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Abstract— Bivalve mollusks are a product of high nutritional and commercial value; because they are filter feeders, they can accumulate
microorganisms that compromise food safety and transmit diseases to consumers. The effectiveness of a depuration system for reducing the
microbial load in four species of bivalves marketed in Ecuador Anadara tuberculosa, Anadara similis, Magallana gigas, and Mytella strigata
was evaluated by comparing microbial concentrations before and after depuration for periods ranging from 0 to 72 hours. Total and
thermotolerant coliforms, Escherichia coli, and mesophilic aerobic bacteria were quantified using standard techniques. Antimicrobial
susceptibility and the presence of resistance genes were determined in E. coli isolates. The results showed that total coliforms and mesophilic
aerobes fluctuated during treatment. Thermotolerant coliforms tended to decrease. All species showed reductions of nearly 1 logarithmic
unit for E. coli, but E. coli exhibited a significant decrease only in relation to treatment duration in M. gigas (adj. p = 0.012). 42.8% of the
strains analyzed were resistant to at least one antibiotic, with the highest resistance observed for AMP (23.5%), followed by NOR and AMC
(9.5%); furthermore, the presence of the blaTEM, blaSHV, and blaCTX-M genes was detected, indicating the potential for resistance
transfer among microorganisms. The depuration system made it possible to meet the microbiological criteria established by the Codex
Alimentarius for the four species evaluated, demonstrating its potential as a strategy for improving the microbiological quality and safety of
bivalve mollusks intended for human consumption in Ecuador.
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Resumen- Los moluscos bivalvos son un producto de alto valor
nutritivo 'y comercial; por ser filtradores, pueden acumular
microorganismos que comprometen la inocuidad y transmitir
enfermedades a sus consumidores. Se evalué la eficacia de un
sistema de depuracion para la reduccion de la carga microbiana en
cuatro especies de bivalvos comercializados en Ecuador: Anadara
tuberculosa, Anadara similis, Magallana gigas y Mytella strigata,
comparando las concentraciones microbianas antes y después de
depurados de cero a 72 horas. Se cuantificaron los coliformes
totales y termotolerantes, Escherichia coli y bacterias aerobias
mesdfilas, siguiendo técnicas estindar. Se determiné la
susceptibilidad antimicrobiana y la presencia de genes de
resistencia en aislados de E. coli. Los resultados mostraron que los
coliformes totales y los aerobios mesdfilos fluctuaron durante el
tratamiento. Los coliformes termotolerantes tendieron a la
reduccion. Todas las especies alcanzaron reducciones cercanas a 1
unidad logaritmica para E. coli, pero esta solo presenté una
disminucion significativa con respecto al tiempo de depuracion en
M. gigas (p.adj = 0.012). El 42.8% de las cepas analizadas
presentaron resistencia al menos a un antibidtico, observdndose la
mayor resistencia a AMP (23.5%), seguido de NOR y AMC (9.5%);
ademds, se determino presencia de los genes blaTEM, blaSHV y
blaCTX-M indicando la posibilidad de transferir la resistencia entre
microorganismos. El sistema de depuracion permitié cumplir los
criterios microbiologicos establecidos por el Codex Alimentarius en
las cuatro especies evaluadas, evidenciando su potencial como
estrategia para mejorar la calidad microbiolégica e inocuidad de
los moluscos bivalvos destinados al consumo humano en Ecuador.

Palabras clave. Depuracion, moluscos bivalvos, calidad
microbiologica, resistencia a antimicrobianos, genes de resistencia

1. ITrRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos representan a
nivel mundial, uno de los principales problemas de salud,
influyendo de manera significativa en las tasas de mortalidad,
morbilidad y pérdidas econdmicas [1]. Entre los alimentos de
origen animal, asociados a ambientes acuaticos, los bivalvos
representan un grupo de moluscos de interés debido a su
importancia comercial y su valor como recurso alimentario
para las comunidades costeras [2]. Sin embargo, representan
un importante riesgo microbioldgico debido a que su consumo

se basa frecuentemente en preparaciones crudas o poco
cocidas, lo que favorece la contaminacion por
microorganismos patogenos [3]. Por esta razon, garantizar su
seguridad alimentaria constituye uno de los principales retos
dentro de los programas de vigilancia y control de la
inocuidad alimentaria [3].

El riesgo sanitario de los moluscos bivalvos esta asociado
a sus caracteristicas fisiologicas, al ser organismos filtradores
se alimentan mediante la circulacion de grandes voliimenes de
agua, reteniendo  particulas  organicas  suspendidas,
fitoplancton y microorganismos presentes en los cuerpos de
agua [4]. Este mecanismo favorece la acumulacion de
microorganismos y otros contaminantes en el liquido
intervalvar y sus tejidos blandos. Por esta razon, pueden
considerarse vectores de transmision de enfermedades cuando
proceden de areas contaminadas [3].

La contaminaciéon microbiologica de los moluscos bivalvos
estd estrechamente relacionada con las caracteristicas del
ecosistema donde se desarrollan y las actividades
antropogénicas presentes en su entorno, entre ellas las
descargas de aguas residuales, la escorrentia agricola y el
crecimiento urbano. Estas fuentes favorecen la incorporacion
y proliferacion de microorganismos indicadores de
contaminacion fecal al ambiente acuatico, siendo Escherichia
coli uno de los principales indicadores utilizados para evaluar
la contaminaciéon fecal en moluscos bivalvos, junto a los
coliformes y el recuento de acrobios mesoéfilos [3].

Asi mismo la presencia de organismos resistentes a
antimicrobianos en estos ambientes es importante, debido a su
papel como reservorio de genes de resistencia. Por ello, la
caracterizacion fenotipica mediante pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, complementada con la deteccion de genes de
resistencia mediante herramientas de biologia molecular,
permite obtener una evaluacion mas integral de los
microorganismos en los moluscos bivalvos, lo cual puede ser
considerado al evaluar la eficacia de los procesos de
depuracién y de su posible diseminacion [5].

El Codex Alimentarius CXS 292-2008 establece
recomendaciones para garantizar la inocuidad de estos
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productos mediante programas de control sanitario y criterios
microbioldgicos aplicados por la autoridad competente [6].

Diversos estudios realizados en Ecuador, especificamente
en el Estero Salado de Guayaquil y el estuario del rio Chone,
han evidenciado la presencia de E. coli en ejemplares de
Mytella strigata, Anadara tuberculosa, Anadara similis y
ostras, lo que muestra la influencia de las condiciones
sanitarias del ambiente sobre la calidad microbiologica de
estos organismos [1]. Estos hallazgos reflejan la necesidad de
fortalecer las estrategias de vigilancia microbioldgica y los
procesos de depuracion, con el objetivo de reducir el riesgo
sanitario asociado al consumo humano de moluscos bivalvos.

La depuracion constituye una de las principales técnicas de
control microbioldgico post cosechas empleadas en moluscos
bivalvos vivos. Este proceso se basa en mantener los
organismos en un sistema con condiciones controladas que
favorecen su actividad fisiologica de filtracion, mientras el
agua es continuamente tratada para eliminar los contaminantes
presentes, permitiendo asi la reduccion progresiva de la carga
microbioldgica acumulada en sus tejidos [7]. Su eficacia
depende de diversos factores, como la temperatura, la
salinidad, el oxigeno disuelto disponible, el tiempo de
depuracion y las caracteristicas fisiologicas de cada especie,
por lo cual se hace necesario disefiar sistemas adecuados a las
condiciones de cada region. En Ecuador, el Acuerdo
Ministerial MPCEIP-SAC-2021-0001-A, establece los
lineamientos para la implementaciéon y control de centros de
depuracion de moluscos bivalvos, evidenciando el interés por
incorporar esta estrategia dentro de los programas de
inocuidad alimentaria [8].

Un sistema de depuracion de circuito cerrado fue disefiado
por nuestro equipo de investigacion, de acuerdo con los
lineamientos de la FAO y la norma ecuatoriana NTE INEN
2729:2013, cuya viabilidad técnica fue evaluada para entornos
regionales y nacionales de Ecuador [9] [10]. El presente
estudio tiene como objetivo evaluar la eficacia de un sistema
de depuracion para la reduccion de la carga microbioldgica en
especies de moluscos bivalvos de interés comercial en
Ecuador, mediante la comparacion de las concentraciones
microbianas antes y después del tratamiento.

1. MatERIALES Y METODOS

A.  Sistema de depuracion

El proceso de depuracion se realizé en un sistema cerrado
de recirculacion continua, disefiado y construido por el equipo
de investigacion, para moluscos bivalvos adaptado a las
condiciones del Ecuador [10]. En general, el sistema esta
constituido por tanques de polipropileno, con cestas apilables
para los moluscos, una bomba de recirculaciéon y un tubo
difusor con perforaciones que permiten la dispersion del agua.
Para el tratamiento del agua se cuenta con un filtro de
sedimento y con luz UV. El sistema estd constituido por 3
tanques, lo cual permite las réplicas al momento de la
evaluacion del proceso.

B.  Proceso de depuracion y toma de muestras

Cuatro especies diferentes de moluscos bivalvos fueron
recolectadas en diversos sitios del Ecuador y evaluadas
durante el proceso de depuracion: Anadara tuberculosa
(Puerto El Morro, Guayas), Anadara similis (Puerto Jeli, El
Oro), Magallana gigas (El Palmar, Santa Elena) y Mytella
strigata (Mercado, Guayas).

Se realizd el proceso de depuracion de cada especie
colocando 90 individuos, previamente lavados con agua
destilada, en cada tanque (A, B y C) distribuidos en 6
bandejas, con 15 individuos en cada una. Los andlisis
microbioldgicos se realizaron a las 0 h, 24 h, 48 hy 72 h.

C. Analisis microbiologico

Preparacion del homogeneizado. Para los analisis
microbioldgicos se seleccionaron al azar 12 individuos de
cada tanque, los cuales fueron lavados con agua destilada y se
extrajo todo el contenido intervalvar. Se pesaron 25 g del
material extraido (tejido y liquido) y se colocaron con 225 ml
de caldo lactosado para los coliformes y agua peptonada para
los aerobios mesoéfilos. La homogeneizacion se realizé durante
2 min en una licuadora a méaxima velocidad [11].

Cuantificacion de coliformes. Los coliformes totales y
termotolerantes fueron cuantificados mediante la técnica del
nimero mas probable (NMP). Se inocularon series de 3 tubos
de caldo lactosado con 10 mL, 1 mL y 0.1 mL del
homogeneizado preparado para las muestras de moluscos o del
agua del sistema y se incubaron a 37 °C durante 2448 h. Los
tubos positivos se transfirieron a caldo bilis verde brillante y
se incubaron en las mismas condiciones antes descritas, para
la cuantificacion de los coliformes totales (CT). Para la
cuantificaciéon de los coliformes termotolerantes (CTT) los
tubos positivos de BVB fueron transferidos a tubos con caldo
EC e incubados a 44.5 °C durante 24-48 h. Se realizaron los
respectivos calculos, basados en las tablas de NMP [11].

Cuantificacion de Escherichia coli. A partir de los tubos
positivos de caldo EC se inocularon placas con agar eosina
azul de metileno y se incubaron a 37 °C durante 24 h. La
presencia de colonias moradas oscuras con brillo verde
metalico evidencio la positividad presuntiva para E. coli.

Cuantificacion de aerobios mesofilos. Los aerobios
mesofilos se calcularon mediante la técnica de extendido
inoculando alicuotas de 100 pL y 10 pL del homogeneizado o
directamente del agua del sistema en placas de agar conteo.
Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 h. A partir de
las placas que presentaron de 30 a 300 colonias se determiné
las unidades formadoras de colonias (UFC) de acuerdo a los
descrito por Robert Blodgett [11]. Los ensayos se realizaron
por triplicado para cada una de las especies analizadas.

Pruebas de  susceptibilidad  antimicrobiana. La
determinacion de los patrones de susceptibilidad en cepas de
E. coli aisladas se realizd por la técnica de difusion
Kirby-Bauer utilizando un total de 18 antibidticos descritos
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para las Enterobacterales [12]. Los cultivos de E. coli fueron
ajustados a una turbidez equivalente a 0.5 McFarland e
inoculados en agar Mueller-Hinton; posteriormente, se
colocaron los discos de antibioticos. Las placas se incubaron a
37 °C durante 1618 h y se midieron los halos de inhibicién
para compararlos con las tablas publicadas en el CLSI y
decidir si la cepa era resistente (R), susceptible (S) o
intermedia (I). Se utilizé la cepa E. coli 25922 como cepa
control. Los antibidticos utilizados fueron los siguientes:
cefepima (FEP) (30 pg), cefotaxima (CTX) (30 pg),
norfloxacina (NOR) (10 pg), aztreonam (ATM) (30 pg),
cefazolina (KZ) (30 pg), ceftazidima (CAZ) (30 pg),
cefoxitina (FOX) (30 pg), amikacina (AK) (30 pg),
ciprofloxacina (CIP) (5 pg), gentamicina (CN) (10 pg),
tobramicina (TOB) (10 pg), amoxicilina/ acido clavulanico
(AMC) (30 pg), ampicilina (AMP) (10 pg), ertapenen (ETP)
(10 pg), meropenen (MEM) (10 pg), imipenen (IPM) (10 pg),
piperacilina/tazobactan (TZP) (110 pg), and ceftriaxona
(CRO) (30 pg).

Resistencia genotipica. El ADN gendémico de los aislados
de E. coli fue extraido utilizando el kit E.Z.N.A. Bacterial
DNA Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE. UU.), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La deteccion de los genes de
resistencia blaTEM, blaSHV y CTX GEN se realizé mediante
PCR de punto final, utilizando primers especificos para cada
gen. Cada gen fue amplificado en una reaccién independiente.
Los productos de amplificacion fueron Illevados a
electroforesis en gel de agarosa para visualizar el segmento de
acuerdo con el tamafio en pares de bases (pb).

D. Andalisis estadistico

Cada tanque de depuracion (A, B y C) fue tratada como
una réplica biologica independiente (n = 3). Las mediciones
basales (0 h) se obtuvieron a partir de una tnica muestra
compuesta, recolectada previamente a la distribucion de los
organismos en los tres tanques de depuracion, por lo que
carecen de réplicas en este punto de tiempo.

Para evaluar si los métodos paramétricos eran apropiados,
primero se ajustd un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias para cada indicador microbioldgico, con especie, tiempo
de depuracion y su interaccion como factores. Los residuales
del modelo se evaluaron para normalidad mediante la prueba
de Shapiro-Wilk, y para homogeneidad de varianza entre
grupos mediante la prueba de Levene.

La seleccion de la prueba inferencial se determind de
forma independiente para cada indicador, en funcién del
cumplimiento de estos supuestos: en los indicadores donde los
residuales no satisficieron el supuesto de normalidad, las
diferencias en los conteos log-transformados entre tiempos de
depuracion se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para cada especie, con comparaciones
pareadas post-hoc mediante la prueba de Dunn y ajuste de
valores p por el procedimiento de Benjamini-Hochberg (BH);
en los indicadores donde se verificaron tanto la normalidad
como la homogeneidad de varianza, se aplico en su lugar un

analisis de varianza de una via para cada especie, con
comparaciones post-hoc mediante la prueba de Tukey HSD.
En todos los casos, la significancia estadistica se establecio en
a=0.05.

II1. Resurtapos v Discusion

Se evalud el desempeiio del sistema de depuracion en
cuatro especies de moluscos bivalvos de importancia
comercial en Ecuador mediante el seguimiento de las
concentraciones de coliformes totales (CT), coliformes
termotolerantes (CTT), Escherichia coli (EC) y bacterias
aerobias mesofilas (AM) durante un periodo de 72 h.

Las concentraciones iniciales (T=0) de CT, CTT y E. coli
variaron entre las especies evaluadas. Para los coliformes
totales, los valores oscilaron entre 430 NMP 100 g en M.
gigas y valores superiores al limite de deteccion (>11000
NMP 100 g*) en A. similis y M. strigata. Un comportamiento
similar se observo para los coliformes termotolerantes, cuyos
valores variaron entre 230 y >11000 NMP 100 g (Tabla I).

En el caso de E. coli, dos de las cuatro especies (4. similis
y M. strigata) presentaron concentraciones iniciales superiores
al limite microbiologico de 230 NMP 100 g establecido por
el Codex Alimentarius para moluscos bivalvos destinados al
consumo humano [6], siendo M. strigata la que registro la
concentracion mas elevada (2100 NMP 100 g), mientras que
M. gigas permaneci6 por debajo de este criterio.

TABLA I

MEDIAS GEOMETRICAS DE INDICADORES MICROBIOLOGICOS EN
EL TEJIDO DE MOLUSCOS BIVALVOS DURANTE EL PROCESO DE

DEPURACION
Coliformes Coliformes
T (NMP 100 g ) AM - g (NMP 100 g) AM
(UFC (UFC
®) (h)
CT CTT EC &) CcT CTT EC g)

Anadara tuberc ulosa Anadara similis

0 750 230 230 350 0 =11000 11000 290 1300

24 24326 68,21 2008 8677 24 =11000 92579 14858 8457

48 615137 52701 3302 6454 48 >11000 67859 18560 18748

72 615137 390,05 2746 3575 72 327387 18499 26,88 13755

Magallana gigas Mytella strigata

0 430 230 92 1300 0 >11000 >11000 2100 66000

24 19957 3231 <30 272 24 327387 307373 51751 201594
48 61916 4631 <30 535 48 =11000 681,70 4327 227921

72 719,14 26,88 <30 2390 72 776,79 32230 17544 48990

Nota: Los valores superiores a >11000 NMP 100 g! e inferiores a <30 NMP
100 g se sustituyeron por 11001 y 15, respectivamente, inicamente para el
calculo de las medias geométricas; sin embargo, en la tabla se presentan
utilizando los limites de deteccion originales.
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Estas diferencias en la carga inicial se reflejaron en el
comportamiento de los distintos indicadores a lo largo de la
depuracion. Los coliformes termotolerantes mostraron una
tendencia general a la reduccion, aunque con fluctuaciones
temporales entre especies, mientras que los coliformes totales
presentaron una mayor variabilidad, a lo largo del ensayo; la
excepcion mas evidente fue A. tuberculosa, en la que las
concentraciones de CT y CTT a las 48 y 72 h superaron los
valores iniciales. En contraste, E. coli mostrd el patron de
reduccion mas consistente entre los tres indicadores,
alcanzando las cuatro especies concentraciones dentro del
limite microbioldgico establecido, aunque con diferencias en
el tiempo requerido para alcanzar dicho criterio [6]. Estas
diferencias se apreciaron con mayor claridad al analizar la
reduccion logaritmica de E. coli (Fig. 1).

2.0

0.5/

Reduccion log g (E. coli)
=

0.0

0 24 48 72

Tiempo de depuracion (h)

® Anadara tuberculosal Anadara similis

Especie Magallana gigas & Mytella strigata

Fig. 1. Reduccion logaritmica de Escherichia coli durante el proceso de
depuracion en cuatro especies de moluscos bivalvos.

Para determinar si las diferencias observadas entre
especies y tiempos eran estadisticamente significativas, se
evalud en primer lugar el cumplimiento de los supuestos de un
modelo paramétrico para cada indicador. Los residuales del
modelo ANOVA ajustado para E. coli no cumplieron el
supuesto de normalidad (Shapiro-Wilk, W = 0.920, p =
0.0078), aunque si se verifico homogeneidad de varianza entre
grupos (Levene, F = 0.823, p = 0.646), por lo que las
comparaciones se realizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Este analisis revelo un efecto
significativo del tiempo de depuracion tinicamente en M. gigas
(2 = 9.00, gl = 3, p=0.029), mientras que no se detectaron
diferencias significativas en A. similis (p = 0.141), A.
tuberculosa (p = 0.361) ni M. strigata (p = 0.324). El reducido
numero de réplicas independientes disponibles por tratamiento
(n = 3), consecuencia de las limitaciones logisticas de operar
multiples sistemas de depuracion UV de forma simultanea,
restringe el poder estadistico del andlisis para detectar
diferencias de menor magnitud, pudiendo contribuir a la falta
de significancia en estas tres especies.

Para CTT, en cambio, los residuales del modelo si
cumplieron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk, W =
0.976, p = 0.532) y homogeneidad de varianza (Levene, F =
0.382, p = 0.971), por lo que se aplicd un analisis de varianza

de una via para cada especie. Si bien el modelo global
evidenci6 diferencias significativas entre especies (F = 7.055,
gl =3, p =0.0015), el tiempo de depuracioén no tuvo un efecto
significativo dentro de ninguna especie individual (4. similis:
F =2.07, p = 0.206; A. tuberculosa: F = 0.58, p = 0.648; M.
gigas: F = 1.56, p = 0.294; M. strigata: F = 0.93, p = 0.484),
resultado corroborado por las comparaciones post-hoc de
Tukey, en las que ninguna diferencia pareada entre tiempos
resultd significativa (p.adj > 0.05 en todos los casos). Esto
indica que, a diferencia de E. coli, la reduccion de coliformes
termotolerantes no fue estadisticamente consistente en
ninguna de las especies evaluadas, en linea con la mayor
variabilidad temporal observada de forma descriptiva para este
indicador. Dado que E. coli fue el tnico indicador en el que se
detect6 un efecto significativo del tiempo de depuracion en al
menos una especie, el andlisis inferencial detallado y la
discusion que sigue se centran en este indicador.

Centrando la atencidén en E. coli, aun cuando las cuatro
especies lograron reducciones cercanas a una unidad
logaritmica hacia el final del ensayo, la velocidad de respuesta
vari6 notablemente durante las primeras ectapas de la
depuracion. Las menores reducciones durante las primeras 24
h se registraron en A. similis (0,29 £ 0,33 log) y M. strigata
(0,61 + 0,58 log), especies que, consistentemente, presentaron
también las mayores concentraciones iniciales de E. coli. sin
embargo, M. gigas fue la unica especie en la que esta
reduccion resulté estadisticamente significativa, la prueba
post-hoc de Dunn confirmé una disminucion significativa de
E. coli entre el valor basal y las 24, 48 y 72 h (p.adj = 0.012 en
los tres casos), sin diferencias adicionales entre estos tltimos
tres tiempos (p.adj = 1.00), lo que indica que la reduccion
bacteriana se concentrd principalmente en las primeras 24 h de
depuracion en esta especie.

Esta relacion entre la carga inicial y la velocidad de
respuesta es consistente con lo reportado en la literatura, en la
cual indican que, la velocidad de depuracion depende, entre
otros factores, de la carga bacteriana inicial presente en los
organismos, sefialando que moluscos con bajos niveles de
contaminacion fecal pueden alcanzar concentraciones
aceptables tras aproximadamente 12 h de depuracion [13]. En
el presente estudio, tres de las cuatro especies (4. tuberculosa,
A. similis y M. gigas) alcanzaron concentraciones inferiores a
lo establecido en el Codex Alimentarius durante las primeras
24 h de depuracion [6].

Las reducciones logaritmicas observadas en este estudio
fueron, sin embargo, inferiores a las descritas en
investigaciones  previas. En sistemas cerrados con
recirculacion se han reportado reducciones superiores a 2
unidades logaritmicas de E. coli tras 24 h de tratamiento [14].
Asimismo, en sistemas estaticos bajo condiciones controladas
de salinidad (35 PSU) se han registrado reducciones de hasta
2,92 log y de hasta 2,44 log a temperatura ambiente (30 + 1
°C) [15].

Las diferencias observadas entre estudios probablemente
reflejan las particularidades de cada disefio experimental,
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incluyendo el tipo de sistema empleado, las condiciones
ambientales, las caracteristicas biologicas de las especies
evaluadas y la carga bacteriana inicial [16].

A pesar de presentar reducciones logaritmicas menores a
las reportadas en otros estudios, el sistema permitié el
cumplimiento del criterio microbioldgico establecido por el
Codex Alimentarius en las cuatro especies [6]. M. strigata,
que presentd la mayor concentracion inicial de E. coli, requirid
un tiempo de depuracion de 48 h para cumplir dicho criterio
microbioldgico, mientras que las demas especies lo alcanzaron
en las primeras 24 h, un resultado que respalda nuevamente la
influencia de la concentracion inicial de contaminacion fecal
sobre el tiempo requerido para la depuracion, y sugiere que
organismos con elevados niveles iniciales elevados podrian
requerir periodos de tratamiento superiores a 24 h bajo las
condiciones experimentales evaluadas.

En este sentido, la elevada concentracion inicial de E. coli
en M. strigata representa un escenario microbiologico
comparable al de moluscos que requieren depuracion previa a
su comercializacion, como ocurre en las zonas de produccion
clasificadas como tipo B segln el reglamento de la Unidn
Europea [17]. No obstante, dado que los ejemplares fueron
adquiridos en un mercado local, tampoco puede descartarse
que factores asociados a la manipulacion, el transporte o el
almacenamiento  previo  hayan contribuido a las
concentraciones iniciales de E. coli observadas.

A diferencia de los indicadores de contaminacion fecal
discutidos hasta aqui, los recuentos de bacterias aerobias
mesofilas no mostraron una disminucion uniforme durante la
depuracién, sino una variabilidad considerable entre los
diferentes tiempos analizados (Tabla I), con incrementos
transitorios respecto a las concentraciones iniciales en algunas
especies, particularmente en M. strigata. Estas diferencias
probablemente reflejan la distinta naturaleza microbiologica
de ambos indicadores, mientras E. coli constituye un indicador
especifico de contaminacion fecal, las bacterias aerobias
mesoéfilas  comprenden un conjunto  heterogéneo de
microorganismos, integrado por microorganismos propios del
ambiente marino, la microbiota del molusco y aquellos
incorporados durante la manipulacion. Por ello, los recuentos
de aerobios mesofilos no reflejan necesariamente la eficacia
del proceso de depuracion para eliminar microorganismos de
importancia sanitaria [18].

Esta diferencia de comportamiento entre grupos
bacterianos se explica, en parte, por su localizacion y
mecanismos de eliminacioén, las bacterias indicadoras de
contaminacion fecal se localizan principalmente en el
contenido intestinal y en las heces o pseudoheces recubiertas
de mucosidad, las cuales son expulsadas durante el proceso de
filtracion cuando los moluscos se encuentran en agua limpia
[19]. En contraste, otros microorganismos pueden permanecer
asociados a los tejidos mediante mecanismos de adhesion o
verse influenciados por factores fisiologicos ¢ inmunologicos
del hospedador, lo que explica las diferencias observadas en la
dinamica de eliminacion entre los distintos grupos bacterianos.

A pesar de esta variabilidad, las concentraciones de
bacterias aerobias mesofilas permanecieron por debajo de 10°
UFC g en tres de las cuatro especies evaluadas durante todo
el proceso de depuracién; unicamente, en M. strigata se
registraron recuentos superiores a este valor a las 24 y 48 h,
aunque las concentraciones disminuyeron nuevamente por
debajo de dicho umbral al finalizar el ensayo. En la mayoria
de las muestras, estos resultados corresponden a una calidad
microbioldgica satisfactoria, mientras que los recuentos
observados en M. strigata a las 24 y 48 h se ubicarian dentro
del rango considerado “borderline” [20].

Mas alla de la dinamica observada en el tejido de los
moluscos, el desempefio del sistema también se reflejo en la
calidad microbiolégica del agua de recirculacion, la cual se
mantuvo estable durante el proceso de depuracion. En
términos generales, las concentraciones de coliformes totales,
coliformes termotolerantes y E. coli en el agua permanecieron
por debajo del limite de deteccion (<3 NMP 100 mL) durante
la mayor parte del ensayo. Las unicas excepciones se
registraron en el sistema correspondiente a A. tuberculosa al
inicio del proceso (0 h) y en M. strigata a las 24 h, donde se
observaron incrementos puntuales en los indicadores
microbiologicos; sin  embargo, estas concentraciones
disminuyen hasta valores minimos o no detectables en los
muestreos posteriores. Estos resultados indican que el sistema
fue capaz de mantener condiciones sanitarias adecuadas en el
agua de recirculacion, evitando la acumulacidon sostenida de
contaminacion fecal durante el proceso, y la posterior
disminucién de coliformes tras los incrementos puntuales
evidencia el adecuado funcionamiento del sistema de
tratamiento implementado.

El comportamiento observado coincide con estudios
previos que han demostrado una elevada eficacia en la
reduccion de microorganismos indicadores en sistemas de
depuracion que incorporan radiacion ultravioleta [21]. Aunque
los sistemas basados en ozono pueden alcanzar eficiencias
superiores, la radiacion UV presenta ventajas importantes
frente a otros métodos de desinfeccion. A diferencia de la
cloracion, evita la formacion de subproductos toxicos, como
los trihalometanos, y reduce el riesgo de afectar la tasa de
filtracion, el sabor o las caracteristicas organolépticas de los
moluscos; asimismo, representa una alternativa mas sencilla
que la irradiacion gamma, la cual requiere un estricto control
de la dosis para evitar efectos negativos sobre la supervivencia
y la calidad sensorial del producto [22].

No obstante, la eficacia observada frente a los indicadores
bacterianos evaluados, el proceso de depuracion presenta
limitaciones frente a otros contaminantes de importancia
sanitaria. Virus entéricos, como norovirus y adenovirus,
pueden permanecer retenidos en los tejidos de los moluscos
durante periodos prolongados [23]; esta deteccién no fue
incluida en el presente estudio debido a que este fue disefiado
con base en las exigencias de la normativa ecuatoriana.

En consecuencia, futuras investigaciones deberian
incorporar estos contaminantes para realizar una evaluacion
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integral del desempefio del sistema. Esta evaluacion integral
podria complementarse, ademds, con el estudio del
comportamiento del sistema en relacion con ciertos
pardmetros fisicoquimicos, como el oxigeno disuelto y la
temperatura, los cuales fueron medidos diariamente a las 8 y
17 horas y promediados (ante la imposibilidad de hacer
mediciones continuas), reportando ligeras variaciones (datos
no mostrados), asi como con estudios de simulacién
computacional de fluidos para estudiar la distribucion del agua
y sus caracteristicas fisicoquimicas, lo cual complementaria la
modelacion hidraulica del sistema descrito en un estudio
previo [10].

Ademas, mas alld del desempefio microbiologico del
sistema, su viabilidad practica depende también de factores
operativos y economicos: se adelantan estudios de costos
operativos, capacidad de escalamiento y adopcidén potencial
por parte de pescadores artesanales. Los resultados previos
sefialan una capacidad de escalamiento factible, ajustada a las
necesidades de la produccion de los pescadores en una zona de
Guayas y una soélida viabilidad financiera con alta aceptacion
del sistema por productores y consumidores del valor
agregado y una rapida recuperacion del capital.

Se analizaron un total de 21 cepas de E. coli identificadas
durante el proceso de depuracion de las diferentes especies de
moluscos bivalvos estudiadas. El numero de cepas esta
limitado al ntimero de cepas de E. coli que se logrd aislar
durante el experimento de depuracion. El 42.8% de las cepas
analizadas presentaron resistencia al menos a un antibiotico.
La mayor resistencia se presenté en AMP (23.5%), seguida de
NOR y AMC (9.5%). Se presentd resistencia intermedia a
CTX, ATM, CIP, ¢ IMP, en un 4.8% de las cepas estudiadas,
contrastando con diferentes porcentajes para AMC (33.3),
AMP (19%), AK (14.3%) y TZP (9.5%). No se evidencid
resistencia a CEP, KZ, CAZ, FOX, CN, TOB, ETP, MEM,
CRO. (Fig. 2).

100%
75%

50%

Porcentaje

25%

II o

SHEFEEFTFE I F LS SEL

Antibittico

Fig. 2. Porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana en cepas de E. coli
aisladas de moluscos bivalvos durante el proceso de depuracion.
S: sensible, I: resistencia intermedia, R: resistente, FEP: cefepima, CTX:
cefotaxima, NOR: norfloxacina, ATM: aztreonam, KZ: cefazolina, CAZ:
ceftazidima, FOX: cefoxitina, AK: amikacina, CIP: ciprofloxacina, CN:
gentamicina, TOB: tobramicina, AMC: amoxicilina/ acido clavulanico, AMP:

ampicilina, ETP: ertapenen, MEM: meropenen, IPM: imipenen, TZP:
piperacilina/tazobactan, CRO ceftriaxona.

El gen blaTEM predomindé en los aislados, con una
frecuencia mayor al 75%, seguido de blaSHV con un 19%. En
contraste, blaCTX-M fue detectado unicamente en un 5% (Fig.
3).

Al comparar los patrones de susceptibilidad antimicrobiana
con la presencia de estos determinantes genéticos en E. coli
procedente de A. similis y M. strigata durante el proceso de
depuracién, se evidencié una notable variabilidad entre los
patrones fenotipicos y genotipicos (Tabla II). En A. similis,
destaco la persistencia de cepas resistentes a norfloxacina
(NOR) hasta las 24 h y con susceptibilidad intermedia a
ampicilina (AMP), manteniéndose la deteccion del gen
blaTEM desde las 0 h hasta las 48 h, mientras que blaSHV se
identifico unicamente a las 24 h.

blaSHV

.
blaCTX-M

blaTEM
Genes de Resistencia

Fig. 3. Porcentajes de genes presentes en moluscos bivalvos durante el
proceso de depuracion.

Por su parte, en M. strigata, la resistencia fenotipica a
AMP se presentd a partir de las 24 h y la susceptibilidad
intermedia a amoxicilina con acido clavulanico (AMC)
permanecié durante todo el proceso. El gen blaTEM se
identifico durante todo el proceso de depuracion, blaSHV se
reportd desde las 24 h hasta las 72 h, mientras que blaCTX-M
solo se detectd en el aislamiento de las 72 h (Tabla II).

TABLA1I

DISTRIBUCION DE SUSCEPTIBILIDAD FENOTIPICA Y GENES DE
RESISTENCIA A LOS DIFERENTES TIEMPOS DURANTE EL PROCESO

DE DEPURACION.
T
(h) R I Genes
Anadara similis
0 NOR, AMP, IMP, TZP blaTEM
AMC,

24 NOR AMP, AK blaTEM, blaSHV
48 AMP, CTX, AMC blaTEM
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Mytella strigata

0 CIP, AMC blaTEM

24 AMC, AMP AMC, ATM blaTEM, blaSHV
48 AMP AMC blaTEM, blaSHV
72 AMP AMC CTXgen, blaTEM,

blaSHV

T: tiempo, R: resistente, I: resistencia intermedia, NOR: norfloxacina, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, AMP: ampicilina, IPM: imipenen, TZP:
piperacilina/tazobactan, AK: amikacina, CTX: cefotaxima, CIP:
ciprofloxacina, ATM: aztreonam.

El predominio de blaTEM observado en los aislamientos
de E. coli coincide con lo reportado en la literatura, donde este
gen es descrito como uno de los principales determinantes
asociados a las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
destacando la importancia de la deteccion de los genes
blaTEM, blaSHV y blaCTX-M debido a su participacion en la
resistencia a P-lactamicos y su circulacion en diferentes
reservorios ambientales [24].

La presencia de estos determinantes genéticos a lo largo
del proceso de depuracion puede estar relacionada con su
capacidad de mantenerse y diseminarse entre poblaciones
bacterianas. Estos genes pueden dispersarse mediante
transferencia horizontal, incluyendo mecanismos como la
conjugacion y transformacién, mientras que elementos
genéticos moéviles, como plasmidos, transposones, secuencias
de insercion e integrones, pueden contribuir a su propagacion
[25]. Esto indica que la reduccion de la carga bacteriana
durante la depuracion no necesariamente implica la
eliminacion de los determinantes genéticos de resistencia
detectados en los aislamientos recuperados.

Desde una perspectiva ambiental y de salud publica, la
presencia de bacterias portadoras de genes de resistencia en
moluscos destinados al consumo representa un aspecto
importante para la inocuidad alimentaria, por ello, la
evaluacion de la eficacia de los procesos de depuracion debe
integrar la caracterizacion fenotipica y genotipica de las
bacterias recuperadas durante el proceso, permitiendo una
evaluacion mas completa de la reduccion de la contaminacion
microbiologica y de la presencia de determinantes de
resistencia que podrian representar un riesgo para la salud
humana.

IV. Concrusiones

El sistema de depuracion de circuito cerrado desarrollado
para esta investigacion demostrd ser eficaz para reducir los
indicadores de contaminacion fecal de mayor importancia
sanitaria. Las cuatro especies de moluscos evaluadas
alcanzaron concentraciones de E. coli por debajo del limite
microbioldgico permisible de 230 NMP 100 g establecido
por el Codex Alimentarius para el consumo humano. Se
evidencié que la velocidad de depuracion depende de la carga
bacteriana inicial de cada especie: mientras que A.
tuberculosa, A. similis y M. gigas cumplieron la normativa a
las 24 h de tratamiento, M. strigata la cual inici6 con la mayor

concentracion de E. coli, requirié un periodo de 48 h. Por otro
lado, la variabilidad observada en el recuento de aerobios
mesoéfilos confirmd que estos microorganismos, originarios
del ambiente estuarino, no constituyen un indicador directo de
la tasa de eliminacion fecal.

El sistema disefiado, compuesto por filtracion de
sedimentos y desinfeccion mediante luz ultravioleta, garantiza
un entorno sanitario estable durante los procesos de
depuracion. Los niveles de CT, CTT y E. coli en el agua se
mantuvieron por debajo del limite de deteccion durante la
mayor parte del ensayo, mientras que los incrementos
detectados al inicio del proceso en ciertas especies fueron
contrarrestados en los muestreos posteriores. Estos hallazgos
validan el disefio del circuito cerrado de recirculacion
continua, demostrando que la filtracion y desinfeccion UV
previenen la acumulacion de contaminantes microbiologicos
expulsados por los organismos sin la necesidad de recurrir a
insumos quimicos que alteren su fisiologia de filtracion o
generen subproductos toxicos.

Se identifico la presencia de resistencia a antibidticos de
uso clinico y de genes de resistencia en las cepas evaluadas,
presentando el mayor porcentaje la resistencia a ampicilina. Se
evidenci6 la prevalencia del gen blaTEM (>75%), seguido de
blaSHV (19%) y blaCTX-M (5%), detectados a lo largo del
proceso en A. similis y M. strigata. Aunque la depuracion
redujo la carga bacteriana total, la persistencia de estos
genotipos resalta la funcion de los bivalvos como
bioindicadores y reservorios de resistencia antimicrobiana en
los ecosistemas acuaticos locales.

Aunque el alcance geografico del estudio se concentrd en
tres provincias del sur de Ecuador, la consolidacion de este
disefio de depuracion representa una solucion aplicable y
transferible a todos los sectores de pesca artesanal y
recoleccion local en el Ecuador. Al garantizar la inocuidad
alimentaria postcosecha se disminuye la incidencia de
enfermedades relacionadas al consumo de alimentos, se
mejora la competitividad del sector pesquero artesanal y se
fortalece el desarrollo de las comunidades que se benefician
ofertando un producto con valor agregado que en un futuro
puede competir con los estindares de comercializacion
internacional de moluscos bivalvos.
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