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RESUMEN

Se evaluo la calidad sanitaria de los mejillones Perna perna 'y P.
viridis, asi como de las aguas de extraccion en tres zonas de
producciéon del estado Sucre, Venezuela. Se realizaron doce
muestreos entre agosto 2003 a agosto 2004. En las muestras
de agua se determiné la carga (NMP/100 ml) de coliformes tota-
les (CT) y coliformes fecales (CF), mientras que a los mejillones
se les realiz6 recuento en placa de aerobios mesofilos (AM),
carga de CF (NMP/g) y Escherichia coli, ademas de la detec-
cién de Salmonella spp. In situ se midié la temperatura superfi-
cial del agua, salinidad y oxigeno disuelto. El agua de las zonas
de Bahia Iglesia y Punta Patilla cumplié con los criterios de CT
y CF (legislacion venezolana y FDA-EUA), no asi la procedente
de la Ensenada La Chica, en donde se obtuvo para los meses
de noviembre y diciembre, valores maximos de los mismos gru-
pos, que fueron comparativamente con los limites establecidos.
Los recuentos de AM en mejillones cumplieron con los criterios
microbiologicos para su comercializacion establecidos por la
FDA-EUA. Los mejillones procedentes de la Ensenada La Chi-
ca mostraron contaminacion, ya que los CF y E. coli mostraron
la cifra de los 230 NMP/g (limite permitido). Solo en una oportu-
nidad (marzo 2004) en Bahia Iglesia, se encontraron altas car-
gas bacterianas en el mejillon (1,1x10* NMP/g de CF y E. coli).
Se detectd Salmonella en la Ensenada La Chica solamente en
octubre. No se encontr6é correlacion entre las variables fisico-
quimicas y las poblaciones bacterianas evaluadas. Se reco-
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mienda realizar monitoreos mensuales del agua y los mejillones
para que estas zonas de produccion de mejillones puedan ser
clasificadas y certificadas correctamente.

Palabras clave: Calidad sanitaria, mejillones, coliformes feca-
les, Salmonella spp.

ABSTRACT

The sanitary quality of the mussels, Perna perna and P. viridis,
was evaluated, as well as that of the water in three zones of
extraction in Sucre State, Venezuela. Twelve samplings were
made between August 2003 and August 2004. In water sam-
ples, the total coliforms (TC) and fecal coliforms (FC) load
were determined (MPN/100 ml), while in mussel samples a
plate count of aerobial mesophils (AM), load of FC (MPN/g)
and Escherichia coli were made, besides detection of Salmo-
nella spp. In situ, the surface water temperature, salinity and
dissolved oxygen were measured. Waters from Bahia Iglesia
and Punta Patilla met the criteria for TC and FC (according to
the Venezuelan legislation and FDA-USA), but that from Ense-
nada La Chica during November and December did not, since
the maximum values for these two groups were comparatively
higher than the allowed limits. The bacterial counts of mussels
from the former two areas met the microbiological criteria for
commercialization, but those from Ensenada La Chica showed
an elevated contamination, since FC and E. coli surpassed the
value of 230 MPN/g (allowed limit). Only in one opportunity
(March, 2004) at Bahia Iglesia there was high bacterial load in
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mussels (1.1x10* MPN/g of FC and E. coli). Salmonella was
only detected in Ensenada La Chica in October. No relation-
ship was found between the physical and chemical variables
and the evaluated bacterial loads. A periodical monitoring of
water and mussels is recommended in order to have a correct
classification and certification of the mussel extraction zones.

Key words: Sanitary quality, mussels, fecal coliforms, Salmo-
nella spp.

INTRODUCCION

Los mejillones, Perna perna 'y P. viridis, constituyen una
fuente tradicional de alimentos en el estado Sucre, Venezuela.
La mayoria de los hoteles y restaurantes, asi como los vende-
dores ambulantes de las playas obtienen estas especies de di-
versas areas de extraccion, entre las que destacan los bancos
naturales de Bahia Iglesia y Punta Patilla, y las balsas mejillo-
neras ubicadas en la Ensenada La Chica (Golfo de Cariaco).
Por ello, el estudio de su calidad microbiana requiere atencion
especial a fin de reducir los riesgos de los consumidores.

Frecuentemente, las areas costeras se encuentran con-
taminadas con microorganismos del tracto gastrointestinal del
hombre, debido al crecimiento poblacional y a la insuficiencia
de los procesos de tratamiento de las aguas residuales. Como
consecuencia, se impacta el ambiente marino y la calidad mi-
crobioldgica de los bivalvos [5, 12, 13, 29]. Los bivalvos son
organismos filtradores, que obtienen su alimento a través de
las corrientes de agua creadas por los cilios que recubren las
branquias, durante este acto se concentran en su interior mi-
croorganismos que pueden ser potencialmente patdgenos al
hombre [8, 19, 21, 41].

Habitualmente, la decisién de establecer un area como
apta para el crecimiento y cosecha de moluscos se hace to-
mando en cuenta, entre otros factores, la presencia de orga-
nismos coliformes y en que nimero estan presentes. La provi-
dencia administrativa N° 8 del Ministerio de Agricultura y Cria
(MAC), del 18 de Marzo de 1998 [33], considera apta para la
produccién de bivalvos del tipo mejillon (Perna perna 'y P. viri-
dis) a la Ensenada La Chica y Guaca-Guatapanare (Bahia
Iglesia y Punta Patilla). En la misma se especifica que los mo-
luscos vivos procedentes del lugar deben cumplir con lo esta-
blecido en las providencias N° 3 y 4, sobre condiciones sanita-
rias aplicables a los bivalvos vivos, y las normas para ejercer
controles sanitarios y supervision de la produccion de los mo-
luscos. La providencia N° 4, especifica que los moluscos bival-
vos destinados para consumo humano inmediato deberan con-
tener menos de 230 NMP de coliformes fecales y E. coli/ g, y
ademas, ausencia de Salmonella spp. en 25 g de carne [32].
No establece criterios para los aerobios meséfilos, pero la Ad-
ministracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de
Norte América (FDA, EUA) [14] si lo hace: siendo a nivel de
mercadeo de hasta 5,0 x 10° UFC/g (unidades formadoras de
colonias por gramo).
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Por su parte, en la Gaceta Oficial N° 5.021 del 18 de di-
ciembre de 1995 [37] se dan las normas para la clasificacion y
el control de la calidad de los cuerpos de agua y vertidos o
efluentes liquidos. En ésta se indican los limites microbiol6gi-
cos maximos aceptables para las aguas marinas o de medios
costeros destinados a la cria y explotacion de moluscos con-
sumidos en crudo, que son un promedio mensual menor de 70
NMP de coliformes totales/100 ml, pero sélo se toma en cuen-
ta el promedio de este grupo bacteriano. En cambio, la FDA-
EUA, en su programa sanitario de moluscos, especifica que,
para aprobar una zona, la mediana para coliformes totales no
debe sobrepasar de 70 NMP /100 ml y para los fecales su me-
diana no debe exceder de 14 NMP /100 ml [15].

Dada la importancia de los bivalvos Perna perna 'y P. vi-
ridis, como rubro representativo de grandes perspectivas futu-
ras de explotacion y comercializacion, y los antecedentes [13,
14, 17, 43] que los involucran en brotes de afecciones entéri-
cas asociadas a su consumo, se realiz6 la presente investiga-
cion, para evaluar la calidad sanitaria de tres areas de produc-
cion de mejillones del estado Sucre, y con esto verificar el
cumplimiento de los requisitos microbiolégicos exigidos por la
Legislaciéon Sanitaria Venezolana y la FDA-EUA para areas de
crecimiento y de cosecha de moluscos bivalvos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

En el curso de un afio, con una frecuencia mensual
(agosto 2003 a agosto 2004), fueron colectadas muestras de
agua y mejillones en tres zonas de produccion del estado Su-
cre (FIG. 1): Zona 1. Ensenada La Chica, ubicada en la costa
sur del Golfo de Cariaco, figura como un centro de produccion
del mejillon marrén Perna perna, cuya cria se practica en pla-
taformas flotantes (dos en total) de aproximadamente 6x4,5 m
con 170 cuerdas trenzadas (cada balsa) de neumaticos usa-
dos, entre 6 y 7 m de largo cada una. Zona 2, Bahia Iglesia y
Zona 3, Punta Patilla comprenden dos bancos naturales ubica-
dos en la costa norte del estado Sucre, donde coexisten las
especies de P. perna y P. viridis. Sin embargo, estudios reali-
zados [39, 43] indican una dominancia progresiva de P. viridis,
la cual ha conllevado a un desplazamiento de P. perna. Las
muestras estaban conformadas por ejemplares de P. viridis
provenientes de estas dos areas.

Toma y procesamiento de las muestras

En la recoleccion de las muestras de agua se utilizaron
botellas esterilizadas (500 ml), sumergiendo las mismas a
30-40 cm aproximadamente, debajo de la superficie del agua.
Por cada area se colectaron tres muestras de agua, dos desti-
nadas para los analisis microbiolégicos y la otra para la deter-
minacién de oxigeno disuelto por el método de Winkler descri-
to por Strickland y Parsons [42]. In situ se midi6 la temperatura
superficial del agua con un termometro de mercurio convencio-
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FIGURA 1. UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO Y LOCA-
LIZACION DE LOS SITIOS DE MUESTREO/ LOCATION OF
THE STUDY AREA AND SAMPLING PLACES.

nal (0,5°C + 0,01 de apreciacion) y la salinidad mediante un re-
fractometro ATAGO/S-28E/China (0,5 %o de apreciacion). De
igual modo, se colectaron por cada area, tres muestras de me-
jillones de unos 20 ejemplares cada una. La longitud total mini-
ma de cada mejillon fue de 8 cm, tal como lo especifica la Ga-
ceta Oficial N° 30.440, resolucion 344 del 04 de julio 1974 [38].
Los mismos fueron colocados en bolsas plasticas con cierre
hermético. Ambos tipos de muestras fueron transportadas en
cavas de anime con hielo al laboratorio de microbiologia del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricola (INIA) Su-
cre/Nueva Esparta donde se procesaron inmediatamente lue-
go de su arribo.

La preparacion de los moluscos para el analisis incluy6 la
limpieza de las valvas, remocién del contenido de la valva, mez-
clado y dilucién de la muestra de acuerdo con lo recomendado
por la Corporacion Venezolana de Normas Industriales (COVE-
NIN) [9] y Hunt y col. [22]. Se pesaron 50 g de la carne del mo-
lusco, de los cuales 25 g fueron homogeneizados en 225 ml de
agua peptonada (Merck) al 0,1%, para obtener una dilucién de
10" a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas hasta
1075, Estas se utilizaron para determinar la densidad bacteriana
de coliformes fecales, E. coli, y aerobios meséfilos. Los 25 g
restantes se destinaron para la deteccion del género Salmo-
nella. Con las muestras de agua se trabajo sin dilucion.

Mejillones

Determinacion del Nimero Mas Probable de coliformes
fecales y E. coli (NMP/g)

De acuerdo a lo sefalado por la Asociacion Americana
de Salud Publica (APHA) [2] y COVENIN [11], se realizaron
siembras de 1 mL en tres tubos por dilucién, que contenian
caldo Lauryl Sulfato Triptosa (CLTS, Merck) y confirmando en
caldo Escherichia coli (EC, Merck). De los tubos que presenta-
ban crecimiento y gas en este medio, se tomé una asada y se

inoculé en placas de Petri con agar “Eosin Methyl Blue” (EMB,
Merck), incubando a 37°C por 24 h. Una vez transcurrido este
tiempo, se seleccionaron colonias representativas de E. coli
(de coloracion moradas con brillo metalico) y morfol6gicamen-
te distintas a éstas, las cuales se identificaron presuntivamente
en base a la tincion de Gram, realizandose las siguientes prue-
bas [25, 27]: siembra en agar Tres Azucares y Hierro (TSI),
descarboxilacién y desaminacién de aminoécidos (lisina, orniti-
na y arginina), produccién de ureasa, utilizacién del citrato,
Rojo Metilo-Voges Proskauer, malonato, fermentacién de car-
bohidratos (glucosa, manitol y arabinosa), produccién de indol,
hidrélisis de la gelatina, citocromo-oxidasa y motilidad.

Recuento de aerobios mesoéfilos

De acuerdo a la Norma COVENIN [10], se sembrd por
inclusion y por duplicado 1 mL de cada una de las diluciones,
en placas de Petri, agregando agar para conteo en placa (Pla-
te Count, Merck) para luego mezclar con movimientos circula-
res y dejandose solidificar. Las placas fueron incubadas a
35°C por 48h y luego se realiz6 el conteo en un rango de 30 a
300 colonias, expresando los resultados en UFC/g.

Deteccion, aislamiento e identificacion de Salmonella

Se fundament6 en la metodologia descrita en el Manual
Merck [31]. Se prepard un homogeneizado con 25 g de meji-
ll6n y 225 mL de caldo Salmosyst (Merck), incubando por 7 h.
De este cultivo se tomaron 10 mL y se colocaron en un tubo
estéril, al cual se le agregd una pastilla del suplemento selecti-
vo Salmosyst (Merck), incubando por 18 h a 37°C. Se efectua-
ron siembras en superficie de agares selectivos: Bismuto Sulfi-
to (BS) y agar para salmonelas y shigelas (SS). La caracteriza-
cion bioquimica se llevd a cabo mediante las pruebas diferen-
ciales mencionadas anteriormente [27].

Agua

Para las pruebas presuntivas y confirmativas del grupo
coliformes en agua de mar se siguieron las pautas sefaladas
por la APHA [1]. Para ello se sembraron por triplicado 10 ml de
la muestra de agua en CLST a doble concentraciony 1y 0,1
mL en CLTS a simple concentracion, confirmando en caldo
Verde Bilis Brillante al 2% (Merck), incubando en doble serie:
37°C para coliformes totales y 44,5°C para los coliformes feca-
les. De los tubos que presentaron crecimiento y gas a esta ulti-
ma temperatura, se tomo6 una asada, y se inocul6 en el medio
“Eosin Methyl Blue” (EMB, Merck), incubando a 37°C por 24 h.
Una vez transcurrido este tiempo se seleccionaron colonias
morfolégicamente distintas y se identificaron mediante las
pruebas anteriormente descritas [25, 27].

En cuanto a la evaluacion estadistica, los datos micro-
biolégicos fueron transformados a logaritmo (base 10), para
ser procesados estadisticamente mediante ANOVA, las dife-
rencias significativas se comprobaron por una prueba a poste-
riori de Duncan. Por ultimo, se aplicé un analisis de correlacién
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entre cada una de las variables estudiadas. Todos los analisis
se realizaron al 95% de significacion segun Sokal y Rolhf [40].

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron doce muestreos en el periodo comprendido
entre agosto 2003 a agosto 2004, en tres zonas de produccion
de mejillones (Ensenada la Chica, Bahia Iglesia y Punta Patilla),
tomando de forma simultanea muestras del bivalvo y agua de
mar. A continuacién se muestran los resultados obtenidos:

Mejillones

Recuento de aerobios mesofilos:

Los valores promedio de este grupo bacteriano, obteni-
dos por recuento en placas, se muestran en la TABLA I. Los
resultados de este analisis se compararon con el estandar fija-
do por la FDA [14] para moluscos a nivel de mercadeo, el cual
es hasta 5x10° UFC/g. Los contenidos en mesofilos de las
muestras analizadas siempre estuvieron por debajo del valor
méaximo permitido: 2,5x10* UFC/g (Ensenada La Chica),
8,6x10* UFC/g (Bahia Iglesia) y 7,6x10* UFC/g (Punta Patilla).
Al respecto, el nUmero de colonias contadas constituye una
estimacion de la cifra realmente presente, y refleja un manejo
sanitario apropiado. De todas formas, no hallar un alto numero
de este grupo bacteriano que exceda el estandar, no significa
que el molusco sea inécuo [23].

El analisis de varianza indico que los resultados de aero-
bios mesofilos de las etapas de muestreo (meses) son diferen-

tes entre si (P<0,01), la prueba a posteriori de Duncan sefialé
tres grupos parcialmente superpuestos (TABLA II). No asi los
resultados obtenidos entre las estaciones, pues no se encon-
traron diferencias significativas (P>0,05). Quizas estas diferen-
cias entre los meses, se atribuyan a las variaciones que en un
determinado momento pudieran ocurrir en areas cercanas a la
costa por efecto de las lluvias que arrastran material terrigeno,
por lo que, los aerobios van a ser un reflejo de la variacion de
la materia organica que ingresa o se produce en los cuerpos
de agua donde se desarrollan los moluscos.

Recuento de coliformes fecales y E. coli

Con la finalidad de tener un parametro comparativo para
la contaminacion fecal la TABLA | representa la densidad del
NMP de CF y E. coli (Ec) por gramo de mejillén, para los dife-
rentes sectores en las campafias de muestreo. Se utilizd el re-
quisito dado por el MAC en la providencia administrativa N° 4
[32] y por la FDA [15], segun el cual los CF y Ec no deben ex-
ceder de 230 NMP/g. El 58% de las muestras procedentes de
la Ensenada La Chica presentaron valores por encima del limi-
te establecido, sobrepasando los criterios con respecto a los
CF y en un 25% lo hacen con respecto a Ec; lo que permite in-
ferir que el molusco se estd cosechando en aguas con una
probable contaminacién fecal directa [23, 24, 30].

En el golfo de Cariaco se puede decir que, las condiciones
hidrograficas dependen de la intensidad de la surgencia, la cual
esta estrechamente relacionada con el régimen de vientos ali-
sios, con direccion predominante E-NE lo cual es un factor deter-
minante del intercambio de las aguas entre el interior y el exterior
del golfo, que afecta mayormente sus condiciones hidrograficas y

TABLA |
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS E INDICE DE COLIFORMES FECALES Y E. coli EN MEJILLONES PROCEDENTES
DE TRES AREAS DE PRODUCCION DEL ESTADO SUCRE/ RECOUNT OF AEROBIAL MESOPHIL BACTERIAE AND INDEX OF FECAL
COLIFORMS AND E. coli IN MUSSELS FROM THREE PRODUCTION GROUNDS OF SUCRE STATE.

Meses Recuento AM (UFC/g) Colif. Fecal (NMP/g) E. coli (NMP/g)
E.C B.I P.P E.C B.I P.P E.C B.I P.P

Agosto 2003 8,3x10? 4,5x10? 0 1,1x10* 4,0x10 4,0x10 1,1x10* 4,0x10 4,0x10
Septiembre  5,7x10? 2,1x10* 7,6x10* 1,5x10? 0 0 1,5x10? 0 0
Octubre 3,0x10? 0 0 4,5x10? 0 0 4,5x10? 0 0
Noviembre 5,6x102 0 0 4,5x10° 7,3x10 4,0x10 4,5x10? 73 4,0x10
Diciembre 1,8x10? 0 0 4,5x10? 0 0 4,5x10? 0 0
Enero 0 7,7x10? 5,4x10? 4,5x10? 0 0 4,5x10? 0 0
Febrero 0 0 0 9,3x10? 4,0x10 4,0x10 9,3x10? 0 0
Marzo 2,5x10* 6,5x10? 3,1x10? 2,3x10? 1,1x10* 4,0x10 2,3x10? 1,1x10* 0
Abril 1,4x10* 8,6x10* 2,2x10* 2,3x10? 4,0x10 7,3x10 2,3x10? 0 7,3x10
Mayo 3,2x10° 9,4x10? 5,0x10? 3,9x10? 1,4x10? 1,4x10? 3,9x10? 7,3x10 7,3x10
Julio 8,8x10° 3,5x10° 0 4,0x10 9,0x10 9,0x10 4,0x10 9,0x10 9,0x10
Agosto 2004 5,5x10° 0 0 1,5x10° 2,3x10? 1,5x10° 1,5x10° 9,1x10 7,3x10

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias/gramo; NMP/g: Numero Mas Probables/gramo; E.C: Ensenada La Chica; B.l: Bahia Iglesia; P.P: Punta

Patilla; AM: aerobios mesoéfilos.
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TABLA Il
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RECUENTOS DE AEROBIOS MESOFILOS (UFC/g) EN MEJILLONES PROVENIENTES
DE TRES AREAS DE PRODUCCION DEL ESTADO SUCRE/ ANALYSIS OF VARIANCE OF THE RECOUNTS OF AEROBIAL
MESOPHIL (CFU/g) IN MUSSELS FROM THREE PRODUCTION GROUNDS OF SUCRE STATE.

Fuente de Variacion Suma de Cuadrados g.l. Media Cuadrada Razon F Nivel significancia
Entre grupos 64,5724 11 5,87022 3,04 b
Dentro de grupos 46,303 24 1,92929

Total 110,875 35

** Diferencia significativa (P<0,01)

Grupos homogéneos con nivel de confianza del 95%

Meses N Promedio Grupos

Febrero 2004 3 0,0000

Octubre 2003 3 0,8262

Agosto 2004 3 0,9137

Noviembre 2003 3 0,9163

Diciembre 2003 3 1,0852

Agosto 2003 3 1,8579

Enero 2004 3 1,8734

Julio 2004 3 2,4962

Mayo 2004 3 3,0596

Marzo 2004 3 3,2348

Septiembre 2003 3 3,9866

Abril 2004 3 4,4744

h
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FIGURA 2. VALORES PROMEDIO DE BACTERIAS AERO-
BIAS MESOFILAS DURANTE LOS MESES DE MUESTREO/
AVERAGE VALUES OF AEROBIAL MESOPHIL BACTERIAE DURING
THE SAMPLING MONTHS.

quimicas. Las fluctuaciones mensuales de los parametros hi-
droquimicos indican que existen tres periodos de distinta mag-
nitud de la surgencia durante el afio; es decir, primero un pe-
riodo comprendido entre enero y abril (0 mayo) con intensidad
fuerte acompafiada de temperaturas relativamente bajas (me-
nor a 23°C), bajo oxigeno (inferior a 3 mL/L) y alta concentra-

cion de nutrientes (fosfato y nitrato) lo que provoca una eleva-
da produccion organica; el segundo en los meses de junio y
agosto, con intensidad moderada predominando el agua sub-
tropical; y el tercero en los meses entre septiembre y noviem-
bre, correspondiente a la época de menor intensidad de los
vientos, con temperaturas relativamente altas (mayor a 24°C),
alto oxigeno (superior a 3 mL/L) y bajo contenido de nutrien-
tes. La trasparencia es generalmente elevada. Las variaciones
verticales y estacionales de la salinidad en el golfo de cariaco
(oscilaciones entre 36,70 y 37,20 %0) son relativamente pocas
en comparacion con las de la temperatura [4, 35].

Las zonas de Bahia Iglesia y Punta Patilla presentaron
los niveles mas bajos con respecto a los grupos bacterianos
evaluados, cumpliendo con los criterios microbiologicos esta-
blecidos por la providencia administrativa N° 4 del MAC vy la
FDA; valorandose su calidad sanitaria como satisfactoria para
los niveles de contaminacion fecal [21]. Sin embargo, en mar-
zo (2004), se observé un valor superior (1,1x10* NMP/g, co-
mun a los grupos bacterianos analizados) a los 230 NMP/g en
la zona de Bahia Iglesia. Es probable que la causa de este va-
lor de 1,1x10* NMP/g, en ese mes, se deba a que se hayan
creado ciertas turbulencias que hicieran resuspender material
depositado en el fondo e hicieran circular por la zona el agua
contaminada, lo que indicaria que realmente el agua de esta
zona esta siendo impactada de manera intermitente con aguas
servidas de origen cloacal y la misma esta siendo filtrada por
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los mejillones durante el proceso de alimentacién normal del
mismo [23].

De acuerdo al analisis de varianza se detectd que hay
diferencias significativas en la enumeracion de CF (P<0,05) y
EC (P<0,01) entre estaciones, evidenciandose la formacion de
dos grupos homogéneos (FIG. 3). Se observo que en la Ense-
nada La Chica, los impactos contaminantes, desde el punto de
vista fecal, son mas significativos y constantes, explicado este
ultimo por el hecho de que no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los meses (P>0,05), dandole mas importancia a
las posibles descargas que se originan en la zona. La presen-
cia de estos grupos indicadores de contaminacion fecal en va-
lores considerablemente altos, indica que la zona esta siendo
afectada por las aguas cloacales provenientes de las poblacio-
nes cercanas al area de estudio. Cabe destacar que la descar-
ga diaria de millones de litros de aguas residuales en los siste-
mas acuaticos semicerrados puede ser determinante en la ca-
lidad de sus aguas, especialmente en la época del afio cuando
disminuye la fuerza de los vientos y se producen condiciones
de remanso, creandose zonas anoxicas en las partes mas pro-
fundas [18]. Por su parte, Bahia Iglesia y Punta Patilla, al obte-
ner los valores mas bajos de densidad bacteriana, pudiera sig-
nificar que las corrientes marinas hacen que las posibles des-
cargas puntualizadas no afecten estas zonas en la mayor par-
te del tiempo.

Por otra parte, es importante considerar la contribucion
del suelo y sedimento, adyacentes al area de crecimiento de
los mejillones, como reservorios de bacterias coliformes duran-
te los periodos de precipitacion, como consecuencia de la es-
correntia en la superficie de la tierra, arrastrando desechos do-
mésticos y agricolas a las costas [44].

Deteccion de Salmonella spp.

En el presente estudio se logrd detectar la presencia de
Salmonella spp. en la Ensenada La Chica, sélo para el mes de
octubre 2003, mientras que, en Bahia Iglesia y Punta Patilla,
ausencia de la misma. A pesar de que el NMP/g de los orga-
nismos indicadores, en la primera zona, se mantuvo por enci-
ma de los limites permitidos, la deteccién del patéogeno fue
muy baja o nula. Este resultado indica la no-correlacion entre
el numero de coliformes fecales y el aislamiento de este pato-
geno, coincidiendo con otras investigaciones [6, 29, 36]. Es
posible que la presencia de este patégeno en la Ensenada La
Chica, sea debido a la presencia de aves marinas que se po-
san en las balsas de cultivo, claro esta, que su presencia en
ellas no es constante. En este sentido, Fica y col. [16] sefialan
que las aves pueden ser responsables de una pequefia parte
como reservorios de Salmonella.

La ausencia de Salmonella spp. en la mayoria de las
muestras, no se puede interpretar como que esta bacteria po-
see una baja capacidad de supervivencia en este tipo de habi-
tat. Por el contrario, estudios realizados [3, 29, 46] han com-
probado que diversas cepas virulentas de Salmonella spp. tie-
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nen la capacidad de sobrevivir por periodos largos en siste-
mas acuaticos y adaptarse a éstos. En términos generales, se-
gun los datos obtenidos en esta investigacion, se podria suge-
rir que Salmonella spp. debe estar presente en niveles muy
bajos o se encuentra en estado viable no cultivable (VBNC). El
estado VBNC es una respuesta de sobrevivencia de las bacte-
rias aspordgenas a cambios de factores externos como tempe-
ratura, salinidad, nutrientes, potencial redox, pH y la incidencia
de competidores [17].

Agua

Recuento de coliformes totales y fecales

Los resultados obtenidos en muestras de agua (TA-
BLA lII), fueron comparados con las exigencias de la Legisla-
cién Sanitaria Venezolana y la FDA, segun las cuales los CT y
CF no deben sobrepasar los 70 y 14 NMP/100 mL, respectiva-
mente [15, 37]. Las muestras de agua de las localidades
muestreadas cumplieron en la mayoria de los casos, con los
requisitos antes mencionados. Sin embargo, en el caso de las
muestras provenientes de la Ensenada La Chica se registraron
valores que sobrepasaron los limites en los meses de noviem-
bre y diciembre del 2003, representando el 16,7% de las
muestras. Es probable que la alta densidad de coliformes en-
contrados en esta zona y para estos meses, en particular los
fecales, indicaria que la zona estaba siendo contaminada para
el momento de la toma de las muestras, ya que como sefiala
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TABLA 1l
iNDICE DE COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES FECALES (NMP/100 ml) EN AGUA PROCEDENTES DE TRES AREAS
DE PRODUCCION DE MEJILLONES DEL ESTADO SUCRE/ INDEX OF TOTAL COPLIPHORMS AND FECAL COLIPHORMS (MPN/100 mL)
IN WATER FROM THREE MUSSEL PRODUCTION GROUNDS OF SUCRE STATE.

CT CF
Meses B. I. P.P. E. C. B. I. P.P. E.C.
Agosto 2003 0 0 4 0 0
Septiembre 4 4 0 0 4
Octubre 0 4 7 0 0
Noviembre 0 0 150 0 0 20
Diciembre 0 3 93 0 0 93
Enero 0 0 0 0 0
Febrero 0 0 0 0 0
Marzo 7 0 7 0 0
Abril 3 0 0 0 3
Mayo 0 0 23 0 0 3
Julio 3 4 0 3 3
Agosto 2004 4 3 4 3 3

NMP/100 ml: Numero Mas Probables/100 ml; CT: Coliformes Totales; CF: Coliformes Fecales; B.l.: Bahia Iglesia; P.P.: Punta Patilla; E.C.:

Ensenada la Chica.

Iriarte y Rengel [24], la supervivencia de los fecales en el agua
es mas corta que la de los totales. En general, pudo haber
ocurrido un posible vertido de una sentina o que se hayan de-
rramado aguas residuales en un lugar cercano a las balsas de
cultivo, ya que las aguas cloacales al ponerse en contacto con
el agua de mar, se distribuyen, tanto en las capas superficiales
como en toda la profundidad y a gran distancia de la orilla.

Las areas de Bahia Iglesia y Punta Patilla presentaron
los niveles mas bajos, por lo que en ningun momento sobrepa-
saron las normas microbiolégicas antes mencionadas. Hay
que sefalar que se observaron muchos valores nulos para es-
tos grupos, en funcién a esto la literatura contiene muchas y
variables explicaciones respecto a la viabilidad de bacterias
entéricas en el agua de mar. Segun Solo-Gabrielle y col. [41],
la disminucién e inactivacién microbiana es favorecida por el
efecto de bacteriéfagos especificos, radiaciéon solar, salinidad,
predacion, disminucion de nutrientes, antibiosis, accién de me-
tales y variaciones del pH (fendbmeno denominado auto depu-
racion del medio receptor).

El analisis de varianza realizado a los resultados de CT
y CF demostré que existen diferencias significativas (P<0,05)
entre los recuentos de CF en las tres estaciones, no asi los re-
sultados obtenidos entre los meses, pues no se encontraron
diferencias significativas (P<0,05). En el analisis a posteriori de
Duncan para el 95% de confianza, se encontr6 que esa dife-
rencia es debida a la zona de la Ensenada La Chica, confor-
mando las otras dos zonas un grupo homogéneo (FIG. 4). Lo
que permite inferir que la Ensenada La Chica es la que pre-
senta impactos contaminantes significativos, debido a las posi-

bles descargas puntualizadas cercanas a las balsas de cultivo
de mejillones. Por su parte, Bahia Iglesia y Punta Patilla al ob-
tener los valores mas bajos, pudiera significar que en esas zo-
nas no existen impactos contaminantes importantes y/o cons-
tantes. En general, todas estas areas pudieran llegar a conta-
minarse de una manera intensa debido a una combinacion de
eventos meteorolégicos, hidrograficos o de otra naturaleza.

Con el objeto de establecer la relacién entre los analisis
bacteriolégicos con algunas variables fisico-quimicas, fueron
tomadas como referencia los datos de temperatura, salinidad y
oxigeno disuelto en los puntos de muestreo (TABLA V). Entre
las variables fisico-quimicas observadas destaca el patrén es-
tacional de la temperatura y la poca variacion de la salinidad.
De las variaciones térmicas se pueden definir, en este estudio,
dos periodos: uno caracterizado por temperaturas relativamen-
te altas entre agosto y diciembre 2003 (26-28°C), y otro de
temperaturas relativamente bajas a partir de enero hasta abril,
donde se observaron temperaturas menores a 25°C (FIG. 5).
Este patron de temperatura es tipico en la zona, comporta-
miento que marca la estacionalidad del area [26]. El compor-
tamiento de la salinidad mostrd poca variacion, mostrando un
patrébn mas o menos constante en las zonas estudiadas, este
parametro fluctué la mayor parte del afio entre 36 y 38 %o, lo
cual puede deberse a la poca cantidad de aportes fluviales y
de canales que limiten la circulaciéon del agua y al elevado in-
tercambio y mezcla por efecto mareal [28, 35]. A diferencia de
las variables anteriores, la concentracion de oxigeno disuelto
presento6 oscilaciones muy marcadas durante el afio de mues-
treo con valores inferiores al minimo permitido (5 mL/L O;) en
la Gaceta Oficial N° 5.021 para aguas tipo 3 [37]. Se tiene que
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TABLA IV
VALORES EXTREMOS OBSERVADOS DE TEMPERATURA
(°C), SALINIDAD (%o0) Y OXIGENO DISUELTO (mL/L) EN
TRES AREAS DE PRODUCCION DE MEJILLONES DEL
ESTADO SUCRE/ EXTREME OBSERVED VALUES IN
TEMPERATURE (°C), SALINITY (%c) AND DISSOLVED OXYGEN (mL/L)
IN THREE MUSSELS PRODUCTION GROUNDS OF SUCRE STATE.

Localidad Temperatura Salinidad Ox.
(°C) (%o) Disuelto

(mi/1y

Ensenada  Minimo 24 36 3,89
LaChica  Maximo 28 38 6,40
Promedio 26,10 37 4,60

Bahia Minimo 24,2 36 2,82
Iglesia Maximo 27,5 38 5,47
Promedio 25,3 37 3,85

Punta Minimo 24,2 36 3,84
Patilla Maximo 27,8 38 7,00
Promedio 25,7 37 4,64

en la Ensenada La Chica, el margen de variacion fue de 3,89 a
6,75 mL O,/L, observandose los maximos valores en los me-
ses de julio y agosto 2004. En Punta Patilla, la concentraciéon
oscil6 entre 3,84 a 7 mL O4/L, y al igual que en la Ensenada La
Chica, los maximos se observan en julio y agosto del mismo
afio. Por otro lado, es importante destacar las bajas concentra-
ciones de oxigeno de hasta 2,82 mL O,/L, para agosto 2004,
en Bahia Iglesia, registrandose el mayor valor (5,47 mL O/L)
en marzo 2004. Estas bajas concentraciones de oxigeno indi-
carian su consumo por procesos de oxidacion de materia or-
ganica [26].

Al aplicar un analisis de correlacion multiple, no se en-
contré correlacién entre las poblaciones bacterianas estudia-
das con los parametros antes mencionados, posiblemente a
que las variaciones en estas variables, durante los meses de
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muestreo, fueron tan pequefias que no se consideraron esta-
disticamente significativas, lo que sugiere que en las zonas es-
tudiadas, las condiciones climaticas no son realmente un fac-
tor determinante en los niveles de los indicadores de contami-
nacion. Al respecto varios autores sefialan que seria necesario
tomar en cuenta otros parametros como son las corrientes ma-
rinas, los vientos, la profundidad de la zona asi como también
la presencia de descargas sépticas en las cercanias, las cua-
les podrian influir en la permanencia de coliformes en las
areas estudiadas [20, 34]. Esta escasa relacion también haria
suponer, que la variacion de estas poblaciones bacterianas no
se puede explicar exclusivamente en base a un parametro am-
biental; mas bien, es la interaccion de todos los conjuntos am-
bientales, con su variacion espacio-temporal, lo que va a mol-
dear el comportamiento de esas bacterias en el medio [20].

Identificacion bioquimica de bacterias coliformes

Las caracteristicas fenotipicas de las colonias desarro-
lladas en los agares selectivos y diferenciales, fueron muy di-
versas. De forma general, se observaron colonias hasta con
un diametro de 6 mm, aproximadamente. Las formas y colores
fueron también muy variadas, encontrandose colonias redon-
deadas, ovaladas, con bordes regulares e irregulares (ésta ul-
tima con aspecto mucoso), de superficies planas, concavas o
convexas, anaranjadas, rosadas, rojizas, incoloras con centro
negro, negras, purpuras con centro rosado, moradas, algunas
de las cuales impartian su coloraciéon al medio de cultivo. Se
identificaron un total de 246 cepas, de las cuales 159 fueron
aisladas a partir de muestras de mejillones y 87 cepas aisla-
das a partir de muestras de agua, todo esto en funcion de
pruebas bioquimicas diferenciales basadas en la actividad me-
tabdlica de cada especie de microorganismo aislado (TA-
BLA V). Se observé que la diversidad fue mayor en mejillones,
en comparacion con el agua, este incremento esta relacionado
con la capacidad concentradora de los bivalvos al filtrar parti-
culas en suspension en el medio que los rodea a través del
bombeo del agua, factor que incide en un intercambio pronun-
ciado entre el cuerpo de agua, los sedimentos con grandes
contenidos de materia organica y los microorganismos que se
distribuyen con mayor homogeneidad en la columna de agua;
en fin, son los bivalvos los que logran revelar la condicién bac-
teriol6gica del agua donde se encuentran [21].

Algunas de estas especies fueron aisladas con poca fre-
cuencia durante el afio de muestreo, y probablemente se en-
cuentren en bajo nimero. Su presencia debe servir de adver-
tencia, puesto que su numero puede estar asociado con la in-
cidencia de infeccion en la poblacion humana, y como tal, pue-
de aumentar inesperadamente constituyendo un inminente
riesgo para la salud publica. En varios trabajos [7, 17, 45], se
aislaron también estas especies bacterianas en otros bivalvos
y en agua, y se puso de manifiesto su contaminacién de origen
fecal como es el caso que ocupa esta investigacion.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
hacen suponer que, existen ciertas interferencias ambientales
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en la microbiologia de las aguas y posiblemente en la capaci-
dad de filtracion de los mejillones. Este hecho enfatiza la im-
portancia del monitoreo continuo del producto, posibilitando el
aumento de la produccion y/o extraccion de los mejillones, jun-
to con la determinaciéon de la calidad del agua en los bancos
naturales estudiados y posteriormente, el de los mejillones co-
mercializados.

CONCLUSIONES

La mayoria de las muestras analizadas de mejillones,
procedentes de la Ensenada La Chica, presentaron valores
por encima de los limites establecidos por la Legislacion Sani-
taria Venezolana y la FDA, para los niveles de coliformes feca-
lesy E. coli.
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TABLA 'V
ESPECIES BACTERIANAS PERTENECIENTES A LA
FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE AISLADAS E
IDENTIFICADAS A PARTIR DE MUESTRAS DE

MEJILLONES Y AGUAS PROCEDENTES DE TRES AREAS

DE PRODUCCION DEL ESTADO SUCRE/ BACTERIAL

SPECIES BELONGING TO THE FAMILY ENTEROBACTERIACEAE
ISOLATED AND IDENTIFIED FROM MUSSEL AND WATER SAMPLES
FROM THREE PRODUCTION GROUNDS OF SUCRE STATE.

Agua
E. coli
Klebsiella oxytoca

Mejillones

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes

Enterobacter agglomerans
Citrobacter freundii
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
E. coli

Salmonella spp.

Los mejillones procedentes de Bahia Iglesia y Punta Pa-
tilla se encontraron dentro de las regulaciones antes mencio-
nadas, por lo que se puede valorar su calidad como satisfacto-
ria para los niveles de contaminacion fecal.

Se logré detectar Salmonella en los mejillones proceden-
tes de la Ensenada La Chica, s6lo en el mes de octubre, lo
que pudiera significar una fuente de contaminacién puntual.
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