y 48 h de exposicion de
bivalvos a depuracion con luz UV y flujo continuo.

------ Limite maximo permitido para aguas destinadas a cria de organismos acuaticos
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Esto deriva en una ventaja de este sistema sobre otros métodos como los de

autodepuracion en el medio natural, donde los animales deben estar expuestos por lo

menos dos meses cuando presentan una alta carga de contaminantes, tal como

recomienda la norma de la Comunidad Econdmica Europea (CEE) 91/492,

en cuanto a las condiciones sanitarias de produccién y comercializacion de moluscos

bivalvos vivos (CEE, 1991; Lees, 2000). En este tipo de depuracién los bivalvos son

mas susceptibles a las perturbaciones ambientales como las fluctuaciones de

temperatura, los movimientos del agua (mareas), asfixia, obstruccién por sedimentos,

estrés fisioldgico, floraciones algales nocivas, etc. Asi como a las variaciones

naturales en las poblaciones de bacterias o agentes contaminantes producto de lluvias

y escorrentias que aumentan las posibilidades de recontaminacion de los bivalvos

(Oliveira et al., 2011).
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Figura 9. Promedio de la concentracion de coliformes fecales en muestras de agua de
mar de los tanques durante O (sin bivalvos), 6, 12, 24 y 48 h de exposicion de
bivalvos a depuracién con luz UV y flujo continuo.

—————— Limite maximo permitido para aguas destinadas a cria de organismos acuaticos
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El sistema de depuracion a escala piloto utilizado en esta investigaciéon es una
alternativa para una acuicultura sustentable, procurando un producto seguro para el
consumidor, dado que en estos momentos no se cuentan con controles sanitarios
permanentes de los bivalvos comercializados, lo que incrementa las probabilidades de
que se presenten brotes de toxoinfecciones alimentarias en la poblacion. De hecho
trabajos realizados en mejillones (P. perna y P. viridis) (Mufioz, 2006) y ostras (C.
rhizophorae) (Gonzalez, 2008) extraidas de bancos naturales del estado Sucre, han
sugerido la necesidad de realizar procesos de depuracion antes de que sean

consumidos dada la alta carga bacteriana que presentan (coliformes, E. coli, etc).
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Figura 10. Promedio de la concentracion de E. coli en muestras de agua de mar de los
tanques durante O (sin bivalvos), 6, 12, 24 y 48 h de exposicion de bivalvos a
depuracion con luz UV y flujo continuo.
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Es importante sefialar que durante el proceso de depuracion de los bivalvos se
monitorearon los pardmetros fisicoquimicos en el agua, tales como, temperatura,
salinidad y oxigeno disuelto, los cuales no presentaron cambios bruscos, oscilando
entre 26,4 - 27,5 °C; 36,0 — 36,2 %o y 5,5 - 7,20 mg/l, respectivamente (Figura 11). La
temperatura y la salinidad, son dos parametros importantes a considerar en el proceso
de purificacién de los moluscos, de hecho Maffei et al. 2009 sefialaron que
temperaturas mayores a 20 °C pueden ser favorables para una rdpida remocién de E.
coli y otras bacterias indeseables, es decir, hay una posible disminucion del tiempo
requerido para una depuracion efectiva. De manera general, la salinidad se mantuvo
constante (36 %o) y estos valores estuvieron dentro de lo reportado en los bancos
naturales de P. imbricata (Marcano et al., 2005), C. rhizophorae (Prieto et al., 2008)
y P. perna y P. viridis (Mufioz, 2006), es decir, probablemente la salinidad no afect6

la respuesta de los bivalvos a la depuracion.
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Figura 11. Distribucién de los parametros fisicoquimicos: a) temperatura (°C), b)
salinidad (%eo), c) oxigeno disuelto (mg/l) en el agua de los tanques durante 0 (sin
bivalvos), 6, 12, 24 y 48 h de exposicién de bivalvos a depuracién con luz UV y flujo
continuo.
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Durante las actividades de depuracion, el oxigeno disuelto se mantuvo en
niveles mayores a 5 mg/l, concentracion que se considera éptima para la realizacion
de actividades de acuicultura segin la Gaceta Oficial de la Republica de Venezuela
N° 5.021 (18 de diciembre de 1995), la cual sefiala que la concentraciéon minima de
oxigeno disuelto aceptable para el cultivo de organismos marinos es 5 mg/l. Lee et al.
(2008) sugieren que se deben mantener niveles adecuados de oxigeno disuelto en el
agua para asegurar la actividad fisiologica de los bivalvos y por defecto la eficiencia
de la depuracion. Asimismo, estos autores sefialan la importancia de que el método de
aireacion aplicado para procurar una buena concentracion de oxigeno en el agua, no
comprometa otros aspectos del proceso, por ejemplo, que no provoque la
resuspension o la correcta eliminacién de las heces y pseudoheces expulsadas por los

bivalvos.
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INDICE ARN/ADN DE LAS CUATRO ESPECIES DE MOLUSCOS
BIVALVOS DURANTE LA DEPURACION

El indice ARN/ADN es utilizado para el seguimiento del estado fisiologico de
una amplia gama de organismos marinos, entre los que se encuentran el fitoplancton,
zooplancton, peces, bivalvos, cefalépodos y crustaceos (Chicharo y Chicharo, 2008).
Particularmente en esta investigacion, este indice permite evaluar la respuesta de los
bivalvos ante el estrés ambiental, en este caso por contaminacion antropogénica de

origen bacteriano (Acosta y Lodeiros, 2003).

En la figura 12 se muestra la variacion del indice ARN/ADN de las cuatro
especies de bivalvos durante el proceso de depuracion. P. imbricata, present6 valores
que oscilaron entre 0,515 + 0,178 (hora 0) y 1,396 + 0,202 (hora 48), mientras que en
C. rhizophorae, fluctué entre 0,560 + 0,129 (hora 0) y 1,311 + 0,253 (hora 48).
Durante el inicio de la depuracion, el indice ARN/ADN del mejillon verde, P. viridis,
estuvo entre 0,698 + 0,193 y para el final de la depuracion (48 horas) fue de 1,502 +
0,220. Asimismo, el mejilléon marrén, P. perna, presentd valores que oscilaron entre
0,632 £ 0,167 (hora 0) y 1,761+ 0,104 (hora 48). En todas las especies estudiadas, se
detect6 un menor indice ARN/ADN durante la hora inicial, correspondiente al
momento en que los animales presentaron una alta carga bacteriana en sus tejidos y
un incremento progresivo de este indice a medida que avanz6 el proceso de

depuracion.

Esto se corrobor¢ estadisticamente mediante la prueba de Kruskall Wallis, la
cual mostré6 que no existian diferencias en el indice ARN/ADN de acuerdo a la
especie de molusco (K-W= 1,65; P= 0,65), es decir que todas las especies mostraron
un comportamiento similar, como se menciond anteriormente. Sin embargo, se
detecto diferencias significativas en este indice con respecto a los tiempos de

depuracién (K-W= 37,10; P = 1,7 x 107). El diagrama de caja y bigotes evidencio la
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formacién de dos grupos, uno conformado por las horas 0, 6, 12, 24 y otro por la hora
48. Lo cual mostrd el cambio que experimenta este indice desde que los organismos
estan contaminados hasta el momento en que se depuran (Apéndice 32). Para cada
especie se encontraron diferencias significativas en los indices ARN/ADN reportados
con respecto a los tiempos de depuracion, siendo los siguientes: P. imbricata (K-W=
10,37; P = 0,03), C. rhizophorae (K-W= 11,34; P = 0,01), P. viridis (K-W= 39,12; P
=6,5x 10°%) y P. perna (K-W= 10,12; P = 0,03) (Apéndices 33-36).
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Figura 12. Indice de ARN/ADN de las cuatro especies de moluscos bivalvos: P.
imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna expuestos a diferentes tiempos de
depuracién en agua de mar tratada con luz ultravioleta y flujo continuo.

En las ostras y mejillones un bajo indice ARN/ADN (como el detectado durante
la hora 0) pone de manifiesto que la exposicion a una elevada carga bacteriana y su
acumulacién en los tejidos, ocasioné que los animales probablemente destinaran su

energia a combatir las bacterias mediante la activacién del sistema de defensa innato.

Tal como sefialan Gonzélez y Arenas (2002), los mecanismos de defensa en moluscos
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cumplen una importante funcioén protectora contra bacterias, hongos, protozoarios y
metazoos. Los hemocitos son los responsables de generar diferentes tipos de
respuestas innatas tales como: fagocitosis, encapsulacién, produccién de sustancias
citotoxicas y péptidos antibacterianos. Al contrario, la relacion ARN/ADN fue
incrementandose a medida que transcurrié el proceso de depuracion en los bivalvos,
esto evidencia que quizas estos organismos una vez que las condiciones han mejorado
son capaces de dirigir nuevamente la energia hacia el crecimiento, mediante una
mayor sintesis de proteinas (aumento del ARN) (Acosta y Lodeiros, 2003). Por lo
tanto, la relacion ARN/ADN constituy6 un indice fisiolégico apropiado que reflejo la
respuesta del estado metabdlico de los organismos tanto en condiciones de estrés por
contaminacion bacteriana como en condiciones de homeostasis tras el proceso de

depuracion.

Esta tendencia en la relacibn ARN/ADN fue reportada para varias especies de
moluscos contaminados con metales. Trabajos realizados en el mejillon verde, Perna
viridis (Acosta y Lodeiros, 2001) y en el guacuco, Tivela mactroides
(Acosta y Lodeiros, 2004) expuestos a cobre demostraron que el
incremento de la concentracion de cobre en el medio disminuye el
indice ARN/ADN, lo cual revela el efecto que ejerce este metal sobre
el metabolismo fisiolégico de estos bivalvos. Sin embargo, a
menores concentraciones de este elemento se observé un
incremento de este indice producto de una respuesta antitoxica, la
cual estuvo acompafada por la sintesis de proteinas. Asimismo, Antén
et al. (2008) en un ensayo realizado con Donax denticulatus, reportaron un valor mas
bajo de este indice en los organismos expuestos a altas concentraciones de cadmio y
un aumento del mismo tras 21 dias de depuracion de los animales. Los autores
relacionaron la baja del indice con el gasto energético que implican los procesos de

incorporacién, metabolizacion y excrecion del metal.
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INDICE DE CONDICION DE LAS CUATRO ESPECIES DE MOLUSCOS
BIVALVOS DURANTE LA DEPURACION

El indice de condiciéon es un método indirecto que permite inferir la calidad
comercial y el estado fisiologico de los moluscos bivalvos, estando asociado
intrinsicamente a la reproduccion, ciclos de utilizacion y almacenamiento de energia
y extrinsecamente se encuentra influenciado por la disponibilidad de alimento y
temperatura, es decir, puede indicar la respuesta de los organismos ante variaciones

ambientales (Prieto et al., 1999; Orban et al., 2002).

En la figura 13 se muestra la variacién en el indice de condicién de las cuatro
especies de bivalvos durante el proceso de depuracién. P. imbricata, con una talla
promedio de 55 + 1,6 mm, presenté valores que oscilaron entre 17,0 + 0,48% (hora 0)
y 15,6 +0,55 % (hora 48), mientras que en C. rhizophorae, con una longitud
promedio de 50 + 1,8 mm, el indice fluctué entre 15,6 + 0,38% (hora 0) y 14,5 +
1,09% (hora 48). Durante la hora inicial de depuracién (hora 0), el indice de
condicion del mejillon verde, P. viridis, estuvo entre 17,3 + 0,78% y para el final de
la depuracién (48 horas) el porcentaje fue de 15,5 + 0,80%. Asimismo, el mejillén
marron, P. perna, present6 valores que oscilaron entre 15,9 + 0,47% (hora 0) y 15,2 +
0,99% (hora 48). Para los ejemplares de P. viridis y P. perna las tallas promedios

fueron de 72 + 2,4 y 69 + 1,4mm de longitud, respectivamente.

Durante el ensayo no se mostré un cambio brusco en los indices de condicion
de los organismos de cada especie durante el tiempo en que se efectud la depuracion
bacteriana. Esto se corroboré mediante la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis,
la cual no mostr6 diferencias significativas en estas variables para P. imbricata (K-
W= 7,81; P =0,09), C. rhizophorae (K-W= 4,41; P = 0,35), P. viridis (K-W= 5,34; P
=0,25) y P. perna (K-W= 2,02; P = 0,73). Asimismo, no se encontraron diferencias

en los indices de condicién de los organismos con respecto a las horas de depuracion
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(K-W= 8,96; P = 0,06). Sin embargo, si hubo diferencias significativas en estos
indices con respecto a la especie sometida a depuracion (K-W= 17,34; P= 0,0005) y
mediante el diagrama de caja y bigotes se nostr6 la formacién de dos grupos, uno
conformado por las especies P. imbricata y P. viridis y el otro por C. rhizophorae y
P. perna, es decir, cada uno de esos grupos presentaron un comportamiento similar

(Apéndice 37).
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Figura 13. Indice de condicién (%) de las cuatro especies de moluscos bivalvos: P.
imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna expuestos a diferentes tiempos de
depuracion en agua de mar tratada con luz ultravioleta y flujo continuo.

En lineas generales, el proceso de depuracion no afect6 el indice de condicién
de los animales y sus valores relativamente bajos probablemente correspondieron a
las condiciones en las que venian los organismos desde el medio natural. El estrés al
que se sometieron los bivalvos, generado principalmente por falta de alimento (solo
se alimentaron con microalgas al inicio del ensayo), aparentemente no fue un factor

desencadenante para una baja abrupta de este indice. Garcia-Ulloa et al. (2006),
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reportaron que el proceso de depuracion en el caracol de agua dulce Pomacea patula,
no provoco una reduccion de su masa corporal, con un indice de condicion que vario
entre 77 y 76%, lo cual fue atribuido al suministro diario de alimento durante el
estudio. Mientras que Garcia-Ulloa et al. (1998) sefialaron que a pesar de ser
alimentados, la ostra Crassostrea gigas, evidencié una disminucién en su indice de
condicidn tras 96 horas de exposicion a radiacion ultravioleta para la eliminacion de
bacterias coliformes. Estos autores adjudican esto a la poca permanencia del alimento
en los tanques, debido al flujo continuo del agua, el cual a su vez es necesario para un
correcto proceso de purga de los organismos; aparentemente para los fines de esta

investigacion esto no represent6 un factor limitante.

Durante nuestra experiencia de depuracion no se presentd una variacion
significativa de la masa corporal, reflejado por el indice de condicién, sin embargo
Garcia-Ulloa et al. (1998) sefialaron que este indice podria verse afectado por el
estrés extra al que se ven sometidos los animales durante este proceso, ocasionando
efectos adversos como la pérdida de apetito, y por ende a una disminucién de su masa
corporal, lo cual muchas veces es una estrategia reproductiva ante el cambio de
ambiente y condiciones a las que se ven sometidos los organismos. Por lo tanto, es
importante alimentar a los animales durante este proceso, con el fin de mantener las
condiciones en las que vienen los mismos. Este indice es muy recomendado para
actividades de acuicultura, y tal como indicaron Lucas y Beninger (1985), este
expresa el porcentaje de materia seca en todo el tejido y por lo tanto también hace
referencia a la proporcién de agua, por lo que es utilizado para indicar el balance
energético del animal, es decir, una alta proporcion de agua en los tejidos puede

indicar una disminucion de la energia de reserva.
Los indices encontrados en los mejillones en este trabajo, son bajos pero

comparables con los reportados para P. perna y P. viridis en el ambiente. El indice de

condicién de una poblacién natural de P. perna en el Morro de Guarapo, Peninsula de
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Araya, oscilé entre 15-30% (Arrieche et al., 2002). Acosta et al. (2006) sefialaron
valores similares (16-39%) para esta especie bajo condiciones de cultivo suspendido
en el Golfo de Cariaco, mientras que para el mejillon verde, P. viridis los indices
reportados fueron mas bajos (11-22%). Sin embargo, Narvaez et al. (2009) reportaron
indices de condicién mucho menores (11-19%) para P. perna de origen intermareal y
submareal bajo condiciones de cultivo y ambientales similares. Todos estos autores,
relacionaron los menores porcentajes del indice de condicion con poca disponibilidad
de alimentos y la actividad reproductiva de los mejillones. Otro estudio realizado en
la navaja, Tagelus peruvianus, colectados de bancos naturales, mostré un indice de
condicidn que vario entre 13 y 27%, muy similar a los reportados para P. perna en

Venezuela (Fonseca et al., 2011).
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CONCLUSIONES

La eliminacién de bacterias coliformes, aerobios meso6filos y Salmonella sp.
requirio entre 12 - 24 horas (P. viridis y C. rhizophorae) y 24 - 48 horas (P.
imbricata y P. perna) de depuracion. La respuesta mas rapida en P. viridis y C.
rhizophorae se relacion6 con una mayor resistencia ante la colonizacion bacteriana,
en cambio una respuesta lenta fue vinculada con una alta capacidad para retener

particulas en sus tejidos.

El proceso de depuracion fue efectivo para la eliminaciéon de Streptococcus

faecalis en las cuatro especies de moluscos.

La ostra de mangle, C. rhizophorae, demostro ser la especie menos susceptible

a la contaminacién bacteriana.

Desde el punto de vista sanitario se puede garantizar la calidad e inocuidad de

los bivalvos en cortos periodos de tiempo.

La aplicacién de un sistema de depuracion para bivalvos con flujo continuo de
agua de mar irradiada con luz ultravioleta, demostré ser un método rapido y eficaz

para la purificacion de los bivalvos.

En todas las especies, se detectd6 un incremento progresivo del indice
ARN/ADN a medida que avanzo el proceso de depuracion. Esta relacion constituyo
un indice fisiol6gico apropiado que reflej6 la respuesta del estado metabdlico de los

organismos ante situaciones de estrés y de homeostasis.
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El proceso de depuracion no afect6 el indice de condicién de los animales y sus
valores relativamente bajos probablemente correspondieron a las condiciones en las

que venian los organismos desde el medio natural.
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RECOMENDACIONES

Este sistema de depuracion demostré ser confiable, por lo que se debe estudiar

la viabilidad econémica para su aplicacion desde una escala piloto a una mayor.

Se debe promover y capacitar a los productores en el uso de este sistema como
una alternativa eficaz para asegurar la calidad sanitaria de los bivalvos antes de ser

comercializados.

Es importante que se realicen analisis para conocer el valor nutricional (cenizas,
grasas, proteinas y perfil lipidico) de los animales una vez que han pasado por el

proceso de depuracion.

Antes de iniciar el proceso de depuracién los moluscos se deben limpiar,
clasificar e inspeccionar, con el fin de eliminar cualquier molusco muerto o dafiado,
de otra especie, algas, etc. Estas operaciones son necesarias para minimizar la

cantidad de contaminantes externos que entren al tanque.

Es importante mantener una buena recirculacion del agua en los tanques,
proporcionando un flujo de agua constante y cuidar que la aireacién provea un nivel

de oxigeno disuelto adecuado durante el proceso.

Se debe realizar un sifoneo del fondo de los tanques y de las cajas de
depuracion, con el fin de evitar que los moluscos entren en contacto con el material

excretado.

En el futuro se deben plantear estudios para establecer las tasas de bombeo de

estas especies de moluscos, con el fin de demostrar experimentalmente si este
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constituye el factor determinante en el tiempo requerido para la contaminacion

bacteriana.
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Apéndice 1. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacién de la densidad
bacteriana inicial con respecto a la especie de molusco bivalvo.
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Apéndice 2. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad de
coliformes totales/g con respecto a la especie de molusco bivalvos.
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Apéndice 3. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad d
coliformes fecales/g con respecto a la especie de molusco bivalvo.
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Apéndice 4. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad de
Escherichia coli/g con respecto a la especie de molusco bivalvo.
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Apéndice 5. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacién de la densidad de
coliformes totales/g con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies de
moluscos bivalvos.
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Apéndice 6. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad de
coliformes fecales/g con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies de
moluscos bivalvos.
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Apéndice 7. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacién de la densidad de
Escherichia coli/g con respecto a los tiempos de depuracién de cuatro especies de
moluscos bivalvos.

Apéndice 8. Resumen estadistico (Kruskal Wallis) para las densidades
bacterianas con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies de moluscos
bivalvos: P. imbricata, C. rhizophorae, P. viridis y P. perna.

K-W
. C E A S
Especie CT F C M F

Pinctada 13, 1 1 1 1

imbricata 6* 4,0%* 3,9%* 3,6%* 3,8%*
Crassostrea 13, 1 1 1 1

rhizophorae 7% 2,6* 3,1* 3,8* 3,8*
Perna viridis 13, 1 1 1 1

6* 3,1* 3,8* 3,6* 3,7*
Perna perna 13, 1 1 1 1

5% 3,4* 3,4* 3,6* 3,7*

K-W: Coeficiente de Kruskal Wallis; NS: No significativas (P> 0,05); * Significativas
(P<0,05)
CT: Coliformes Totales, CF: Coliformes Fecales, EC: E. coli, AM: aerobios mesofilos,
SF: S. faecalis
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Apéndice 9. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad de
coliformes totales/g con respecto a los tiempos de depuracion de Pinctada imbricata.
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Apéndice 10. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes totales/g con respecto a los tiempos de depuracién de Crassostrea
rhizophorae.
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Apéndice 11. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes totales/g con respecto a los tiempos de depuracion de Perna viridis.
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Apéndice 12. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes totales/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna perna.
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Apéndice 13. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes fecales/g con respecto a los tiempos de depuracién de Pinctada
imbricata.
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Apéndice 14. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes fecales/g con respecto a los tiempos de depuracion de Crassostrea
rhizophorae.
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Apéndice 15. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes fecales/g con respecto a los tiempos de depuracion de Perna viridis.
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Apéndice 16. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de coliformes fecales/g con respecto a los tiempos de depuracion de Perna perna.
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Apéndice 17. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Escherichia coli/g con respecto a los tiempos de depuracién de Pinctada
imbricata.
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Apéndice 18. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Escherichia coli/g con respecto a los tiempos de depuracion de Crassostrea
rhizophorae.
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Apéndice 19. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Escherichia coli/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna viridis.
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Apéndice 20. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Escherichia coli/g con respecto a los tiempos de depuracion de Perna perna.
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Apéndice 21. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de aerobios meséfilos/g con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies
de moluscos bivalvos.
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Apéndice 22. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de aerobios meséfilos/g con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies
de moluscos bivalvos.
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Apéndice 23. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de aerobios mesdfilos/g con respecto a los tiempos de depuracién de Pinctada

imbricata.
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Apéndice 24. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad

de aerobios meso6filos/g con respecto a los tiempos de depuracién de Crassostrea
rhizophorae.
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Apéndice 25. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de aerobios mesdfilos/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna viridis.
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Apéndice 26. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de aerobios mesdfilos/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna perna.
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Apéndice 27. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Streptococcus faecalis/g con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro
especies de moluscos bivalvos.
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Apéndice 28. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Streptococcus faecalis/g con respecto a los tiempos de depuracién de Pinctada
imbricata.

73



240

200

160

120

S. faecalis (UFC/g)

80

40

—_— — —— —— ——

0 6 12 24 48
TIEMPO (HORAS)

Apéndice 29. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Streptococcus faecalis/g con respecto a los tiempos de depuracion de Crassostrea

rhizophorae.
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Apéndice 30. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Streptococcus faecalis/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna
viridis.
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Apéndice 31. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion de la densidad
de Streptococcus faecalis/g con respecto a los tiempos de depuracién de Perna perna.
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Apéndice 32. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice

ARN/ADN con respecto a los tiempos de depuracion de cuatro especies de moluscos
bivalvos.
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Apéndice 33. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice
ARN/ADN con respecto a los tiempos de depuracion de Pinctada imbricata.
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Apéndice 34. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice
ARN/ADN con respecto a los tiempos de depuracion de Crassostrea rhizophorae.
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Apéndice 35. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice
ARN/ADN con respecto a los tiempos de depuracion de Perna viridis.
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Apéndice 36. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice
ARN/ADN con respecto a los tiempos de depuracion de Perna perna.
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Apéndice 37. Diagrama de Caja y Bigotes para la comparacion del indice de
condicién con respecto a la especie de molusco bivalvo.
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