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Abstract 
 

The microbiological profile of the clam, the mangrove oyster, and their harvesting 

waters in the southwestern zone of Puerto Rico, was determined by the analysis of fecal 

coliforms, Salmonella spp., Vibrio spp., and total plate count.  Samples were collected 

from two areas of the southwest of P.R. (Boquerón and Lajas) between the months of 

July 2003 to June 2004.  Density of fecal coliforms were found to range between 0.48-

1.97 log10 cfu g-1 or ml-1; whereas, the density of vibrios were between 0.48-5.04 log10 cfu 

g-1 or ml-1. Total counts fluctuated between 2.40-5.61 log10 cfu g-1 or ml-1.  Salmonella 

was not detected in any of the samples.  The majority of the samples were in compliance 

with the regulations of the National Shellfish Sanitation Program (NSSP).  No significant 

correlation was found between the density of vibrios and salinity, pH, dissolved oxygen 

or temperature. 
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Resumen 
 

Se determinó el perfil microbiológico de la almeja, del ostión de mangle y las 

aguas de extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico mediante el análisis 

de coliformes fecales, Salmonella spp., Vibrio spp. y el recuento total en platos.  Se 

recolectaron muestras de dos áreas del suroeste de P.R. (Boquerón y Lajas) entre los 

meses de julio de 2003 a junio de 2004.  Se encontraron densidades de coliformes fecales 

entre 0.48-1.97 log10 ufc g-1 o ml-1.  Las densidades de vibrios estuvieron entre 0.48-5.04 

log10 ufc g-1 o ml-1.  Los recuentos totales fluctuaron entre 2.40-5.61 log10 ufc g-1 o ml-1.  

No se detectó la presencia de Salmonella en ninguna de las muestras. La mayoría de las 

muestras estuvieron en cumplimiento con las regulaciones de la “National Shellfish 

Sanitation Program (NSSP)”.  No se detectó una correlación significativa entre las 

densidades de vibrios y las variables físico-químicas como la salinidad, el pH, la 

concentración de oxígeno disuelto o la temperatura. 
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Introducción 

 
 Los productos pesqueros que se ingieren crudos pueden acarrear riesgos para la 

salud del consumidor si no se toman precauciones antes de su ingesta.  En Puerto Rico es 

común el consumo de mariscos crudos como la almeja (Lucina pectinata Gmelin, 1791) y 

el ostión de mangle (Crassostrea rhizophorae Guilding, 1828) especialmente en la región 

suroeste.  Éstos son del agrado del público y se encuentran ampliamente distribuidos en 

el área.  Los ostiones son habitantes naturales del mangle rojo (Rhizophora mangle) 

donde se localizan adheridos a la superficie de las raíces.  Las almejas se encuentran en el 

fondo de estas áreas costeras.  Estos bivalvos son capaces de concentrar microorganismos 

en su interior debido a que se alimentan por mecanismos de filtración no selectiva, y 

como consecuencia, pueden ser reservorios de patógenos (20).  Los ostiones y las almejas 

podrían acumular ciertos microorganismos de la familia Vibrionaceae, tales como Vibrio 

parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, los cuales son patógenos para el ser humano.  Si el 

manglar está contaminado con materia de origen fecal pueden encontrarse en el interior 

de los bivalvos microorganismos como Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli y 

virus entéricos (20).  Todos estos microorganismos al igual que otras bacterias patógenas 

asociadas a alimentos tienen como principal síntoma clínico, una gastroenteritis (13).   

 
En Puerto Rico carecemos de información empírica que nos dé un índice de la 

calidad microbiológica de mariscos que se consumen crudos, como por ejemplo, las 

almejas y los ostiones (25).  Estos bivalvos se extraen con fines comerciales en el área 

suroeste de la isla específicamente en Boquerón y Lajas.  La literatura ha evidenciado que 

estos organismos pueden ser vectores de bacterias y virus entéricos dado el modo de
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alimentación que poseen (20).  Anualmente se reportan miles de casos de vibriosis 

alrededor del mundo incluyendo países como la India, Bangladesh, Japón, Taiwán, 

América central, Suramérica y los Estados Unidos (59) donde el origen de la enfermedad 

se ha relacionado al consumo de ostiones crudos.   

 
Según Cook y colaboradores (2002) (22), cada año en los Estados Unidos las 

especies de Vibrio causan alrededor de 5,000 infecciones donde Vibrio parahaemolyticus 

generalmente es la causa principal.  Sin embargo, personas inmunocomprometidas, con 

problemas del hígado, hemacromatosis e insuficiencia renal corren mayor riesgo de 

adquirir vibriosis y podrían morir debido al consumo de ostiones crudos.  Con frecuencia 

las infecciones causadas por vibrios no se reportan a las autoridades de salud pública por 

lo que la condición aparenta ser poco común y su incidencia es subestimada.  Un estudio 

realizado en los Estados Unidos por Daniels y colaboradores en el 2000 (24) reveló 40 

brotes de vibriosis entre 1973 y 1998 donde el agente etiológico fue Vibrio 

parahaemolyticus.  Durante este período se reportaron 1,064 casos de vibriosis alrededor 

de la nación.  Las víctimas se contagiaron al ingerir mariscos pobremente cocidos, entre 

ellos camarones, pulpo, cangrejo y langosta.  Sin embargo, el mayor número de 

infecciones reportadas con Vibrio parahaemolyticus se atribuyó al consumo de ostiones 

crudos en el estado de Texas en el año 1998.   

 
La mayoría de las áreas geográficas donde se reconoce la presencia de Vibrio 

parahaemolyticus, la densidad de este organismo sigue un ciclo estacional distinto, el 

cual varía con el tipo de zona climática.  Generalmente los recuentos más altos de este 

microorganismo en bivalvos y las zonas de extracción se reportan en los meses 
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de verano.  En las zonas templadas este fenómeno se correlaciona con la temperatura (1, 

26, 27, 40, 42).  Debido a que se ha evidenciado la poca variabilidad en la temperatura de 

las aguas costeras para las regiones tropicales la literatura sugiere que en éstas la 

densidad de vibrios se correlaciona con los incrementos en la salinidad del agua (36, 65).  

El aumento en la salinidad del agua se atribuye al alto índice de evaporación y la poca 

precipitación pluvial que existe en los trópicos durante los meses de verano (60).  Este es 

el caso de Hawai, África e Indonesia.  Se estima que el rango de salinidad óptimo que 

favorece el crecimiento de vibrios en la columna de agua oscila entre 16-42 partes por 

mil (7, 37).       

 
Estudios previos muestran evidencia de la presencia de especies de Vibrio en los 

ostiones obtenidos del área comercial de Boquerón (32) y en los ostiones vendidos al 

detal en esa localidad (25).  Sin embargo, no hay estudios sobre los niveles de vibrios en 

el agua de cosecha de estos bivalvos.  Este estudio resulta de gran importancia debido a 

que establece la base científica para elaborar programas HACCP (“Hazard Analysis 

Critical Control Point”) que regulen el comercio de bivalvos en la isla.  Además podría 

utilizarse para evaluar la posibilidad de cambios drásticos en las características 

ecológicas del ambiente de estos organismos y para predecir la incidencia de un brote de 

gastroenteritis relacionado al consumo de estos bivalvos.   

 
  A pesar del peligro potencial que representa el clima de Puerto Rico y 

considerando que no existen reglamentaciones que garanticen la calidad microbiológica 

de éstos bivalvos que se consumen crudos, es asombroso que no se hayan reportado casos 

de gastroenteritis atribuidos a su ingesta (29, 57) (Apéndice 1).  Por las razones
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anteriormente mencionadas el propósito principal de esta investigación radica en 

establecer el perfil microbiológico de la almeja, del ostión de mangle y de las aguas de 

extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico durante doce meses.  Se 

llevaron a cabo procedimientos para aislar e identificar especies de Vibrio, Salmonella y 

coliformes fecales (Escherichia coli) en bivalvos y el agua de cosecha de Lajas y 

Boquerón.  Además se llevo a cabo el recuento total aeróbico en platos. Estos datos 

podrían ser utilizados para crear un NSSP nativo (“puertorriqueñizado”) y así determinar 

si las aguas de extracción de bivalvos están dentro de los parámetros establecidos por el 

programa federal.  Se tomaron medidas de parámetros físico-químicos como la 

temperatura, el pH, la salinidad y la concentración de oxígeno disuelto para correlacionar 

la densidad de vibrios con éstos.  

 
Hipótesis 
 

Por su posición geográfica, Puerto Rico presenta condiciones ambientales de 

carácter tropical lo cual favorece la prevalencia de vibrios en el ambiente marino y por 

ende, su  posible presencia en bivalvos.  Existe una alta posibilidad de encontrar 

abundancia de vibrios en las costas del suroeste de Puerto Rico durante todas las 

temporadas del año debido a que se evidenció la uniformidad de la temperatura para la 

isla.  Estudios previos realizados en países tropicales evidencian que la densidad de 

vibrios se correlaciona con la salinidad del agua.  Este estudio pretende corroborar tal 

correlación y establecer el perfil microbiológico de las zonas de extracción y bivalvos del 

suroeste de P.R.   
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Revisión de Literatura 

 El manglar es el equivalente costero del bosque selvático en tierra. Constituye un 

ecosistema único e irremplazable que se caracteriza no sólo por una increíble 

biodiversidad sino por su productividad (30).  Los manglares son zonas de apareamiento, 

cría y hábitat de muchas especies como es el caso del ostión de mangle (Crassostrea 

rhizophorae) y la almeja (Lucina pectinata). Estos bivalvos son capaces de concentrar 

microorganismos en su interior debido a que se alimentan por mecanismos de filtración 

no selectiva.  La habilidad de estos organismos para concentrar bacterias coliformes 

presentes en el agua de mar enfatiza la importancia en la salud pública de los bivalvos 

como agentes potenciales de infección entérica.  En el interior de estos animales 

predominan los bacilos Gram negativos aunque también pueden encontrarse especies 

Gram positivos, pero en menor cantidad.  La flora bacteriana  más común en bivalvos 

está compuesta por Pseudomonas spp., Alteromonas spp., Aeromonas spp. y Vibrio spp. 

(55).  La prevalencia de estas bacterias en bivalvos va a depender de la especie y 

fisiología del molusco, la genética del microorganismo y las condiciones ambientales del 

hábitat donde se encuentren.     

  
Desde principios del siglo pasado numerosas investigaciones sobre 

microorganismos asociados a bivalvos se han publicado alrededor del mundo, debido a 

que algunos de éstos pueden ser patógenos.  La mayoría de los estudios publicados se 

enfocan en miembros de la familia Vibrionaceae.  Históricamente, Vibrio cholerae O1 

había sido la especie de vibrios con mayor importancia a nivel de salud pública en 

mariscos (1, 33).  Con el paso de los años se descubrieron nuevas especies que ocuparon
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su lugar, entre éstas, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus.  El estudio de Genthner 

(1999) (31) sugiere que algunas cepas de vibrios como Vibrio parahaemolyticus han 

creado resistencia a los mecanismos de defensa del ostión lo que asegura su prevalencia 

en éste.  

 
Vibrio parahaemolyticus es un patógeno entérico que se transmite a humanos 

primordialmente a través del consumo de mariscos crudos o pobremente cocidos (27). Al 

igual que otros miembros del género Vibrio es Gram negativo, halofílico y se encuentra 

ampliamente distribuido alrededor del mundo. Este patógeno se considera la causa 

principal de gastroenteritis en mariscos a nivel mundial (26) y ocasionalmente se le 

relaciona con infecciones extra-intestinales (42).  La duración aproximada de la 

enfermedad mejor conocida como vibriosis es de dos días con un período de incubación 

entre 4-96 horas luego de la ingestión del microorganismo (11).  Se desconoce la dosis 

infectiva para adquirir vibriosis, sin embargo, personas inmunocomprometidas, o con 

problemas del hígado y mujeres embarazadas corren mayores riesgos de enfermarse.  La 

vibriosis se desarrolla una vez la bacteria se aloja en el intestino delgado del hospedero y 

libera una toxina que aún no ha sido identificada (11).  Los síntomas clásicos de este 

desorden son diarrea, náuseas, dolor abdominal, vómitos, dolor de cabeza, escalofríos y 

fiebre.  Normalmente los síntomas clínicos de esta enfermedad desaparecen por sí solos 

(son auto-limitantes) y sólo una porción mínima de los casos reportados de Vibrio 

parahaemolyticus requieren hospitalización y tratamiento con antibióticos.   

 
Vibrio parahaemolyticus fue aislado por primera vez y descrito como el agente 

etiológico de un brote en Osaka, Japón para el año 1950 (36).  En esta epidemia 
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se reportaron 272 casos de las cuales 20 perdieron la vida al ingerir sardinas (Engraulis 

japonica) pobremente cocidas.  Actualmente se han reportado brotes con Vibrio 

parahaemolyticus en Estados Unidos, Canadá,  Bangladesh,  India, Tailandia, Taiwán, 

Rusia, Vietnam, Perú, Japón y Nigeria (64).  A pesar de la identificación de Vibrio 

parahaemolyticus como patógeno a mediados del siglo 20 en Japón, en Estados Unidos 

no se reportó ningún caso de vibriosis hasta el verano del 1971 en el estado de Maryland 

(4).  En esta epidemia se confirmaron 320 casos de vibriosis, los cuales fueron atribuidos 

al consumo de cangrejo pobremente cocido.  En agosto de 1972 ocurrió otro brote con 

Vibrio parahaemolyticus en un club cívico localizado en Covington, Louisiana.  En esta 

epidemia se reportaron 1,200 casos de vibriosis l ingerir camarones pobremente cocidos 

(4).  Todos los síntomas reportados fueron de origen gastrointestinal.  

 
Aunque Vibrio parahaemolyticus es la causa principal de vibriosis en los Estados 

Unidos las epidemias con éste  no eran frecuentes hasta el 1997 (23).  Durante ese año 

ocurrió un brote de vibriosis que afectó las ciudades de Oregón, California, Washington y 

Columbia Británica (26, 41).  El origen de la enfermedad se atribuyó al consumo de 

ostiones crudos.  Durante esta epidemia se confirmaron 209 casos que culminaron en una 

muerte.  Un año más tarde el mismo microorganismo provocó otra epidemia que afectó a 

23 personas residentes de Connecticut, Nueva Jersey y Nueva York.  Las víctimas se 

contagiaron al ingerir almejas y ostiones crudos provenientes de la bahía Oyster en Long 

Island, N.Y. (17, 26).  Ese mismo año, 43 personas residentes de Washington se 

infectaron con Vibrio parahaemolyticus al ingerir ostiones crudos (todos los casos fueron 

confirmados mediante cultivos).  
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La epidemia más grande con Vibrio parahaemolyticus reportada en la historia de 

los Estados Unidos ocurrió en el año 1998 y se atribuyó al consumo de ostiones crudos 

provenientes de la bahía de Galveston, Texas (26).  Se reportaron 416 casos, 98 de ellos 

confirmados mediante cultivos.  Este brote se distinguió de otros debido a que en todas 

las muestras analizadas se identificó a Vibrio parahaemolyticus serotipo O3:K6.  La cepa 

O3:K6 apareció en la India alrededor del año 1995 y es el serotipo común asociado a 

brotes con Vibrio parahaemolyticus en Asia (26).  La confirmación de esta cepa en aguas 

estadounidenses alertó a las agencias federales y la industria de bivalvos sobre una 

posible pandemia.  A raíz de ésto, la NSSP generó guías y recomendaciones para la 

industria de bivalvos, las cuales fueron expuestas en la conferencia interestatal de 

higienización  de bivalvos (ISSC por sus siglas en inglés) en el año 1999.  Como parte de 

las estrategias de prevención se estableció monitorear la incidencia de Vibrio 

parahaemolyticus en las aguas de cosecha de bivalvos de los Estados Unidos (16).  

 
Los mecanismos de patogenicidad que presenta Vibrio parahaemolyticus aún son 

desconocidos pero entre sus factores de virulencia se han identificado mecanismos de 

invasión con   toxinas, enzimas de adherencia y la producción de una hemolisina 

termoestable (TDH) (52). De éstos, la producción de TDH se considera el más 

importante.  Varios investigadores (44, 49, 51, 67) aislaron la TDH  directamente de los 

filtrados de cultivos de cepas de Vibrio parahaemolyticus capaces de producir hemólisis 

en agar de Wagatsuma (un medio de cultivo que contiene sangre fresca humana o de 

conejos).  Investigaciones epidemiológicas revelaron una asociación entre el fenómeno 

de Kanagawa (una hemólisis tipo beta en el medio de cultivo Wagatsuma) (KP) y la
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capacidad del organismo para causar gastroenteritis (54, 59).  El fenómeno de KP es 

inducido por la TDH que producen exclusivamente cepas patogénicas de Vibrio 

parahaemolyticus.  Según Dileep (2003) (28), una pequeña porción de las cepas 

ambientales de Vibrio parahaemolyticus son virulentas y sólo 1-2% de éstas exhiben una 

hemólisis tipo β.  

 
Las bacterias marinas tienen diferentes requisitos nutricionales como la necesidad 

de nutrientes y metales, especialmente el hierro (46).  En ambientes marinos, donde se 

encuentra Vibrio parahaemolyticus, el hierro está presente pero en su estado más 

oxidado, por lo que no puede ser utilizado por las bacterias (43).  La limitación del hierro 

en ecosistemas marinos causa que muchos microorganismos como los vibrios estén 

obligados a sintetizar sideróforos. Los sideróforos son agentes quelantes fuertes de bajo 

peso molecular que atrapan el hierro en su estado más oxidado.  Utilizando este complejo 

(sideróforo-hierro) el metal se hace disponible para el microorganismo a través de las 

proteínas receptoras específicas de la membrana (66).  Según el estudio de Boneta en el 

año 2001 (8), Vibrio parahaemolyticus crece más eficientemente en medios que posean 

altas concentraciones de hierro, mientras que a bajas concentraciones del metal (0.2µM) 

el crecimiento de la bacteria se asocia con la producción de sideróforos.  En medios de 

cultivos sin hierro la bacteria crece pero de forma limitada debido a que no alcanza la 

fase logarítmica.  

 
 A pesar de la distribución mundial de Vibrio parahaemolyticus la densidad de éste 

varía en el ambiente y los mariscos de acuerdo a la temporada del año, la localización en 

la columna de agua, el tipo de muestra, la contaminación fecal y los métodos analíticos
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de aislamiento (27).  Al igual que Vibrio cholerae y Vibrio vulnificus la incidencia de 

Vibrio parahaemolyticus es menor en los meses de invierno en comparación con los de 

verano (46).  Colwell y colaboradores (1985) (21), sugieren que estos microorganismos 

se encuentran presentes en las muestras pero en estado viable no cultivable (VBNC).  El 

estado VBNC es una respuesta de sobrevivencia de las bacterias asporógenas a 

condiciones de estrés tales como bajas temperaturas y pocos nutrientes (65).  En términos 

de distribución, la literatura sugiere que la concentración de Vibrio parahaemolyticus está 

limitada en el océano (39).  Posiblemente ésto se relacione con la temperatura del océano 

debido a que ésta es baja (en relación a la reportada en las aguas costeras), el hábitat es 

altamente salino y posee pocos nutrientes (27).  Se ha tratado de establecer correlación 

entre  la densidad de Vibrio parahaemolyticus y la contaminación fecal (coliformes) pero 

sin éxito. Según Joseph y otros (1983) (36), varios investigadores reportaron altas 

concentraciones de Vibrio parahaemolyticus en aguas contaminadas vs. las no 

contaminadas, pero estudios como el de Kaneko y Colwell (1973) (40) en la bahía de 

Chesapeake en Washington, no encontraron correlación significativa entre los niveles de 

este organismo y los coliformes.  Otro factor a considerar es que la detección de cepas 

patógenicas de Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua y ostiones puede ser 

subestimada debido a la ineficiencia de los métodos de detección desarrollados (53).  

 
Otra de las especies de Vibrio reconocida como patógeno y que ha acaparado la 

atención de muchos científicos es Vibrio vulnificus.  En el pasado se creía que esta 

bacteria era una cepa de Vibrio parahaemolyticus debido a la similaridad fenotípica que 

existe entre ellas (36, 56).  Según Cook y  colaboradores (2002) (22), Vibrio vulnificus es
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una bacteria cuyas infecciones presentan un alto índice de mortalidad en los Estados 

Unidos.  Normalmente las infecciones con Vibrio vulnificus tienen como principal 

síndrome clínico septicemia, pero al igual que Vibrio parahaemolyticus es capaz de 

causar gastroenteritis e infecciones en heridas (12).  En individuos saludables la 

gastroenteritis ocurre en un período de 16 horas luego de la ingesta del organismo 

mientras que el desarrollo de la septicemia ocurre al cabo de 24 (tiempo que le toma a la 

bacteria en  penetrar el torrente sanguíneo) (36).  Sin embargo, el tiempo de incubación 

en infecciones cutáneas puede tardar hasta 36 horas en lo que aparecen los primeros 

síntomas (sepsis y pústulas con líquido).  La dosis infecciosa de Vibrio vulnificus en 

personas saludables es desconocida pero personas con desórdenes crónicos como 

diabetes, cirrosis, leucemia, sida y asma (que utilizan esteroides como medicamentos) 

pueden contagiarse con menos de 100 células (12).  El consumir un sólo ostión crudo 

podría ser letal (65).  El índice de mortalidad para una persona con septicemia causada 

por Vibrio vulnificus es mayor del 50% mientras que en infecciones en heridas es de 25% 

(19).  Al igual que Vibrio parahaemolyticus la mayoría de los casos reportados con 

Vibrio vulnificus ocurren en los meses de verano (48) debido a que a este patógeno le 

favorecen las temperaturas altas.  La literatura sugiere que Vibrio vulnificus es 

potencialmente más invasivo que Vibrio parahaemolyticus dada la resistencia que 

presenta éste a los compuestos antibacteriales naturales presentes en el plasma humano 

(36).  

 
A Vibrio vulnificus se le identificó como patógeno en 1979 y desde entonces se le 

reconoce como el agente etiológico de varios brotes en los Estados Unidos especialmente
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en Florida y Los Ángeles.  Un reporte de brotes en la Florida entre los años 1981 hasta 

1992, incluyó 2 personas muertas y 237 diagnosticadas con gastroenteritis (causada por 

vibrios), de las cuales 102 desarrollaron septicemia.  El 49% de los casos reportados con 

septicemia fueron fatales (15) y el 80% de esas muertes las causó Vibrio vulnificus.  De 

los casos reportados con gastroenteritis se le atribuyen el 29% a Vibrio parahaemolyticus 

y un  12% a Vibrio mimicus. Para el año 1996, Vibrio vulnificus causó 16 infecciones 

donde tres  personas perdieron la vida en Los Ángeles.  Las víctimas murieron al ingerir 

ostiones crudos procedentes de la bahía Galveston (dos casos) ubicada en Texas y de la 

Bahía Eloi en Louisiana (un caso) (14).  

 
      Vibrio vulnificus posee varios factores de virulencia para invadir a su hospedero 

entre los que se encuentran la producción de endotoxinas (58, 63), la TDH (19), los 

sideróforos y la cápsula, que previene la fagocitosis y la activación del complemento 

(18).  El vector de transmisión común de este patógeno es el ostión.  Estudios realizados 

en Estados Unidos han confirmado más de 150 cepas distintas de Vibrio vulnificus en un 

sólo ostión, en un segundo ostión se encontraron 100 y en un tercero, 50 sugiriendo que 

existe diversidad en la población de esta bacteria (65).  En la actualidad, se reconoce la 

presencia de Vibrio vulnificus alrededor del mundo donde se han reportado casos de éste 

en diversos países tales como Estados Unidos, Dinamarca, Hong Kong, Japón, África y 

varias ciudades de América del Sur (58).      

 
Frecuentemente las áreas costeras se encuentran contaminadas con 

microorganismos del tracto gastrointestinal del hombre debido al crecimiento poblacional 

y a la insuficiencia de los procesos de biorremediación de las aguas residuales. 
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Como consecuencia se impacta el ambiente marino y por ende, la calidad microbiológica 

de los bivalvos.  Los ostiones y las almejas se han identificado como vectores potenciales 

de patógenos entéricos tanto virales como bacterianos (9).  Entre estos patógenos figuran 

miembros de la familia Enterobacteriaceae.  Las especies que comprenden este grupo son 

bacilos Gram negativo, asporógenos y anaeróbicos facultativos cuyo reservorio principal 

es el tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente.  Algunos de los miembros que 

forman parte de esta familia y actualmente están reconocidos como patógenos son 

Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp. y Escherichia coli (EHEC, EIEC, EAEC, 

ETEC y EPEC).  En 1887 se determinó la ubicuidad de Escherichia coli  en las heces 

fecales de origen humano.  Desde el estudio de Shardinger (1892), se ha utilizado a 

Escherichia coli como indicador de contaminación fecal y su presencia se relaciona con 

la de patógenos entéricos en agua o alimentos (13).  El desarrollo de una metodología 

específica para aislar Escherichia coli fue complicada debido a que existen bacterias 

como Citrobacter spp., Klebsiella spp. y Enterobacter spp. que poseen características 

fenotípicas y bioquímicas similares a ésta, que no se pueden distinguir fácilmente.  En 

consecuencia, se introdujo el término coliformes para describir este grupo de bacterias 

entéricas.  

 
 En la actualidad las agencias gubernamentales y las industrias utilizan los 

coliformes como indicadores sanitarios de calidad del agua, alimentos o del 

procesamiento.  En el caso de la NSSP, ésta clasifica  las zonas para la extracción de 

bivalvos como abierta o cerrada basado en el análisis de coliformes fecales, mediante el 

uso de la técnica del Número Más Probable (NMP).  El NMP es un método estadístico
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utilizado para estimar el número de microorganismos presentes en muestras que posean 

baja carga microbiana. Éste es basado en tres fases la presuntiva, la confirmativa y la 

completada (13).   

Salmonella es uno de los patógenos más temidos en alimentos dada su virulencia 

y habilidad para sobrevivir a condiciones de estrés.  Ésta bacteria es una de las más 

importante a nivel mundial por el amplio número de casos de salmonelosis que ocasiona 

cada año.  Generalmente, Salmonella se vincula con alimentos crudos, especialmente 

aquellos de origen animal, los cuales son el vehículo principal de transmisión de la 

salmonelosis. Investigaciones como la de Roszak y otros (1984) (61), evidencian la 

presencia de Salmonella en ambientes marinos, donde ésta ha sobrevivido por más de 

cuatro semanas.  Según Martínez y colaboradores (2003) (47), la presencia de Salmonella 

en sistemas acuáticos se atribuye a las descargas de aguas residuales urbanas, agrícolas y 

de aguas residuales en zonas costeras, las cuales representan un foco de contaminación 

permanente.  Además, eventos climáticos como lluvias y tormentas generan escorrentías 

que transportan bacterias entéricas desde su reservorio hasta la costa contaminando los 

organismos que crecen ahí.  Debido a que los bivalvos habitan en la costa y se alimentan 

por filtración éstos son capaces de concentrar patógenos como Salmonella.  En un estudio 

realizado en Florida, se concluyó que aproximadamente el 20% de los ostiones, las 

almejas y los cangrejos están contaminados con Salmonella y que ésta sobrevive durante 

todas las temporadas del año (35).  Anualmente se reportan en el CDC cientos de casos 

de salmonelosis donde la fuente principal de contaminación mayormente son frutas, 

productos lácteos y huevos, aunque también se le ha vinculado al consumo de bivalvos.
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Desde el 1978 hasta el 1987 se reportaron en el CDC 80 casos de Salmonella (no tifoidal) 

donde el vehículo de transmisión fueron bivalvos (34). Datos recientes indican sólo un 

brote de salmonelosis (reportado en el CDC) atribuido a la ingesta de bivalvos entre el 

período de 1993 al 1998, lo que representa un riesgo menor en comparación con los 

generados por las especies de Vibrio y los virus (47). 
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Materiales y Métodos 

I. Recolección de la muestra 
 
 Para clasificar las áreas de donde se extraen bivalvos de la zona suroeste de 

Puerto Rico se llevaron a cabo análisis bacteriológicos de los bivalvos y del agua.  

Además, se realizaron  medidas de pH, temperatura, oxígeno disuelto (Aquatic Eco-

system Inc.) y salinidad (Hand Held Salinity Refractometer, Fisher Scientific).  Se 

tomaron en consideración los efectos de fenómenos metereológicos y geográficos del 

área de cosecha sobre el crecimiento microbiano. Los bivalvos se obtuvieron de dos 

puntos de la zona suroeste de Puerto Rico (Lajas y Boquerón en Cabo Rojo) (Apéndice 2) 

mediante un muestreo aleatorio.  El período de muestreo fue de doce meses (julio de 

2003 a junio 2004). Para evitar contaminación cruzada durante el manejo de muestras, las 

de Lajas fueron recolectadas durante las primeras dos semanas de cada mes y las de 

Boquerón se analizaron durante las dos semanas siguientes.  Se escogieron dos docenas 

del bivalvo bajo estudio y se transportaron al laboratorio de microbiología en neveras 

portátiles con “cold packs” cubiertos con plástico para evitar el contacto directo de las 

muestras con el hielo.  Se utilizaron los métodos oficiales descritos en el “Bacteriological 

Analytical Manual” (BAM por su siglas en inglés), 8va Edición (Revisión A) para el 

análisis de los patógenos (13). 

 
II. Procesamiento de la muestra 

 
 Los ostiones y las almejas se procesaron en un período menor de tres horas luego 

de ser recolectados.  Se limpiaron según las recomendaciones de la “American Public 

Health Association” (APHA por sus siglas en inglés) (2, 3), utilizando un cepillo y agua
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estéril para remover cualquier contaminante de las valvas, se enjuagaron  y se dejaron 

secar al aire.  Se procedió a abrir los ostiones y las almejas bajo condiciones asépticas.Se 

extrajo la carne y sus líquidos según lo establecido para cada análisis bacteriológico en 

específico.  

 
III. Análisis bacteriológico de la carne y el licor  

 
 La muestra se dividió en tres porciones, 50 g para el análisis de Vibrio spp., 25 g 

para Salmonella y 25 g para recuentos totales de bacterias y coliformes fecales.  El 

aislamiento e identificación de estas bacterias se realizó mediante los métodos 

establecidos en el BAM (13) y por los métodos oficiales de la APHA (2, 3).  La 

identificación de las bacterias aisladas por el método de Salmonella spp. y Escherichia 

coli fue realizada por el sistema de pruebas bioquímicas API 20E (Biomerüx, Francia). 

 
IV. Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus  

 
Para la identificación de vibrios se utilizó el método establecido en el BAM.   

Asépticamente se homogenizaron 50 g de la muestra y se mezclaron con 450 ml de agua 

alcalina peptonada (amortiguador) con 3% de cloruro de sodio (Fisher Scientific), pH 8.5.  

Se realizaron diluciones en serie en botellas con 90 ml de agua peptonada alcalina con 

3% NaCl, añadiendo 10 ml de la botella anterior para lograr un volumen final de 100 ml.  

Las diluciones se realizaron hasta 105.  Se realizó la técnica del Número Más Probable 

(NMP) en sistema de tres tubos en agua alcalina peptonada e incubando a 35°C por 24 

horas.
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 Al cabo del período de incubación, los tubos positivos se estriaron en platos de 

agar selectivo y diferencial (TCBS, Difco) compuesto de tiosulfato, citrato, sales biliares 

y sacarosa, donde Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus exhiben colonias verdes o 

azul verdosas de 2 a 3 mm de diámetro.  Estos platos se incubaron por 18 horas a 35°C.  

Las colonias típicas de interés se transfirieron a agar inclinado de soya  tríptica (TSA, 

Difco)  con 3% de cloruro de sodio.  Luego de ser incubados a  35°C por 18 horas, se 

realizó la tinción Gram y la prueba de oxidasa a estos cultivos.  Vibrio parahaemolyticus 

y Vibrio vulnificus son bacilos cortos, Gram negativo, en ocasiones curveados y positivos 

a la prueba de oxidasa, característica principal que distingue a la familia Vibrionaceae de 

la Enterobacteriaceae.  

 
Se realizó una transferencia de los cultivos que corresponden a la descripción 

anterior a tubos de caldo de soya tríptica (TSB, Difco) con 3% de cloruro de sodio.  

Luego de incubados a 35 °C por 18 horas, éstos se utilizaron como inóculo para 

determinar el patrón de tolerancia a sal.  Se inocularon tubos conteniendo el caldo de 1% 

triptona (Difco) y sal (T1Nx) con concentraciones de cloruro de sodio de 0%, 3%, 6%, 8% 

y 10%.  Éstos se incubaron a 35°C por 18 horas y se comparó el patrón de crecimiento 

obtenido con el descrito para las especies de Vibrio con el propósito de descartar las que 

no correspondieran a las especies de interés.  Vibrio parahaemolyticus crece en 

concentraciones de sal de 3%, 6% y 8% únicamente. Vibrio vulnificus crece a 

concentraciones de sal de 3% y 6% exclusivamente.  

 
Para corroborar la identidad de los vibrios sospechosos se realizaron pruebas 

bioquímicas.  Éstas fueron la prueba de fermentación de arabinosa con 3% cloruro de
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sodio, el crecimiento en agar de tres azúcares y hierro con 3% cloruro de sodio (TSI con 

3% NaCl, Difco) y la hidrólisis de urea con 3% de cloruro de sodio.  Vibrio 

parahaemolyticus fermenta arabinosa, produce un fondo ácido y una superficie alcalina 

en TSI y generalmente es negativo a la hidrólisis de urea.  Vibrio vulnificus no fermenta 

arabinosa, usualmente produce una superficie alcalina en TSI y normalmente presenta 

resultados variables en la prueba de hidrólisis de urea.  Los resultados obtenidos de las 

pruebas bioquímicas y de halofilismo realizadas a los sospechosos se corroboraron con el 

comportamiento de las cepas controles Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802  y Vibrio 

vulnificus ATCC 27562. 

 
V. Aislamiento de coliformes fecales  

 
Para la aislación de las coliformes se utilizó el método establecido en el BAM.   

Asépticamente se recolectaron 25 g del bivalvo incluyendo el líquido de éste y se 

homogenizaron en 225 ml de amortiguador salino fosfatado (PBS).  Se realizaron 

diluciones en serie en botellas con 90 ml de PBS, añadiendo 10 ml de la botella anterior 

para lograr un volumen final de 100 ml.  Las diluciones se realizaron hasta 105. Se realizó 

la técnica del Número Más Probable (NMP) en sistema de tres tubos en caldo de triptosa 

con sulfato laúrico (Difco) y se incubaron a 35 °C por 24 horas.  Tubos con resultados 

positivos  (con presencia de turbidez y gas) se transfirieron a caldo para Escherichia coli 

(EC broth) (Difco) y se incubo a 44.5 °C en un baño para coliformes (GCA Corporation, 

Modelo Presicion) por 24 horas.   Resultados positivos para el caldo EC se reportaron 

como NMP/g de coliformes fecales.  Éstos se sembraron en medio sólido con azul de 

metileno y eosina (L-EMB) donde se incubaron a 35 °C por 24 horas.  Este medio es



20 

 

 
 

 

 
 

selectivo y diferencial para Escherichia coli donde colonias típicas se observan de color 

verde metálico.  Las colonias de interés se sembraron en caldo lactosado (Difco) por un 

período de 24 horas a 35 °C.  Finalmente se realizó una tinción Gram para hacer un 

análisis microscópico y corroborar que los aislados eran bacilos de color  rosado (Gram 

negativo).  La identidad de las bacterias aisladas se verificó con el sistema de API 20E.  

Los resultados obtenidos en cada paso se compararon con el comportamiento de la cepa 

control de Escherichia coli ATCC14763. 

 
Todas las bacterias aisladas por la metodología de coliformes fecales y 

Salmonella que fueron identificadas como Escherichia coli por el sistema API 20E se 

sometieron a un método rápido de identificación para Escherichia coli O157:H7. El 

método utilizado fue el sistema BAX®  (Dupont, Qualicon).   

 
VI. Procedimiento para el aislamiento de especies de Salmonella 

 
Para la aislación de especies de Salmonella se utilizó el método establecido en el 

BAM.  Asépticamente se recolectaron 25 g del bivalvo incluyendo el líquido interno de 

éste y se homogenizaron en 225 ml de caldo lactosado (Difco).  El homogenado se dejo 

reposar por una hora a temperatura ambiente.  Al concluir este tiempo se realizaron 

diluciones en serie en botellas con 90 ml de PBS, añadiendo 10 ml de la botella anterior 

para lograr un volumen final de 100 ml.  Las diluciones se realizaron hasta 105 y se 

incubaron por 24 horas a 35 °C.   Ésto se realizó como paso de enriquecimiento.  De las 

diluciones que mostraron turbidez, se sembró en caldo de Rappaport-Vassialiadis (RV, 

Difco) y caldo de tetrationato (TT, Difco).  El RV se incubo a 42° C y el
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TT a 43 °C en un baño de agua (GCA Corporation, Modelo Presicion) por 24 horas.  

Finalizado el período de incubación, tubos que presentaron turbidez se estriaron en agar 

de xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar entérico Hektoen (HE) y agar de sulfito 

bismutado (BS).  Estos platos se incubaron a 35 °C por 24 horas.  Colonias típicas de 

Salmonella en XLD se observan de color rosa, en HE son azul-verdosas y en BS crecen 

verdes, gris o negras en ocasiones con brillo metálico.  En cualquiera de estos medios 

diferenciales las colonias pueden presentarse con o sin centro negro (producción de H2S).  

Las colonias de interés se sembraron en agar nutriente (Difco) y se incubaron a 35 °C por 

24 horas.  Al cabo de este tiempo de incubación se realizó la tinción Gram y se sometió a 

análisis microscópico.  Salmonella se observa como un bacilo corto Gram negativo.  Los 

aislados que mostraron las características microscópicas de interés se transfirieron a agar 

inclinado de lisina con hierro (LIA) y agar de tres azúcares (TSIA) (Difco).  Estos tubos 

se incubaron a 35 °C por 24 horas.  Salmonella en LIA y TSIA típicamente produce 

reacción alcalina con o sin producción de H2S.  Tubos con patrones clásicos de 

Salmonella se corroboró su identidad con el sistema de API 20E.  Los resultados 

obtenidos en cada paso se compararon con el comportamiento de la cepa control de 

Salmonella ATCC 13311. 

 
VII. Recuento total aeróbico en platos 

 
Para el recuento total aeróbico se siguió el procedimiento establecido en el BAM.  

Se utilizaron las diluciones seriadas preparadas en la enumeración de las coliformes para 

realizar el recuento total aeróbico.  En duplicado se vertió 1 ml  de cada dilución en 

platos al cual se le añadió medio para recuento en plato (PCA) (Difco).  Se mezcló el
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líquido y se dejo enfriar hasta que el medio estuviera sólido.  Estos platos se incubaron a  

35 °C por 24 horas.  Luego de este período de incubación utilizando un contador de 

colonias (Fisher Scientific) se enumero el crecimiento de bacterias.  Sólo se reportaron 

las densidades de  platos que poseían entre 25-250 colonias. 

 
VIII. Análisis bacteriológico del agua de extracción de bivalvos 

 
 Del área donde se extrajo los bivalvos se colectaron 500 ml de agua utilizando la 

metodología de la APHA (3) y se colocarón en “Whirl Pak®” estériles.  La muestra de 

agua se dividió en tres porciones y se sometieron al mismo análisis bacteriológico que las 

muestras de bivalvos.  

 
IX. Análisis estadístico 

 
Se realizaron pruebas bioquímicas a todos los aislados y se compararon con el 

perfil establecido en el BAM (13) para lograr identificar con género y especie todas las 

bacterias.  Según los resultados obtenidos por la técnica del NMP se calculó el número de 

organismos presentes en los tubos que contenían Vibrio spp. y coliformes fecales 

(Escherichia coli).  Para ésto se usaron las tablas correspondientes de NMP ubicadas en 

el Apéndice 2 del BAM (13).  Se graficó el logaritmo de la densidad de Vibrio spp.  y 

coliformes fecales (Escherichia coli) por gramo de bivalvo o ml de agua versus el tiempo 

(mes).   

 
Para establecer si existía correlación entre la densidad de Vibrio spp. y las 

variantes físico-químicas como la salinidad, el pH, la concentración de oxígeno disuelto y 
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la temperatura se realizó un análisis de correlación (“Spearman correlation”).  Este 

método examina el grado de asociación existente entre dos variables independientes (45).  

Se realizó el análisis de correlación a través del empleo del programa estadístico llamado 

Infostat® (versión 3.02).  Se consideró significativa la correlación entre la densidad de 

vibrios y los parámetros físico-químicos si el Error Tipo I (α) era menor de 0.05.  Las 

hipótesis de interés en este análisis estadístico son la nula (Ho) y la alterna (Ha).  En este 

estudio se establecieron de la siguiente manera: 

 
Ho: No hay correlación entre el promedio de la densidad de vibrios con las variables 

físico-químicas como la salinidad, el pH, la temperatura y la concentración de oxígeno 

disuelto. 

 Ha: Existe correlación entre el promedio de la densidad de vibrios con las variables 

físico-químicas como la salinidad, el pH, la temperatura y la concentración de oxígeno 

disuelto. 
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Resultados 

 
I. Densidad de vibrios en bivalvos y en las aguas de extracción de la zona suroeste  
      de Puerto Rico  

 
Se determinó la densidad de Vibrio spp. en ostiones, almejas y las aguas de 

extracción de bivalvos de Boquerón y Lajas a través del método del NMP (Apéndice 3, 4, 

5 y 6).  En todas las muestras analizadas se observó diversidad de valores que fluctuaban 

entre < 0.48 hasta 5.04 log10 ufc de vibrios g-1 de bivalvo o ml-1 de agua.  Los resultados 

obtenidos se encuentran en la Tabla 1, 2 y Figura 1, 2.   Se observó que los ostiones, las 

almejas y las aguas de extracción tienen en promedio la menor densidad de vibrios en el 

período de octubre a enero (Figura 1 y 2). 

 
Se examinaron  los datos obtendidos en términos de normalidad para establecer si 

éstos tenían una distribución normal (curva en forma de campana).  Debido a que no se 

presentó esta tendencia fue necesario realizar pruebas estadísticas no parámetricas como 

la correlación de Spearman.  Esta prueba demostró que no  existe correlación entre el 

promedio de la densidad de vibrios con las variables físico-químicas como la salinidad, el 

pH, la temperatura y la concentración de oxígeno disuelto en los lugares monitoreados 

(Apéndice 13).   

 
La familia Vibrionaceae está compuesta por varias especies que difieren en 

características bioquímicas, tolerancia a diferentes concentraciones de sal y crecimiento 

en medios de cultivos diferenciales como TCBS.  Basado en ésto se identificaron las 

bacterias aisladas a través de la metodología de Vibrio establecida en el BAM (13).  Se 

aislaron varias especies de vibrios y se calculó su abundancia relativa en las muestras
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A La abundancia relativa de estos microorganismos se calculó a base del número total de tubos que contenían 
especies recuperadas por el protocolo de Vibrio, segregados por zona y tipo de muestra. 

 
 

 
 (Tabla 3)A.  Vibrio parahaemolyticus y Vibrio mimicus fueron  identificadas en todas las 

muestras analizadas.  Mientras que Vibrio cholerae se identificó en todas las muestras, 

excepto en el agua de extracción de ostiones de Lajas.  Por el contrario Vibrio vulnificus 

sólo se identificó en los ostiones de Boquerón.   

 
Tabla 1. Densidad  de vibrios en ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en las aguas de 
extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 
2004   
 

Mes 
Ostiones de 
Boquerón 

(log10  ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Boquerón 

(log10  ufc ml-1) 

Ostiones de 
Lajas 

(log10 ufc g-1) 

Zona de extracción  
de Lajas 

(log10 ufc ml-1) 
Julio 5.04 3.58 3.18 3.66 
Julio* 5.04 2.18 ND ND 

Agosto 3.38 2.18 4.66 1.32 
Septiembre 2.38 1.63 2.18 2.18 

Octubre 0.56 0.48 1.18 0.56 
Noviembre* ND ND 0.87 0.56 
Noviembre* ND ND 0.87 0.56 
Diciembre* 0.56 0.56 0.56 0.56 

Enero 0.56 0.56 1.18 0.87 
Febrero 2.18 1.30 2.63 2.63 
Marzo 4.30 1.36 1.45 1.30 
Abril 0.96 1.36 1.18 0.56 
Mayo 3.63 2.97 3.63 2.97 
Mayo 2.30 2.38 ND ND 
Junio 3.36 3.36 2.18 1.36 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Figura 1. Densidad de vibrios en ostiones (Crassostrea rhizophorae ) y en  las aguas de extracción del suroeste de 
Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004.
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                    Límite sugerido por la NSSP (4.00 log10 ufc g-1 de ostión) 
 

 Representa el error estándar 
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Tabla 2. Densidad de vibrios en almejas (Lucina  pectinata) y en las aguas de 
extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 
2004 
 

Mes Almejas  de 
Boquerón  

(log10 ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Boquerón  

  (log10 ufc ml-1) 

Almejas  de 
Lajas  

(log10  ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Lajas 

  (log10 ufc ml-1) 
Julio 3.38 2.97 2.38 3.04 
Agosto 3.08 3.18 5.04 2.38 
Agosto* 2.18 1.96 ND ND 
Septiembre 1.18 0.56 3.38 2.38 
Octubre 1.18 0.56 0.56 0.48 
Noviembre* ND ND 0.56 0.48 
Diciembre 0.56 0.56 0.56 0.56 
Enero 0.56 0.56 0.56 0.56 
Febrero 1.18 0.87 1.63 1.18 
Febrero* ND ND 2.97 2.97 
Marzo 3.38 3.38 2.18 1.63 
Abril 2.97 2.18 2.63 2.18 
Mayo* 3.63 3.18 ND ND 
Junio 2.46 2.18 2.38 2.38 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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 Figura 2. Densidad de vibrios en almejas (Lucina pectinata ) y en las aguas de extracción del suroeste de Puerto 
Rico durante el período de julio de 2003 a junio 2004.
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                    Límite sugerido por la NSSP (4.00 log10 ufc g-1 de almeja) 
 

 Representa el error estándar 
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Tabla 3. Abundancia relativa de vibrios en bivalvos y en las aguas de extracción de 
la zona suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004 
 

Fuente        Nombre de la especie                              (%) 
 

Ostiones de Boquerón 
Vibrio parahaemolyticus 
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae  
Vibrio vulnificus 
Otras especies 

46 
23 
4 
8 
19 

Agua de extracción de 
ostiones de Boquerón 

Vibrio parahaemolyticus  
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

23 
15 
15 
--- 
47 

Ostiones de Lajas Vibrio parahaemolyticus   
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

31 
8 
8 

--- 
53 

Agua de extracción de 
ostiones de Lajas 

Vibrio parahaemolyticus   
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

31 
15 
--- 
--- 
54 

Almejas de Boquerón Vibrio parahaemolyticus   
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

33 
25 
17 
--- 
25 

Agua de extracción de 
almejas de Boquerón 

Vibrio parahaemolyticus   
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

25 
8 
8 

--- 
59 

Almejas de Lajas Vibrio parahaemolyticus  
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

33 
8 
8 

--- 
51 

Agua de extracción de 
almejas de Lajas 

Vibrio parahaemolyticus   
Vibrio mimicus  
Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus  
Otras especies 

17 
8 
8 

--- 
67 
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II. Densidad de coliformes fecales en bivalvos y las aguas de extracción del suroeste  
     de Puerto Rico 

 
La densidad de coliformes fecales se determinó en ostiones, almejas y las aguas 

de extracción de bivalvos de Boquerón y Lajas a través del uso de la técnica de NMP 

(Apéndice 7, 8, 9 y 10).  En todas las muestras analizadas se observaron valores que 

fluctuaron entre < 0.48 hasta 1.97 log10 ufc de coliformes fecales g-1 de bivalvo o ml-1 de 

agua.  Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 4, 5 y Figura 3, 4.   Se observó 

que los recuentos de coliformes en todas las muestras analizadas se mantuvieron 

relativamente bajos y constantes (Figura 1 y 2). 

 
Para confirmar si los coliformes aislados eran cepas de Escherichia coli se utilizó 

el sistema de pruebas bioquímicas API 20E.  Se identificaron básicamente las mismas 

especies de coliformes en todas las muestras analizadas.  Entre los microorganismos 

recuperados se encuentran Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter 

aerogenes, Klebsiella planticola, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas spp. y  

Escherichia coli.     

 
Todas las bacterias aisladas identificadas como Escherichia coli por el sistema 

API 20E, se sometieron al sistema BAX®, un método rápido de identificación de 

Escherichia coli O157:H7.  Todas las muestras analizadas por BAX® fueron negativas 

para la identificación de Escherichia coli O157:H7. 
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Tabla 4. Densidad de coliformes fecales en ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en  
las aguas de extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 
2003 a junio de 2004 
 

Mes Ostiones  de 
Boquerón 

(log10  ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Boquerón 

(log10  ufc ml-1) 

Ostiones de 
Lajas 

(log10 ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Lajas 

(log10 ufc ml-1) 
Julio 0.48 0.48 0.48 0.48 
Julio* 0.48 0.56 ND ND 

Agosto 0.96 0.56 0.48 0.48 
Septiembre 0.48 0.48 0.48 0.48 

Octubre 0.48 0.48 0.48 0.48 
Noviembre* ND ND 0.48 0.48 
Noviembre* ND ND 0.96 0.96 
Diciembre 0.48 0.48 1.18 0.56 

Enero 0.56 0.56 0.48 0.48 
Febrero 0.48 0.48 0.56 0.48 
Marzo 0.56 0.96 0.48 0.48 
Abril 0.48 1.36 0.48 0.48 
Mayo 0.48 0.48 1.63 0.56 
Mayo* 0.48 0.48 ND ND 
Junio 0.48 0.48 0.48 0.48 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Figura 3. Densidad de coliformes fecales en ostiones (Crassostrea rhizophorae ) y en las aguas 
de extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 
2003 a junio de 2004.
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Tabla 5. Densidad de coliformes fecales en almejas (Lucina pectinata) y en las aguas 
de extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio 
de 2004 
 

Mes Almejas  de 
Boquerón  

(log10 ufc g-1) 

Zona de 
extracción de 

Boquerón  
  (log10 ufc ml-1) 

Almejas de 
Lajas  

(log10  ufc g-1)

Zona de extracción 
de Lajas  

  (log10 ufc ml-1) 

Julio 1.36 0.48 0.48 0.48 
Agosto 0.48 0.48 0.56 0.48 
Agosto* 0.48 0.48 ND ND 
Septiembre 0.48 0.48 0.48 0.48 
Octubre 0.56 0.56 0.48 0.48 
Noviembre* ND ND 0.48 0.48 
Diciembre 1.18 0.87 0.56 0.56 
Enero 0.56 1.97 0.87 0.56 
Febrero 0.48 0.48 0.48 0.48 
Febrero* ND ND 0.48 0.48 
Marzo 0.56 0.48 1.30 1.18 
Abril 0.48 0.48 1.97 0.96 
Mayo* 0.48 0.48 ND ND 
Junio 0.48 0.48 0.48 0.48 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Figura 4. Densidad de coliformes fecales en almejas (Lucina pectinata ) y en las aguas de 
extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 
a junio de 2004. 
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III. Aislamiento de Salmonella  en bivalvos y las aguas de extracción del suroeste  
      de Puerto Rico 
 
 En ninguna de las muestras analizadas se detectó la presencia de especies de 

Salmonella.  Mediante la metodología establecida en el BAM para la aislación de ésta, se 

recuperaron otras bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.  Entre ellas  

especies Klebsiella, Citrobacter, Shigella, Enterobacter cloacae, Serratia liquefaciens, 

Proteus mirabilis, Morganella morganii y Escherichia coli.  Se observó que en todas las 

muestras estaban presentes las mismas bacterias con la excepción de Morganella 

morganii. 

Tabla 6. Microorganismos aislados mediante el protocolo de recuperación de 
Salmonella en bivalvos y en las aguas de extracción de la zona suroeste de Puerto 
Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004 
 

Fuente Microorganismos identificados por el 
sistema API 20E 

Ostiones y las aguas de extracción de 
Boquerón 

Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 
Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, 
Citrobacter spp. y Shigella spp. 
 

Ostiones y las aguas de extracción de Lajas Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 
Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, 
Citrobacter spp., Morganella morganii y 
Shigella spp.  
 

Almejas y las aguas de extracción de 
Boquerón 

Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 
Enterobacter spp., Escherichia coli, 
Proteus spp., Serratia liquefaciens, 
Citrobacter spp. y Shigella spp.  
 

Almejas y las aguas de extracción de Lajas Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 
Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, 
Citrobacter spp. y Shigella spp.  
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IV. Recuento total aeróbico en bivalvos y en las aguas de extracción del suroeste de 
Puerto Rico 
 
 El recuento total aeróbico (PCA) se utiliza para indicar la calidad microbiológica 

en alimentos.  Se realizó el recuento total en placa utilizando el medio de cultivo PCA  

para determinar la densidad de heterotrófos cultivables.  La data recopilada para esta 

prueba se puede apreciar en la Tabla 7, 8 y Figura 5, 6.  Los recuentos totales aeróbicos 

en las muestras analizadas mostraron valores entre 2.40 hasta 5.61 log10 ufc g-1 de bivalvo 

o ml-1  de agua (Apéndice 11 y 12).  Los resultados obtenidos en el caso de los ostiones y 

las zonas de extracción (Tabla 7 y Figura 5) en promedio indican una densidad menor de 

bacterias heterotróficas en el período de septiembre a enero. Mientras que para las 

almejas y sus zonas de extracción se observa que los recuentos se mantuvieron 

relativamente constantes en todas las muestras (Tabla 8 y Figura 6).   
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Tabla 7. Recuentos totales aeróbicos en ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en las 
aguas de extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 
a junio de 2004 
 

Mes Ostiones de 
Boquerón  

(log10 ufc g-1) 

Zona de 
extracción de 

Boquerón   
(log10 ufc ml-1) 

Ostiones de 
Lajas 

(log10 ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Lajas  

(log10 ufc ml-1) 

Julio 4.48 4.27 5.28 4.61 
Julio* 4.40 4.48 ND  ND 

Agosto 4.45 4.40 5.54 4.52 
Septiembre 3.11 2.70 2.90 2.70 

Octubre 3.00 3.00 2.70 2.40 
Noviembre* ND ND  3.18 2.48 
Noviembre* ND ND 3.00 2.70 
Diciembre 2.78 2.48 2.48 2.40 

Enero 2.48 2.40 2.48 2.40 
Febrero 2.52 2.40 3.38 4.49 
Marzo 2.79 2.60 2.48 2.40 
Abril 3.00 2.70 2.60 2.40 
Mayo 3.00 2.60 3.25 2.78 
Mayo* 3.30 2.70 ND  ND 
Junio 3.11 3.08 2.48 2.40 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Figura 5. Recuentos totales aeróbicos en ostiones (Crassostrea  rhizophorae ) y en las aguas de extracción 
del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004.
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Tabla 8. Recuentos totales aeróbicos en almejas (Lucina  pectinata) y en  las aguas de 
extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 
2004  
 

 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
 
 

Mes Almejas  de 
Boquerón 

(log10 ufc g-1)  

Zona de 
extracción de 

Boquerón 
(log10 ufc ml-1) 

Almejas  de 
Lajas 

(log10 ufc g-1) 

Zona de extracción 
de Lajas 

(log10 ufc ml-1) 

Julio 4.08 3.30 4.32 2.95 
Agosto 4.45 4.26 4.40 4.26 
Agosto* 3.30 3.11 ND ND 

Septiembre 3.30 3.00 3.30 3.11 
Octubre 3.30 3.00 2.40 2.40 

Noviembre* ND ND 3.00 2.40 
Diciembre 2.60 2.40 2.85 2.40 

Enero 3.30 3.15 2.48 2.40 
Febrero 2.48 2.40 4.20 3.08 
Febrero* ND  ND 3.49 3.30 
Marzo 3.00 2.48 2.78 2.48 
Abril 4.32 3.48 5.61 4.42 

Mayo* 2.90 2.60 ND ND 
Junio 2.60 2.40 2.60 2.40 
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Figura 6. Recuentos totales aeróbicos en almejas (Lucina pectinata ) y en las aguas de 
extracción del suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004. 
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 Representa el error estándar 
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V. Parámetros físico-químicos de las aguas de extracción de bivalvos de Boquerón y 
Lajas 

 
Los parámetros físico-químicos son una medida de la calidad del agua que se está 

monitoreando.  En esta investigación se tomaron medidas de cuatro variantes físico-

químicas como la concentración de oxígeno disuelto (mg/l), la temperatura (°C), el pH y 

la salinidad.  Estos datos se recolectaron con el propósito de  correlacionar la densidad de  

vibrios con éstos y para obtener una idea general del ambiente donde se cosechan estos 

bivalvos. Tomando en consideración las medidas de los parámetros físico-químicos 

obtenidos caracterizamos estos dos lugares como alcalinos y salinos.  

Tabla 9. Parámetros físico-químicos en el agua de extracción de ostiones de la zona 
suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004  
 

Lugar 
monitoreado 

Mes Oxígeno 
disuelto (mg/l) 

Temperatura 
(°C) pH 

Salinidad 
(oo/0) 

Boquerón Julio 6.70 27.80 8.23 34.00 
Boquerón Julio 6.80 28.00 8.28 34.00 
Lajas Julio 6.10 27.90 8.33 35.00 
Boquerón Agosto 6.60 27.40 8.34 35.00 
Lajas Agosto 7.20 27.60 8.29 33.00 
Boquerón Septiembre 6.10 27.90 8.33 35.00 
Lajas Septiembre 7.40 26.90 6.45 11.00B 

Boquerón Octubre 7.20 27.60 8.29 33.00 
Lajas Octubre 6.70 28.50 8.25 35.00 
Boquerón* Noviembre ND ND ND ND 
Lajas Noviembre 6.18 27.40 8.29 34.00 
Lajas Noviembre 6.20 27.20 8.32 35.00 
Boquerón Diciembre 6.60 27.40 8.34 35.00 
Lajas Diciembre 7.30 27.10 8.26 36.00 
Boquerón Enero  6.60 28.70 8.30 34.00 
Lajas Enero  6.80 28.90 8.31 35.00 
Boquerón Febrero 6.70 29.90 8.32 35.00 
Lajas Febrero  7.30 27.20 7.22 26.00 
Boquerón Marzo 7.20 29.40 8.26 32.00 
Lajas Marzo 6.90 27.70 8.26 35.00 
Boquerón Abril 7.20 28.90 8.34 34.00 
Lajas Abril 7.60 29.60 8.29 35.00 
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B Medidas tomadas luego de días lluviosos. 

 
 

 
Boquerón Mayo 7.00 28.60 8.21 34.00 
Boquerón Mayo 6.90 28.50 8.17 34.00 
Lajas Mayo 7.00 29.50 8.22 34.00 
Boquerón Junio 7.10 29.40 8.28 35.00 
Lajas Junio 6.50 30.10 8.35 35.00 
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
 
Tabla 10. Parámetros físico-químicos en el agua de extracción de almejas de la zona 
suroeste de Puerto Rico durante el período de julio de 2003 a junio de 2004  
 

Lugar 
monitoreado 

Mes Oxígeno 
disuelto (mg/l) 

Temperatura 
(°C) pH 

Salinidad 
(oo/0) 

Boquerón Julio 6.40 27.50 8.05 37.00 
Lajas Julio 7.60 27.10 6.48 15.00B 

Boquerón Agosto 6.70 27.00 8.18 34.00 
Boquerón Agosto 6.80 28.00 8.28 34.00 
Lajas Agosto 7.10 27.30 8.18 38.00 
Boquerón Septiembre 6.90 28.20 8.31 35.00 
Lajas Septiembre 6.40 27.50 8.05 37.00 
Boquerón Octubre 7.10 27.80 8.27 34.00 
Lajas Octubre 6.90 29.20 8.07 39.00 
Boquerón* Noviembre ND ND ND ND 
Lajas Noviembre 7.10 27.30 8.18 38.00 
Boquerón Diciembre 6.70 27.00 8.38 34.00 
Lajas Diciembre 6.40 27.80 8.24 36.00 
Boquerón Enero  6.30 27.50 8.26 34.00 
Lajas Enero  6.40 27.80 8.24 36.00 
Boquerón Febrero 6.10 27.00 8.04 34.00 
Lajas Febrero 7.00 29.00 8.15 34.00 
Lajas Febrero  6.50 29.70 8.15 34.00 
Boquerón Marzo 7.10 28.90 8.30 34.00 
Lajas Marzo 7.40 29.70 8.22 38.00 
Boquerón Abril 6.90 28.60 8.31 35.00 
Lajas Abril 6.60 27.90 8.36 39.00 
Boquerón Mayo 6.90 29.70 8.02 29.00 
Lajas* Mayo ND ND ND ND 
Boquerón Junio 6.00 31.00 8.30 34.00 
Lajas Junio 7.00 28.90 8.15 34.00 
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Discusión 

La distribución de vibrios en el ambiente, especialmente Vibrio parahaemolyticus 

y Vibrio vulnificus, ha sido reportada en la costa de los Estados Unidos por varios 

investigadores (1, 26, 27, 38, 39, 40, 42, 62).  En zonas templadas como los E.U. la 

densidad de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en el ambiente es mayor en los 

meses de verano (27, 42) debido a que prevalecen altas temperaturas.  En este estudio se 

encontraron fluctuaciones en las poblaciones de los vibrios las cuales reflejan una 

tendencia similar a las zonas templadas (Figura 1 y 2).  En países tropicales como Puerto 

Rico  la temperatura es constante durante todas las temporadas del año, por consecuencia, 

la literatura sugiere que en estas zonas la densidad de vibrios se correlaciona con la 

salinidad del agua (36, 65).  En este estudio no se encontró correlación alguna entre la 

salinidad y  la densidad de vibrios en la columna de agua (Apéndice 13).  Rivera y 

colaboradores (1998) demostraron que la salinidad no juega un rol importante en la 

regulación de vibrios en las costas norte y este de Puerto Rico (60).   Según Rivera (60) la 

densidad de vibrios se correlaciona con la presencia de fosfatos y fósforo total en el 

ambiente.  Este estudio intentó correlacionar la densidad de vibrios con el pH o la 

concentración de oxígeno disuelto pero no encontró relación alguna.  

 
Posiblemente la tendencia reportada en este estudio en las densidades de vibrios 

podría estar  influenciada por la presencia de taninos (8), la disponibilidad de nutrientes 

esenciales (como el hierro, el nitrógeno y el fósforo) (60), la asociación de los vibrios con 

el zooplancton (36), la presencia de bacteriófagos (5), la depredación y el factor 

competencia entre poblaciones (autotrófos vs. heterotrófos).  
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Estudios previos realizados en los trópicos no cuantifican Vibrio 

parahaemolyticus sino que establecen su presencia en aguas tropicales y bivalvos (7, 37, 

50).  Este estudio realizado a lo largo de un año en las  aguas de extracción y bivalvos de 

la zona suroeste de Puerto Rico permite establecer una base de datos sobre el perfil 

microbiológico de éstos.  Se encontró que las densidades de vibrios fluctuaban entre 0.48 

hasta 5.04 log10 ufc de vibrios g-1 de bivalvo o ml-1 de agua.  Aunque estos niveles se 

consideran bajos existe la probabilidad de que ocurra un brote de vibriosis a través del 

consumo de bivalvos crudos.  Este riesgo es agravado por el manejo típico que reciben 

los bivalvos luego de su cosecha.  La práctica local en el comercio de bivalvos no 

conlleva refrigeración lo que favorece el incremento en los números de Vibrio 

parahaemolyticus.   

 
A nivel mundial se ha observado que el consumo de mariscos crudos como los 

bivalvos, puede culminar en casos de enfermedad gastrointestinal (59, 64).  Como  

consecuencia de ello se han creado programas regulatorios que supervisan la industria de 

bivalvos en diversos países, como por ejemplo la NSSP en los Estados Unidos.  La NSSP 

ha establecido guías para la cosecha de bivalvos basadas en el análisis de coliformes 

fecales, vibrios y el recuento total en platos con el fin de asegurar que éstos son aptos 

para consumo humano (10).  La densidad de Vibrio parahaemolyticus en los ostiones 

cosechados en Boquerón excedieron el nivel sugerido por la NSSP para la seguridad del 

consumidor en los meses de julio y marzo (Figura 1).  Para los ostiones de Lajas se 

excedió el nivel en el mes de agosto (Figura 2).  En el caso de las almejas, sólo las de 

Lajas en el mes de agosto incumplieron los límites sugeridos por la NSSP (Figura 3 y 4).
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El hecho de que ya estas muestras sobrepasan los límites establecidos por la NSSP y el 

producto es almacenado a temperatura ambiente en el área de venta, se incrementa la 

posibilidad de que los consumidores puedan desarrollar vibriosis.  

 
 Las coliformes fecales se utilizan como indicadores de contaminación fecal por la 

NSSP para clasificar las aguas de cosecha de bivalvos en E.U.  Estudios previos han 

demostrado que no se puede correlacionar la presencia de virus y algunas bacterias 

entéricas cuyo reservorio natural es el ambiente acuático, con los niveles de coliformes 

fecales (34).  En este estudio, Escherichia coli se aisló de los bivalvos y las aguas de 

extracción de ambos lugares monitoreados con una incidencia de 25%.  

Aproximadamente el 75% de todos los aislados examinados tenían características 

fenotípicas y bioquímicas similares a las de Escherichia coli.  Sin embargo la 

identificación por el sistema API 20E reveló que en su mayoría eran Citrobacter spp., 

Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae y Klebsiella planticola.   La mayoría de las 

muestras examinadas (96%) para el análisis de coliformes fecales se mantuvo en 

cumplimiento con los estándares de la NSSP (Figura 3 y 4).  Los ostiones y las aguas de 

extracción de ambos lugares no sobrepasaron los límites establecidos por la NSSP en 

ninguno de los meses.  En el caso de las almejas en ninguna de las muestras se 

excedieron los límites de la NSSP mientras que en el agua de cosecha de almejas sólo las 

de Boquerón no cumplieron e el mes de enero.   

 
Ante la presencia de coliformes fecales, podría esperarse a Salmonella en algunas 

de las muestras.  Desde la perspectiva de salud pública, el consumo de bivalvos crudos 

alrededor del mundo se asocia con la probabilidad de contaminación con Salmonella
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(47).  Durante el transcurso de esta investigación no se detectó la presencia de Salmonella 

en ninguna de las muestras analizadas.  A través de los procedimientos para la aislación 

de esta bacteria se recuperaron diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae, 

algunos de los cuales se consideran patógenos oportunistas.  Entre los aislados se 

encuentran Escherichia coli, Klebsiella spp., Shigella spp., Enterobacter cloacae, 

Proteus spp., Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, Morganella morganii y 

Citrobacter spp. (Tabla 6).  La ausencia de Salmonella en las muestras no se puede 

interpretar como que ésta bacteria posee una baja capacidad de supervivencia en este 

hábitat.  Por el contrario, se ha comprobado que diversas cepas virulentas de Salmonella 

spp. tienen la capacidad de sobrevivir por períodos largos en sistemas acuáticos (como 

ríos, lagos, aguas residuales, escorrentías de lluvias y sedimentos) y adaptarse a éstos (6).  

Según los datos obtenidos en esta investigación se podría sugerir que  Salmonella debe 

estar presente en niveles tan bajos que el método utilizado no es capaz de detectar o se 

encuentra en estado viable no cultivable.  

 
Los recuentos totales aeróbicos se utilizan como indicador de niveles de 

microorganismos y como guía para la aceptabilidad de la calidad organoléptica en un 

producto.  Recuentos altos de microorganismos en un medio general (como “Plate Count 

Agar”) no necesariamente muestran la posibilidad de riesgo de salud pública (10).  Todas 

las muestras analizadas para el recuento total aeróbico se mantuvieron dentro de los 

límites establecidos por la NSSP (Figura 6 y 7).  
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Conclusiones 

• La mayoría de las muestras analizadas en este estudio se encontraron dentro 

de las regulaciones de la NSSP para los niveles de vibrios, coliformes fecales 

y PCA.  

• Las aguas de extracción de Boquerón y Lajas podrían clasificarse como 

“abiertas” para la cosecha de estos bivalvos. 

• Las densidades de vibrios en zonas tropicales poseen una  tendencia similar a 

la reportada en las zonas templadas pero no relacionada a la temperatura o  la 

salinidad del agua. 

• No existe correlación entre  la salinidad, la concentración de oxígeno disuelto, 

la temperatura y el pH con la densidad de Vibrio spp.  

• La densidad de Vibrio spp. posiblemente esté relacionada con la presencia de 

taninos, la disponibilidad de nutrientes, la asociación de los vibrios con el 

zooplancton, la presencia de bacteriófagos, la depredación y la competencia 

entre poblaciones.  

• Se necesita determinar otros indicadores de calidad en bivalvos que posean 

la capacidad de detectar la presencia de virus y bacterias entéricas. 
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Recomendaciones 

• Determinar la presencia de factores de virulencia en las bacterias aisladas en este 

estudio para poder alertar a los consumidores sobre los posibles riesgos. 

• Estudiar la relación entre la asociación de vibrios con el zooplancton. 

• Estudiar la composición de nutrientes y el efecto de otros factores bióticos ó 

abióticos del ambiente sobre la incidencia de vibrios. 

• Estudiar la incidencia de Salmonella spp. en esta aguas a través del empleo de 

técnicas moleculares. 

• Desarrollar tratamientos de depuración que disminuyan las poblaciones de vibrios 

y otras bacterias entéricas de los bivalvos. 

• Diseñar guías preventivas que disminuyan la probabilidad de una intoxicación 

alimentaria a través del consumo de bivalvos crudos.   

• Regular el comercio de bivalvos en Puerto Rico.  

• Educar y concientizar a los consumidores de ostiones y almejas sobre los peligros 

biológicos potenciales a los que se exponen al ingerir estos animales crudos. 

• Alertar a las agencias gubernamentales sobre los niveles de vibrios y coliformes 

fecales reportados en los dos lugares muestreados en esta investigación. 

• Diseñar una base de datos en Puerto Rico que alerte sobre los casos de vibriosis 

ocurridos en la isla. 

• Analizar el agua utilizada para almacenar temporalmente los ostiones y las 

almejas antes de ser vendidos al detal en Boquerón y Lajas. 
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Apéndice 1. Enfermedades entéricas de notificación obligatoria en Puerto Rico, 
1999-2003 (Departamento de Salud de Puerto Rico) 
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Apéndice 2. Mapa geográfico de las áreas de muestreos ubicadas en Cabo 
Rojo y Lajas, Puerto Rico (Tomado de Adventure Guide to Puerto Rico) 
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Apéndice 3.  Incidencia de Vibrio spp. mediante el uso de la técnica del NMP en los 
ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en  el agua de extracción de Boquerón, Puerto 
Rico durante el período de julio 2003 a junio de 2004    
                  

Mes NMP de 
ostiones 

ufc/g de 
ostiones 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 3-3-3 110000.00 3-0-1 3800.00 
Julio 3-3-3 110000.00 3-2-1 150.00 
Agosto 3-3-0 2400.00 3-2-1 150.00 
Septiembre 3-3-0 240.00 3-1-0 43.00 
Octubre 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 
Noviembre* ND ND ND ND 
Diciembre 2-0-0 9.20 1-0-0 3.60 
Enero 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Febrero 3-2-1 150.00 2-1-1 20.00 
Marzo 3-3-0 24000.00 3-0-0 23.00 
Abril 2-0-0 9.20 3-0-0 23.00 
Mayo 3-1-0 4300.00 3-2-0 930.00 
Mayo 2-2-1 200.00 3-3-0 240.00 
Junio 3-0-0 2300.00 3-0-0 2300.00 

               
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 4.  Incidencia de Vibrio spp. mediante el uso de la técnica del NMP en los 
ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en el agua de extracción de Lajas, Puerto Rico 
durante el período de julio 2003 a junio de 2004       
      

Mes NMP de 
ostiones 

ufc/g de 
ostiones 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 3-2-1 1500.00 3-3-1 4600.00 
Agosto 3-3-1 4600.00 2-2-0 21.00 
Septiembre 2-1-0 150.00 2-1-0 150.00 
Octubre 2-1-0 15.00 1-0-0 3.60 
Noviembre 1-1-0 7.40 1-0-0 3.60 
Noviembre 1-1-0 7.40 1-0-0 3.60 
Diciembre 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Enero 2-1-0 15.00 1-1-0 7.40 
Febrero 3-1-0 430.00 3-1-0 430.00 
Marzo 2-2-1 28.00 2-1-1 20.00 
Abril 2-1-0 15.00 1-0-0 3.60 
Mayo 3-1-0 4300.00 3-2-0 930.00 
Junio 3-2-1 150.00 3-0-0 23.00 
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Apéndice 5.  Incidencia de Vibrio spp. mediante el uso de la técnica del NMP en las 
almejas (Lucina pectinata) y en  el agua de extracción de Boquerón, Puerto Rico 
durante el período de julio 2003 a junio de 2004 
                 

Mes NMP de 
almejas 

ufc/g de 
almejas 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 3-3-0 2400.00 3-2-0 930.00 
Agosto 3-1-2 1200.00 3-2-1 1500.00 
Agosto 2-1-0 150.00 2-0-0 92.00 
Septiembre 2-1-0 15.00 1-0-0 3.60 
Octubre 2-1-0 15.00 1-0-0 3.60 
Noviembre* ND ND ND ND 
Diciembre 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Enero 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Febrero 2-1-0 15.00 1-1-0 7.40 
Marzo 3-3-0 2400.00 3-3-0 2400.00 
Abril 3-2-0 930.00 3-2-1 150.00 
Mayo 3-1-0 4300.00 3-2-1 1500.00 
Junio 3-2-3 290.00 3-2-1 150.00 

               
  
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 6.  Incidencia de Vibrio spp. mediante el uso de la técnica del NMP en las 
almejas (Lucina pectinata)  y en  el agua de extracción de Lajas, Puerto Rico durante 
el período de julio 2003 a junio de 2004             
 

Mes NMP de 
almejas 

ufc/g de 
almejas 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 3-3-0 240.00 3-3-2 1100.00 
Agosto 3-3-2 110000.00 3-3-0 240.00 

Septiembre 3-3-0 2400.00 3-3-0 240.00 
Octubre 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 

Noviembre 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 
Diciembre 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 

Enero 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Febrero 3-1-0 43.00 2-1-0 15.00 
Febrero 3-2-0 930.00 3-2-0 930.00 
Marzo 3-2-1 150.00 3-1-0 43.00 
Abril 3-1-0 430.00 3-2-1 150.00 

Mayo* ND ND ND ND 
Junio 3-3-0 240.00 3-3-0 240.00 

     
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



56 

 

 
 

 

 

Apéndice 7.  Incidencia de coliformes fecales mediante el uso de la técnica del NMP 
en los ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en el agua de extracción de Boquerón, 
Puerto Rico durante el período de julio 2003 a junio de 2004  
     

Mes NMP de 
ostiones 

ufc/g de 
ostiones 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Julio 0-0-0 3.00 1-0-0 3.60 

Agosto 2-0-0 9.20 1-0-0 3.60 
Septiembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

Octubre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Noviembre* ND ND ND ND 
Diciembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

Enero 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Febrero 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Marzo 1-0-0 3.60 2-0-0 9.20 
Abril 0-0-0 3.00 3-0-0 23.00 
Mayo 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Mayo 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Junio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

                
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 8.  Incidencia de coliformes fecales mediante el uso de la técnica del NMP 
en los ostiones (Crassostrea rhizophorae) y en  el agua de extracción de Lajas, Puerto 
Rico durante el período de julio 2003 a junio de 2004       
     

Mes NMP de 
ostiones 

ufc/g de 
ostiones 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Agosto 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

Septiembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Octubre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

Noviembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Noviembre 2-0-0 9.20 2-0-0 9.20 
Diciembre 2-1-0 15.00 1-0-0 3.60 

Enero 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Febrero 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 
Marzo 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Abril 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Mayo 3-1-0 43.00 1-0-0 3.60 
Junio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
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Apéndice 9.  Incidencia de coliformes fecales mediante el uso de la técnica del NMP 
en las almejas (Lucina pectinata) y en el agua de extracción de Boquerón, Puerto 
Rico durante el período de julio 2003 a junio de 2004  
                        

Mes NMP de 
almejas 

ufc/g de 
almejas 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 3-0-0 300.00 0-0-0 3.00 
Agosto 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Agosto 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Septiembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Octubre 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 
Noviembre* ND ND ND ND 
Diciembre 2-1-0 15.00 1-1-0 7.40 
Enero 1-0-0 3.60 3-2-0 93.00 
Febrero 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Marzo 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 
Abril 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Mayo 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Junio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

                
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 10.  Incidencia de coliformes fecales mediante el uso de la técnica del NMP 
en las almejas (Lucina pectinata)  y en el agua de extracción de Lajas, Puerto Rico 
durante el período de julio 2003 a junio de 2004       
      

Mes NMP de 
almejas 

ufc/g de 
almejas 

NMP de la zona de 
extracción  

ufc/ml de la zona 
de extracción 

Julio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Agosto 1-0-0 3.60 0-0-0 3.00 

Septiembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Octubre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

Noviembre 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Diciembre 1-0-0 3.60 1-0-0 3.60 

Enero 1-1-0 7.40 1-0-0 3.60 
Febrero 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Febrero 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 
Marzo 2-1-1 20.00 2-1-0 15.00 
Abril 3-2-0 93.00 2-0-0 9.20 

Mayo* ND ND ND ND 
Junio 0-0-0 3.00 0-0-0 3.00 

 
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 11. Recuentos totales aeróbicos en los ostiones (Crassostrea rhizophorae) y 
en el agua de extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico durante el 
período de julio 2003 a junio de 2004         
 

Mes UFC/g de 
ostiones de 
Boquerón 

UFC/ml de agua 
de cosecha de 

Boquerón  

UFC/g de ostiones 
de Lajas 

UFC/ml de agua 
de cosecha de 

Lajas 
Julio 30000.00 18500.00 190000. 00 41000.00 
Julio 25000.00 30000.00 350000.00 33000.00 
Agosto 28000.00 25000.00 800.00 500.00 
Septiembre 1300.00 500.00 500.00 250.00 
Octubre 1000.00 1000.00 1500.00 300.00 
Noviembre* ND ND ND ND 
Diciembre 600.00 300.00 1000.00 500.00 
Enero 300.00 250.00 300.00 250.00 
Febrero 330.00 250.00 300.00 250.00 
Marzo 600.00 400.00 2400.00 31000.00 
Abril 1000.00 500.00 300.00 250.00 
Mayo 1000.00 400.00 400.00 250.00 
Mayo 2000.00 500.00 1800.00 600.00 
Junio 1300.00 1200.00 300.00 250.00 

 
 
*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 12. Recuentos totales aeróbicos en almejas (Lucina pectinata) y en el agua 
de extracción de bivalvos de la zona suroeste de Puerto Rico durante el período de 
julio 2003 a junio de 2004         
 

Mes UFC/g de 
almejas de 
Boquerón 

UFC/ml de agua 
de cosecha de 

Boquerón  

UFC/g de almejas 
de Lajas 

UFC/ml de agua 
de cosecha de 

Lajas 
Julio 12000.00 2000.00 21000.00 900.00 
Agosto 28000.00 18000.00 25000.00 18000.00 
Agosto* 2000.00 1300.00 ND ND 
Septiembre 2000.00 1000.00 2000.00 1300.00 
Octubre 2000.00 1000.00 250.00 250.00 
Noviembre* ND ND 1000.00 250.00 
Diciembre 400.00 250.00 700.00 250.00 
Enero 2000.00 1400.00 300.00 250.00 
Febrero 300.00 250.00 16000.00 1200.00 
Febrero* ND ND 3100.00 2000.00 
Marzo 1000.00 300.00 600.00 300.00 
Abril 21000.00 3000.00 410000.00 26500.00 
Mayo* 800.00 400.00 ND ND 
Junio 400.00 250.00 400.00 250.00 

 
 

*ND (No determinado) Indica que no se realizó muestreo debido a las inclemencias del 
tiempo. 
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Apéndice 13. Análisis estadísticos de correlación entre la densidad de vibrios y las variantes físico-químicas de las zonas 
de extracción 
 
Coeficientes de correlación 
 
Almejas y zonas de extracción de Boquerón  
 
Correlación de Spearman: coeficientes\ probabilidades 
 
                 Alm Boq Agua Alm Boq Oxígeno disuelto Temperatura  pH  Salinidad 
Alm Boq             1.00      1.8E-03             0.35        0.11 0.23      0.66 
Agua Alm Boq        0.94         1.00             0.59        0.20 0.31      0.86 
Oxígeno disuelto    0.28         0.16             1.00        0.24 0.40      0.64 
Temperatura         0.49         0.38             0.35        1.00 0.51      0.83 
pH                 -0.36        -0.31             0.25        0.20 1.00      0.14 
Salinidad           0.13         0.05             0.14        0.06 0.45      1.00 
 
 
Coeficientes de correlación 
 
Almejas y zonas de extracción de Lajas 
 
Correlación de Spearman: coeficientes\ probabilidades 
 
                 Alm Lajas Agua Alm Lajas Oxígeno disuelto Temperatura  pH  Salinidad 
Alm Lajas             1.00           0.01             0.70        0.79 0.49      0.90 
Agua Alm Lajas        0.84           1.00             0.48        0.72 0.21      0.11 
Oxígeno disuelto      0.12           0.22             1.00        0.64 0.47      0.97 
Temperatura          -0.08          -0.11            -0.14        1.00 0.69      0.72 
pH                   -0.21          -0.38            -0.22        0.12 1.00      0.16 
Salinidad            -0.04          -0.48            -0.01        0.11 0.43      1.00 
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Coeficientes de correlación 
 
Ostiones y zonas de extracción de Boquerón  
 
Correlación de Spearman: coeficientes\ probabilidades 
 
                 Ost Boq Agua Ost Boq Oxígeno disuelto Temperatura  pH  Salinidad 
Ost Boq             1.00         0.01             0.87        0.98 0.10      0.97 
Agua Ost Boq        0.76         1.00             0.86        0.84 0.06      0.48 
Oxígeno disuelto    0.05         0.05             1.00        0.13 0.21      0.08 
Temperatura         0.01         0.06             0.44        1.00 0.42      0.91 
pH                 -0.47        -0.54            -0.36       -0.23 1.00      0.05 
Salinidad           0.01         0.20            -0.51       -0.03 0.56      1.00 
 
 
 
Coeficientes de correlación 
 
Ostiones y zonas de extracción de Lajas 
 
Correlación de Spearman: coeficientes\ probabilidades 
 
                 Ost Lajas Agua ost Lajas Oxígeno disuelto Temperatura  pH  Salinidad 
Ost Lajas             1.00        2.5E-03             0.68        0.40 0.68      0.13 
Agua ost Lajas        0.87           1.00             0.91        0.69 0.74      0.26 
Oxígeno disuelto      0.12           0.03             1.00        0.51 0.03      0.57 
Temperatura           0.24           0.12            -0.19        1.00 0.14      0.22 
pH                   -0.12          -0.10            -0.62        0.43 1.00      0.06 
Salinidad            -0.44          -0.33            -0.16        0.35 0.55      1.00 
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