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RESUMEN

Un vector importante de las especies acudticas invasoras a las regiones costeras son las descar-
gas de aguas de lastre de los buques, por el cual los microorganismos invasores pueden llegar a la
regién causando contaminacion en la bahia. Por tal motivo se llevd a cabo una caracterizacién de las
aguas de lastre de buques de tréafico internacional que arriban a Tumaco; realizando muestreos a 18
de ellos que arribaron al Terminal Multiboyas de Ecopetrol en esta bahia durante el periodo de febre-
ro a octubre de 2010. En este ambito se determind si habia Vibrio cholerae en estas aguas y de igual
forma se hizo una caracterizacion fisico-quimica de los tanques de aguas de lastre de los buques.
Como resultado se comprobd que 12 buques registraron la presencia de Vibrio cholerae, o que quie-
re decir que un 67% de los buques se encontraban por fuera del valor permitido (ausencia/100ml),
por la Organizacion Maritima Internacional (IMO).

Palabras claves: Agua de lastre, buques, Vibrio cholerae, contaminacion, salinidad.
ABSTRAC

One of the prominent sources of aquatic invasive species to coastal regions, are the ballast
waters discharged from ships, through which invading microorganisms can reach the bay regions,
producing major contamination. For this reason, samples of the ballast water from the ships in in-
ternational traffic that arrived in Tumaco were taken to identify the presence of microorganisms. The
survey was conducted during the period from April to October 2010, in 48 ballast water tanks from
the 18 ships that arrived at the Ecopetrol Buoyage Terminal in the Bay of Tumaco. In this universe,
it was determined if there were Vibrio cholerae in these water samples and at the same time, it
served to determine the physical-chemical conditions of the water ballast tanks of these ships. The
result was that in 12 vessels the presence of Vibrio cholerae was confirmed, which means that 67%
of the ships surpass the permissible level (absence/100ml), allowed by the International Maritime
Organization (IMO).
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INTRODUCCION

El género Vibrio, es autoctono del medio
acuatico, principalmente de cuerpos de agua
con un amplio rango de salinidad y suficientes
nutrientes, son haldfilos y algunos requieren al
menos una concentracién del 0,5% de NaCl en
el medio para crecer, mientras que especies no
halofilas como Vibrio cholerae, Vibrio mimicus y
Vibrio hispanicus, puede crecer con concentra-
ciones minimas de sal [1].

Vibrio cholerae, es un bacilo Gram negativo
anaerobio facultativo perteneciente al género Vi-
brio, de la familia Vibrionaceae; tiene forma de
coma, es extremadamente movil debido a su Uni-
co flagelo polar, mide entre 0.2 y 0.4 um por 1.5
a 2.4 um, oxidasa positiva, catalasa positiva, ca-
paces de reducir nitrato a nitrito, pueden descar-
boxilar la lisina y la ornitina y fermentar algunos
carbohidratos con produccién de acido [2].

Este microorganismo es el agente causante
de la enfermedad diarréica conocida como cole-
ra; se sabe que es una enfermedad de trasmision
hidrica [3]. Es responsable de siete pandemias
en la historia de la humanidad, aunque las cepas
de las pandemias pertenecen a dos serogrupos
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(01 y 0139) de V. cholerae que contienen el gen
de la toxina del célera [4].

V. cholerae estd asociado con ambientes
acuaticos, conchas, humanos y también se ha
asociado con el agua de lastre [5].

Con lo anterior se puede decir que uno de los
principales impactos ambientales de las embarca-
ciones que llegan a los puertos de todo el mundo
es la introduccidn de especies exoticas a través
del agua de lastre utilizada para su estabilidad en
ruta; dentro de estas especies exoticas se inclu-
yen microorganismos patdgenos que pueden afec-
tar la salud de la poblacién, como es el caso de V.
cholerae; sin embargo, son pocos los estudios que
se han realizado de microorganismos presentes
en el agua de lastre, es asi como la abundancia
y diversidad microbiana asociada con el agua de
lastre estda comenzando a ser medida [6].

De acuerdo con las resolucion A.868 de 1997
de la OMI, se deben tomar acciones unilaterales
para prevenir, minimizar y por ultimo eliminar la
introduccion de organismos acuaticos perjudicia-
les y patdgenos a través de buques de trafico in-
ternacional; ademas demanda acciones con base
en regulaciones aplicadas globalmente junto con
normas para su efectiva implementacion e inter-
pretacion uniforme.
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Figura 2. Colonias de V. cholerae cultivadas en agar TCBS durante 18 a 24 horas.

Por esto en Colombia la Direccion General Ma-
rina (DIMAR) como entidad encargada de hacer
cumplir la normatividad nacional e internacional
tendiente a la preservacion del medio marino,
como la resolucion A868 y la convenciéon de Lon-
dres del 2004, generadas a través del programa
GLOBALLAST por la OMI y el Centro de Investiga-
ciones Oceanograficas e Hidrograficas del Pacifi-
co (CCCP), ha creado procedimientos estandares
para el monitoreo de los tanques de lastre de los
buques internacionales que arriban al puerto de
Tumaco con el fin de determinar la presencia de
V. cholerae en aguas de lastre y evaluar los posi-
bles efectos en este ecosistema marino-costero.

MATERIALES Y METODOS

El universo de estudio comprendié 18 buques
cargueros de crudo, en el terminal Multiboyas de
Ecopetrol ubicado a una longitud de 78°48.225
y latitud de 1°51.141 en el Puerto de Tumaco,
Narifio, entre el 11 de febrero y el 2 de octubre
de 2010 (figura 1).

Para la caracterizacion del agua de lastre de
buques de tréafico internacional que arribaron al
Terminal Multiboyas se tomaron muestras de tres
tanques por buque para analisis fisicoquimico y
microbioldgico (centrandose en la presencia de
Vibro cholerae que es conocido como el agente
causante del célera), eligiendo el método real de
muestreo asi:

A. Identificacién de métodos seguros y confor-
mes con las operaciones de los buques.

B. Acceso a los tanques de lastre a través de la
apertura de escotillas (manholes), que es el
método de muestreo mas recomendado [7].

C. El volumen de descarga y tiempo de residen-
cia del agua en los tanques.

Cada muestra fue obtenida directamente de las
escotillas utilizando una botella Niskin de 3 L. Una
vez tomado el volumen de agua, se dejo fluir por la
valvula de drenaje durante 10-15 segundos y se
transvaso asépticamente al frasco Schott de 1000
mL estéril (figura 2), y para los parametros quimi-
cos, el contenido de la botella se pasé a bidones de
3.7 Ly frascos plasticos de 500 mL previamente
tratados con acido clorhidrico al 5% [8]. El mues-
treo, transporte y conservacion de las muestras se
realizé segun parametros de APHA [9].

En campo se registraron las mediciones de
temperatura y salinidad del agua con un multi-
parametro YSI modelo 85 y un pHmetro WTW,
Multi 340i respectivamente.

Para la determinacidn de V. cholerae, se filtra-
ron 100 mL de la muestra en filtros de 0.45 pm y
47 mm de didmetro; una vez retirados los filtros
se depositaron en agua peptonada alcalina (NaCl
1%) e incubados a 35°C + 2°C de 6 a 8 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se tomé un
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Figura 3. Comportamiento del Amonio, Nitrito y Nitrato de los buques internacionales.

indculo de los cultivos y se hizo un aislamiento
en agar tiosulfato-citrato-sales biliares- sacarosa
(TCBS), y se mantuvo en incubacién a 35°C =+
2°C de 18 a 24 horas.

Trascurrido este tiempo, se seleccionaron de
tres a cinco colonias con imagen presuntiva de V.
cholerae (colonias amarillas debido a la fermen-
tacion de sacarosa; se caracterizan por ser re-
dondas, grandes de 2 a 4 mm, lisas, brillantes y
ligeramente aplanadas) (figura 2) y se estriaron
en agar Infusion Cerebro Corazén (BHI) incuban-
dose a 35°C £ 2°C de 18 a 24 horas. Posterior
a esto, se les hicieron las pruebas bioquimicas y
tintoriales: coloracion de Gram, reaccidén oxida-
sa, prueba de la cuerda con el desoxycolato de
sodio al 0.5% [10] descarboxilacién de L-lisina,
L-ornitina, y dihidrolizacion de L-arginina (LIA),
crecimiento en caldo nutritivo con diferentes con-
centraciones de sales (0, 3, 6, 8 y 10% de NaCl),
produccion de indol y utilizacion del citrato como
Unica fuente de carbono [9]. Finalmente, el re-
sultado se reportd como ausencia o presencia en
100 mL.

La presencia de amonio se determind por el
método propuesto por Riley [11] y modificado
por Strickland y Parsons [12] y se conoce am-
pliamente como el método del azul de indofenol;
los nitritos a través del método desarrollado por
Shinn (1941) y modificado por Bendschneider y
Robinson [13]; los nitratos por el método des-
crito por Strickland y Parsons [12]. Asi mismo,

se siguieron las recomendaciones descritas en el
Standard Methods 21st Ed 2005.

Por ultimo, se empleo el programa Statistica
version 7.0® para un analisis descriptivo de los
parametros microbioldgicos y fisicoquimicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la presencia del genero Vibrio spp
cuyas especies son habitantes por excelencia de
mares y estuarios ya que tienen la capacidad de
crecer en elevadas concentraciones salinas. Sin
embargo, algunas de sus especies como Vibrio
cholerae, pueden tener una patogenicidad alta,
comprometiendo la vida del huésped [14]. Por
este motivo, es importante determinar la ausen-
cia o presencia de este microorganismo en aguas
de lastre para evitar contaminacién y propaga-
cion en los puertos.

En los resultados fisicoquimicos se encontrd
que la temperatura registrada del agua vario en-
tre 26.63 - 32.67° C, con un valor promedio de
28.49 £ 1.48° C; correspondiendo a la menor
temperatura al buque 16 proveniente de Guaya-
quil (Ecuador) y la maxima al buque 5 provenien-
te de Long Beach (USA); valores que se encuen-
tran dentro del rango (21.3 - 31.0° C) registrado
en la bahia de Tumaco; por lo cual, este parame-
tro no afectaria los procesos biogeoquimicos en
el area.
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Figura 4. Porcentaje de Vibrio cholerae en aguas
de lastre de los buques internacionales, que arri-
baron al puerto de Tumaco en el 2010.

La salinidad es otra propiedad fisica impor-
tante del agua de mar ya que puede afectar las
funciones fisioldgicas de los organismos al alterar
su balance osmotico, afectando su distribucion y
comportamiento [10]. Este pardmetro, se regis-
tro en un rango de 5.35 ups - 34.70 ups, con
un valor promedio de 27.00 = 10.8 ups. El valor
mas bajo de salinidad se encontré en el buque
16 proveniente de Guayaquil (Ecuador), y el mas
alto en el buque 1 proveniente de Los Angeles
(USA).

Los nutrientes son importantes en el agua de-
bido a que tienen un impacto significativo directo
o indirecto sobre el crecimiento de los microorga-
nismos. En este sentido, las concentraciones de
amonio durante los muestreos estuvieron com-
prendidos entre el limite de deteccién (0.119ug.
at.N-(NH,)*/L) hasta 3.52ug.at.N-(NH,)*/L) con
una concentracién promedio de 1.24ug.at.N-
(NH,)*/L.

La concentraciéon de Nitritos (NO,)  fluctud
entre el limite de deteccién (0.0158ug.at.N-
(NO,)*/L) y 0.95ug.at.N-(NO,)*/L, con un valor
promedio de 0.16ug.at.N-(NO,)*/L.; El compor-
tamiento de este parametro fue similar al que
se registra en la bahia, observandose concentra-
ciones bajas con respecto a la de los nitratos; en
cuanto a este nutriente el rango fue de 0.25 y
42.53ug.at.N-(NO,)7/L, con un valor promedio de
4.00ug.at.N-(NO,)/L.

Como se observa en la figura 3, el buque 16
proveniente de Guayaquil, Ecuador, registra altas

concentraciones de nitratos y se considerd toxico
para el crecimiento de Vibrio cholerae, registran-
do ausencia de V. cholerae en 100 mL de agua.

Diversos estudios estuarinos y costeros en di-
ferentes partes del mundo han demostrado que
la temperatura y la salinidad juegan funciones
importantes en la ocurrencia de V. cholerae.

Se encontro que el 67% de las embarcaciones
no cumplen con la normatividad exigida por la
OMI (ausencia/100 mL), debido a que se registrd
presencia de V. cholerae en 100 mL de agua para
12 buques de los 18 monitoreados (figura 4);
estos buques provenian de diferentes ciudades
del mundo como Long Beach (CA USA), Wilming-
thon (CA USA), Los Angeles (USA), San Francis-
co (USA), Martinez (CA USA), Offshore Pacific
Lightering Area CA (USA), Guayamas (México) y
El Callao (La Pampilla, Peru).

De igual forma se ha encontrado que varios
investigadores han reportado la presencia de di-
cho microorganismo en el agua de lastre de los
buques de carga, sugiriendo que la presencia de
difusién internacional de V. cholerae, es a través
de organismos acuaticos cargados en las aguas de
lastre, que son descargados en los puertos de la
fuente no original del agua, causando graves dafio
ecoldgicos y econdmicos para el ecosistema [3].

McCarthy y Khambaty, dicen que los buques
de carga son los vehiculos para la trasmisién de
la epidemia del colera.

Con los resultados obtenidos en este estu-
dio se pude afirmar que los buques son los que
tienen un mayor aporte a las especies invasoras
introducidas a los nuevos ambientes a través de
las aguas de lastre. Un ejemplo de esto es la epi-
demia del colera que fue reportada en 1991 en el
Peru y rapidamente se propagdé a América Latina
y México [10].

Finalmente, el estudio encontré que las con-
diciones ambientales para el crecimiento de este
microorganismo son favorables en aguas de las-
tre, de ahi la importancia de hacer seguimiento
a los buques que deslastran en los puertos para
evitar la propagacién de la epidemia del célera.

CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de Vibrio cholerae
en un 67% de los 18 buques monitoreados que



arribaron al Terminal Multiboyas de Ecopetrol en
Tumaco.

Se observd que las descargas de agua de las-
tre son un factor importante en la transmisién de
este microorganismo.

Los organismos acuaticos perjudiciales y pa-

téogenos son introducidos en otros ecosistemas
por su traslado en las aguas de lastre, causando
contaminacion a los puertos donde ingresan.
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