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RESUMEN: Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar la microbiota asociada al ostion (Crassostrea sp) proveniente de bahia
de Cabaiia, bahia Honda y Yaguacam. Se tomaron 50 muestras de ostion por zona de muestreo para el aislamiento de la
microbiota. Los microorganismos aislados se caracterizaron de acuerdo a su morfologia, caracteristicas culturales y tincion de
Gram. La identificacion taxondmica hasta especie se realizd mediante pruebas bioquimicas cuyos resultados se introdujeron en el
programa ABIS online. Se realizo la prueba de Kruskall- Wallis y una correlacion de Spearman mediante el programa estadistico
IBM-SPSS version 27. Las muestras de las zonas 1, 2 y 3 mostraron conteos bacterianos promedios de 2,3x10°%, 2,2x10% y
3,6x10° UFC/g respectivamente. EL 70,6 % de las cepas aisladas fueron Gram negativa. Se aislaron 7, 9 y 4 familias bacterianas
en las tres zonas de cultivo respectivamente. La familia Vibrionaceae fue predominante, aunque el analisis estadistico demostro
que no existi¢ diferencia significativa entre las familias bacterianas detectadas. Existidé una correlacion positiva no muy intensa
entre la microbiota identificada y la zona de cultivo.
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ABSTRACT: This work aimed to characterize the microbiota associated with oysters (Crassostrea sp) from Bahia de Cabafia,
Bahia Honda and Yaguacam. Fifty oyster samples were collected per sampling zone for microbiota isolation. The isolated
microorganisms were characterized based on their morphology, cultural characteristics and Gram staining. The taxonomic
identification to the species level was performed using biochemical tests, the results of which were entered into the ABIS online
program. Kruskall-Wallis test and Spearman correlation were performed using the IBM-SPSS statistical program version 27. The
samples from zones 1, 2 and 3 showed average bacterial counts of 2,3x103, 2,2x10° and 3,6x10°* CFU/g, respectively. The 70,6 %
of the isolated strains were Gram-negative. The bacterial families 7, 9 and 4 were isolated in the three culture zones, respectively.
The Vibrionaceae family was predominant, although the statistical analysis showed that there was no significant difference
between the detected bacterial families. There was a not very intense positive correlation between the identified microbiota and
the culture zone.

Key words: Crassostrea, microbiota, taxonomic identification, bacterial families.

"ostion de fondo", ambas especies constituyen recursos en

INTRODUCCION explotacién comercial (2).

La industria pesquera cubana en la actualidad esta
diversificando sus producciones debido a la poca
disponibilidad de recursos pesqueros. En ese sentido, el
cultivo de ostion constituye una alternativa factible con
impacto positivo en la economia y en la salud ambiental del
area y su poblacion (3). Al ser un organismo filtrador puede
participar en la depuracion de las aguas donde habita, pero

Los ostiones son moluscos del grupo de los bivalvos, al
que pertenecen gran numero de especies comestibles que el
hombre aprovecha como alimento por su alto valor
nutritivo y por las grandes posibilidades que tiene su
cultivo (1). Estos son organismos bentonicos
filtroalimentadores y algunas especies tienen como habitat

los estuarios y deltas de rios, con aguas someras y salobres.

En Cuba habitan dos especies de ostion, el Crassotrea
rhizophorae, conocido como "ostion de mangle", y el
Crassotrea virginica, denominado nacionalmente como

también juega un papel fundamental en la transmision de
enfermedades ya que su capacidad de filtracion y
acumulacion de materia organica favorece la presencia de
bacterias en su interior.
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Sin embargo, el éxito del cultivo de ostion depende en
gran medida del conocimiento profundo de los factores
bioldgicos y ambientales que influyen en su desarrollo, entre
los cuales la microbiota asociada juega un papel central.
La microbiota asociada a la masa de ostion comprende el
conjunto de microorganismos que habitan en el producto
y su entorno, incluyendo bacterias, arqueas, hongos y
virus (1). Estos microorganismos pueden ser benéficos,
contribuyendo a la nutricién y la defensa inmunolégica del
molusco, o potencialmente patdgenos, capaces de provocar
enfermedades que afectan la productividad y la calidad
del producto final (4). Como es un producto que se
consume mayormente crudo, el analisis de la microbiota
permite identificar riesgos sanitarios, anticipar brotes de
enfermedades y disefiar estrategias de manejo preventivo, lo
cual es esencial en un contexto de cambio climatico y eventos
ambientales extremos que pueden alterar la composicion
microbiana y aumentar la susceptibilidad a infecciones (5).

Conocer la microbiota asociada a los cultivos de ostion
resulta fundamental no solo por la salud de los individuos y la
inocuidad alimentaria, sino también por la sostenibilidad
y competitividad del sector ostricola. Dado que en las
zonas estudiadas no existen reportes previos que describan
la microbiota del ostion, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar la microbiota asociada a la masa del ostion
procedente de bahia de Cabafia, bahia Honda y Yaguacam.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio

Las areas de muestreo seleccionadas para el estudio
de la microbiota asociada al ostion corresponden a las
regiones noroccidental y central de Cuba. En la provincia
de Artemisa (zona noroccidental) se muestrearon bahia de
Cabaiia (Latitud 22°59'15" Norte y Longitud 82°57'39" Este)
(6) y bahia Honda (Latitud: 22° 54' 23" Norte y Longitud:
83°9'49" Oeste) (7) y en la provincia de Cienfuegos (zona
central) se muestred Yaguacam (Latitud 20° 20" 10,08" Norte
y Longitud - 77° 7' 55,073" Oeste) (8).

Deteccion de la microbiota

Fueron recolectadas 50 unidades de ostion por sitio de
muestreo, para un total de 150 animales, las cuales se
trasladaron en bolsas de polietileno a una temperatura
de 5-7 °C al laboratorio de bacteriologia del Centro de
Investigaciones Pesqueras, en la Habana donde fueron
realizados los analisis.

Preparacion de las muestras
para su analisis bacteriologico

Se extrajo la masa de las muestras de ostion, la cual
fue transferida a un mortero de porcelana previamente
esterilizado. Posteriormente se hicieron homogenados por
area de muestreo en bolsas con 11 g de masa de ostion
y 99 mL de solucién salina peptonada para obtener la
suspension inicial (9). A partir de la suspension inicial
se tomaron 20 pL que fueron sembrados en placas Petri
con los medios de cultivos Agar Triptona Soya (TSA
1 %), Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), Agar
Cromogénico AGN y Agar Cetrimide por diseminacion.
Posteriormente se incubaron a 35 °C durante 24 h (10). Se
efectuo la seleccion de las colonias atendiendo a su color,

forma, borde, elevacion, tamaiio, opacidad y consistencia, la
cuales fueron transferidas a tubos con Agar Triptona Soya
inclinado suplementado con 1 % de NaCl, siendo incubadas
a 35 °C por 24 horas.

Se realizé la tincion de Gram para caracterizar los
microorganismos de acuerdo a su morfologia y coloracion.
Se ejecutaron las pruebas bioquimicas: oxidasa, catalasa,
sulfuro-indol-motilidad (SIM), descarboxilacion de los
aminoacidos (arginina, ornitina, lisina), utilizacion del
citrato, hidrolisis de la esculina y urea, halotolerancia,
fermentacion de los azlcares: glucosa, lactosa, sorbitol,
xilosa, maltosa, arabinosa, trealosa y manitol (11).

Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas
se introdujeron en el programa ABIS online (12) para la
identificacion taxonomica de las cepas.

Analisis Estadistico

Para el procesamiento de los resultados se empled
el software IBM-SPSS version 27. Se realizd la prueba
de Kruskall- Wallis para muestras independientes con
el objetivo de verificar la distribucion de porciento de
identificacion (%) entre categorias de microbiota, seguido de
la prueba de correlacion de Spearman entre los parametros
zona de cultivo, microbiota y porciento de identificacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras procedentes de bahia de Cabaiia, bahia
Honday Yaguacam mostraron conteos bacterianos promedio
de 2,3x10% 2,2x10° y 3,6x10° UFC/g respectivamente. Los
recuentos de aerobios mesofilos registrados en las tres zonas
estudiadas de Cuba concuerdan con lo reportado en el
estero el Riito, municipio de Huatabampo, Sonora, donde los
valores no sobrepasaron el limite de 5x105 UFC/g (13).

La composicion de la microbiota en animales acuaticos
se considera dindmica y no una entidad fija, lo cual quedo
evidenciado al observar que el 70,6 % de las cepas aisladas
fueron Gram negativas. Por zonas, los porcentajes de
aislamientos Gram negativos fueron 29,2 % (n=13), 20,8 %
(n=9) y 50 % (n=12) en las zonas 1, 2 y 3 respectivamente
(Tabla 1). Dentro de este grupo predominé la morfologia
bacilar por encima de la forma coccidea. Este hallazgo
coincide con investigaciones previas de Araujo-Magalhdes
y col. (14), quienes reportaron una proporciéon mayor
de bacterias Gram negativas (68 %), lo que refuerza la
tendencia de las bacterias Gram negativas con morfologia
bacilar a constituir el grupo microbiano dominante en la
microbiota asociada al cultivo del ostion. Esta prevalencia se
atribuye a la contaminacion organica presente en el entorno
acuatico, dado que, las bacterias Gram negativas suelen
estar implicadas en la descomposicion de materia organica
y pueden funcionar como indicadores de calidad ambiental
deficiente (15).

Sin embargo, es importante sefalar que los resultados
obtenidos difieren parcialmente de los mencionados por
Martinez y col. (16), quienes reportaron una menor
proporcion de cepas Gram negativas (45 %) en muestras
similares. Estas diferencias pueden estar atribuidas como
expresa Al-Marri y col. (17), a las metodologias utilizadas
en el aislamiento y la identificacion de las cepas, asi como a
variaciones en las condiciones ambientales y los niveles de
contaminacion organica en los sitios de muestreo.


https://cu-id.com/2248/v47e14

Caracterizacion de la microbiota bacteriana asociada al ostion (Crassostrea sp) procedente de tres zonas de cultivo de Cuba

Tabla 1. Caracteristicas morfoculturales y tintoriales de las cepas aisladas de las muestras de ostion en las tres zonas de cultivo. / Morphological
and staining characteristics of the strains isolated from the oyster samples in the three cultivation zones.

Zona No de Cepa Gram Caracteristicas morfo-culturales
Bahia de Cabafia (zona 1) 1,2, G- Cocobacilos, colonia beige pequefia plana de borde irregular.
3,4,5,10,13 G+  Bacilos esporulados, colonia blanca pequefia redonda de borde regular.
6 G- Bacilos, colonia rosada claro plana de borde irregular sin halo.
7 G-  Cocobacilos, colonia clara plana con centro elevado
8,9,11 G-  Bacilos, colonia mediana violeta claro de bordes regulares sin halo.
12 G+  Bacilos gruesos en cadenas, colonia grande como copo de nieve.
Bahia Honda (zona 2) 1,8 G+  Bacilos cortos, gruesos sueltos y en cadenas
2,4,7 G- Cocobacilos
3,6 G- Bacilos
59 G+ Coco
Yaguacam (zona 3) 1,2, G-  Bacilos, colonia pequefia casi transparente.
3,5, G- Cocobacilos, colonia blanca grande
4,6 G- Cocobacilos, colonia pequefa traslicida

7,8,9,10,11, 12 G-

Cocobacilos, colonia morada pequeiia sin halos traslicidos.

Las pruebas bioquimicas siguen siendo una herramienta
fundamental en estudios de microbiota bacteriana porque
permiten caracterizar rasgos fenotipicos relevantes que
ayudan a diferenciar grupos bacterianos, evaluar potencial
patogénico y orientar el disefio de analisis moleculares
posteriores (18). En la tabla 2 se observa una heterogeneidad
fenotipica entre las tres zonas de cultivo del ostion en Cuba,
probablemente asociadas a variables ambientales o a fuentes
de contaminacion locales.

Mientras la mayoria de los aislamientos de las zonas
1 y 3 resultan oxidasa y catalasa positivos, la zona
2 muestra oxidasa negativa y catalasa positiva en todos
los casos evaluados, indicando diferencias entre los grupos
dominantes entre zonas. La motilidad es alta en las tres
zonas, lo que concuerda con la prevalencia de bacterias
méviles asociadas a superficies marinas (19).

Las identificaciones taxonomicas de los aislados en
muestras de ostion en las tres zonas de cultivo se muestran en
las figuras 1, 2 y 3 respectivamente.

En bahia de Cabafia, la identificacion bacteriana permitid
agrupar las colonias aisladas en siete familias (Figura 1).
En esta zona, predominaron las especies pertenecientes a las
familias Vibrionaceae y Bacillaceae, representando el 42 %
del total de aislamientos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran
notable concordancia con los hallazgos de Luis-Villasefior
y col. (20), en lo que respecta al predominio de bacterias
pertenecientes a las familias Vibrionaceae y Bacillaceae
detectados en las especies Crassostrea corteziensis 'y C.
sikamea, lo cual confirma lo expresado por Baker-Austin y
col. (21), sobre que estas familias bacterianas representan un
componente ubicuo y potencialmente clave de la microbiota
asociada a estos moluscos bivalvos. La presencia de Bacillus
spp. podria indicar una influencia del ambiente circundante,
dado que estas bacterias son comunes en el suelo y el
agua (22).

Existen diversas especies pertenecientes a la familia
Vibrionaceae que se encuentran ampliamente distribuidas

en ecosistemas acuaticos; entre ellas destacan Vibrio
mimicusy Vibrio campbellii reportados por Barrera-Escorcia
y col. (23), en ostiones provenientes de la laguna de
Tampamachoco, México, los que como sefiala Sampaio
y col. (24) actan como patégenos oportunistas, lo cual
indica un riesgo potencial para la salud humana en caso de
consumirse ostiones contaminados.

La presencia de Enterobacterias en moluscos ha sido
ampliamente documentada por diversos autores (25, 26),
quienes enfatizan la importancia de un monitoreo continuo,
debido a que, como indica Bravo (27), estas familias
bacterianas incluyen patégenos que presentan una alta
morbilidad y son capaces de provocar intoxicaciones graves
e incluso mortalidad.

En las muestras de ostion procedentes de bahia Honda se
identificaron nueve familias bacterianas (Figura 2), donde
cinco de ellas fueron aisladas en la zona de estudio anterior.

En un estudio realizado por Salgueiro y col. (28) sobre
la composicion de la comunidad bacteriana de bivalvos,
se identificaron nueve familias distintas, entre las cuales
destacan Bacillaceae, Yersiniaceae, Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceac y Moraxellaceae, coincidiendo con
las familias aisladas en bahia Honda. Zannella y col.
(29) sefialan que las bacterias del género Pseudomonas
estan presentes tanto en ambientes acuaticos como en la
microbiota comensal de los bivalvos. Ademads, algunas
de estas bacterias, especialmente las pertenecientes al
filo Proteobacteria, desempefian un papel crucial en el
metabolismo de los moluscos bivalvos, ya que son capaces
de fijar nitrégeno en el tracto gastrointestinal y degradar
compuestos como celulosa y agar (30).

Existen numerosos estudios que reportan infecciones
humanas causadas por las familias bacterianas previamente
descritas, las cuales incluyen infecciones de heridas,
enfermedades transmitidas por alimentos (particularmente
por la ingesta de moluscos crudos), mionecrosis, septicemia,
fasciitis necrosante, empiema, bacteriemia, endocarditis, asi
como infecciones severas de las vias respiratorias, urinarias
y biliares, meningitis y queratitis (31, 32, 33).
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Tabla 2. Porcentaje de cepas positivas a pruebas bioquimicas segtn la zona de cultivo. / Percentage of strains positive for biochemical tests by

cultivation zone.

Pruebas bioquimicas Zona 1 Zona 2 Zona 3
Oxidasa 69 0 83
Catalasa 85 100 67

Sulthidrico 8 0 50
Indol 8 0 0
Motilidad 92 67 83
Citrato 54 No efectuada 50
Esculina 0 56 17
Urea 15 22 83
0% 69 100 100
6% 62 89 25
8% 31 No efectuada 50
10 % 0 22 0
Xilosa 46 No efectuada 0
Manosa 62 67 No efectuada
Inositol 8 0 No efectuada
Arabinosa 15 No efectuada No efectuada
Trealosa 69 No efectuada 100
Arginina 85 67 No efectuada
Ornitina 38 22 No efectuada
Lisina 77 0 0
Glucosa 69 44 92
Lactosa 15 100 No efectuada
Maltosa No efectuada 78 No efectuada
Sacarosa No efectuada 100 25
Manitol No efectuada 89 50
Sorbitol No efectuada No efectuada 50

M Paenibacillaceae

M Bacillaceae

M Vibrionaceae
Burkholderiaceae W Enterobacteriaceae M Yersiniaceae

m Pseudomonadaceae

Figura 1. Familias bacterianas aisladas de muestras de ostion en Bahia
de Cabafias. / Bacterial families isolated from oyster samples in Bahia
de Cabarias.

Asimismo, las familias  Enterobacteriaceae 'y
Staphylococcaceae identificadas en el estudio en cuestion,
habitan la microbiota intestinal humana y en la superficie
de la piel de humanos y animales (34). Estos resultados
muestran similitud con los citados por Hernandez (33), quien
aislo estas familias bacterianas en bivalvos recolectados en
las costas de México.

W Bacillaceae m Burkholderiaceae M Enterobacteriaceae

Yersiniaceae M Aerococcaceae B Moraxellaceae

m Pseudomonadaceae m Cariophanaceae m Staphylococcaceae

Figura 2. Familias bacterianas aisladas de muestras de ostion en
Bahia Honda. / Bacterial families isolated from oyster samples in
Bahia Honda.

Bacillaceae comprende diversas especies del género
Bacillus, algunas de las cuales han sido aisladas en ambientes
marinos, vinculado segun Tejera y col. (35) con la actividad
agricola predominante en las regiones estudiadas, pues
especies como B. firmus y B. thuringiensis, son reconocidas
por su uso como agentes de control biologico de patdgenos
de relevancia agricola (22).
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En este sentido, es posible que la presencia de Bacillaceae
en las zonas de cultivo de ostion se deba a escurrimientos
provenientes de areas agricolas cercanas, los cuales pueden
transportar bacterias desde el suelo hacia los cuerpos de
agua, alterando la composicion de la microbiota acuatica.
Este fendmeno concuerda con los resultados obtenidos por
Orozco-Rojas y col. (36), en granjas acuicolas en el estado
de Morelos, México. Este hallazgo, en conjunto con los
resultados del presente estudio, sugiere que la contaminacion
por escurrimientos agricolas representa una fuente
significativa de Bacillaceae en ecosistemas acuicolas.
Ciertas especies de Bacillus son beneficiosas y se emplean
como probiodticos en acuicultura; no obstante, otras pueden
contribuir al deterioro de productos marinos y afectar la salud
de los organismos cultivados (22, 37).

En cuanto a la familia Burkholderiaceae, esta puede
albergar bacterias tanto beneficiosas como patogenas,
incluyendo especies de Burkholderia que causan infecciones
oportunistas. En un estudio sobre la microbiota asociada
a almejas, reportd que en ostras adultas la comunidad
bacteriana estaba compuesta principalmente por los géneros
Burkholderia y Yersinia, lo que resalta la complejidad y
variabilidad de esta familia en ambientes marinos (38).

De las familias bacterianas identificadas en Yaguacam
(Figura 3), predominaron Vibrionaceae con un 60 %
seguida por Hafniaceae con un 20 %, Pseudomonadaceae 'y
Aeromonadaceae representaron cada una el 10 % restante.
De los aislados obtenidos, el 50 % fue identificado hasta
nivel de especie, destacandose Vibrio salmonicida, Vibrio
negripulchritudo, Vibrio fluvialis y Edwardsiella ictaluri.

Los hallazgos de este estudio se contextualizan en el
marco de la literatura regional sobre la microbiota asociada
a moluscos bivalvos. La mayoria de los estudios revisados
sobre aislamientos de Vibrio en bivalvos latinoamericanos
se han enfocado en especies como V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. vulnificus y V. brasiliensis (20, 39), mientras
que la presencia de V. salmonicida, agente etiologico de
septicemia hemorragica en peces de aguas frias, no ha sido
documentada en moluscos bivalvos de la region (40).

Respecto a las familias Aeromonadaceae y Hafniaceae,
aunque su documentacion es menos frecuente, su presencia
en ambientes acudticos y en moluscos bivalvos ha sido
confirmada en estudios recientes (28).

La figura 4 muestra los resultados de la prueba
de Kruskal- Wallis aplicada a muestras independientes
para comparar la abundancia relativa de familias
bacterianas. El resultado obtenido (p=0,34) indica ausencia
de diferencias estadisticamente significativas para una
significacion a=0,05.

A pesar de que la familia Vibrionaceae mostr6é la
mayor representacion relativa en las muestras estudiadas, el
analisis estadistico no confirmo diferencias entre las familias
detectadas. La prevalencia relativa de Vibrionaceae en
bivalvos es coherente con su ecologia ya que estas bacterias
son habituales en ambientes marinos costeros. Ademas, la
capacidad de algunos miembros de esta familia para formar
biopeliculas y colonizar tejidos de bivalvos contribuye a su
deteccion recurrente en estos hospederos (41).

La correlacion de Spearman demostré una correlacion
positiva no muy intensa entre la microbiota identificada

m Pseudomonadaceae M Vibrionaceae Hafniaceae M Aeromonadaceae
Figura 3. Familias bacterianas aisladas de muestras de ostion
en Yaguacam. / Bacterial families isolated from oyster samples
in Yaguacam.
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Figura 4. Distribucion de las familias bacterianas segtin el porciento
de identificacion en las tres zonas de cultivo. / Distribution of
bacterial families according to the identification percentage in the
three cultivation zones.

y la zona de cultivo (Tabla 3). La carga microbiana
presente en los bivalvos estd estrechamente relacionada
con las caracteristicas y condiciones de la zona de cultivo.
Los bivalvos son organismos filtradores que concentran
microorganismos presentes en el agua, lo que hace que
su carga microbiana sea un reflejo directo de la calidad
microbioldgica del entorno en el que se cultivan (13, 38).

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren una relativa homogeneidad en
la estructura familiar de la microbiota bacteriana entre
las zonas estudiadas. La familia Vibrionaceae fue la mas
prevalente entre los aislamientos, lo que tiene implicaciones
para la calidad sanitaria y la seguridad alimentaria del ostion,
dado que incluye especies potencialmente patégenas para
humanos y animales acudticos.
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Tabla 3. Correlacion de Spearman. / Spearman correlation.

Rho de Spearman  zona de cultivo

Sig. (unilateral)
N

Microbiota
Sig. (unilateral)
N

porciento de identificacion (%)
Sig. (unilateral)
N

Coeficiente de correlacion

Coeficiente de correlacion

Coeficiente de correlacion

zona de cultivo microbiota porciento de

identificacion (%)

1,000 447" ,038
024 438
20 20 20
447" 1,000 -287
024 . 110
20 20 20
,038 -287 1,000
438 110
20 20 20

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (unilateral).
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