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Resumen. Este estudio pretende evaluar la eficacia de bacterias aisladas de biol y de suclo
antértico en la inactivacion del Vibrio vulnificus en ostras (Crassosirea gigas) extraidas de sus
valvas. Se considera que el V. vulnificus es un patogeno humano que se transmite a través del
consumo de mariscos crudos o por exposicion de heridas abiertas. Teniendo en cuenta que es
una costumbre el consumo de ciertos mariscos, como moluscos bivalvos, de manera cruda; se
pretende encontrar formas de biocontrol para futuros tratamientos de depuracion previo al
consumo del producto. Para la determinacion de las concentraciones del ensayo se realizo un
enfrentamiento en medio liquido de la bacteria del biol y suelo antértico frente al V. vulnificus.
Posteriormente, las ostras extraidas fueron inoculadas artificialmente con V. vulnificus. Las
ostras inoculadas (5g de peso) fueron sumergidas en 150 ml del agente antagonista por 14 h. y 1
semana, para el tratamiento con bacterias del biol vy suelo Antartico respectivamente.
Finalmente, la poblacion superviviente de V. vulnificus en las ostras extraidas fue determinada
en placas de TCBS 2% NaCl en unidades de log UFC/g. Los datos obtenidos del
enfrentamiento en medio liquido mostraron que al usar concentraciones de similares para el
enfrentamiento entre el antagonista contra el patdgeno se obtiene una reduccion de llog en un
tiempo de 2 h. Sin embargo, solo se observé una reduccion significativa del patogeno al
emplear el tratamiento con bacteria aislada de suelo antértico sometidas al autoclave “Ant A™,
al cabo de los 8 dias, con una reduccién total de 3,14 log.

Palabras Clave: Vibrio vulnificus, bacteria suelo antdrtico, bacteria biol, ostras, Crassostrea
gigas, biocontrol.

Abstract. This study aims to evaluate the effectiveness of bacteria isolated from biol and
Antarctic soil during the inactivation of Vibrio vulnificus in shucked oysters (Crassostrea
gigas). It is considered that the V. vulnificus is a human pathogen that is transmitted through the
consumption of raw shellfish or from exposure of open wounds. Considering that we use to eat
certain seafood, including oysters, raw; it is critical to find ways of biocontrol for future
treatments of purification prior to consumption of the product. To determine the assay
concentrations, we made a confrontation assay in liquid medium using the Biol and Antarctic
soil bacteria against V. vulnificus. Subsequently, the oysters were shucked and artificially
inoculated with V. vulnificus. The inoculated oyster (of 5g in weight) were immersed in 150 ml
of the antagonist for 14 hours and 1 week, for the treatment with bacteria of biol and Antarctic



soil respectively. Finally, the surviving population of V. vulnificus in shucked oysters was
determined on TCBS plates 2% NaCl in units of log CFU/g. The data obtained from the
confrontation assay in liquid medium showed that using a similar concentration of the
antagonist and the pathogen achicved a 1 log reduction in a time of 2 h. However, the only
significant reduction of the pathogen was observed when using the treatment with bacteria
isolated from Antarctic soil autoclaved "Ant A", after 8 days, with a total reduction of 3.14 log.

Keywords: Vibrio vulnificus, Antarctic soil bacteria, biol bacteria, oysters, Crassosirea gigas.,
biocontrol.

1 Introduccion

El cultivo de Ostras del Pacifico (Crassostrea gigas) surgio¢ en el Centro Nacional de
Investigaciones Marinas (CENAIM) en el Ecuador hace mas de dos décadas,
introducida desde Chile y apoyado por la Agencia de Cooperacion Internacional de
Japon (JICA), siendo esta la primera especie de moluscos bivalvos que se empez6 a
cultivar en el pais [1] [2], con el fin de crear una alternativa de produccion, ademas
del cultivo de camaron (Litopenaeus vannamei) y de esta manera diversificar la
acuicultura en el Ecuador,

Actualmente la actividad comercial es apoyado por el gobierno de forma legal,
mediante un Acuerdo Ministerial (N° 023) [3], ofreciéndole asi a la Ostricultura una
oportunidad para posicionarse con mas fuerza en el mercado local ecuatoriano, y a
futuro en el mercado mundial. Considerando que la produccién mundial de moluscos
por actividades acuicolas ha ido en aumento, con un promedio de 5% anual, segtn la
base de datos de 1950-2013 de la FAO publicados en marzo de este afio. En el 2013
hay una produccion de moluscos un poco mas de 15,5 Millones de Toneladas,
generando mas de USD$17 Mil Millones de dolares; del cual solo el 3,6%
corresponde a la produccion de Ostras [4].

La ostra del Pacifico (Crassostrea gigas), se convirtio en parte de la gastronomia
ecuatoriana, y generalmente se la ha consumido cruda sin ningln tipo de tratamiento
en especial o depuracion, convirtiéndose un factor de posible infeccion por patogenos
marinos que son filtrados por estos moluscos en el medio.

A nivel mundial existen varios reportes de contaminacion por ingesta de alimentos
marinos. A pesar de la variedad de mariscos que consumimos, son las ostras, la fuente
principal de casos de infeccion, abarcando un 96% de los mismos [5]. Estados Unidos
posee un sistema de vigilancia de enfermedades de este tipo llamada COVIS (Cholera
and Other Vibrio Illness Surveillance), el cual tiene reportado los casos de brotes de
infeccion por bacterias de la familia Vibrionaceae. En el afio de 2013 hubo 1,176
infecciones por Vibrios entre los cuales se suscitaron hospitalizaciones y hasta
muertes [6]. Al igual que en EEUU, en Europa existen serios brotes de contaminacion
por parte de esta familia de bacterias. Segin la OMS, las infecciones por alimentos en
América Latina representan un 70%, donde el 60% de las mismas, representan a estas
bacterias como agente etiologico segin SIRVETA [7] [8].



Las bacterias del genero Vibrio spp. son de tipo Gram-negativas y halofilas, es
decir, habitan de forma natural en aguas salobres y saladas, siendo estos
principalmente las aguas de los golfos [9] [10] [11] [12]. De este género, 11 especies
son considerados patogenos para el ser humano, sin embargo resaltan los siguientes:
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, como agentes
etiologicos de enfermedades transmitidas por alimentos [13] [14]. De todas las
especies del género Fibrio, el V. vulnificus se caracteriza por su capacidad invasiva
fuerte [13] y se le asocia tres principales sindromes clinicos: gastroenteritis, infeccion
por heridas y septicemia como el mas importante ya que puede causar la muerte [10],
esta bacteria provoca altas tasas de mortalidad (50%). Esta bacteria es inusual entre
las bacterias patdgenas puesto que posee méas de una via de entrada, haciéndola
posible de causar infecciones potencialmente fatales en heridas abiertas y septicemia
primaria resultante por la ingesta de la bacteria [5] [9]. En el 2013 hubo dos casos de
septicemia causado por el V. vulnificus en el Ecuador y ambos pacientes fallecieron a
causa de esto [15].

Ante tantos percances ocasionados por estas formas de contaminaciéon se han
desarrollado diferentes tipos de técnicas, adoptadas en muchas partes del mundo, para
la eliminacion de contaminantes biologicos; dichas técnicas van desde el tratamiento
con Didxido de carbono, gas de Dioxido de Cloruro, tratamiento con alta presion,
Irradiacion con electrones, Rayos X [9] y la Depuracion, que es la mas acogida por la
mayoria de empresas. Sin embargo, las practicas comerciales que utilizan esta técnica
apuntan a que no es efectiva para la eliminacion de vibrios marinos naturales, entre
ellas el V. vuinificus [16]. Por lo cual se vuelve fundamental el encontrar otro método
de manejo o biocontrol.

En la acuacultura es conocido el uso de antibidtico para controlar agentes
patogenos, incluyendo los vibrios, en todos los cultivos de especies marinas.

Sin embargo, es conocido que los antibidticos representan un impacto negativo a
largo plazo en los mismos cultivos, ambientalmente y en salud humana [17] [18]. El
continuo uso de los antibioticos puede generar o incrementar la resistencia de las
bacterias, ademas de que puede ser bioacumulado en la carne de los animales
acuaticos que se estén cultivando, causando un impacto en la salud del consumidor
[17]. En un estudio realizado especificamente en V. vulnificus por Baker-Austin et al.,
demuestra que este organismo presenta actualmente un amplio rango de resistencia
frente a antibioticos que son usados en los diferentes tratamientos frente a este
patogeno. Los estudios probados para un total de 151 aislados de V. vulnificus frente a
26 antibioticos, mostraron como resultado que en promedio cada aislado es resistente
a 5.88 antibioticos. Entre los antibioticos se encontraban la tetraciclina y su derivado
doxiciclina, los mas comunes fueron penicilina, aminoglicésidos, etc. [18] Zanetti et
al probaron seis diferentes aislados de V. vulnificus de la costa italiana frente a 11
antibidticos [19]. Por otro lado, Ottaviani et al. realizaron pruebas con 8 aislados
frente a 27 antibioticos [20].

En la actualidad se esta optando por el uso de agentes de biocontrol como opcién
para manejar patogenos, los cuales recientemente se estan considerando como



amigables con el ambiente. Referente a Vibrio se han llevado a cabo varios estudios
de biocontrol, entre los cuales constan el uso de Carnobacterium sp. Como un
probidtico en cultivos de salmén del atlantico y trucha arcoiris [21]. Villamil et al
prueban tratamientos con bacterias acido lacticas (LAB) como probidtico en cultivos
de artemia frente a V. alginolyticus [22]. Vijayan et al encontraron actividad
significativa frente a vibrios usando Pseudomonas sp PS-102 aisladas de Muttukkadu,
una laguna de agua salobre ubicada al sur de Chennai [23]. Chynthanya et al
confirmaron que una cepa de bacteria marina, Pseudomonas 1-2, produce compuestos
inhibitorios contra vibrios patogenos de camarén incluyendo al V. vulnificus [24].
Mahmoud prueba diferentes antibacterianos naturales entre ellos extracto de uvas,
acido citrico y acido lactico para inactivar V. vulnificus en ostras extraidas [25].

El presente estudio lo realizaremos en base a resultados obtenidos previamente por
la Ing. Lizette Serrano en “Control biologico de patdgenos de camaron mediante el
uso de microorganismos aislados de muestras de biol v suelo de la Antartida.” [26].
Para la seleccion de las cepas aisladas del biol y de suelo de la Antartida a utilizar en
el presente ensayo, elegimos aquellas que presentaron el mayor antagonismo in vitro
frente al patogeno, para asi enfrentarlos en ostras frescas extraidas y observar si en
estas condiciones el antagonismo sigue presentandose de la misma manera y con la
misma eficiencia.

Se espera como resultado final que la cepa seleccionada, tanto del suelo de la
Antartida como del biol, presenten una inhibicion (biocontrol) en el crecimiento del
V. vulnificus luego de un tiempo determinado de exposicién sobre el tejido (C. gigas)
previamente infectado con dicho patdgeno. Buscando asi la comprobacion del
antagonismo anteriormente probado aplicando métodos in vitro [26].

2 Materiales y Métodos

Agente Patogeno. Es una cepa bacteriana de Vibrio vulnificus, patogeno humano y de
camaron, aislado en el Centro de Servicio para la Acuicultura; seleccionada debido a
su alta patogenicidad en humanos, presentada principalmente con la ingesta de
mariscos crudos o exposicion en el medio natural.

Agentes Antagénicos. Se utilizaron dos cepas bacterianas, ambos aislados en el
Centro de Investigacion Biotecnologica del Ecuador (CIBE), estos son:
e Lacepa A™ (1) del Biol
® Lacepa 97 de Suelo Antartico

Fueron seleccionadas por su respuesta antagonica positiva frente al V. vulnificus en
estudios previos. Preservada en medio PDB al 15% de glicerol a -80°C de
Temperatura.

Organismo de Prueba. Se utiliza muestras de Ostras del Pacifico (Crassostrea
gigas) proporcionada por el Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones
Marinas — CENAIM; procurando tener tallas similares con poca variacion. Se



transportaron en una hielera hacia las instalaciones del CIBE e inmediatamente
congeladas a -20°C hasta su utilizacion,

2.1 Metodologia

Reactivacién de las bacterias. Las bacterias deben ser reactivadas en medios
nutritivos que cumplan con los requerimientos de cada una. Se utilizd Agar Sangre
2% NaCl para el patogeno y PDA para los antagonistas,

Se siembran 50 pl de la cepa preservada del patogeno, se dispersa, sella y se lleva a
incubadora a 34°C. A las 24 h se procede a repicar las bacterias en caldo nutritivo,
utilizando LB 2% NaCl, para obtener concentraciones de 10°, haciendo repiques
graduales desde tubos de ensayo hasta alcanzar fiolas de IL, se mantendran a 34°C y
constante agitacioén 100 rpm.

Para los agentes antagonistas se realiza el mismo procedimiento de activacion y
repique. Considerando emplear PDA, la bacteria de biol sera traspasada a PDA 2%
NaCl y para el repique se utilizara PDB 2% NaCl para biol y 0% NaCl Antartida. La
incubacion para los agentes antagonistas es 34°C para biol y 17°C para suelo antartico
con agitacion constante 100 rpm.

Para el enfrentamiento en medio liquido. Se emplean cultivos bacterianos en
concentraciones de 5,4 x 10® cel/ml de la cepa de Biol y Antartica, y cultivos de
estas bacterias Ilevados al autoclave por 5 min a 121°C. Una vez que estos se
encuentren frios, se preparan las diluciones de los cultivos antagonistas esterilizados
y sin esterilizar (100%, 75%, 50%, 25%) en tubos de ensayo con 20 ml de agua ultra
pura 0,5% NaCl. Luego, se procede a realizar el enfrentamiento en agua marina
estéril usando una concentracion del patogeno de 5,4 x 10° cel/ml versus las
diferentes concentraciones por triplicado y su control respectivo. Transcurrido un
tiempo de enfrentamiento- de 2h, se preparan diluciones y se siembra en placas con
TCBS con 2% NaCl para realizar el conteo del patdgeno. Adicionalmente se realiza
el conteo en camara Neubauer,

Preparacién del ensayo.

Inoculacién del V. vulnificus en ostras extraidas. Las ostras, extraidas y pesadas
(Sg/muestra), fueron llevadas al autoclave por 10 min a 121°C. Una vez
esterilizadas las ostras son inoculadas con el patégeno mediante inmersion en 100
ml de cultivo de V. wulnificus (medio LB con 2%NaCl) con 10% cel./ml de
concentracion por 30 min. Posteriormente las muestras son secadas al ambiente
durante 30 min a 22°C previo a la inoculacion del antagonista [9]. Todo el proceso
se lleva a cabo en una camara de bioseguridad tipo 2.

Tratamiento de las ostras inoculadas frente a bacteria biol o suelo antartico.

La concentracién a emplearse para este tratamiento se determiné de acuerdo a los
resultados obtenidos en el enfrentamiento en medio liquido. Las ostras inoculadas
con el patogeno fueron sumergidas en 150 ml de uno de los cultivos de cepas



antagonicas de biol (medio PDB 2%NaCl) o suelo antartico (PDB 0%NaCl) con
una concentracion de 10° cel./ml por 14 h y 1 semana respectivamente, con
agitacion continua de 100 rpm [9].

La poblacién de V. vulnificus en las ostras se determing de acuerdo al Manual de
Bacteriologia Analitica del FDA [27]. Se homogeniza 5g de muestra en 45 ml Agua
Ultrapura al 0,5% triturando las ostras, a partir de esta se procede a hacer diluciones
hasta 10, Las diluciones 10! - 10" son sembradas en TCBS 2%NaCl para realizar

el conteo. La sobrevivencia del patogeno es expresada en log UFC g™

Nota: Los controles fueron sumergidos en PDB al 2% NaCl para biol. La
temperatura de enfrentamiento con el biol fue de 34°C y la Antartida a 16°C. En el
enfrentamiento con la bacteria de suelo antartico se procedio a centrifugar a 5000
RPM por 20 min 50 ml por muestra, y se resuspendio en 5 ml de agua Ultrapura.

Anilisis estadistico. Los datos obtenidos de las pruebas de antagonismo, se
someteran a analisis estadisticos (ANOVA, etc) para confirmar los supuestos y
estudiar los resultados.

3 Resultados

Los resultados obtenidos a través del enfrentamiento en medio liquido mostraron una
reduccion de llog solo en concentraciones de 100% (usando concentraciones
similares de 10° cel./ml) de bacteria aislada de biol y Antartica, por lo cual se decidio
usar el 100% de la concentracion del agente de biocontrol para el ensayo.

Los resultados de la inhibicién del V. vulnificus en las ostras extraidas se muestran
en las figuras 1 y 2. Para la inoculacién del V., vulnificus en las ostras extraidas se
usaron concentraciones similares de 10° cel./ml para ambos tratamientos (biol y suelo
Antartico).

El tratamiento realizado con “Biol NA” y “Biol A” presentaron una reduccion de la
poblacion de V. vulnificus de 0,24 y 0,75 log, respectivamente. Por otro lado, el
tratamiento realizado con “Ant A” y “Ant NA” dio una reduccién a los 3 dias de 0,24
log y 0,27 log respectivamente; y una reduccion final de la poblacion de V. vulnificus
de 3,14 log y 1,64 log, respectivamente. Mostrando asi una reduccidn representativa
del patégeno por parte del tratamiento con “Ant A”.



Tablal. Resultados del tratamiento con la bacteria de Biol.
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Figura 1 Inhibicién del V. vulnificus inoculado en las ostras extraias por parte de
bacterias del biol



Tabla2. Resultados del tratamiento con la bacteria de suelo Antartico.
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Figura 2 Inhibicion del V. vulnificus inoculado en las ostras extraidas por parte de
bacterias de suelo antartico

4 Discusion

La prueba de biocontrol que abarca el uso de las bacterias aisladas de biol como
agente antagonista, no pudo observarse una reduccién significativa de la poblacion



final de V. vulnificus, puesto que los resultados obtenidos a través del t-test mostraron
valores de 0.43 para el enfrentamiento con “Biol NA” (no llevado al Autoclave) y
0.051 para el enfrentamiento con “Biol A” (llevado al Autoclave). Por otro lado, lo
que logramos observar es una mayor reduccion del patogeno al emplear el tratamiento
de “Biol A”, lo cual puede deberse a que al ser sometida a alta presion y temperatura
en el autoclave, se produce el rompimiento de la membrana celular de las bacterias
cultivadas y se liberan metabolitos intracelulares y componentes antimicrobianos que
son producidos por la bacteria pero no son liberados [28] [29].

La prueba de biocontrol realizada con las bacterias aisladas de suelo antartico
como agente antagonista, mostraron una reduccion significativa solo en el tratamiento
“Ant A” (llevada al autoclave) al cabo de 8 dias de enfrentamiento. Sin embargo, la
reduccion obtenida en el tratamiento “Ant NA” (no llevada al autoclave), no mostrd
resultados significativos. Estos datos estén respaldados por el t-test que mostré como
resultados, valores de 0.02 y 0.07 para los tratamientos de “Ant A” y “Ant NA”
respectivamente. Como anteriormente se resalto, el previo sometimiento de la bacteria
antagonista a las condiciones proporcionadas por el autoclave, puede influenciar
positivamente en el tratamiento mostrando mejores resultados. Estudios varios
expuestos en el Boletin Antartico Chileno, corroboran la produccion de compuestos
de naturaleza proteica, como bacteriocinas, que actiian como biocontroladores frente a
Vibrios. Estudios en conjunto con el Dr. Wong, encontraron bacterias con la
capacidad de inhibir patogenos transmitidos por alimentos. Llevando incluso a la
obtencion de un compuesto producido por una de ellas con capacidad antagonica,
frente bacterias Gram-negativas, a concentraciones de 0.5 a 16 pg/ml [32].

Se conoce que uno de los primeros métodos de accion que un agente antagonista
tiene frente a un patogeno es la capacidad de éste de adherirse a tejidos. De esta
manera, el agente de biocontrol ejerce una competencia contra el patogeno. Teniendo
en cuenta que la ostra es un organismo filtrador por naturaleza, facilita la entrada de
microorganismos a su sistema. Al llevar a cabo este ensayo se utilizan ostras
extraidas, lo que elimina por consiguiente la accion del filtrado, obligando a las
bacterias a ingresar por difusion, pudiendo demorar el tiempo de accion del agente de
biocontrol ya que necesita mas tiempo para alcanzar al patogeno y ejercer
competencia contra éste como primer recurso. Lo cual puede verse reflejado en la
poca reduccion del patgeno al final de los tratamientos en los que el antagonista no
fue expuesto al autoclave [30].

Segln Verschuere et al., en general los efectos antimicrobianos estan ligados a los
siguientes factores: bacteriocinas, lisozimas, proteasas, y/o éacidos organicos que
alteren los niveles de pH, sea por separado o combinacién, [30]. Sin embargo, los
efectos de estos compuestos antimicrobianos pueden verse disminuidos bajo la
presencia de materia organica, ya que estos se fijarian a dicha materia y no actuarian
contra el patogeno [31] [29]. Puesto que el tratamiento con biol se lleva a cabo a
temperaturas de 34°C, se puede presentar una mayor cantidad de materia organica por
descomposicion de las ostras, afectando la efectividad del mismo. Por otro lado, el
tratamiento con bacteria de suelo antartico se realizo a temperaturas de 16°C



pudiendo ralentizar la antes mencionada descomposicion, evitando la presencia de
materia organica, teniendo un mejor desempefio en el biocontrol.

5 Conclusiones

Finalmente, el tratamiento “Ant A” es el que demostro mejor desempefio de
antagonismo hacia el Vibrio vulnificus, tanto para el periodo de exposicion de 3 dias
como para el de 8 dias. Aunque de acuerdo al t-test el tratamiento con un periodo de
exposicion de 8 dias es el tnico que demostro reducir significativamente la presencia
de V. vulnificus, este no puede ser considerado un tratamiento de biocontrol efectivo
debido a que, para poder ser considerado como tal, este tratamiento deberia reducir en
5 log la presencia del patogeno.

Por otro lado, los resultados de los tratamientos con la bacteria de Biol no fueron
significativos, es decir, no redujeron significativamente la presencia de V. vulnificus.
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