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INTAODUCCIAON

En nuestro Pais, es muy frecuente encontrar casos de enfermedades o toxi
infeccianes y afin parasitosis causadas por el consuma de alimentaos.

Alimentos que por estar contaminadas con microorganismas patégenos resul
tan ser no aptas para el consumo humano.

En México y en muchos pafses principalmente los subdesarrollados no se
lleva a cabo un control sanitario supervisado por las autoridades co-
rrespondientes a la salud, Y aungue existan &stas no ejercen contral
adecuado sobre la elaboracién y distribucién de alimentos.

Hay gue sefialar que en la &posa actual nuestra forma de vida ha cambiada
en comparacién con afios anteriores a la industrializacidn. Ya que ahora
es mds frecuente la necesidad de tomar nuestros alimentos fuera del ho-

gar, en sitias donde la preparacifn de los alimentos es en grandes can-—

tidades y almacenados nor perfodos de tiempo largos, proporcionando con—
diciones favorables para el crecimiento y proliferacidn de los microor—

ganismos.,.

El objetivo de este trabajo es demostrar essa falta de vigilancia en el
control, elaboracién y distribucién de alimentos.

Como materiaml para este astudio se han utilizado a los mariscos como ali
mente e analizer, y el uso de microorganismos indicadores como mé&todo.

tas razanes son las sigulentes: tos mariscos son alimentos que en un B50%
aproximadamente, se consumen fuera del hogar; son alimentos muy perece-
deras, reguieren de medios especiales para su transports, y principalmen
te porgue son productos del mar que crecen y se les captura cerca de las
costas en aguas contaminadas. Por la tants es 1l8gico gque ests tipo de
elimento se encuentre contaminado por una gran variedad de microorganis—
maos.

El uso de microorganismos indicadores, es un grupo de microorganismas
gue han sido utilizados universalments pera determinar la calidad sani-
taria de un alimento. Son utilizados estos microorganismos debido a que
son mis f&ciles de cultivar, de enumerar Y qus su presencia en clerto ]
mero en un alimento se considera como indicacién de qus existen paralela
mente otros microorganismos peligrosas que pudieran encontrar condicio-
nes favorables para su crecimientos y repraduccidn.



CAPITLLO I
HISTORTIA

ta intoxicacisn alimentaria no es una enfermeded nueva para el hombre, se
tienen datos de gue los antiguos ya identificaban a los alimentos que se
crefa causaban enfermedades, por ejemplo tenemos que las leyes de los is-
raelitas caontenian informacifn saobre los alimentos que se podian comer y
los que no, asf{ también sobre los métodos de preparacién y sobre la lim-
pieza de las manos.

Apraximadamente en el afioc 2000 a.C., segdn indica el libro Levitico, Moi-
sés dictS numerosas leyes que prategian a su pueblo de los estragos de
las enfermedades infecciloses,

Llos relatos de intoxicacliones alimentarias qus registra la historia anti
gua se atribufan a productos quimicos venenosos, esto se debif a que sl

conocimienta de las intoxicaciones alimenterias de naturaleza no quimica,
o sea bacteriana, no se remontz mlds que a la dltima perte del siglo XIX.

Aproximadamente desde 1880 se conace la contaminacidn de los alimentos
por microorganismos productores ce enfermedad, y a partir de estz época
se han seralado numerosas causas e enfermedadss por alimentos.

En el afio 1658 un monje, A. Kircher, examinando organismos en descomposi
cién, carnss, leche y otras sustancias, fue quizd el primer hombrs que co:
cibis sl papel de los microorgznismos en la alterecidn de los alimentos,
considerando que ello se debfa a "gusanos" invisibles a simpls vista.
Pern fue hasta -el afio 1675 en que con un instrumento éptico hecho con uns
lente biconvexa, Anton Van Leewenhoek hizo las primeras observaciones ng
tables sobre las bacterias y estas fueron registradas.

Fue Luis Pasteur el gran quimica bacteriSlogo francés, entre los afios
1857 y 1862, el que demostrf que sin duda alguna las bacterias eran causa
nacesaria de enfermedad, a partir de entonces la marcha de los descubri-
mientos en el campo de la bacteriologfa y la microbiologfa en general fue
répida.

La primera bacteria productora de toxinas gue causan intoxicaciones ali-
montarias que se ha descrito fue aislada en el afio 1888 por el doctor
Gaertner, a partir de los Srganos de un hombre que habfa muerto por into-
xicacifn alimentaria durante un brote ocurrido en Alemania, que afects a
otras 59 personas, bacterias similares se encontraron en la carne servida
a las victimas. Fue entonces cuando las intoxicaciones alimentarias gra-
dualmente fueron relacionadas con caontaminaciones bacterianas especificas.

En Bé&lgica en el afio 1896 Van Ermengem, descubrif el microorganismoc
Clostridium botulinum, causants de la grave intoxicacidn alimentaria deno-
minada botulisma. Por los afios 1909 a 1923 muchas de las bacterias cono=-
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cidas en la actualidad como causantes de intoxicacisn alimentaria fue-—
ron agrunades bajo el nombre genérico de Salmonella, en honor al doc—
tor Salmon gque en 1885 descubrid al primer miembro del grupao, el bacila
del cSlera porcino. Otro grupo de bacterias implicadas en las intoxi-
cacicnes alimentarias, denominadas estafilococos, fueron halladas a
partir del afio 1914.

En 1945 fue descubierta otra cuarta causa importante de intoxicaciones,
el bacilo anaerobio esporulado Clostridium Welchii este microorganismo
es similar al Cl., botulinum pero de efectos menos catastréficos.

A pesar de gque se han descubierto numeraosos microorganismos causantes
de enfermedades, se siguen presentando casos de intoxicaciones alimen~
tarias. Podemos preguntarnos por gqué los brotes de intoxicaciones ali
menterias son atn tan frecuentes en la actualidad en que los esténda-
res de vida son mfs elevados, ¥y en que ha mejorado la higiene general
y personal, y en que nuestros conocimientos cientificos y tecnoldgicos
50N Mayores.

Estos problemas siguen persistisnds debido al cambio de modo de vivir
que tuvo lugar despufs de comenzar =l praesente siglo. EJL cambio fue
tan sutil que apenas se notS§ en varios &fios.

Antes de la primera guerra mundizl, los alimentos eran sencillos en su
preparacién, las comidas las preparaban en pequefios "restaurantes” de
la época, lugares bastante sucios y con servicios higi8nicos daficien—
tes. Pero aungue los esténdares higiénicos en esa &poca fueran infe-
riores a los actuales, 2l riesgo de que a tales comidas siguiesen into
xlcaciones alimentaries era muy pequefio, porque aquellas comidas sim-—
ples se cocinaban en el acto y se servian sin demora. Al crecer la
poblacidén del mundo, al surgir la industrializacién, los transportes
pdblicos, etc., surgen con ellos los grandes restaurantes econémicos.
Después de la segunda guerra mundial se incrementa la poblecifin, la po
pularidad de las comidas precocidas aumenta, platillos preparados y ven
didos quizé varios dias después de su preparacién, platillos que son
ideales para la reproduccidn ds diversas bacterias productoras de enfer
medades.

Con el transcurso de los afios se sigue modificando la forma de vida, au
menta el hdbito de la alimentzcidén comunal; pero las naciones no se sn—
contraban edn preparadas para este enorme cambio. El personal, asi como
los establecimientos para la preparacisn de alimentos.

tLas bacterias responsables de las infecciones via los alimentos pueden
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transferirse de los hospedadores humanos o animales a los alimentas en
los cuales crecen y se multiplican rdpidaments. Los alimentos consti-
tuyen por lo tanto una fuente potencial de infeccidn y puseden no ser
adecuados para el consumoa,

Para impedir la difusién de infecciones de origen alimenterio tenemos
por lo tanto, gue impedir el acceso de ciertas bacterias a los alimen—
tos, debemos evitar a toda costa su crecimienta, si estos han tenido
inevitablements acceso a los alimentos.
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CAPITULO II
GENERALIDADES

BIOLOGIA DE LOS MARISCOS

El término mariscos, se usa generalmente para referirse no sflc a los
moluscos como ostiones y almejas, sino también a los crustéceos. Se
puede décir que mariscos son cualquier animal marino invertebrado espe
cialmente los moluscos y crusticeos comestibles.

Segtin la clasificacidn de los alimentos de acuerdoc a.su sstabilidad,
los mariscos pertenecen a lds alimentos perecederos, son adn més pere
cederos que el pescado.

VALOR NUTRITIVO DE LOS MARISCOS

Para estudiar el valor nutritive de un alimento o grupo de alimentos se

debe;

a) Examinar la composicién de cien gramss de la porcién comestible del
alimento y la cantidad de desperdicio, asf tensmos que para los ma-
riscos el valor nutritivo es:

~Moluscos (coquinas, mejillones, ostiones) 75% de desperdicia.
-Crustéceos (angostas, cangrejos, camaranes) 63% de desperdicia.

Porcidn promedio servida= 100 gr
Comestible w 400 gr, pesados con desperdicios

TABLA Y VALOR NUTRITIVO DE LOS5 MARISCOS
COMPOSICION PROMEDIO

A Por 28 gr de porcidn camestible
B Fraccién de la racién diaria proporciomada por uma porcidn prome—
dio comestible de 100 gr

keal Prot § Ca Fe Jvit.A| B B Nic

) (mg) ? (mg) | (uz) | (mg) | (mg) | (mg) |

joluscos A 19 3 a0 {0.5-8 60 0.01 | 0.04 | 0-4
arinos 8 - 1/5 1/4 pO-2004 1/10 - 1/160 | 1/12
Crusté- A 26 5 30 1.5 - 0.01 | 0.06 | 0.7
ceos B - 1/3 1/5 | 1/2 - - 1/? 1/8
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Los mariscos proporcionan buenas reciones de hierro y proteinas y can-
tidades Gtiles de calclo, &cido nicotfnico y riboflavina; son deficien

tes en tiamina, vitamines C, A, D.

Extracto de aminoécidos contenidos en diversos mariscos:

V.alina 5.7 Fenilalanina 3.9
t.eucina 8,0 Triptéfano 1.1
Isoleucina 4,9 Cistina 1.2
Treonina 4,5 Arginina 6.8
Lisina 9.0 Histidina 3.4
Metionina 2.9
MOLUSCOS

La mayorfa de los moluscos son formas libres qus se arraestran o viven
en sl fondo del agua. 75on miembros del Phylum Mollusca, consisten en
casl cien mil sspecies conocidas; los moluscos se dividen en cinco cla
s8es:

Amphineura, Scaphaldpoda, Gasterdpoda, Pelecysoda {almejas y ostiones)
y Cephalépoda {calamares y pulpo).

Los moluscos son de los seres vivientes m&s entiguos de lz tierra, se
han sncontrado fdsiles de moluscas con antigtiedad de 600 mil afios,exis
te la evidencia firme de que los moluscos se han originado en los ovcé~
anos pnrimitivas a partir de una linea extremademente antigua.

Todos los moluscas tienen cuerpos blandos, y en la mayoria de las espe
cies estén protegidas por conchas duras o exoesqueletos.

Su cuerpo estéd constitufdo esencialmente de una cabeza, le cuzl en la
mayorfis de las especies esté bien desarrcllada, tiene lbs Srganos de
los sentidos, y una regién viceral que contiene la mayorfa de los Srga
nos internos,

La locomociSn la efectuan por medio de un pie muscular ventral, y una
envoltura de un epitelic glandular, que los cubre totalmente y que en
muchos casos segregan una conche constitulda predominante de carbonato
de ealcio.

Para obtener alimento muchos de los moluscos con excepcidn de las elme
Jas poseen un é&rganc especifico, es una réddula o sspecie de lengua &s-
pera formada de una banda de tejido con hileras de dientecillos cérneons
funcionando a manera de sierra. Salamente en los Gasterdpodos es fun=
cional esta ré&dula siendo vestiglal en los Cefalépodos.
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El tracto digestivo de todos los moluscos estid esencialmente constitu
ido de boce, es6fago, estémago, intestino,.rectoano y 6rgancs anexos
glandulares.

Can excepcifn ds los csfaldoodos, presentan un sistema circulatorio
“"abierto" bien desarrolladn, formado de un corazén contréctil y de nu

merosos vasos sanguineos que distribuyen la sangre hacia los diversos
érgancs del cuerpo, sin embargo dentro de los drganos la sangre fluye
e través de espacios o senos, m&s que por medio de capilares, los elg
muntos nutritivos y el oxfgeno se difunden directamente hacia el fluid
intracelular sin atravesar las paredes de los vasos sanguineos. Los
Cefaldpodos tienen un sistema circulatorioc excepcionalmente bien desa
rrollado de tipo "cerrade (con capileres).

Los moluscos poseen 4rganos parecidos a los pulmones o sacos pulmona-

res, estos estdn constituidos de una cavidad paleal y ce un manto auy

vascularizado, el cual es el sitio del intercambio gaseoso en los gag

terdpodos terrestres y de algunos acufticos. En todos los otros molus
cos incluyendo los gasterdpodos marinos, los drgenos fundamentalmente

para el intercambio gaseoso entre el agua y la sengre circulante son

los bronquins.

Los 6rganos excretores de los maluscos son fundamentalmente nefridios
o sea tdbulos pares que estén diferenciados en una porcién tubular y
otra a manera de vejiga.

El sistema nervioso en muchos consiste bésicamente de tres pares de
garglios interconectados, que se localizan en la cabeza, pie y masa
visceral, con nervios que se extienden a los mésculos y superficies
sensorinles del cuerpo. En otros como calamar y pulpo el sisteme ner
vioso ha evolucionado hasta constituir una magsa gangliolar muy desa-
rrollado y especializado, el cerebro, cuyos nervios se extienden a
todas las partes del cuerpo.

Los sexos estén separados en muchos moluscos, y tambifn los procesas
reproductores varfan grandemente, los ovarios y testiculos general-
mente son estructuras ramificadas dentro de la masa visceral. En unos
la fecundacidn es externa y en otros interns, los cigotos se desarro-
llan primero en larvas ciliadas nadadoras llamadas troc6feras, en mu-
chos esta troc6fera pasa a un estado larvario llamado veliger, el cual
se transforma después en adulto.

Los moluscos se caracterizan por la posesién de una conchz o conchas
que proporcionan proteccién al cuerpo blando gue encierran., La con-
cha que las recubre en algunas especles estd constituida por dos val-
vas mantenidas por un mfsculo que permite la abertura de los mismos.
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Estos moluscos reciben el nombre de bivmlvos. En otros los moluscos pg
‘'seen una concha solamente, denominados univalvos.

Entre los moluscos mis importantes comestibles tenemos:

Ostras, vieiras, mejillones y berberscho, bfgaroé y bocinas, ostra co-
mén,

OSTRA COMUN (Ostrea edulis). Bivalva, cancha de forma oval, aplanada y
hojosa.

O0STAA PORATUBUESA (Cassastrea engulata). Bivalvo, forma muy irregular,
mayor an profundidad que la ostra comdn.

MEJTLLON (Mytilus edulis). Bivelvo, valvas lisas negras.

BERBERECHO (Cardium sdula). Bivalvo, valvas blancas con costillas igue-
les,

VIEIRA O CONCHA DE PEREGRINO (Pectem maximus). Bivelva, concha en far—
ma de abanico.

8I18AR0 (Littorina littorea). Univalwo, concha de forma de caracol, ne-
gra o pardo ascura.

BOCINA' (Buccirum undatum). Univelvo, concha en forma de espiral,

Los moluscos difieren en su camposicifin quimica tanto de los peces tels
fstenos como de los crustéceos por, contener una cantidad significativa
de materiales hidrocarbonados, y una centidad inferior ds N, los carhbo-
hidratos se encuentran saobre todo en forma de glucﬁgend‘alcanzando un
nivel que explica la actividad fermentativa que tiene lugar a producir
se su deteriors bacteriano microbiano. En los lipidos muscularses de
los moluscos la proporcifin de arginina libre, écido aspértico y gluté-
mico es més alta gque la encontrade en los psces.

La diferencia principal entre moluscos y crusticeos es qus sl contenido
de carbohidratas en los moluscos es mis elevada. Debido a los niveles
altos de glucdgeno el deterioro ds los moluscas as bisicamenta fermen-
tativo.

CRUSTACEUS

La clase crustécea estd representada por organismos tan bien identifi-

cados como el cangrejo, la langosta, el langostino y 21 percebe.’ Exis

ten aproximadamenta 50 000 especies marinas y unos cuantos de aguas dul
ces.
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ios crustécens se caracterizan por la posesién de un cuerpo blando en-
cerrado en un caparazén quitinoso. Este caparazén es rigido pero la
cola es erticulada y presenta un desarrollo considerable, en algunas
especles y escaso en otras. Las patas son erticuledas. Por la exis-—
tencia de este caparazén rigido, los crustdceos crecen por mudas, 1la
respiracién se lleva a cabo por medio de bronquios situddos encima de
las patas. Los crustdceos poseen ojos, pero se desconoce si les son
de utilidad, Entre otros sentidos se encuentran el del olfato, el gus
to y el tacto, paoseen antenas, piezas punzoras y masticadoras y extre-
midades, el primer par a veces dotado de piezas potentes. Los crusté-
ceos de mar poseen dos pares de antenas o tentéculos sensitivos, un
par de mandfbulas y dos pares de maxilares saobre sus cabezas, sus ojos
son generalmente compuestos.

Poseen estos animales un sistama circulatorio abierto, con un corazén
que late y arterias que terminan sn el hemoceloma, grandes espacios
llenos de sangre que se ramifican por casi todas las partes del cuerpa.

Dentro del grupo de los crusticeos més extensamente consumidos son las
gembas, bogavantss, cangrejos de mar y langostinos.

CAGRON 0 QUISQUILLA GRIS (Cragon vulgaris). Pertenece a los decipodos,
son caracteristicas de esta especie el que posee el primer per de patas
engrosadas, terminando en pinzas, que carece de rostro, gue posee el
dorso redondeado y su color pardo qus persiste después ds hervido el
crusticeon, su longitud alcanza hasta diez centimetros.

CIGALA: {Nephrops norvegica). Su longitud es hasta de veinte centime—
tros.

CAMARON (Leader squilla). Posee rostro alargado, y su calor es rosado,
presenta manchitas rojas en todo su cuerpo en sentido longitudinal. Se
dice que es mis rosado cuando procede de aguas mds profundas. Su capa
razén se vuelve rojo y opaco después de la ebullicién, mide de longi-
tud hasta seis centimstros,.

CANGREJO DE RID (Astracus fluviatilia)}. Pertenece a los decépodos, se
encuentra en los rios puede distinguirse porque el segmento medio de

su aleta caudal estd dividido trensversalmente. El cangrejo de rio se
vuelve rojo después de la coccién. Su longitud es de diez centimetros.

LANGOSTA COMUN (Palinuros wulgaria). La langosta comin es de color na-
ranja carece de pinzas grandss, el caparezdn estd cublerto por velloci-
dades finas y sus antemas son muy largas. Alcanza gran tamafio y no' son
raros los ejemplares de hasta tres a cinco kilogramos, Oespufs de coc-
cién la clscare permensce de color naranja.
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Los crustéceos se diferencian de los pecas en que tienen alrededor de
un 0.5/100 de cerbohidratos, ya que en los peces su contenido es nulao.

Debido a su alto contenido de aminoécidos libres y extractivos nitro-
genados es muy susceptible a ser rédpidamente descompuesto por la flora
productora de alteracionas. Se ha seflalado que el mdsculo de los crés
t&ceos contiene unos trecientos miligramos de N/100 de carne, Esta ci
fra es superior a la de los peces. El deterioro inicial de la carne
de los crustécenos se ve acompafiado de la produccidn de grandes canti-~
dades de bases nitrogenadas, algunas de estas bases nitrogenadas vo-
14tilaes provienen de la reduccién del 8xido de trietanolamina presente
en los crustéceos, también se encuentra la arginina.

MARISCOS COMO AGENTES DE INTOXICACION ALIMENTARIA

Las intoxicaciones alimentarias de tipo bacteriano, a diferencia de la
fiebre ent&ica o disenterfa, pueden considerarse ataques agudos de
dolor abdaominal y diarrea, generalmente acompafiadas de vémitos que se
manifiestan entre las dos y treinta y sels horas después de comer el
alimento contaminado. Los agentes causales pueden clasificarse en cin
Co grupos;

1. Salmonelas

2,' Estafilocacos

3. Clostridium Welchii

4, Otros microorganismos comoc estreptococos, bacilos coliformes y baci
los esporulados aerobios.

5, Clostridium botulinum.

RESERVORIOS DE INFECCICN Y MODOS DE DIFUSION

Las bacterias se encuentran en cualquier parte del medio ambients, en
el suelo, en el agua, en el aire, la mayoria de ellos no son perjudi-
clales para el hombre, pero existen muchos tipos que si son patégenos.

Bajo clertas condiciones son capaces de crecear y multiplicarse en los
tejidos corporales y-dar origen a enfermedades. Se sabe perfectamente
qgue durante la enfermedad los gémmenes infsctantes pueden transferirse
de una persona a otra, de animal a animal, y de animal a hombre, bien
directamente o a través de un medio tal como los alimentos. El nuewvo
hospedador puede sucumbir a la enfermedad o puede resistirla sin mos-—
trar sintomas. De esta manera los gérmenes gque se adaptan 2 vivir en
las condiciones que ofrece el cuerpo humano o animal, mantienen su
existencia y, cuando no se hallen causando enfermedad activamente, pue
den sobrevivir tranquilamente en la nariz, garganta o intestino de uma
persona sana o de otro ser vivo,

Algunas intoxicaciones alimentarias san causadas por los productaos té-
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xicos de las bacterias que crecen activamente en los elimentos, y ne por
la invesién del cuerpo por el microorganismo.

L2 carga bacteriana necesaria para infectar o para producir toxina, como
para causar Ilrritecién varfa con los diferentes microorganismos y tam-
bién con la resistencie del huésped. El ndmero de microorganismos de un
alimento particular en un momento dado depende del tipo de alimento, de
la temperatura y del tiempo de exposicién.

BaJo condiciones existentes en el mercado, los mariscos a menudo estén
intensamente contaminados, esta contaminacién puede provenir de: las asguas
de donde se ls pesca, por causa de los manipuladores, y de los utensi-
lios para su manipulacién, Gomo los marlscos son animales de estuario,
estédn expusstos a conteminacidn fecal, Los moluscos de importancia co-
merclal se sncuentran prdximos a las costas, y por ello es posible su
conteminacién por gérmenes diversos a pertir de las aguas de alcantari-
llado, restos de barcos, etc., esto es esencialmente peligroso ya gue
muchos mariscos ses consumen crudos, sin que se les hayes sometido a un
tratamiento té&rmico que inactiveria a los microorganismos patdgenos que
pudieran contener.

Los mariscos durante su respiracién y alimentacién filtran grandes can-
tidades de agua y captan con facilided patfgenos intestinales de los le-
chos contaminados, o cuando se colocan en agua salubre cerca de los desem
bocaderos de aguas negras para que "engorden®, También estén contemina-
" dos de manera similar con virus segiin demuestra la epidemiologfa de epi-
demias de hepatitis infecciosa transmitida por alimentos. Numerosos brg
tes de fiebre tifoidea se han debido e mariscos contaminados .

Mientras que unas especies de mariscos se consumen pocas veces en crudo
como ostras; los caracdlas de mar, berberechas y bucinas; langostinos y
gambas, se hierven antes de su venta, pero por lo general no se comprueba
su coccifn.' Los mejillones producen muy pocos incidentes de intoxicacién
debido & que se consumen cocidos. tos berberschos temhi&n se cuecen y

en ocasiones se les adicioma sal antes de su distribucién, se han regis-—
trado incidentes debido al consumo de berberechos esto ha tenido lugar
durante el tiempo cilido y la causa puede ser debida a contaminacién y
multiplicacién después de su coccidn y durante su venta al por.menor. En
el caso de camarcnesg gambas y colas de langosta cocdidos y congelados,
pueden sar congeladas aungue muy raramente se han aislado salmonelas en
las musstres examinadas en el puerto directamentse, debe de supgnerse por
lo tanto que reremente resultan conteminadas por manipuladores humanos

y que na constituyen una fuente natural de salmonelas. Es més frecuente
encontrar estafilococos procedentes de los manipuladores.

Ademis el usuario es responsashle de mantsner el producto en huen estado
bacteriolSgico, el tiempo y la temperatura de almacenamiento entre la



descongelacién y en consumo es importante.

ta flora microbiana de los moluscos puede variar muy considerablemente
dependiendo del agua en que han sido capturados o lavados y de otros
factores.

rn astras alteradas se han encontrado los siguientes génervs de bacte-
rias Pgeudomonas, Serratia, Proteus, Clostridium, Bacillus, Escherichia,
Aerobacter, Streptococous, lactobacillus, Flavobacterium y Micraococcus,
Al principio y al avVanzar la alteracidn, predominan las especies de los
géneros Pseudomonas y Achomobacter, y en las Gtlimas etapas prevelecen
las estreptococos, lectobacilos y levaduras.

Le flora bacteriana de los crustéceos recientementse pescados serd reflg
Jo de las aguas en que hayan sido capturados, de las contaminaciones de

la cubierta del bugus, manipuladores y agua de lavada.

Las pseudomonas y achomobacter son los microorganismos predominantes en
los crusticeons deteriorados por accidn microbiana.

ALTERACIONES MICROBIANAS QUE SUFREN LOS MARISCGS

Todos los animales marinas constantemsnte tienen sobre su superficie ex—
terior poblaciones de bacterlas mfs o menos grandes, no se tiene infor-

macidn exacta sobre la cantidad de gérmenes que se encuentran en la su-

perficie de los crustfceos y moluscos pero se dice que poseen una cifra

semejante que para los peces siendo para estos 105 y 102 gérmenes exis—

tentes en la piel por cme., tos tejidos y 8rgenos de crustéceos y molus

cos sanos estédn estériles.

Durante la vida de los crustéiceos y moluscos no existe una penetracisn
declarada en los tejidos de las bacterias presentss en la superficie cor
poral y en el intestino, pareciendo existir un tipo de equilibrio en don
de las cantidades de las bacterias se conservan en un nivel bastante es-
table, Cuanda el animal muere dejan de existir las defensas humorales
contrarias a la invasidn microbiana, a la vez que las barreras mecénicas
coma lo es la niel y membranas pierden gradualmente su impermeabilidad.
Teniendo como resultado de estos cambios y otros post mortum, se rompe
el equilibrio entre las bacterias y el animal apareciendo inmediataments
evidentes modificaciones cuantitativas y cualitativas en dichas poblacig
nes bacterianas.

Durante un breve perfodo de tiempo siguiente a la muerte y que correspon
de estrechamente con la instauracién, duracién y resolucién del "rigor
mortus”, exists poco cambio en el nGmero de bacteries presentes; sigue
después un perfodo de crecimiento gradualmente acelerado, que va asociado
a cambios organolépticos principalmente el olor, enseguida la poblacidn
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microbiana entra en fase de crecimiento mé&s o menos exponencial, que co-
rresponde a 1la iniciacidn de la aparicidn de sustancias como la trimetil
alanina y otras afines son bien conocidas por ser indicadores de altera-
cién. Esta etapa dura poco tiemno y le sigue un perfodo de crecimiento
terminal més o menos estacionario, en ests perfodo se praducen pocos cam
bios respecto al nimero de la poblacién bacteriana superficial, pese a
la ausencia de cambios bacterianos cusntitativas, ests es sl perfodo de
méxima actividad alterante terminando prédcticamente cuando el alimento
estd préximo a la putrefaccidn.

Se ha compraobado que este esqueme clésico de crecimiento se repite en to
das las muestras de pescado, moluscos y crustfcess sometidos a refrigera
cidn o sea por encima de.0°C y por debajo de 10°C.

ALTERACIONES CUALITATIVAS

Las alteraciones cualitativas que ocurren en la poblecisn bacteriana y
gue acampafian a los cambios cuantitativos mencionados no son bien cono-
cidos, la flore predominante gramnegativa y en forma de hastn que se
encuentra en los animales marinos vivos, resulta frecuentemente alterada
par las operaciones de manipulacién que preceden al denfsito en hielao,
con lo cual gérmenes gran positiwvos como el Micracoccus y el Corynebac~
terium alcanzan una cuantfa importante transitoria en la poblacifn de
gérmenes superficiales. No obstante durants el perfoda de aparente re-
tardamiento y ern la Pase de aceleracidn del crecimiento los cembios cuz
litativos que ss8 producen en la flora restablece la predominancia de las
formas gramnegativas en forma de bastén, con lo cual cuandg tiene lugar
el crecimiento logaritmico, por lo general el 99%de las bacterias presen
tes son de esta clasa,

A la vez se producen cembios en el equilibrio entre los géneros normal-
mente presentes de organismos gramnegativos.

De todos los factares fisicos y quimicas que influyen sobre el desarro-

1llo bacteriano, el factor mds importants es tel vez la temperatura. Las
bacterias psicréfilas, que normalmente producen el detsrioro de los ali-
mentos marinos, se multiplican muchas veces més de prisa a temperaturas

préximas a los 22°C que a los 0°C.

EFECTO DEL PROCESADO SOBRE LAS BACTERIAS

El procesado ds los alimentos marinos tieme un objetivo principal, &ste
es impedir de diversas maneras la accifin de los gérmenes de la descom—
posicién. La mayorfia de las técnicas del procesado tienden a lograr uno
de los tres zfectns siguientes:

1., Inhibicién parcial de laos gé&rmenes,
2+ Inhibicién complata.
3« Esterilizecisdn.
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Inhibicidn parcial. & inhibicién parcial se consigue generalmente
en la préctica, mantenisndo la temperatura de almacenamientc de los
alimentos marinos préxima a los 0°G, esto puede lograrse usando hie
lo o salmuara refrigerada,

A bajas temperaturas se reduce bastante el ritmo de multiplicacidn

de las bacterias de la putrefaccién y asi retardar la instauracidn
de la fase de crecimiento logaritmica, y el correspondiente desarrg
1lo de las alteraciones profundas. Se utilizan también aditivas qui
micos, que también ocasionan la inhibicién parcial de la fraccidn sen
sible de la flora bacteriana, de una manesra un tanto diferente, pero
proporcionan los mismos resultados finalss gque la refrigeracidn,

Otra forma de lograr una inhibicién parcial es mediante la pasteuri-
zaclin que se puede realizar por medio de calor o por radiaciones de
alta energla, teniendo un efecto selsctivo sobre las bacteries sensi
bles fremando la multiplicacién de la flora de la descomposicifn re-
trasando asif la putrefaccitn.

tas modernas técnicas de ahumads, proporcionan sflo una inhibicién
parcial de las bacterias. La previa salazdn y desecacidn pueden ori
ginar clierta reduccién en la taza bacteriana, se cres que se logra
un efecto bacteriano colectivo,

Inhibicién completa. La congelacién salazonado, y desecacién son pro
cesos medisnte los cuales se logra la inhibicién completa.

En las praocesas donde se logra la inhibicidn completa, existe la ca-
racteristica bacteriolégice de presentar reversibilidad, ya que al
ser descongelados lgs alimentaos principalmente las marinos muestran
inmediatamente, los signos caracteristicos de la descomposicién, ya
que las bacterias inhibidas recuperan su capacidad normal de multi-
plicacién,

Otro factor importante que influye scbre el desarrolla bacterianao es.
el pH, el pH bajo, o sea Acido es un poderaosa inhibidor de carécter
general del desarrollo bacterieno, pero existen microorganismos ca-
paces de multiplicarse y causar alterecién en los alimentos, a nive—

.les bajos de pH.

Esterilizaclién, Para lograr la esterilizacifin existe solamente un
m&todo comercial de procesado de los productos marings, este método
es el enlatado, aunque se ha sefialado que la irradiacién en altas do-
sis también alcanza la esterilizacién, En embos casas, las bacterias
presentes saobre el producto marino resultan muertas, de tal manera
que el procesado de la putrefaccién s§lo puede reanudarse por conta—
minacién del productc a partir de una fuente externa.
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Lns productos marinos frescos y congelados como los moluscos constitu—
yen un pesulisr problema debido a su naturel sistema de alimentacidn,

y a su desarrollo en aguas costeras expuestas a contaminacién de ori-
gen telfrico, los gérmenes productores de toxinas ceusantes de intoxi-
caciones alimentarias, no crecen por lo general de manera significativa
a bajas temperaturas o sea inferiores a 10°C, en tanto que la flora nor
mal, por ser principalmente de naturaleza psicréfila se multiplica més
répidemente, Cuando la temperetura es lo bastante elevada para permi-
tir el desarrollo de organismo peligroso, la flora normal crecerd en

la mayorfa de las veces mucho mds répido, resultando con éste que los
posibles gé&rmenes patfgenos se vean desbordados y pueden llegar a morir.
Se ha comprobado que existe un sfecto letal sobre dichos gérmenes paté-
genos debido al desarrrollo competitivo de la flora de putrefaccidén,

INSPECCION DE MARISCOS

Inspeccién de moluscos. El objeto del muestreo de moluscos es determi-
nar si estdn o no contaminados por bacterias procedentes de aguas resi-
duales. Como las zonas de recogida o criaderos puede ser variabhle el
grado de contaminacién de un momento a otro, es importante que los mues
treos se tomen frecuentemente. Lo ideal seria recoger muestras semanal
mente.

Los moluscos deben muestrearse a su llegada al mercado paras evitar tomar
en cuenta las contaminaciones posteriores & causa de la manipulacidén de
que son cbjeto,.

El nfmero representativo de la muestra puede ser de diez o doce molus-
cos, no habiendo diferencia entre los mids superficieles y los mi&s pro-
fundos del recipiente a muestrear, la muestre debe ser recolectada en un
recipisnte estéril.’

En la inspeccifin de moluscos el aspecto y el color son los principales
factores que sirven de gufa en una inspeccién. El1 exterior de la con—
cha de los mejillones debe estar limpia y separedas una de“otres, cuando
se encuentran conglomerados con barro y hierbas, se debengxaminar estos
racimos y lodos seperadamente, ya que éstos podrian ser la causa de con
taminacién de moluscos limpios durante el transports al mercado. f(a
concha de 1los moluscos bivalvos aperéce fuertemente cerrada, o se cierra
al tocarlos. Cuando la concha aparsce abierta o semiabierta el molusco
estd altarado y desprende por lo general mal olor.

Cuando se examina un recipiente que contenga moluscos bivelwvos, =i estos
estén alterados puede percibirse un sonido hueco producido por las bal—

vas sbiertas cuando el recipiente es agitado pare que choquen entre sfi.

tos moluscos bivalvos se inspeccionan mediante un examen visual, cuando
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ostén frescos no desprenden mal olor, el cuerpo es firme y se introduce
en la concha sl tocarlos. Si estén alterados desprenden mal olor, estén
hémedos y blandas y se encuentran encogidos en la concha.

INSPECCION DE CRUSTACEOS

Cuendo los bogavantes estdn eltaredos las extremidades y la cola epare—
cen flécidos y la carne desprends un clor desagradable, decoloracidn y

esauudacidn de humedad. Cuando sstén frescos la cola se mantisns rigida

incluso después de haber sido hervidos. los cangrsjos cuando gstén al-
terados tienen un aspecto blangquecino, flacidez de pinzas y cola y des-
prende mal olor. Las quisquillas de rios y los crangrons, aparecen se—
cos cuando estén frescos y su olor es egradable. Se vuelven himedos y

viscosos cuando estén altarados y presentan olor amoniacal.

Estos tipos de inmspeccidn son de tipo visual y organolépticos, existe
otro tipo de inspeccifn que es la microbiolégica.

El servicio de Sanidad PGblica de Estados Unidos de Norteamérica, ha su
gerido que en la prueba de presuncidn no tisne gue habar mds de cincuen
ta por cien de muestras de un mililitro de l4{quido reunido de las con-
chas y tejido finamente triturado de diez o més ostras moluscos o simi-
lares que presenten bacterias califormes, pero esta cifra es de orienta
cién mis que de un valor esténdar.

Existen esténdares bacteriolfigicos ssteblecidos y son los siguientes
para el caso ds los mariscos:

Contajes viables inferiores a 100 000 por gramo son la regla normal. Me—
nos de veinte bacilos coliformes por gremo y menas de cien estafilococos
coegulasa~positivos por grama; estos niveles se logren f4cilmente si se
tiene cuidado durante su fabricacifn.

En la fijacifin de esténdares desde el punto de vista sanitario para los
moluscos se han sstablecido diferentes tipos de calidad, siendo éstas
tres:

Calidad sanitaria I, comprende aguellos-moluscos con cinco o menos E,
coli por mililitro, de carne y son aceptados en todos los mercados.

Calidad sanitaria tipo II, comprende los que tienen de 6 a 16 E. coll
por ml., se considermcomo sospechosos y es preciso efectuar un segundo
muestreo.

Calidad samitaria tipo III, comprenda aquellos moluscos con més de 16
E. coli por ml., y scn considerados como inacentables.
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DEPURACION DE MARISCOS

Pare los mariscas, principalmente para los moluscas gque se consumen Ty

dos, es necesario depurarlos o ses limpiorlos, existiendo.pare este pro
pé&sito estaciones depuradores.

Desde el punto de vista de la depuracién, los mariscos que solamente
tienen importancia son las ostras y los mejillones. Los berberechos vy
bfgaros, tienen menos importancia ya que se cuecen casi siempre antas de
ser consumidos y los bigaros se cuscen siempre para poder sacarlos de su
concha,.

En el afio de 1915 el English Fisheciss Department, inicié una investiga
cién sobre el problema de la posible depuracién de moluscos, posterior—
mente el Dr. Dodgson demostrd gue si los mejillones se mantenian en agua
de mar no cantaminada durante 48 horas, ellos mismos se liberaban de sus
gérmenes peligrosas, resultando despufs inocuos para el consumg humano.

Mé&todos de depuracién de mejillones:

La depuracién de mejillones se basa en le técnica de Dodgson, esta téc—
nica consiste en dos bafios de agus prevismente esterilizada afiadiendo
cloro en forma de hipoclorito célcico, este bafio debe durar toda la no-—
cha. Actualmente se ha comprobado que el cloro destruye las bacterias
procedentes de aguas residuales sn pocos minutos, no siendo necesario
nar lo tanto que el bafic dure toda la noche, siendo suficiente afiadir la
solucifn de hinoclorita célcico al agua de mar, segdn see vertida ésta
sobre los mejillanes en el tanque de depuracién.

Con esta modificacidn a la tfcnica de Dodgsan se han obtenido varias ven
tajas ellas son, reducir el costa de instalacién, simplificacidn del pro
cesa, asf como de tiempo, Se ha simplificado més el proceso debido a
que el hipoclorito célcico para estos fines en la actualidad se vende en
forma astabilizada y gue posee uma concentracién de cloro relativamente
constants. Pera obtener la solucidn deseada se efiaden 450 gr. del pro-
ducto a 40 000 litros de agua, la que evite tener que preparar una solu-
cién inicisl y buscar su concentracidn de cloro mediante titulacién.

Ejemplo de una estacidn depuradora:

La estacién depuradora de mejillones de Canway, consta de un tanque de
almacenamiento de agua con capacidad de 360 000 litros y de tres tangues
de limpieza y depuracidn los cuales tiene poca profundidad.

Las dimensiones del tanque de almacenamienta son de 21 metras de longi-
tud por 9 metros de ancho y aproximadamente 2 metros de profundidad., Y
es llenado con agua de mar con ayuda de una bomba eléctrica virtiendo

240 000 litros por hora. El llenado se lleva a cabo dnicamente durente
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durante el perfodo de marea alta, cuando el peso especifico del agua 1i
‘taral pura es de 1.026. A medida que el agua de mar se vierte en el
tanque de almacenamiento se ve afladiendo el hipoclorito célcico. De es
te mndo se destruyen las bacterlas procedentes de aguas residusles que
puedan existir en el agua de mar.

tos tres tanques de limpieza y depuracién tienen una longitud total de
30 metros por 12,5 metros de ancho, la profundidad varia de 82.5 cm,.

en un extremo a 105 cm. en el otro, constituyendo la inclinacién de su
fondo la parte m&s esencial de su disefio. Sobre este fondo inclinado y
de un extremo al otro de los depésitos existen soportes o salientes de
hormigén a modo de viguetas de aproximadamente 10 cm. de altura y caon
un espacio alrededor de uno a dos metros, la misién de estas salientes
es soportar una rejilla de madera dispuestas de tal manesra que queda por
debajo de ellas un espacio libre de 10 em., lo jue permite que la sucig
dad de los mejillones pueda evacuarse cuzndo estos so.1 lavados,

f.os mejillones son depositaaos en el tanque y el pescador los extlende
sobre el suelo de la rsjilla hasta former una cape uniforme no mayor da
7.5 cm. de espesor. Los mejlllones primero son lavados con agua median
te una manguecra, eliminando de esta forma la suciedad de las conchas y
esta suciedad es arrastrada con el agua por los espacios libres de la
rejilla. Después de esta limpieza externa el tangue se llena con agua
de mar clorada procedente del tangue de almacenamiento, a medida gue el
agua fluye en el tangue de limpieza y depuracién, sobre ella se vierte
una solucidn de hiposulfito sfdico para eliminar las posibles trazas de
cloro que pudieran aln existir en el agua tratada, se necesitan 2.5 1h.
de hiposulfito sédico para 40 000 litros de agua. El tangue se llena
hasta una profundidad de aproximadamente de 90 cm. y asi se deja durente
la noche hasta la mafiana siguiente, elimindndose y sustituyéndose por
vollémenes semsjantes de ague tratada, Esta se deja hasta la mafiana si-
guiente, en que también se elimina. A continuacién los mejillones se
cubren con una capa delgada de agua, Jjusta la superficie pera cubrir a
los maluscos, esta agua contiene 10 p.p.m. de cloro y se deja durante
media hore para esterilizar las conchas. Se elimina esta agua y los mg
Jillones se someten a una ducha con manguera para eliminar las heces,
estando flnalmente listos para ser envasados,

Depuracién de ostras:

En los Gltimos afios la depuracién de ostras se ha llevado a cabo en ins
talaciones con luz ultravioleta, y ya ha sido aprobado este método. Es-
te mé&todo presenta ciertas ventzjas como son su simplicidad, el no em~
plear compuestos clorados o de otro tipo, a los gue se les ha atribuido
la causa de dar a los mariscos sabores dssagradables, y ademds es un
procedimiento barato y seguro.

Debido a que el agua puede ser usade verias veces, esto supone una ven
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taja tembién, par ser menor el nfmero de veces que es necesario llepar
los tanques, operacifn que en algunos cascs puede estar supeditado al
estado de la marea,

Este tipo de instalacién estd constitufdo por dos tangue por lo gene—
ral, p por una serie de depfsitos més peguefios en los cuales el agua cir
cula de manera continua, con la ayuda de una bomba eléctrica, el agua al
pasar por debajo de lémparas de luz ultraviolsta es esterilizada y se ag
rea al caer en cascada siendo después conducida por uma tuberfa al lado
opuesto de donde fue tomada.

Las ostras se colocan en bandejes, ocupando toda el érea del depSsita,
en cantidad de hasta 550 por mstro cuadrado.

Pasado el proceso de depuracifin que se completa después de 36 horas de
inmersién, las ostras se sacan del depSsito tomendo las bandejas donds
se encuentran a medida que son requeridas. Llas ostras no destinadas a
la venta inmediata pueden mantsnerse en los tangues hasta una semana sin
sufrir ninguna alteracién, Ourante la purificacifn, el agua de los tan
ques no debs estar a una temperetura inferior a 5°C, la salinidad del
agua empleada en la depuracién no debe ser inferior a 25 p.p.m., para

la astra comdn y de 20 p.p.m. para la ostra portuguesa.

Las instalaciones tipicas para la depuracilén de ostras, tienen capaci-
dad para 10 000 ostras y constan de un depdsito de 6 metros de langi-
twdpor 3 metros de ancho y con una profundidad de 45 a 60 cm., en la ma
yoria de las instalaciones el tanque estéd dividido en dos partes, y de
este modo colocanda las astras en cada parte en vias alternas puede dis
ponerse de 5 000 ostras depuradas diariamente.
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PROCESAMIENTO DE LOS MARISCOS

Moluscos y crustécess. E1 enlatads de sstas especiss se diferencian
del pescado,. en que se cuecen previamente hasta clerto punto antes de
ser enlatados, envasados o congelados. Y ademés preclsan un tratamien
to ulterior, tal como el salazonado, aciaificacidn, o una combinacidn
de los mismaos, :

Crustécecs.

Gambas. Llamados también langostinos, Se encuentran por lo general
en aguas poco profundas la pesca tiene lugar en bahias y otras zonas
de ensenadas con menos de guince brazas de profundidad, pero existen
otras que se encuentran en aguas mis profundas.

Mé&todos de pesca. E1 95% de las gembas capturadas se pescan con redes
de arrastre con puertas de madera, las cantidades relativamente infe-
riaores se pescan con redes de arrastre con viga, también con trampas
cebadas o con redes de bolsa,.

La pesca de la gamba se realiza principalmente durante el dfa. E1 tiem
po que la red es arrastrada varfa mucha, persc ordinariamente es de dos
a tres horas. Ademfis de gambas las redes arrastran cantidades conside
rables de "morralla" compuesta de peces, esponjas,cangrejos y otros ani
males. Cuando la red de arrastre ses vuelca sobre cubiertz, las gambas
son separadas de la morralla. 1as gambas se suelen descabezar en la
embarcacin, después son colocadas en cubos de capacidad de 38 kg. y se
lavan con chorro de agua de mar aplicado can manguera, paosteriormente
son almacenados en hielo,

Es importante que la manipulacién se efectie con rapidez, ya que las
gambas se capturan en aguas que alcanzan temperaturas elevadas, de no
hacerse asi pueden ser alteradas por las bacterias, y presentarse un
tipo de alteracisn conocido como "manchas negras", esta es una altera-—
cisn que afecta a la cédscara de la gemba y que puede originar la deco-
loracifin de la carne, esta mancha negra es causada por un sistema enzi
m&tica éxida reductor, y por lo cual se agrava al exponer a las gambas
al aire. En el muelle las gambas se descargan en tanques de lavado que
sirven para limpierlas. 81 no se les ha descabezado, enseguida se efeg
tha esta operaciédn, clasificéndolas al mismo tiempo por tamafio. Las
gambas se envasan con hiela machacada o can salmuera refrigerada,

Procesado. Las gambas en el mercado se venden de diversas formas:fres
cas, congeladas, rcbozadas, enlatadas, curadas y como productos espe—

ciales en sopas, gambas en salsg, pasta de gambas, etc.

Con las cabezas desperdicios de las gambas resultantes, la industria
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enlatedora principalmente se fabricen harina que se utiliza como suple
menta del piensc de aves y otros enimales,

Enlatada. El enlatado- de las gembas se realizd por primera vez en Es-
tados Unidos en 1867 por la familia Dunbar de Luisiana.

Las gambas recibidas en la factoria son vertidas en un dispositivo la-
vador y separador del hielo, del cual son sacades por una cintz conti~
nua de tela metdlica, ésta pasa frente a los inspectores que eliminan
a las gambas rotas, descompuestas y decolorddas, o cualquier substan-
cla extrefiz. Enseguida son descabezadas y se les quita la ciscara. Es
ta operacifin puede hacerse manualmente o con ayuda de mlgquinas. Las
gambas vuelven e ser inspeccionadas pare establecer su calidad y poder
clasificarlas por tamafio, las mayores son sometidas al "desvenamiento”,
este opsracifn es quitarle "la vena" o sea el intestino ds 1la gamba,
esta operazcién se rsaliza a miquine hendienco el mésculo de la gambe en
toda la longitud del intestino y quiténdolo, haciendo pasar la gamba a
través de un cilindro rotatorio y dentado percialmente sumergido en agua,

Escaldado. Esta es la etapa siguiente, dura de uno y medioc a tres mi=
nutos seglin el temafio de la gamba, la salinidad suele ser de 259, las
gambas se empujan a través de la solucidn salina en ebullicidn,

En algunos otros procesos las gambas pasan directamente desde el escal-
dador & un tanque de agua fria, asi se interrumpe el proceso de la ebu~-
11icién répidamente y se controlen mejor los rendimientos, las gembas
pasan del tanque de enfriamiento a la cinte transportadora del desecador,
en éste pierden exceso de humedad o pueden pasar directemente desde el
escaldador a la cinta y después se categorizen en clasificadores de agi
tacién, en los cuales las gambas caen a través de una serie de orifi—
clos que las separe en cinco categoriss de acuerdo al tamafio. Se efec~
ta la inspeccién final y se envasan manualmente las latas al ser sella
das se les adiciona uma solucién caliente con una tableta de sal, efsc-
tuando al mismo tiempo el vacfo. Las latas al ser salladas se llevan

a les autoclaves, se les aplica temperatura de 120°C, el tiempo que dura
este proceso verfa con el tamaiio de la lata, sienco de 12 minutos para
los tamafios comunes de 211x300 y de 307x113. Pare evitar que se estro-
peen con sl exceso de calor, se detiene el proceso de coccifn rdpida—
mente al finalizar el tiempo de procesado, cerrando las v&lwvulas de va-
par, se abre el escape y se inunda el autoclave con egua. Las latas se
enfrian alrededor de 37°C, ya secas se colocan en cejas y se refrigeran
a temperaturas bajas como 18°C. ’

Otro tipo de presentacién de las gambas &8s como gambas enlatadas en seco
el proceso difiere en que las gambas son escaldadas durante ocho a diez

minutos, las latas se forran con papel parafinado, no se les sgrega 11-

quido y son mantenidas durante 60 minutas a 1209C.
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Gambes crudas congeledas con céscara, es otro tipo de presentacién, las
gambas se reciben en la planta de congelacifn, son descergadas en un ten
que de lavado, despufs son categorizadas por tamafios y se envesan en ca-—
jas de certén, son depositados en un congelador a temperaturas entre ~12
y ~-20 °C, les gambas se cangelan durante guince horas. Al salir del con
gelador, se eleve la temperctura dsl envase y se agregan cerce des 225 ml,
de aguea con pulverizador, la tapa se cierra y el envase ss vierte, far—
m&ndose de esta manera un blogque casi perfecto de gambas y hielo, protg
giéndose asi de la decoloracidén.

Otra presentacifn es como gambas cangeladas peladas y desvenadas, el pro
ceso es el mismo que pera les que se presentan congeladas y peledas so-
lamente que en este caso se les quita ls vena,

Gambas rebosadas, el proceso es el mismo que pere el ceso anterlor scla

mente se les adicicna una mezcla de harine de trigo y mafz extracto seco
desgrasado de leche, especlas y otros ingredientes, se somsten a coccién
y se envesan en cajas de cartén parafinado y finalmente se congelan en-

tre -17 y -40 °C.

Estas son algunas de las presentaciones de las gembas conocidas com(n-—
mente como camarones.

Se puede afirmar gus las gambas o camarones son el alimento marino més
importante desde el punto de vista econdmico.

Los camarones se capturan principelwmente en las costas cercenas de Esta
dos Unidos, en el Atlintico del Sur, el Pacifico y el Golfo de México.

Cangrejos. Los cangrejos deben de estar vivos al iniciarse el procesc
de enlatzdo, ge les quita el caparazén o escudo dorsasl, tras lo gue son
eviscerados, levados bien y luego precocidos diez o guince minutos en
agua hirviendo o vapor antes de su acidificacién, ademfis 1z carne de can
grejo se suele sumergir o envaser en una solucifn de &cido citrico pera
evitar la decoloracién del producto.

Moluscos,.
Las almejas, ostras y mejillones se procesan de manere similar,

Ostras. La ostra fue uno de los primeros aslimentos marinos utilizados
por el hombre. Este molusco vive en sguas poco profundas entre los ni
veles alcanzados por ambas mareas, ¥ en bahfas y estuesrios ebrigados,
por el lugar donde habita es fécil de capturar, asi pare el hombre pri
mitivo el cual no posefa ning6n tipo de utensilios pars obtener su ali
mento, le era muy ficil de capturar este tipo de moluscos. Ademde por
ser la ostra un animal sedentario se dispania de este alimsnto todo el
anoa
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El génaro ostrs, que por lo menos comprende nueve especies de interés
comercial, se encuentre en las orillas de todos los continentes con
excepcisn dé la regidn Antértica.

La ostra es un molusco bivalvo, los sexos pueden estar separados o al-
terner en el mismo organismo segln la especie; al principio de su vide
es un ser que nada libremente, pero las crfes pronto se asientan en el
fondo del agua y se adhieren a cualquier objeto duro.

Recoleccifin. Las ostras pueden recogerse de tres maneras:

1. Reuniéndolas a mans cuando la marea estd baja.

2. Atenazando las ostras.

3. Utilizendo dragas motrices cuando laos barcos estén cubliertos ds agua.

La recoleccidn manual se practict en é&pocas primitivas posteriormentes
surgiS el método de "mtenazado®, las tenazas pare la recogida son un dis
positivoc semejante a dos restrillos articulados cerca de la extremidad
inferior y con los dientes dispuestos unas enfrente de otros. Se intro
ducen les tenazas hasta el fondo del banco, abriendo y cerrando los man
gos recogifndose las ostras en los bordes dentados.

Por ser este un procedimiento muy lento en la actualidad se utiliza el
dragado motriz. La draga puede ser une barca a motor o un lanchdén, la
embarcacién remolca a la draga, gue es una sstructura metélica con una
barre dentada atravesada en su posicisn frontal, esta desprende a las
ostres de la arena y lodo, las cuales ruedan hacle atrds hasta una bol-
sa de tela metélica.

Procesado, Las ostras se preparan para el mercado de varias menerasy
si las ostres se van a vender con concha, solamente es necesario lavar
las por fuera, envessrlas en sacos o barriles y refrigererlas.

La mayor parte de las ostras se destinan al "vaciado®; en el punto de
origen la carne una vez saceda de la concha va a un dispositivo llamasdo
"hurbujeadar” o lavador, donde les ostras limplas son egitedas en agua
potsble por medio de un chaorro de aire gue entra en el dep8sito hasta
el fondo. La violenta agitacisn y la explosién de les burbujas de aire
hacen que las ostras se separen y suelten la arema y residuos gque lle-
van incluidos,’

81 las ostras se mantienen en sl bafio de agua lergo tiempo aumentan de
peso, a esta aumento se 1ls llama "remoJo” de las ostras; existen dis-
positivos legales que regulan el tiempo que lms ostras deben de sstar
somstidas a ssta operascifn y asif evitar la absorcidn de cantidades im—
procedentes de agua.

Una vez lavadas las ostras se vierten sobre una mesa y se categorizan
por tamafios.
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Las astras destinadas al comercio sflo deben crierse en aguas libres de
‘contaminaciones. A la salida del aparato lavedor, las ostras se intro-
ducen por tamafios en recipientes de cristal o de metal, y son enviados
al mercado en hislo machacado, la temperatura de refrigeracién por lo
menos debe de mantencrse a 1°Ce El perfodo miximo de almacenamiento da
las ostras limpilas refrigeradss ss de unos 16 dies. Las ostras deposi-
tadas en recipientes metélicos para ser almacenadas largo tiempo se con
gelan intensemente y se depositan a -20°C.

Existen productos preparados e partir de ostras congeladas; las ostras
abiertas recientemente se cortan en rodajas o en cubaos y se les adicio-
nan ingredientes como sal, pimienta, etc., se envasan y se congelan; tam
bién se les puede encontrar en el comercio como productos precocinados
ya sea fritas en aceits y envasadas en caja de cartdn en forma congelada,

Las conchas de las ostras constituyen una fuente importante del suple—
mento caliza en avicultura. Tembién sirve como suplemento en los pien—
sos para el ganado,

Almejas. Como las ostras, las almejas fueron importante. alimento para
los primeros colonizadores da las costas del Atlémtico, ya que el des-
cender la marea guedan al descublerto grandes bancos de diferentes es—
pecies de almejas.

Las &lmejas se encuentran a lo largo de la costa del Atléntico desde
Maesie hasta México, y en la costa del Pacifico desde Alaska hasta M&-
xXico.

Le elmeja es un molusco bivalvo, no pesa su vida en la superficia del
fondo de los mares, tal como lo hace la ostra, sino gque lassalmejes se
entierran en el fondo de la arena a varios centi{mstros de profundidad,
y para alimentarse alargan hasta la superficie una epéndice tubuliforme
llemado sifén y que contiene dos conductos, el de entrada y el de sali~
da sirviéndole uno para alimentarse y el otro pare desecher, ademis es—
te sifén sirve para deteotar cualguier peligro en la superficie.

Recolecciéin, En las explotaciones a gren escala se utilizan barcos con
dragas semajantes a las descritas para las ostras.

Procesado. Las almejas deben de salir al mercado lavadas, limpias de
arena y sucledades y clasificadas por tamafio.

Para sliminar las bacteriss perjudiciales las almejas se mantienen en
agua con cloro.

Las almejas se separan de su concha para ser enlatadas, después del 18
vado con agua abundante para limpiarlas de arena, se hacen pasar par
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una cémara de vapor dotada de v ¢ ntalla de tela metdlica sometida a
movimiento de vaivén, la cual imou ca a las almejas hacia edelante a la
vez que separa la parts blande de les conches. A medida que las conchas
van siendo vertidas al final de la cdmare de vapor, las conchas se apar
tan hacla los lados por uma corriente de aire en &ngulo recto a la direc
c¢ifn del transportedor de las almejas, las conchas van e parar a otra cin
ta transportadoras de residuos. Posteriormente los sifones ses cortan y se
escinden longltudinalmente para lavar la arena y suciedad y eliminar la
porcidn visceral. Las piezas limplas pasan a través de una méguina tro
c.adora y se introducen macé&nicamente en latas,

Las almejas sin concha pueden enlatarse enteras o troceadas en su jugo,
al cual se le denomina "néctar de almejas”.



CAPITULO IIIX
METODOS

UTTLIZAGION DE MICROOAGANISMOS INDICADOAES

Entre los requisitos que deba presentar un alimento para que ss consi-
dere de buena calidad higifnica, se encuentran el astar exentos de mi-
croorganismaos peligrasos, o que si los hay, estén en un nivel que las

haga inocuas.

En general no ss posible analizar cada producto o alimanto peara el ais
lamiento y recuento de glrmenes patdgenos, ya que los métodos son poco
aeficaces cuando los microorganismos patéfgenos se encuentran en pequsfio
nfmero y sobre todo cuando abundan otros microorganismos. Adn cuando

sa cuenta con m&todos eficaces y sensibles, los costos y el tlempo son
inaccesibles.

Debido a esta serie de dificultades en la determinacién de microorga-

nismos patégenos en los alimentos, ia sido la causa de que se utilicen
grupos de gfrmenes o especies de enumeracifn mis fécil, y cuya presan—
cia en cierto nfmero se considera como una indicacisn de que los ali~

mentos estuvieron expuestos a condiciones que pudieron determinar la
llegada de microorganismos peligrosos a los alimentos, y que pudieran

permitir la proliferacisn de especies patfgenas o taxigénicas.

tos grupos de g&wmenes denominados microorganismos indicadores han sido
utilizados para este fin, proporcionando gran utilidad para la deter—
minacisn de la calidad bacterioldgica de los alimentos y por lo tanto
la garentia que ofrecen al consumidor.

Mediante sl uso de microorganismos indicadores, se pons de manifiesto

las précticas de higiene inadecuadas, ‘'como son las condiciones del tre
tamiento y manipulacién de los slimentos que suponen un peligro poten

cial, que puede no estar presente en la muestra de alimento estudiado,
perc si en muestras similares del mismo alimento.

Actualmente los indicadores de calidad higiénica eplicados a los ali-
mentos comprenden dos grupos de bacterias: Coliformes y Enteraococos,
siendo adem&s utilizado el recuento tatal de microorganismos.

RECUENTO TOTAL DS MICROQORGANISMOS

Los recuentas de microorganismos pueden hacerse ya sea de células via-
bles y no viables, llaméndose recuento total de microorganismos, ests
tipo de recuento se efectfa con ayuda del microscopio y la cémara de
Petroff-Houser.
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El método consiste en contar a las células viables ya sea aerchbias o
anaerobias pero en ambos casos a temperaturas de 37°C o prfiximas a slla.

Bacterias aerobias meséfilas

Estos recuentos se obtienen en placas de agar incubadas a temperaturas
aproximadamente de 379C y en forma aerobia.

Los recuentos altos de microorganismas viables indican frecuentementa
materias primas contaminadas, que la limpieza y desinfeccién durante su
manipulacién na fuerun correctas.

Considerdndose no aptas para el consumo a los alimentos can recuentas
altos, (excepto los alimentos fermentados) adn cuando estos microorga-
nismaos no sean patdgenos o que no lleguen alterar las propiedades orga-
nolépticas del alimento. Ademds los recusntos altos indican, que han
existido condicionass que pudieran haber favorecido el que ciertas micrg
organismos patégenos hayan proliferado considerablemente Yy que se en——
cuentren por consiguiente en sl alimenta en grandes cantidadas,.

Tambiln pueden estar presentes bacterias que se les considera no paté-
genos peroc que en gran mimero si pueden ser consideradas como patfge-
nas.,

8in embargo el recuento de flora aerobia viable tiene un valor limita-
do en ciertos casos:

1. En determinzdos alimentos donde es natural una multiplicacidn bac~-
teriana, ya qus paralelamente tiene lugar una "fermentaclén” o "ma
duracidn® del producta. Careciendo de valor un rscuento alto en
estos casos.

2+ En los alimentos tratados por el calor los recuentos de microorganis
mos viables pusden dar cifras muy bajes. Revelando en realidad Gni-
camente el grado de tratamienta,

3. En los alimentos desecados y en las cangelados siempre se obtienen
recuentos de bacterias viables mds bajos. Siendo preferible en este
caco efectuar un recuento directo al microscopio para comprobar si
en un principio la materia prima antes de ser somstida a procesamien
to existfan o no abundantes gérmenes,

4. Los recuentos de gérmenes meséfilos son de poco valor cuando se va
a predecir el tiempo de durecidn de un alimernto conservado en refri
geracifn, ya qus a temperaturas entre 15 y 5 8%C, o m&s bajas mueren
muchos microorganismos mesdfilos. Para ello es preferible efectuar
recuentos tde gfrmenes viables psicréfilos, a temperaturas de incuhba-
ciSn entre Dy 5 °C.
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La utilizacidn de los microorganismos eercbios meséfilos, es tal vez
porque es més fécil incubar en forma aercbia gue en anaerobia. Pero
los recuentos anaerobios meséfilos, incluyen por lo general muchos or
ganismos facultativamente anasrobios tales como coliformes, estrepto-
cocos fecales y estafilococos. Ademés estos recuentos pudieran ser
Gtliles como indicadores de la existencia ds condiciones fevorables pa
ra la multiplicacién de los organismos enaerabios productores de into
xicaciones alimentarias tales como Clostridium perfringes, Cl. botu-
linum,

Al hablar de recuentos totales de microorganismos, es necesario heblar
de crecimiento bacteriano.

Les células crecen por absorcién de materiales nutrientes que utilizan
como elemento de construccidn para producir nuevo protoplasma. Guando
una ctlula bacteriana alcanza la madurez, su temafio mé&ximo, se divide
en dos, y cada célula hija iniclard una "vida® independiente y nueva.

El perfodo entre la formacién inicial de una bacteria y su divisién fi
nal en dos células hijas recibe el rombre de tiempo de generazcién, Es
te tiempo de generacifén varia para los diferentes tipos de bacterias,
y aén varfa para un tipo determinado de bacterias cuando las candicio-
nes del medio sufren alguna alterecisn. Los tiempos de generacidén de
las bacteries fluctdan entre veinte minutos y hasta varias hores.

El desarrollo bacteriano de un cultivo supone un aumento de la masa cg
luler y del nGmero de organismos sin relacidn constants entre ambos,
por lo tanto, en los estudios cuantitativos del crecimisnto celular es
nacesario distinguir entre concentracién celular o nGmero de cflules
por unidad de volumen da cultivo, y densidad bacteriana, que se dafine
camo el protoplasma total por unidad de volumen, Pare llevar a-cabo la
enumeracién real de concentracién celular se efectda la cuenta total di
recta o cuentas biolSgicas indirectas.

Fﬁra cantar a los microorganismos viables sg distribuye homogfineamente
una muestra de la poblacién del organismo en estudio en un medio de cul
tivoc adecuado a base de agar que haya sido licuado por calentemiento.
Cuando el agar se enfria se solidifice, y cada uno de los organismos
quedan separedos de los otros. Durante la incubacifn cada c8lula via-
ble produce descendencia suficiente para formar una colonia visible.

Crecimiento potencial logaritmico

Cada individuo microbiano crece hasta clerto lfmite, y se divide for-
mando dos individuos, estos dos repiten el proceso para formar cuetro
y as{ sucesivamente, como la poblacién se duplica en cada generacién,
su ndmero se puede expresar por potencias del nGmero dos, asi por ejem
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Plo una célule puede expresarse como 2 gy dos cflulas se expresarén ca
mo 2 3, cuatro células coma 2 2y etc., Tales progresiones en una pobla
cién se denominan crecimiento logaritmico se observa:

l. El lapso entrs generaciones sucesivas, o tiempo de generscién, es
constante durante el crecimiento expanencial,

2. Cada generacién la poblacidn se duplicz en progresisn geométrica
o sea 1, 2, 4, 8, 16, etc., ton 1a diferencia constante de sumento
en progresidn aritmética 2, 4, 6, 8, etec.

3. Los exponentes también se pueden expresar como logaritmos Yy se re-
comienda su uso ya que les-cantidades de organismos que se produ-
cen son muy elevadas.

Como el logaritmo de un ndmero es el exponente de la potencia a
la que debe elevarse una cifra fija llamada base para obtener di-
cho némero, y como el 2 es una bese apropiada para usarse ya que
los microorgenismos se duplican en cada generacisn por lo cual
esta relacidn puede expresarse matemiticamente como:

togo X = n

Donde:
X = al ndmero de cllulas producidas en n generaciones
n = al ndmero de generaciocnes

La relecidn entre logaritmo y némerc de generaciones se puede ex—
presar como férmula matem&tica general:

Nimero de generaciones = n = logs ng

nt = nGmero de microbios presentes después de cierto
tiempo de crecimiento exponencial.

ng = al nfmero inicial de microorganismos.

4. El nimero de generaciones entre dos detarminaciones cualesquiera
practicadas a una poblacifin que crece exponencizlmente, es igual
a la diferencia entre los exponentes obtenicaos para ambas deteyr-
minaciones. Ejemplo, la diferencia que hubo entre el nmero de ge
neraciones entre ocho células (2°) y 128 células (27) es n=7-3=4

Bréficas de crecimiento microbiano:

El crecimiento microbiano puede presentarse en una gréfica, si tene-
mos que una grifica de uma poblacidn de microorganismas que consta de
individuos son un tiempo de generacién de una hora y que empieza a mul
tinlicerse inmediatamente por divisién celular la gr&fica de esta po-
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blacién se podrd trazar mediante el ndmero de individuos {eje de las abs
cisas), pero como el nimero de microorganismas pronto alcanza velores
elevados, y ademds el aumento de la poblacién no es realmente una fun-—
cifn aritmética directa de la edad del cultivo obteniendo en la gréfi-
ca ura curva ¥ no una recta. Si los resultados se utilizan para tra--
zar una grifica del logaritmo del nGmero de individuos con respecto a
la edad del cultivo, el crecimiento de la poblacién se convertird en ums
funcidn lineal de la edad del cultivo.

También se pueden hacer gréficas de logaritmo del némero de individuos
cantra el tiempo, todas sstas gr&ficas se trazan en papel semilogarit-
mico, o papel milimétrico.

El crecimiento de una poblacién no puede continuar indefinidamente.

Este crecimiento estd limitado por =1 espacio, los elementos nutrientes
acumulacidn de desechos que se convierten en t8xicos para los microorga
nismos mismos, y otros factorss.

Las fases observadas del crecimiento bacteriano pueden estar definidas
en una curva ideal de crecimiento. En la siguiente figura tenemos:

Fase A — Este perfodo se 1le llama fase inicial estacionaerio o logarit-
mica de crecimiento, se presenta antes de que las células en-
tren en el perdindo ds crecimiento exponencial, Esta fase se
explica partiendo de que las células deben ajustarse a su nug
vo ambiente antes de que se presente la divisién celular de
alguna mutante, estas cBlulas despufis formardn el tipo de or-
ganismos dominantes del cultivo. En este caso la mayoria de
las células inoculadas al principio o sea tiempo cero, dejen
de reproducirse en el nuevo embiente del cultivo, mientras que
la cepa mutante s{ desarrollerd en un nuevo amblsnte.

Fase B - En este perfodo ya aparece la etespa de crecimiento exponencial
o logarftmico. En este perfodo se mantiene elevado el indice
en sl ndmero de microorganismos, edem&s casi todas las cfilulas
soh viables y se reproducen, con el aumento constante de el hg
mero de microorganismos por unidad de tiempo canduce finalmen
te a laograr la poblacidn méxima del cultivo. Cuando se han
acumulado gran cantidad de microorganismos se presentan facho-
res que detienen el crecimiento, estos factores pueden ser,
falta de oxigeno, agotamiento de nutrientes, reduccidn dsl es-
pacio, y la acumulacidn de productos téxicos.

Fase C - Se le conoce como fase m&xima estacionarie en un cultivo. Esta
fase ocurre debido a la muerte de las células viejas, pero al
mismo tiempo queda equilibrada con la produccidn de cfilulas
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nuevas, asi se logra que permanezca constante la curva viable.
La cuenta bacterdana total o sea células vivas y muertas conti
nia aumentandos mis alld del comienzo de la fass méxima estacig
naria, determinada por las células viables,

Fase 0 -A esta fase se le llama fase de muerte. L& proporcién exponen

cial o logaritmica de células viables con respecto a células
na viables es menor cada vez. Alcanza un wvalor constante el
indice de mortalidad, pero la curva en sesta fase puede sufrir
camblos no esperados, tal como células mutantes gque resisten
los efectas dafilnos dsl medio envejecido pueden dar origen a
nuevas poblaciones, 0 que los productos resultantes del catabo
lismo celular puedan servir como sustrato para la produccién
de nuevas c8lulas y que se reinicie otra fase de crecimientao.

FIE

Curvas ideales del crecimiento microbiano determinado por las cuentas

viahles

Log.
del
ntimero
de
células

y total de la pablacién.

Tienpo
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DRAGANTISMOS ENTERICOS INDICADORES

ESCHERICHIA COLI Y COLIFORMES

Schodinger fue el primero que en 1892 utilizé el Escherichia coli como
microorganismo indicador de microorganismos patégenos transmitidos por
el agua, Este microorganismo se eligié para este fin, debido a que se
encuentra en el intestino del hombre y animales. En 1893, Teobaldo
Smith hace constar gue puesto gue este microorganismo se encuentra pre
sente de forma constante en el tracto intestinal, su presencia fuera
del intestino puede considerarse como contaminacidn de origen fecal si
se le encuentra en los alimentos. Y por ello E. coli es el indicadar
clisico de la presencia simulténea de bacterias patégenas entéricas.
Entre los microorganismos patégenos entéricos tenemos: Salmonella typhi
otras almonelas, Shigellas, Vibrios, entamaebas, pardsitos diversos de
zoonosis y virus entéricos.

Es diffcil y costosoc determinar la presencia en las alimentos de la ma-
yorfa de estos gé&rmenes y por ello se hace necesario confiar en la pre-
sencia de los microorganismos indicadores. Sin embargo, se debe consi-
derar que, la presencia de E. coli, en un alimento no indica que exis—
tan también necesariamente gérmenes patdgenos, sino gue simplemente ad-
vierte el riesgo de que pudieran estar presente. Para determinar la
presencia de E. coli, se determina primero a los gérmenes coliformes
totales, Al efectuar estas pruebas preliminares, se deduce la posibi-
lidad de contaminacién de origen fecal, los coliformes se someten a otros
ensallos para determinar si entre ellos estd presente E. coli,

En término general "coliformes" comprende Escherichia coli, y sspecies
de otros géneros de la familia Enterobacteriacea. En la tabla siguien
te se sefialan los grupos taxondmicos de enterobacterias en relacién con
su prasencia y deteccidn en las alimentos:

GRUPO I
TIPOS ENTERGPATOGENOS
Salmaonellsa
. Arizona
Shigella

Ciertos serotipos de Escherichia coli
Clertos serotipos de Pravidencia

GRUPO 2
POSIBLES INDICADORES DE CONTAMINACION FECAL
Escherichia coli
Proteus
(de forma mds restringida biotipas, ureasa
positivos de Klepsiella, Enterobacter aerd
genes).



GRUPO 3
BACTERIAS GRUPO COLI AEROGENES
(Que fermentan répidamente la lactosa con
formacién de gas)
Escherichia coli
Citrobacter
Estrobacter aerdgsnes
Klepsiella

GRUPO 4
BACTERIAS NO PATOGENAS NO DETECTAS POR LO GENERAL EN LAS PRUEBAS
PARR: El. GRUPQ COLI AEROGENES
Citrobacter
Hafmia
Cliertos serotipos de E. coli
Proteus
Serratia
Clertos serotipos de Providencia
Erwinia

Los coliformes distintos de E. coli persisten en el suelo o sobrse las
superficies muchg m&s tiempo gque E. coli, por lo tanto los gé&rmenes ca
liformes no indican necesariamente contaminacién fecal, en 8l sentido
de implicar un contacto inmediato con heces o con una superficie conta
minada con heces.

En resultados de la determinacifn cuantitativa de gé&rmenes coliformss
(incluyendo E. coli) en un alimento pueden no guerdar ninguna relacidén
con la cuantia de la contaminacién original.’ Esto sucede cuando el ali
mento no ha sido conservado a temperatura adecuada, o cuando se ha al-
macenado durante algdn tiempoqs

Lo anterior ss aplica a los alimentos, pero en el agua no sucede lo mis

mo ya que en este czso el nfmero de coliformes puede estar dirsctamente

relacionado con el grado de polucién, Por otra parts en alimentos indus
trializados las coliformes indican un tratamiento inadecuado o una con—

taminacifin posterior al tratamiento, esta contaminacién puede deberse a

manipuladores o a instrumentos sucios o a materia prima contaminada.

En los experfmentos hechos para encontrar métodos seguros y répidos para
poner de manifiesto la presancia en los alimsntos de E. coli o de varian
tes muy préximas, sin la necesidad de purificar los cultivos o de apli-
car prusbas de IMViC, que son mé&todos relativamente costosos, ha surgi-
do el concepto de "coliformes fetales", con esta denominacifn se designa
a un grupo de organismos seleccionados por incubaci@n del. in6culo proce-
dente de un caldo de enriguecimiento de coliformes a temperaturas mayo-—
res de las normales (44 a 45.5°C). Tales cultivos contienen por lo ge—
neral un alto porcentaje de E. coli tipos I y II y son por elloc muy in—
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dicadores de una probable contaminacidén del alimento por materia de ori
gen fecals

CONCLUSIONES:

1. E. coll es un buen indicador de contaminacién fecal en la mayoria de
los alimentos,.

2. Los otros microorganismos colifarmes son buernos indicadores de una
limpieza y desinfeccidn no adecuada, 0 que en los alimentos indus-—
trializados los tratamientos o procesos higiénicos no son adecuados.
La presencia de niveles altos de coliformes en un alimento tratato
o industrializado indica que pudieran haber existido circunstancias
favorecedoras de la multiplicgcién de microorganismos, y por lo tanto
también de Salmonellas, Shigellas, estafilococos y de otros agentes
introducidos probablemente a consecuencia de la deficiencia de lim-
pieza y desinfeccién.

3. los coliformes fecales tienen una probabilidad mayor de contener or
ganismos de origen fecal y por elloc son indicadores mis segurcs de
contaminacisdn fecal que los coliformes totales.

LAS ENTEROBACTERIAS TOTALES GOMO MICROORGANISMOS INDICADORES:

Este m&todo utiliza un medio qus permita la formacién de colonias por
parte de todos los miembros de la familia Enterobacteriacsas en vez de
seleccionar como indicadores a los miembros lactosa positivas (Escherl
chia y Aerobacter).

Ventajas de la utilizacién de las Entercbacteriaceas totales como microg
grganismos indicadores.

1, As{ se evitan resultados negativos de coliformes, engafiosaos en cier
tos casos en que pueden estar presentes entercbacterias patégenas,
tales como salmonellas,’

2, Varios mismhros lactosa negativos de esta femilia tales como Salmo-—
nellas y Shigellas, no sélo indican contaminacidén fecal sino gue ten
drén un significado més directo en relacién con la salud pdblica que
los coliformes.

3. En ciertas procesos tales como la radiacién (tipo de pasteurizacién
mediante radiaciones ionicas). Algunas Salmonellas pueden ser més
resistentes gue las especies de los géneros Escherichia y Aercbacter.
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ENTEROCOCOS COMO MICROORGANISMOS
INDICADORES

En este grupo se incluyen principalmente estreptococos del grupo D de

Landcefield., El grupo D incluye adem&s de los enteracocos especies me
nos resistentes tales como Streptococcus equinus, a todo este grupo se
le designa "estreptococos fecales".

Aunque los estreptococos se encuentran presentes en las heces de mami-
feros no han sido adoptadas de modo general como indicadores de conta-
minacién fecal, ya que por ejemplo en los alimentos industrializados

en el agua y en los moluscos puede existir escasa correlacidn entrs la
presencia de enterococos y la de E. coli, aunque en alimentos naturales
y no industrializados si existe correlacifn entre coliformes y entero-
COCOS.

Debido a su gran resistencia a la desecacién, a las altas temoeraturas,
y a los detergentes y desinfectantes, los enterococos pueden tener un
papel importante como indicadores de uma limpieza y desinfeccidn defi-
cientes en las industrias alimenticias. Debido a su mayor resistencia
a la congelacién, los enterococos se prefieren a veces como organismos
indicadores de falta de limpieza y desinfeccifn en los alimentos conge
lados y en alimentos tratados o deshidratados, procesos que destruyen
organismos indicadores mé&s sensibles como enterobacteriaceas.

Los enterococos son miembros del género streptococcus, que son cocos
gram positivos de cadenas largas o cortas, y que se diferencian de los
demfs cocos gram positivos, en que son catalaza negativos.

Aunque existe cierta confusidn sobre qué especies de enterococos deben
incluirse en el té&rmino enterococos, en la actualidad se admite que los
enterococas son miembros del grupe D de la clasificacifin serolégica de
Lancefield,

El grupo D comprende cuatro especies distintas:

S; faecalis S. faecium S bovis S.' equinus
Var. Liquefaciens Var. durans
{Var. zymogenes

!

Los enterococos de mayor importancia en bromatologfa, corresponden a
los tipos S.' faecalis, S. faecium, siendo las otras dos especies de me-
nos interés.

Los enterococos de mayor importancia en bromatologie, corresponden a
los tipos S. faecalis, S. faecium, siendo las otras dos especies de me—
nos interés,
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Estreptococos salivarus, este microorganismo se ha utilizado como indi
cador de contaminacién oral en fé4bricas alimenticias, debido a que es—
te microorganismo estd casi siempre presente en la boca humana,

Los estreptococcus salivarus mueren répidamente en las superficies se-
cas, se cultivan en agar Mitis-Salivarus, en este medio se permite la
diferenciacifn de estreptococcus salivarus, de los enterococos por los
diferentes caracteres de las colonias formadas.

ESTAFILOCOCOS COMO MICROORGANISMOS INDICADORES

La presencia de estafilococcus aureus en un alimento se interpreta por
lo general como indicativo de contaminacién a partir de la pisl, boca
y fosas nasales de los manipuladores de alimentos, pueden ser causan—
tes de la contaminatiidn por estafilococos los utensilios sucios la ma-
nipulacié o procesamiento de un alimento,

Cuando se encuentra un gran nimerc de estafilococos en un alimento,
ello significa que la temperatura de conservacién no ha sido adecuada,
asi como tampoco la limpieza y desinfeccién del equipo. Existen mé&to-
dos especificos para determinar la presencia de estafilococos patSge-—
nos como son los estafilococos coagulasa-positivas, no siendo necesa-
rio sfectuar racuentos de estafilococos en general, sean de cualguier
tipo.

CLOSTRIDIOS COMO MICROORGANISMOS INDICADORES

ia presencia de clostridios mes6filos en alimentos enlatados na 4cidos,
indica que posiblemente el tratamiento té&rmico fue insuficiente para
destruir las esparas de Clostridium botulinum gue pudieran hallarse pre
sentes.

En alimertos refrigerados o desecados, la presencia de clostridios en
ndmero anaormalmente acelerado, o en una proporcién alta de la poblacifin
bacteriana total, pudieran indicar un peligro por parte tanto de Cl. per
fringes como de Cl. Botulinum.’



CAPITULO IV

TECNICAS

Para el andlisis de alimentos congelados, se indican generalmente cua-
tro investigaciones microbiolégicas.

1. La estimacién del contenido microbiano, o sea recuentos viables.

2. Estimacién del ndmero de bacilos coliformes, especialments de Esche-
richia coli, gue se considera generalmente coma indicader de contami
nacisén fecal reciente o remota.

3. Aislamiento de bacterias productoras de intoxicacién alimentaria.

TOMA DE MUESTRAS, PREPARACION Y OILUCION, HOMOGENEIZADG DE L.OS ALIMENTOS
PARA SER ANALIZADOS

TOMA DE MUESTRAS:

Los andlisis microbiolégicos en particular dependen en gran parte de la
calidad de las muestras que se analizan.

Cuando la toma de muestras no es adecuada, pueden introducirse algunos
microorganismos & la hora de efectuer el muestreo del material a anali-
zer, estas contaminaciones debidas a la toma inadecuada de la muestra al
teran la veracidad de los resultados microbiolégicos reportados en un
andlisis, ’

86lo equellos microorganismos que se encuentran en el sitio del cual se
tomé le muestra deben de estar presentes y ser sometidos a andlisis,

Por lo anteriormente expuesto es de vital importancie el transporte y
toma y manejo de las muestras a analizdlr.

La muestra siempre debe de ser repressntativa, para evitar cualquier con
taminacién, las muestras deben de colocarse en vasos o tomadores de mues
tras metdlicos esterilizados tomando gran cantidad de muestras, y efsc-
tuando el tipo de muestreo camo mejor convenga el caso. En productos en
vasados se examinan varios envases completos tal como se ofrecen a la
venta.

'El transporte de las muestrag debe de ser el apropiado a cada casao, en
algunos serd necesario el transporte a temperaturas bajas, recipientes
especiales, etc., Para efectuar andlisis microbiolégicos, el lapso de la
toma de muestra y el anélisis a efectuar es importante; esto dependerd
de la presentacién del producto.
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HOMOGENETZADQ

tos métodos de aislamiento y recuento de los microgorganismos presente en
los alimentos no liquidos requieren por lo general la preparacidn previa
de las muestras con el fin ds liberar en un medio fluido a los microor—
ganismos presentes en los alimentos no liquidos, ya que en este tipo de
alimentos los microorgenismos pueden estar aprisionados en las estructu
ras del alimento, en superficies secas o gelatinosas,

Para lograr una suspensidn homogénea del alimento, se utilizan batidoras
0 licuadoras, o mediante la ayuda de un bisturi,

Cuando se usan licuadoras es necesario controlar la velocidad de las as—
pas ya gque pueden lssionar a las células bmcterianas al ser expuestas a
velocidades altas, lo mismo sucede con el tiempo de homogeneizado.

DILUYENTES

Se debe tener precaucifn al usar los diluyentes, existen algunos que pug
den ser t6xicos para algunos microorganismos. No se recomienda el ague
destilada o la solucién salina, las soluciones m&s utilizadas por dar me
jores resultados, son la solucién de Ringer o el agua de peptona al 1%,
esta Gltima da excelentes resultados. Los diluyentes no deben de utili-
zarse inmediatamente cuando se sacan del refrigerador, los cambios de
temperatura pueden afectar a las bacterias impidiendo su reproduccidn,

TECNICA:

1, 51 la muestra estd congelada, descongelarla en su envase original mag'
teniéndola en el refrigerador durante 18 haras de 2 a S °C,

2. En un vaso estéril o en un vaso dsl homogenizador, pesar 10 o 50 gr.
de la muestra. Si el contenidc del envase no es homogéneo, tomar una
muestra a partir del macerado de todos los componentes. También se
pueden cortar en trozos peguefios con un bistur{ estéril, se trozan
10 g. con 90 ml. de diluyente, esta mezcal se agita con fuerza y se
deja ssdimentar. Se supone que las bacterias se hallan en este mo-
mento uniformemente distribuidas entre el sélido y el liquido.

3., Afiadir al vaso 90 o 450 ml de diluyente, obtenifndose de esta manera
una dilucién 1071,

4. Homogenizar el alimento y hacer las diluciones sin pérdida de tiempo,
si el homogenizado se efectda en licuadora medir escrupulosamente el
tiempo de homogenizacién, el cual debe de ser de dos minutos a alta
velocidad, Esperar ds 2 a 3 minutos hasta que desaparezca la espuma.
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5. Medir un mililtitro de la dilucidn 10™1 del homogenizado, evitando
la formacién de espuma y pasarla a un recipiente con 99 ml de di-
luyente a 10 ml a uno con 90 ml de diluysnte. Agitar esta dilu-
cién y las subsiguientes enérgicamente 25 veces en un arco de 30 cm,
Repetir esta operacién para preprar las diluciones 10“2, 10'3,10'4
otc,.

PREPARACION DE DILUCIONES:

Se deben de tomar las siguientes preceuciones; utilizar pipetas lim-
plas estériles que no sean de rdpidoc vaciado.

La pipeta se hunde en la muestra solamente 2.5 cm. se toma un ml., y
se deja caar en 8l primer blanco de dilucién; estos blancas se pre-
paran con 9 ml. de diluyente en tubos de snsayo; la solucidn de la pi
pata se deja caer en los blancos de dilucién 1 cm., por encima del ni-
vel del liquido, se aspira tres veces y se sopla la pipeta, esta pipe
ta se elimina.

Con una pipeta limpia se introducs en el liquido 2.5 cm. se mezcla el
contenido del primer tubo aspirando y dejando caer diez veces el 1i-
quido, sin producir espuma, se eleva la pipeta y se sopla; se toma 1 ml,
que se transfiere al segundo blanco de dilucién, se elimina la pipeta.
Se procede con las otras dilucicnes de la misma manera.

tas diluciones quederén de la manera siguiente:

TUBO NUWMERDO 1 2 3 a
DILUCION 1/100 1/1000 1/10 aod 17100 0
PESO DEL MATERIAL 0.01 0,001 0.0001 0.00001 g.
DRTGINAL EN g. 10~2 103 10-4 10-8 g.

RECUENTOS VIABLES

Freéuentemente es necesario determinar el tamafio de la poblacidn bacte—
riana de una muestra.

Fl recuento de "gé&rmenes vivos" se funda en que se desarrollaré de cada
germen una colonia visible, sin embargo las bacterias estén rara vez seg
paradas por completo de sus vecinos y se agrupan frecuentemente en raci
mos en gran nimero, por ellc una colonia aislada puede originarse de un
solo arganismc o de cientos, o adn de miles. Rera vez las bacterias se
hallan distribuidas uniformemente en la muestra, pudiendo existir error
en los resultados obtenidos al efectuar las cuentas viables.
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Ningﬁn medio aislado o temperatura de incubacién pueden dar el cuadro
total; de tales medios y temperaturas de incubacidn deben escogerse te
niendo sn cuenta las condiciones de almacenamiento conocidas para los
alimentos, asi por ejemplo pare los mariscos la temperatura serd den-
tro del margen de los psicréfilos.’

§i el alimento ha sido refrigerado los elimentos pueden estar “shocka-~
dos por el frio® y crecen dnicamente en medios emriquecidos.

Por todas estas causas se admite que en los métodos de recuento de gér
menes vivos son inevitables los grandes errores, adn cuando se emplean
grandes nimeros de placas duplicadas.’ Es preciso combinar por lo tanto

el mfiximo cuidado en la técnica con una interpretacién liberal de los
resultados.’

Entre los varios métodos peara el recuento de microorganismos viables
tenemos:

Enumeracidn de gérmenes aercbios mesSfilos. Consiste en tres técnicas:
1. Recuento Standar en placa por siempre en profundidad,

2. Recuento en placa por siembra en gotas en superficie.

3. Recuento en placa de siembra por extensién en superficie.

Ninguno de estos métodos es capaz de poner de manifiesto todos los mi-
croorganismos presentes en una muestra.

Siempre que se utilicen estos métodos debe especificarse la temperatu-
ra de incubacién, Por lo demds pueden aplicarse al recuento de grupos
distintos de microorganismos con temperaturas de crecimientos wvariables,
de 0-5°9C. pare los psicréfilos; de 30-35°C para los mes6filos y de 559C
para los terméfilas,

TECNICA:
METODO STANDAR DE RECUENTO EN PLACA POR SIEMBRA EN PROFUNDIDAD;:

1, Preparar la muestra de alimento por uno de los procedimientos de ho-
mogeneizacisén y dilucién.

2. Pipetear en placas de petri alicuotas de 1 ml. de las diluciones de
1071 hasta 10°5, y una alfcuota de 0.1 ml, de la dilucién 1073,

3¢ Immediatamente vertir en las placas inoculadas 10 a 15 ml. de agar
para métodos sténdar fundido y templado e 459C % 10c, Se mueve.suls
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veces describiendo c{rculo en el sentido de las manecillas del reloj.
Se repite el mismo nfmero de veces en el sentido contrario, se musve
la caja de atrés hacia adelante el mismo némero de veces y lo mismo
con movimientos laterales; se deje solidificar.

Se invierten las placas y se incuban 24 a 48 horas & 37°C o a la tem
peratura adecuada.

Para realizar el contaje de colonias, se escogen las placas que mues
tren entre 30 y 300 colonias.

Célculos.~ Se multiplica el promedio de las colonias contadas en las
placas contables, por el reciproca de la divisidn y se refiere comc
"colonias contadas por gramo o por mililitro®™ no como "bacterias por
mililitrao®.

RECUENTO EN PLACA DE SIEMBRA POR EXTENSION EN
SUPERF ICIE

Afiadir a cada placa 15 ml, de agar para mé&todos esténdar fundido y
enfriado a 45 - 60 °C y se deja solidificar.

Secar las placas preferiblemente a 509C durante 1.5 a 2 horas.

Preparar las muestras de alimento siguiendo uno de los mé&todos reco-
mendados anteriormente.

Utilizande una (nica pipeta, tomar 0.1 ml de cada uno de las divi-
siones a ensayar (por lo menos tres) y depositarlos en la superfi-
cie del agar de cada una de las placas, dos placas de dilucién. Co
menzar por la dilucién m&s alta y continuar hasta la més baja, lle—
nando y vaciando la pipeta tres veces antes de transferir los 0.1
ml a la placa.

Extender las alicuotas tan pronto como ses posible después de deposi
tadas y con cuidado sobre la superficie del agar con ayuda de un dis
tribuidor de vidrio. Dejar secar la superficie del agar durante 15
minutas.

Incubar las placas invertidas durante tres dias a 30°C #* 1°C.

Contar todas las colonias en las placas que presenten 30 a 300 colo-
nias,.

Calcular el nfmerc de gérmenes aerobios meséfilos por gramo de mues—
tra.
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METODO DE RECUENTO EN PLACA DE SIEMBRA POR GOTAS EN SUPERFICIE

1. Preparar placas secas de agar sangre de caballo o de agar para méto-
dos standar en la forma descrita en el mé&todo anterior.

Marcar en el fondo de las placas tres segmentos iguales, e indicar
en cada uno la dilucién a sembrar.

2. Preparar las muestras de elimento como ya se recomend§ utilizando
como diluente solucisn de Ringer, de concentracidn 1/4.

3. Mediante la pipeta especialmente calibrada depositar dos gotas
(0.02 ml.) de cada solucién sobre la superficie del agar de los seg
mentos correspondientes. Ds este mado, con s6lo dos placas pueden

sembrarse por duplicado seis diluciones.

4, Dejer que se sequen las gotas durante 15 minutos a temperatura am-—
biente con la superficie del agar hacia arriba.

5. Incubar las placas invertidas durante 48 horas a 30 °C X 1 oG,

6. Contar las colonias formadas en las divisiones que den 20 o menos
colonias par gota.

7. Calcular el nimero de organismos mesSfilos por gramo de musstras’

BACTERIAS COLIFORMES

COLTFORMES TOTALES

Se utilizen tres métodos principales para la determinacién de colifor—
mes. Uno de ellos se basa en la técnica del némero més probable (NMP).
Entre los m&todos pare el nGmero m&s probable de coliformes tenemos:

METGDO I
1. Preparar las muestras como ya se indicé.

2. Pipetear un mililitro de cada una de las dilucianes de el homogenei
zado de alimentoc en tubos de caldo lauril sulfato, utilizando tres
tubos por dilucién.

3. Incubar los tubaos a 35 2 1 o durante 24 y 48 hores.

4, Pasadas las 24 horas anotar los tubos que muestren produccién de gas,
wvolver a incubar los tubos gas negativo durante 24 horas mas.’



5.

6.

7.

8.

a4

Pasadas las 48 haras anotar los tubos que muestren produccién ds gas.

Elegir la dilucidn m&s alta en que sean positivos de formacidn ds
gas los tres tubos y las dos diluciores superiores més préximas. Si
esto no es posible, ya que ninguna de las diluciones presenta tres
tubos positivos o porque mo se hicieron diluciones mis altas de agque—~
llos que pressentan tres tubos positivos seleccionar las tres filtimas
diluciones y anotar el nimerc de tubos positivos en cada una, sjem—
plo:

Si las tres filtimas diluciones pasitivas fueron 1:100, 1:1000 y 1:10000
y el ndmerc de tubos positivos en cada dilucifn fuera de 3, 1 y O res
pectivamente, sl recuento se anote como: dilucién 1:100 = 3, dil.
1:1000 = 1, dil. 1:10 000= O,

Buscar en la tabla del NMP y anotar el NMP, para este sjemplo la tabla
indica un NMP de 43/100 ml., Para obtener el NMP de organismos coli-
formes se utiliza la siguiente férmula:

NMP de la tabla

100 X factor de dilucisn intermedic = MIP/g.

Confirmar que los tubos son pasitivos de organismos califormes trans-
firiendo un inoculum de cada tubo de caldo lauril sulfato triptosa a
otro tubo de caldo lactosa bilis (2%) verde brillante, o sembrando en
placas de agar eosina azul de metileno, o de agar Endo. Incubar du-
rante 24 y 48 horas a 35 X 1 9C y observar los tubos para confirmacién,
y si hay produccién de gas se confirma la presencia de coliformes. En
los medios sélidos de confirmacifn observar si hay colonias de colifor
mes tipicas después de la incubacifine En el agar de eosina azul de
metileno las calonias de coliforms son negras o con el centro negro
con la periferia transparente incolora, en el agar Endo las colonias
son rojas rodeadas de un halo rojo.

Anotar el ndmero de tubos confirmados como positivos de organismos co-
liformes en cada dilucidn.

METODO II

II

2e

3.

4.

Preparar la muestra de alimento por uno de los procedimientos ya reco-
mendados.

Pipetear 1 ml. de cada una de las diluciones de homogeneizado de ali-
mento en cada tubo de caldo de MacConkey utilizando tres tubos por
dilucién.

Incubar los tubos a 37 ¥ 1 °C durante 24 y 48 horas.

Pasadas las 24 horas anotar los tubas que sean positivos de produccidn
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de gas. Volver incubar los tubos gas negativos, durantes 24 horas
rmis.

S. Pasadas las 48 horas, anotar los tubos que muestren produccidn de
gas. 1a formacién de gas a las 24 o 48 horas de incubacién se con
sidera evidencia suficiente de la presencia de organismos colifor-
mes.

METODO IIX

1. Homogenizar y preparar las diluciones de alimento por uno de los mé
todos recomendados.

2. Pipetear un mililitro de cada dilucién del homogenizado de alimento
on cada tubo de caldo lactosa bilis verde brillante, utilizando tres
tubos por dilucién, el volumen de medio es de 10 ml. en tubos de
150 por 15 mm. conteniendo tubos de fermentacién de Durham inverti-
dos (75 x 10 mm.).

3. Incubar los tubos a 35 - 37 °C durants 24 y 48 horas.

4, Pasadas las 24 hores, anotar los tubos que muestren produccifin de
gas Volver a incubar los tubos gas negativos durante 24 horas m&s.’

S. Pasadas las 48 horas, anotar los tubos que musstren produccidn de
gas.

6. Escoger tubos para las pruebas confirmatorias y pare la determina-
cifn dal MMP.

7. Confirmar que los tubos de caldo bilis verde brillante selecciona-
dos son positivos de organismos coliformes, sembrando par estria
una asa de cada uno de ellos en la superficie de una placa de agar
bilis rojo violeta o de agar Endo. Incubar las placas invertidas
a 35 - 37 °C y examinar las placas de agar bilis rojo violeta a las
24 horas la presencia de coliformes se ve conflrmada por la forma-
cién de colonlas rojo obscuras con difmetros mayares de 0.5 mme
tss cajas de agar Endo se examinan a las 48 horas y serd positivo
de coliformes si presenta colonias rojas rodeasdas de un halo tam—
bién rojo. [

8. Anotar sl nfmero de tubos canfirmados como positivos de coliformes
en cada dilucifn.

9, Calcular sl NMP de coliformes.



DETERMINACION DE ORGANISMOS COLIFORMES DE ORIGEN FECAL

Los siguientes métodos sirven rara difersnciar con exactitud los coli-
formaes de otro origen.

METODO I

1.

Escoger tubos gas positivos de caldo lauril sulfato triptosa proce—
dentes del mé&todo I seccién sobre enumeracién de coliformes.

Inocular un asa de caldo de los cultivos seleccionados en tubos de
caldo E.Ce.

Incubar los tubos de caldo E.C. a 45.5% - 0.2 9C y ver si son posi-
tivos de formacién de gas a las 24 y a las 48 horas.

Se presume que los tubos de caldo E.C. gue presentan gas son positi
vas también de organismos coliformes fecales.

NOTA: Los voldmenes en los tubos de caldo E.C. son de 10 ml. en tubaos

de 150 x 15 mm. conteniendo tubos de fermentacidén de Durham in—
vertidas,:

METODO II

1.

=

a,

Seleccionar tubos de caldo de MacConkey gas positivos del mé&todo II
para la enumeracién de coliformes.

Inocular un asa de caldo de cada tubs seleccionado y un tubo de cal
do lactoso bilis verde brillante y en otrc de agua de peptona (con-
tenidos en tubos de 150 x 15 mm. en cantidad de 10 ml. y contenien-
do tubos de fermentacifn de Durham invertidos).

Incubar los tubgs sembrados a 44 } 0.1 °C (se usa un bafio de agua con
agitacién y con un mecanismo de regulacién térmica)e.

Ohservar a las 24 y 48 horas de incubacién si 1lgs tubos de caldo bd-
1is lactosa verde brillante presentan gas.

Despufs de 24 horas de incubacién pipstear una alfcuota de 5 ml. de
cada uno de los tubos de agua de peptona en un tubo de ensayo inde—
pendiante y afiadir 0.2 - 0.3 ml, del reactivo de indol. Agitar los
tubos y dejarlos reposar 10 minutos. La prueba positiva de produc~
cién de indol se manifissta por la coloracién rojo obscura en la su-
perficie de la capa de alcohol am{lico; en la reaccién negativa se
conserva el color original del reactivo. Los cultivos gas positivos
en caldo lactosa bilis verde brillante que produzcan indol en agua
de peptona, pueden considerarse como positivos de coliformes fecales.
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE ORGANISMOS COLIFORMES: DMViC

En el anélisis de los alimentos no es posible muchas veces llevar a ca—
bo la confirmacién de la presencia de E. coli mids alld de las pruebas
descritas anteriormente en la seccifn sobre determinacién de coliformes
de origen fecal. Pero en algunos casos puede llevarse a cabo la dife~
renciacién del grupo coliferme en especies y variedades sobre la base de
los resultados de cuatro prusbas denominadas colectivamente como "prue
bas IMViC®.

TECNICA

a) Aislamiento y purificacién de los cultlvos.

1. Sembrar por estria en una placa individual de sgar de eosina azul
de metileno o ds agar Endo, un asa de cada tubo de caldo gas po-
sitivo del método I {caldo E.C.) o del método IT (caldo lactosa
bilis verde brillante). Incubar las placas invertidas durante
24 horas a 37 - 35 9C.

2. Tomar una caolonia representativa (nucleada con un brillo metdlino)
de cada placa y sembrar en estria en una placa de agar nutritivo.’
Incubar la placa invertide durante 24 horas & 35 - 37 °C.

3, Seleccionar las colonias y sembrar cada una en agar nutritivo in
clinado y en caldo lactosado. Incubar durante 24 horas a 35-37°C.

4, A partir de los cultivos gas positivos en calda lactosado hacer
un frotis y tefiirlo por el método de Gram para confirmar la pre-
sencia de bacilos Gram=-negativos no espurulados.

5. Para inocular los medios IMViG, utilizer un asa de platino y ha-
cer la siembra a partir de cultivos de 24 haras en agar nutritive
inclinado.

b) Prueba del indol.
1. Inocular tubos de celdo triptona o de agua de peptona a partir
de cultivos puros e incubar los tubos sembrados a 35 - 37 °C du-
rante 24 horas.

2. Afiadir a cada tubo 0.2 = 0.3 ml. del reactivo de indol.

3. Esperar 10 minutos y observar los resultados,” Si aparece un co—
lor rojo obscuro en la superficie de la capa de alecohaol amflico
la prueba es positiva. Un color naranje indica probablemente la
presencia de escatol y pueds ser anotada como reaccién X .

c) Prueba del rojo de metilo
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1. Inocular tubos de caldo glucosa tampqnado a partir de cultivos
puras e incubar los tubos sembrados a 35 - 37 °C durante S dias.

2. Pipetsar 5 ml., de cada cultivo en tubos vacfos y afiadir a cada
tubo 5 gotas de la solucién de rojo de metilo y agitar.

3.Anotar coamo positivo si aparecs un color rojn.bien definido y co-~
mo negativo si el color es amarillo. Colores intermedios indican
reaccién dudosa.

Tabla del fndice del NMP y 1limites de confianza a 95% para varias com-
binaciones de resultados positivos y negativos cuando se utilizan tres
alicuctas de 10 ml., tres de 1 ml. y tres de 0.1 ml.

Ne DE TUBOS POSITIVOS DE TOTAL DB Indice de Limite de Confianzd

3 DE 3 DE 3 DE 95%

10 ml 1 ml 0.1 ml NMP/100 ml} Inferior Superion
0 0 1 3 0.5 9
0 1 o 3 0.5 13
1 0 a 4q 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 o] 7 1 23
1 1 1 11 3 a6
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 a 15 3 a4
2 1 1 20 7 a9
2 2 a 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 a 2 64 15 38
3 1 0 a3 7 210
3 A 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
a 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 a 240 36 1300
3 3 1 4860 71 2400
3 3 2 1100 150 4800




48-A

d. Prueba de Voges-Praoskauer

1.

Inocular tubos de caldo glucosa tamponado de caldo sal glucosa
peptona a partir de cultivos puros e incubarlos a 35 - 37 °C du
rante 48 horas.

Pipetear 1 ml. de cada cultivo en tubos vacfos y afiadir a cada
uno de ellos 0.6 ml. de solucién de naftol y 0.2 ml. de solu-
cién de hidréxido potédsico.

Agitar los tubos y dejarlos en reposo durante 2 - 4 horas. Opser
var los resultados. La aparicién de un color rosa a carmesi se-
réd un resultado positivo.

El fundamento de esta prueba depende de la produccién de acetilmetilcar
binol a partir de la glucosa. En presencia de un &lcali este compuesto
es oxidado a diacetilo y da una coloracién rosada.

Prueba del citrato sédico

1,

Inocular tubos de calda citrato de Koser o de agar citrato de Si-
mmons a partir de cultivos puros. Se recomienda inocular una pe-
quefifsima cantidad del inocOlum, ya que la transferencia de nu-
trientes junto con el inocdlum puede interferir en la reaccién.

Incubar el caldo citrato de Koser a 35 - 37 °C durante 72 - 36 ho-
ras y el agar citrsto de Simmons a 35 - 37 °C durante 48 horas.

Anotar en ambos medios de cultivo como reaccifn positiva si el cre
cimiento es visible y negativo cuando no hay crecimiento.

El crecimiento se manifiesta por 1o general por un cambio de calor
del medioc de verde claro a azul.

En esta prusba se utiliza al citrato como dnica fuente de carbono.

Para E. coli la férmula nemotécnica para estas pruebas es ++ - - ; para
E. aerfgenes — — + +.



£STAF TLOCOGOS

Existen varios métodos para el recuento de estafilococos en los alimen
tos, esto métodos difieren principalmente en el tipo de agentes selec-
tives utilizados, entre los que se encuentran concentraciones altas de
cloruro de sodio, telurito sddico, cloruro de litioc y la azida sédica.

Actualmente existe otro método que ha resultads bastante eficaz, con-
siste en un medio a base de yema de huevo y conteniendo uno o mis de
los agentes selectivos mencionados, el principio de la reaccién que se
efectlia en este medio para identificar a los Estafilococos patégenos,
o sea a los Staphylococcus aureus, en la utilizacifn de la lipoviteli-
na, que es una lipoprotefna presente en la yema de huevo, lo que se ma
nifiesta por lea aparicién de &reas claras debajo y alrededor de las co
lonias. También sparecen en las zonas claras un precipitado blanco,
que procede de la formacién de sales de calcioc y magnesio de los &ci-
dos grasos liberados. A ambas caracteristicas que se presentan en sste
medio por la presencia de Staph. aureus se le denomina “reaccién en ye
ma de huevo".

Entre los métodos para la identificacién de estafilococos tenemas:
RECUENTO DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA POSITIVOS
METODO I

1. Preparar las muestras de alimento como ya se indicé en la seccidén
para homogeneizado y dilucién de alimentos.

2. Hacer placas de agar de Baird-Parker (15 mi. de medio por placa) se-
carlas en una estufa de desecacién o en un incubador.

3. Pipetear 0.1 ml. del homogeneizado y de sus diluciones en la super-
ficie de placas individuales, y distribuir cada indcula con un ex-
tendedor de vidrio estéril, hasta que la superficie aparezca saca.
Hacer dos placas por dilucién.

4. Incubar las placas invertidas a 37 * 1 °C durante 24 y 48 horas.

5, Despufs de las 24 horas de incubacién, escoger las placas gue pre-
senten antre 30-300 calonias aisledas, y contar las colonias negras
brillantes con bordes reducidos blancos y gue aparezcan rodeadas de
zonas claras que contrastan con el medio opaco. Estas colonias co-
rresponden a Staph. aureus,

6. Marcar la posicién de estas colonias e incubar las placas otras 24
horas.
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7. Contar las colonias que presenten 8l aspecto mencionado y someter—
las a la prueba de la coagulasa. Si el nlmero de colonias es gran
de someter a la prueba de la coagulasa un ndmero significativo de
ellas (la raiz cuadrada del total).

8. A las 48 horas de incubacién contar las colonias rodeadas de zonas
opacas y someterlas a la prueba de la coagulasa. Asi pueden dis-
tinguirse estos cultivos (coagulasa positivos) de las cepas de Staph.
epidermidis (coagulasa negativas) que pueden presentar un aspecto
semejante.

9. Sumar el ndmero de colonias que presentaron zonas claras a las 24
horas de incubacién y las que fueron coagulasa positivas como se in
dicd en el inciso 7 y 8 y calcular por las diluciones correspondieg
tes al ndmero total de estafilococos coagulasa positivos.

NOTA: Més del 90% de los estafilococos coagulasa positivos forman colo
nias caracter{sticas después de la incubacifin a 379C durante
24 - 26 horas; es importante leer los resultados en el tiempo que
se especifica y no antes, Un 5 a 7 de estafilococos coagulasa
pasitivos presenta la zona clara caracteristica a menudo con una
zona opaca interna después de las 48 horas de incubacién en cuyo
momento los estafilococos coagulasa negativos pueden presentar
el mismo aspecto,

METODO II

1, Preparar las muestras de alimento

2+ Inocular tubos de caldo tripticasa soja (10% de NaCl) con alfcuotas
de un mililitro de las diluciones del homogenizado. La dilucidn mé

xima de la muestra debe ser suficientemente grande para que se pro-
porcione resultados negativos al menos en una dilucifn,

3. Incubar los tubos a 35 = 37 2C durante 48 horas.

4, Utilizando un asa de inoculacién con anilloc de 3 mm. transferir un
asa da cada tubo inoculado a una placa de agar Vogel-Johnson y sem—
brar por estris procurando que se tengan colonias aisladas.

5. Incubar las placas a 35 - 37 9C durante 48 horas % 2,

6. Seleccionar al menos una colonia de cada tipo de colonias claremen
te diferentes, que haya reducido el telurito, de todas las dilucig

nes ensayadas y efectuar la prueba de la coagulasa.

7. Calcular el nGmero de sstafilococos coagulasa positivos en la mues
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tra original de alimentos a partir de la dilucién més alta.

METODO III

1, Preparesr la muestra de alimento,.

2. Preparar placas de agar, yema de huevo, azida y secarlas como ya se
indicé.

3. Pipetear 0.2 ml, del homogeneizedo y de las diluciones de la muestra

a’l

7.

en placas y distribuir el in6culo con un extendedor de vidrio; conti
nuar el proceso de distribucién del inéculo hasta que aparszca seca
la superficie del agar.

Incubar las placas en posicién invertida a 37 °C durante 24 y 48 ho-
ras. Despufs de 24 horas las colonias de estafilocaocos estén rodea-
das de zonas claras con escaso o nulo precipitado granular blanca.

n las 48 horas los halos son mayores y presentan un precipitado gra
nular blanco, debido a las sales cdlcicas de laos &cidos grasas,

Contar todas las colonias que presenten las caracteristicas mencio-
nadas en las placas que presenten entre 30 y 300 colonias.

Someter estas colonias o un namerc significativo de ellas a la prue
ba de la coagulasa.

Calcular el ndmero total de estafilococos coagulasa positiva en la
muestra teniendo en cuenta la proporcién de colonias que fueron coa
gulasa positiva y la dilucién.

METODO 1V

Este m&todo incluye las técnicas para la siembra en placa directa y pre
vio enriquecimientp.

e)

Siembra directa en placa.

1. Homogeneizar y diluir la muestra de alimento.

2. Para determinar el n'mero total de microorganismos, pipetear 0.1 ml
del homogeneizado de alimento y de sus diluciones en placas de
agar leche sal secas, Distribuir el inéculo de vidrio hasta que
la superficie de agar aparezca seca.

3. Incubar las placas a 379°C durante 24 y 48 horas.

4. Después de 24 horas, escoger las placas que presenten entre 30 y



b)

5.

6.

7.

a.
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300 colonias y contar las que estén rodeadas de una zona clara.

Marcar la pasicién de estas colonias y volver a incubar las pla
cas otras 24 horas, contar las colonias tipicas que se forman
durante ests perfodo de incubacién sumarlas al nimero de colo=~
nias contado el primer periodo.

Elegir un nfmero significativo de colonias tipicas en las pla-
»as utilizadas para el rscuento y sembrar estas colonias en tu-—
bas de agar nutritivo inclinado, incubar e 37 °C durante 24 ho-
ras.

Hacer frotis a partir de estos cultivos y tefiirlos par el método
de Gram.

Examinar al microscopio les frotis para ver si son Grem positi-
vos, si es asf{ someterlos a las siguientes pruebas:

A. Prueba de la coagulasa.

B. Reaccién de la lipasa:
Sembrar por estrfa en una placa de agar yema de huevo sal,
previamente secada. con un asa procedente de un cultivo de
24 horas, & incubar a 37 } 1 °C durante 24 horas. Llos es-
tafilococos son lecitinasa pasitivos y aclaran el medio que
rodean las coloniase.

C. Prusba de la hemSlisis:
Sembrar por estria una placa de agar sangre, previamente sg
cada con un asa procedente de un cultivo de 24 horaes e incu
bar 37 ¥ 1 °C durante 24 horas. Los estafilococos produc—
tores de enterotoxina son, por lo general hemol{ticos.

Calcular el nimerc total de estafilococos presentes en la mues-
tra original de alimento a partir de la dilucién més alta gque
presente estafilococos coagulasa positivos. Por lo general es—
tas cepas, son lipasa positivas y tienen propisdades hemolfiticas,

Siembra en placa previo emriquecimiento.

sl se va a determinar la presaencia o ausencia des estafilococos coa
gulasa positivos en donde se cree que el ndmero es mimimo, se efec
ta simulténeamente con la siembra directa en placa anteriormente
descrita, sl enriquecimiento previo de las muestras antes de su
siembra en placa por el siguiente procedimiento.

1. Pipetear 1 ml. del homogenizado original (dilucién 1:10) en un

tubo de cada uno de los siguientes caldos de enriquecimiento:
calda dal 6.5%, caldo sal 10% caldo glucosado. Incubar los tu-



2.

4,

\

bos a 37 1 °C durante 24 haras.

A partir de cada cultivo en caldo, sembrar en estria, un asa en
placas independientes, previamente secada de agar leche sal, sem
brar del mismo modo en agar sangre, incubar a 37 ¥ 1 °C durante
24 horas.

Seleccionar varias colonias sospechosas y sembrarlas en tubos de
agar nutritiva inclinado, incubar a 37 * 1 °C durante 24 horas.

Someter estos cultivos a las pruebas coagulasa, resccidn de la
lipasa y prueba de la emflisis.

METODO V

1.

2.

3.

4.

Preparar placas de agar yema de huevo telurito polimixina y se-
carlas.

Homogenizar y diluir las musstras de alimento.

Pipetear 0.1 ml, del homogenizado y de las diluciones del alimen
to en placas, y extender cada inSculc con un distribuidor de vi-
drio, hasta que aparezca seca la superficie del medio.

Incubar las placas en posicién invertida a 35 - 37 °C durante

24 y 48 horas. Examinar a las 24 horas, las colonias de estafi-~
lococos tienen un didmetro de 1 - 1.5 mm., su color es negro aza ,
bache o verde obscuro y presentan una o mis de los tres tipos de
reaccién en yema de huevo siguientes:

a) Una zona discreta de yema de huevo precipitada alrededor y de
bajo de las colanias. '

b) Una zona clara o halo frecuentemente can precipitacién de la
yema de huevo debajo de las colonias,.

c] Ausencia de la zona de precipitacién o del halo, pera can pre
cipitacién visible debajo de las colonias. Lle reaccidn en
yema de huevo se aprecia mejor a las 48 horss de incubacién,

Hacer el recuento de las colonias de color negro que presenten
reacciones tipicas de precipitacifin, escoger las placas que ten—
ga entre 30 y 300 colonias.

Someter estas colonias o un nimero significativo a la prucba de
la produccién de cosgulasa.
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7. Calcular el ndmero de estafilococos coagulasa positivos por gramo
de 1la muestra de alimenta, teniendo en cuenta el porcentaje de co
lonias seleccionadas que han dado positiva la prueba de la coagu-
lasa.

Otro método que se utiliza para llevar a cabo la identificacién de esta
filococos es sembrar un infculo procedente de un caldo de emriquecimien
to en placas de medio 110 para estafilococos.

El medio 110 para estafilococos es selectivo para el aislamiento e inves
tigacifn de estafilococosy contiene gelatina y manitol para seleccionar
los organismos capaces de atacar estas sustancias.

Técnica:
1., Homogenizar y diluir la muestra de alimento.

2. Se inaocula una cantidad de la muestra en un medio de enriguecimiento
que puede ser medio de infusién Cerebro-Corazén.

3. Se incuba a 30 °C durante 24 horas.

4., Se estria y frota un infculo y se incuba a 30 °C durante 48 horas, se
seleccionan las colonias pigmentadas amarillas can aspecto brillante
para sexr tincién de Gram, y reacciones de coagulacifn as{ como para
pruebas de hemflisis.

5. Se agregan unas gotas de azul de bromotinol en las &reas que dejan
las colonias al ser seleccionadas, se puede apreclar la fermentacién
del manitol.

64 Las placas se pueden incubar con S ml. de una solucién acduosa saturada
de sulfato de amonio e incubarlas durante 10 minubos para spreciar la
hidrélisis de la gelatina observando las zonas claras.’

PRUEBA PARA LA PRODUCCION DE COAGULASA:

1. Hacer subcultivos a partir de las colonias seleccionadas en caldo in—
fusién de cerebro y corazén, e incubar durante 20 - 24 horas a 35=37 °C.

2, Afiadir 0.1 ml. de los cultivos resultantes a 0.3 ml. de plasma de co-
nejo en tubos peguefios e incubar a 35 ~ 37 °C.

3. A las 4 horas, examinar los tubos para ver si el medio aparece coagu-—
lado y, en caso negativo, tambi&n pasadas las 24 horas de incubacién.
fa formacifn de un cofgulo bien visible es demostrativa de produccién
de coagulasa. la puntuacién para el grado de la reaccién es:
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Negativo = ningln signo de formzcidn de fibrina
+ = pequefio coigulo no organizado
= pequefio codgulo organizado
gram coigulo organizado
= todo el contenido parece coagulado y se mantiene, afn cuando
se invierte el tuba.

pWN -
+ + +
]

Solamente la puntuacién 2 + o una mayor se considera como evidencia pg
sitiva de produccidn de coagulasa.

La reaccién en tubo se hace para confirmar la reaccién en placa, o cuan
do la reaccién en placa es negativa.

Reaccién en placa:

Un porta objetos se emulsionan una o dos colonias en una gota de agua,

si no se produce el agrupamiento en 10 a 20 segundos, se moja un alam=-

bre recto en plasma humano o de conejo y se agita la suspensién bacte-

riana con ella. Staphylococcus: aureus aglutina, determinindose el agru
pamiernto vislble en 10 segundos.

Se hace la observacién de emplear agus en lugar de solucién salina, ya
que algunos estafilococos son sensibles a la sal, especialmente si se
han cultivado en medios salados. Debe evitarse el exceso de plasma, ya
que puede dar reacciones positivas falsas. También deben de incluirse pa
trones conocidos de estafilococos coagulasa positivos y negativos.

ta prueba en placa detecta la coagulasa "conjugada® que actda directa-
mente sobre el fibrinSgeno. La prueba en tubo detecta la coagulasa
"libre" que actda sobre el fibrindgeno en composicién con otros factores
existentes en el plasma. Pueden hallarse presentes uno o ambos tipos
de coagulasa.
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CAPITULO V

GENERALIDADES SOBRE L0OS MICROORGANISMOS ESTLOJADOS EN ESTE TRABAJO:
COLIFORMES, ESCHERICHIA COLI, ESTAFILOCOCOS

COLIFORMES
los coliformes pertenecen a la familia de las Enterobacterias, segiin la
clasificacién propuesta por Ewing la clasificacién de la enterobacterias

es la siguiente:

Enterobacteriaceaes:

Orden v Eubacteriales
Familia v Enterobactericeaes
Tribu I Escherichieae
Género I Escherichia
Género II Shigella

Tribu II Edwerdsielleae
Género I Edwarsiella
Tribu III Salmoenelleae
Género I Salmonella
Género II Arizona

Género ITI Citrobacter
Tribu v Klebsielleae
Género I Klebsiella
Género I Enterobacter
Género 11X Pectobacterium
Género v Serratia

Tribu v Proteae

Género I Proteus

Génera II Providencia

tas Enterobacteriaceas se encuentran en el intestino del hombre y otros
animales, en el sueloc y en las plantas. Muchos son pardsitos, otros
saprifitos, muchas especies son patfgenas para el hombre, y producen en
fermedades intestinales e infecciones septicémicas.

La diferenciacién y caracterizacién de los bacilos entéricos, se basan
en una variedad de reacciones bioquimicas y de cultivo asi como de su
estructura antigénica. Uma diferenciacién primaria Gtil puede basarse
en la Termentacifén de la lactosa, gque se relaciona de manera apropiada
con la petogenicidad. Las bacterias coliformes fermenta este carbohi-
drato con rapidez formando &cido y gas en 24 horas, en tantc que los ba
cilos de otros grupos, fundementalmente patfgenos (shigella y Salmonella)
no lo fermentan. Esta diferenciacisn no es definitiva, ya que les baci-
los paracSlicos y algunos de lg disenterfa, fermentan lentamente la lac-
tosa.



57

Pera lograr una diferenciacién entre las enterobacterias, se hace uso
de sus caracterfsticas bioqufmicas, tantoc en la composicidén de los me
dios que se hacen selectivos por inclusién de sales biliares, y dife-
renciales por azlcares e indicadores, comc mediente pruebas bioquimi-
cas especificas.

En general los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bastonci
llos rectos, gramnegativos, elgunos de ellos mfviles y otros no. Las
especies méviles poseen flagelos perftricos. Algunas cepas de Salmo~
nella, Shigella, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Proteus po-

seen fibrillas, estas fibrillas no socn 6rganos de locomocién, son més
pequefios que los flagelos y no se les considera antigénicos.

Fermentacidn de Lactosa

Ré&pida l Lenta ]
(&cido y gas) Acido 'solamente Acido y gas
Reacciones Shigella sonnei Arizoma
MViD Escherichia anaerdgenss Citrobacter

Especies de Serratia Especies de Serratia
Escherichia coli Especies de Enterobacter Especies de Enterobacter

-=+ +
Klebsiella
Enterobacter

BACTLOS COLIFORMES

Los bacilos coliformes de describiercn en 1886 como Bacterias coli co-
mmune y Bacterias Lactis aerdgenes. El primero se presenta en dos ti-
pos fermentatives, Bacteria coli communior gque fermenta la sacarosa, y
Bacteria coli communis que no lo hace. E1 otro tipo es Bacteria coli
anaerdgenes, gque fermenta los aztcares sin producir gas. En la actua-
lidad se usan los nombres genéricos de Escherichia y aerobacter.

El grupo coliforme se define como: todos los bacilos aercbios y anae-~
robios facultativos, gramnegativos, no esporulados que fermentan la
lactosa con produccidn de &cido y gas a 35 ~ 37 9C en menos de 48 horas.

Las bacterias coliformes se encuentran ampliamente distribuidas, ya que
se presentan universalmente en el intestino del hombre y de muchos ani-

males superiores.

Los bacilos coliformes muestran considerables variaciones de morfologfa.
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Varfan de 2 a 4 micras de longitud, por 0.4 a 0.7 micras de ancho. Fre
cuentemente se encuentran formas muy cortas, ovales parecidos a cocos.
Eventualmente se pueden encontrar bacilos en pares o cadenas cortas, al
gunas variedades son encapsuladas sobre todo las que se encuentran en
procesos patolfgicos. La movilidad es variable, aunque las cepas més
tipicas son méviles y poseen flagelos peritricos. No forman esporas;
se tifien fAcilmente con colorantes ordinarios de anilina y son gramne—
gativos.

Aspecto de las colonias. En gelatina nutritiva las colonias de colifor
mes son consistentes y de aspecto caracteristico que las de agar. Son
opacas o parcialmente transparentes, lisas hémedas y de consistencia ha
mogénea, con bordes enteros u ondulantes con aspecto de hoja de erce.
En agar, las colonias tipicas son opacas y griséceas, tienden a tomar
color pardo amarillento si se continda la incubacién. En medios dife—
renciales las colonias de bacilos coliformes pueden presentar otras ca-
racter{sticas tipicas. En Endo agar las colonias son rojas con brillo
metdlico caracteristico a la luz reflejada. En agar-sangre, algunas va
riedades son beta hemoliticas, estos tipos se encuentran con mayor fre-
cuencia en procesos patolégicos en el intestino normal.

Crecimiento de coliformes. Al igual que las bacterias gramnegativas no
patSgenas, los coliformes crecen bien sobre muchos medios y alimentos,

Crecen a temperaturas entre 10 y 46 °C siendo satisfactorio entre 20 y

40 9C y éptimo a 37 °C y dentro de un amplio margen pH entre 4.4 y S.0.
Crecen en presencia de sales biliares gue inhiben a las bacterias gram-
positivas. A diferencia de la mayorfa de las bacterias fermentan la lac
tosa con produccién de gas, la incorporacién de glucosa y de sales bi-

liares a los medios de cultivo hace posible su diferenciacién de otros

microorganismos.

Los bacilos coliformes son anaerobios facultativos, crecen bien en con~
diciones aercbias o anaercbiosis complsta.

Distribucién de los coliformes, los coliformes se encuentran en el trac
to intestinal del hombre y de los animales de sangre caliente. Es im-
portante diferenciar los organismos de los paracolon existentes en el
tracto intestinal, caracterizéndose este grupo por la fermentacidn tardia
del caldo lactosado, raramente antes de las 72 horas, aunque com@nmente
los paracolon no se consideran coliformes, se encuentran en el tracto
intestinal y pueden indicar contaminacidn fecal,

ESTRUCTLRA ANTIGENICA, PATOGENIA Y PATOLOGIA
Los organismos coliformes tienen una estructura antigénica muy compleja,

se clasifican por sus antfgenos O som&ticos termostdbiles, de estos exis
ten 120 -diferentes; por sus antigenos K capsulares termoldbiles y por
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sus antigenos H flagelares.

Muchos microorganismos gramnegativos producen substancias bactericidas
del tipo de los antibiéticos producidas por algunas cepas de bacterias
activas contra otras cepas de la misma especie u otra relacionada, es-
tas substancias son colicinas y piocinas siendo la primera producica
por los microorganismos coliformes.

Las bacterias coliformes constituyen una gran parte de la flora normal
aerobia del intestino, en &l estos microorganismos no provocan enferme
dad por lo general, incluso pueden cantribuir al funcionamiento normal
y a la nutricién. Se transforman en patdgenos solamente cuando alcan-
zan tejidos fuera del intestino, particularmente de las vias urinarias,
las vias biliares, los pulmones, el peritoneo o las meninges, provocan
inflamaciones en estos sitios. En la infancia y en la vejez o en esta
dios terminales de otras enfermedades, cuando las defensas ncrmales del
huésped son insuficientes las bacterias coliformes pueden alcanzar la
corriente sanguinea y provocar septicemias.

ESCHERICHIA COLIX

Familia: Enterobacteriaceae,
Género: Escherichis,
Especie: Escherichia coli

Este colibacilo es la especie tipo de un grupc de bacterias denominadas
gérmenes coliformes. Es habitante del tubo digestivo del hombre y de los
animales normales. De preferencia se encuentra en el intestino grueso,
pero se ha demostradoc que se encuentra también en el 45% de las bocas de
los individuos normales.

El colibacilo logra penetrar en el intestino poco después del nacimien-
to y persiste en este sitio durante toda la vida del individuo., Se en-
cuentra en grandes cantidades en la regidn de la vdlvula elicoidal y
disminuye en nimero hacia el duodenc y recto.

Se cree que los colibacilos tienen una funcidn Gtil en el arganismo, im
pidiendo el desarrollo de ciertos microorganismos proteoliticos normal-
mente presentes en el intestino; ademds sintetizan cantidades apreciae—
bles de vitaminas.

Morfologfa.' E. coli, es un bacilo corto, grueso de 0.4 a 0.7 micras de
grosor y 1 a 4 micras de longitud, Puede adopter aspecto filamentoso.
{a mayoria de las cepas de E. coli son mdviles.

Caracteristicas de cultivo., E. coli es anazersbio facultativo, y también
aerobio, se desarrolla répidamente en 24 horas en todos laos medios usug
les a temperaturas entre 20 y 40 °G, E. coli puede crecer en medios gue
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contienen glucosa, como dnica fuente de carbono orgénico y SDa(NH4)2
como fuente de nitrégeno, junto con otros minerales.

En placas de agar las colonias superficiales aparecen en 12 o 24 ho~
ras, alcanzan un tamafic de 2 a 3 mm. BSe presenta variacién conside-
rable en el aspecto individual de las colonias. La colonia tipice
es poco elevada, convexa, lisa e incolora, un poco opaca, y con bor~
de entero. Otras colonias son menores y la forma des cépsula es més
acentuada, algunas solamente producen una colonia tipica en forma de
vid,

En agar—sangre se produce decoloracién en el medio alrededor de la
colonia, y algunas cepas producen beta-hemolisis.

En el medio de Endo agar, y en el de eosina azul de metileno, las co-
lonias de E. coli tienen brillo metédlico que se puede nbservar a la
luz refleja.

En caldo se produce enturbiamiento homogéneo en 12 o 24 horas y en 24
a 4B horas tiene lugar la formacidn de una ligera pelicula, acumulén

dose un depdsito viscoso en el fondo del tubo. Forma generalmente -

indol en caldo peptona pero no lictia la gelatina. En caldo bilis 2%

verde brillante forma gas y decoloracifn del medio con produccién de

&cido a las 24 horas.

E. coli fermenta la lactosa, maltosa y otros azdcares con produccifn
de 4cido y gas. Los cultivos de coliformes se caracterizan por su
olor fétido, semejante al de las heces diluidas. El écido formado por
la fermentacién de los carbohidratos es principalmente el &cido lécti
co, con pequefias cantidades de &cido férmico y acético. También se
produce biéxido de carbono e hidrégeno. E. coli forme catalaza y sin-
tetiza las vitaminas del complejo B; los bacilos vivos producen una
sustancia fibrinilitica.

Propiedades biolégicas. Tiene uma gran vitalidad, en los cultivos de
resiembras positivas después de varios meses. Conserva bien la vita-
lidad en el suélu, es resistente a los agentes exteriores. La mayor
parte de las cepas mueren en 15 a 20 minutos a temperaturas de 60 °C,
pero algurnos sobrsviven al proceso de pasteurizacién.

fas toxinas del colibacilo no son adn bien conocidas, perc poseen una
toxina neurotropa, ya que los cultivos filtrados inyectados por via
sanguinea a conejos, determinan fenSmenos nerviosos, sresentando con-
vulsiones y contracciones tetaniformes, también se ha demostrado la pre
sencia de lesiones de enteritis hemorrégica. En ciertas condiciones se
forma también una hemolisina denominada colilysina.

Estructura antigénica. Se han identificado 201 cepas de colibacilos,



y existen 31 cepas

El colibacilo posee un ant{geno som&tica complejo gldsido lipidico,
termorresistente; un antfgeno flagelar especifico, termolébil presen
te en las cepas mfviles, En condiciones normales puede desarrollar
una serie de antigenos de "cubierta" denominado antigeno K y envuel-
ve por completa al bacilo, éste antigeno K esté compuesto de tres
fracciones L, A y B, y pueden encontrarse por separado, en dos o las
tres en las diferentes cepas, el nimero total de componentes antigé-
nicos de E. Coli son 149 antigenos 0 y 46 antigenos H.

El tipo seroldgico especifico depende de tres clases de antfgenos:
1. Antigenos somdticos 0, que no se inactivan por el calor de 100 °C.

2. Antigenos somidticos K, que se encuentran dispuestos como una cu-
bierta de envoltura o como cédpsula que enmascara a los antigenos 0O,
e inhiben la aglutinacién, los cuales son inactivados por el calor
de 100 a 121 °C.

3. Los antigenos H o Tflagelares que se inactivan por el calor de 100°C.

Antigeno L, es un antigeno de cubierta, termolébil, fécilmente hidro-
lizable por el HCl N. Hemolitico pare los glébulos rojos de caballo,
fuertemente patégenc y necronizante.

Antigeno A, termoestable, resistente a la accifn del HCl N, durante 2 a
24 horas no es patfgeno para el ratén y no es necronizante.

Antigeno B, se encuentra en todas las cepas de E. coli productoras de
cuadros intestinales agudos. Es termolébil.

Ademds de los antigenos 0, K y H, se ha. demostrado la presencia de an-
L]

tigenos fibrilares, que no son especificos como los anteriores, pero que

tienen la capacidad de aglutinar a los eritrocitos.

Hasta hace poco tiempo se ha subestimado la importancia de Escherichia
coli como agente etiolBgico de enfermedad, de la que puede producir tres
tipas:

1. Estos organismos son la causa mis importante de pulonefritis, y pue-
den producir abscesas en los 8rganos internos, septicemia, endocar-
ditis y meningitis, lesiones de las vias biliares o de los Srganos ge
nitales, o supuracién de las vias urinarias. Los sintomas clinicos
son parecidos a los de la fiebre tifoidea, como son, anorexia, meteg
risma, diarrea, asteria, insomnio, hipertrofia del bazo y fiebre con
tinua que puede durar dos semanas.
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2. Clertos serotipos producen en los nifios una diarrea epidémira gra-—
ve Yy a veces mortal,

3. Son la causa de la diarres de verano esporddica no epidémica, en
nifios de 2 a 3 afios de edad.

El colibacilo encontrado en las lesiones o en las heces fecales de los
humanos, presenta un poder patfgeno evidente, pero muy variable para
los animales de laboratorio. Las cepas aisladas del intestino de indi
vaduos normales, se muestra inafensiva pero las que proceden de proce:
sos patoldgicos y las del intestino de individuos enfermos se muestran
virulentas.

Por ingestifn los colibacilos no producen trastorno algunc por via sub
cutdnea producen unebsceso local, si es muy virulento produce una sep:
ticemia., Por inoculacién intraperitoneal determinan una peritonitis
mortal, Y por via intravenosa producen los mismos sintomas gque por via
subcutédnea pero méds constante.

En las localizaciones extraintestinales el colibacilo se comporta como
germen pifgeno produciendo afecciones supuradas.

ESTAFT1.0COCOS

Familia: Micrococaceas.
Géneros: Staphylococcus, Micrococcus, Baffkya, Sarcina, Methanacoccus
y Peptococcus.

Esta es la clasificacién dada por Bergey, es la mis general, ya que exis
ten varias clasificaciones de los micrococcus.

Robert Kach en 1878 fue el primero que identificéd a los estafilococos
en el pus humano. Dos afios més tarde Pasteur logrd cultivar a estos mi
croorganismos en un medioc lfquido, en el siguiente afio, Ogston demostrd
la patogenicidad de los estafilococos para los ratones y conejillos de
indias, En 1884 Rosenbach describié dos especies: Staphylococcus (pyo—
genes) aureus y Staphylococcus (pyogenes) albus. Los cuales en la ac—
tualidad se les ha clasificado en un género aparte (Staphylococcus) de
la Familia Micrococaceae.

En 1930, Julianelle introdujo la primera clasificacién de Staphylococcus,
basada en las diferencias en la estructura antigénica, y en 1942 Fisk,
desarrolldl el método de tipificacifn de bacterifagos.

Morfologia, tincién, caracteristicas de cultivo, patogenicidad:

Stapylococcus, son organismos no esporulados, imnmfviles, esféricos, gram
positivos generalmente agrupados en racimos irregulares. Crecen con fa-—
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cilidad en diversos medios de cultivo, y son metabSlicamente muy ac-
tivos. Miden de 0.7 a 1.2 micras de diémetro, son aerobios faculta-
tivos, gue se desarrollan bien en unaamésfera de hidrSgeno, pero el
desarrollo més caracteristico se lleva a cabo en condiciones aerobias.
El pH 6ptimo de desarrollo es de 7.4, la temperatura 6ptima de desa-
rrollo es a los 35 °C, aungue lo hace bien a los 37 °C, puede desarro
llarse a temperaturas tan bajas 15 °C y tan altas como 40 °C. -

Los estafilococos crecen bien en medios de estracto de carne, infu-—
sifn de carne, en agar nutritivo; las colonias en medios sflidos son
redondas, lisas, elevadas, brillentes y forman diversos pigmentos: ama
rillo dorado intenso por Staphylococcus aureus; blanco aporcelanado -
por Staphylococcus albus. En placas de agar-sangre, las colonias son
més grandes, algunas variedades estén rodeadas por zonas de hemélisis.,

tos estafilococos se pueden cultivar en medios sintéticos si se inclu-
yen tiamina y &cido nicotinico y el uracilo son necesarios para el de
sarrollo anaerébico.

Por lo general las cepas patfgenas fermentan el manitol, y todos fer-
mentan los az@icares simples sin formar gas, decoloran el tornasol,
azul de metileno, reducen los nitratos a nitritos y no forman indol en
agua de peptona.

Para identificar a los estafilococos patfgenos de los no patdgenos se
efectia la prueba de la coggulasa, es necesario hacer subcultivos, ya
que si se utilizan colonias de los medios anteriormente descritos pue-
den obtenerss resultados falsos negativos.

Los estafilococos son microorganismos relativamente resistentes al ca-
lor y & la desecacidn, resisten temperatures hasta de 50 °C, por espa-
cio de media hora, crecen en presencia desal e concentraciones altas,
hasta el S de cloruro de sodio, esta propiedad se aprovecha en la pre
paracién de medios selectivos para aislar a los microorganismos.

Tisnen alta tolerancia frente a compuestos como el telurito, cloruro
mercirico, neomicina, polimixina y azida sédica, que también se utili-
zan en la preparacién de medios selectiveos, sin embargo es altamente
susceptible a la accién bactericida de ciertos colorantes b&sicos, por
ejemplo el violeta de genciana en concentraciones de 1:100,000 a
1:2,000,000. 4= sensibilidad a las sulfonaminas y a los antibidticos
es muy variable, existen mutantes resistentes a los agentes quimiote-
répicos en la mayoria de las cepas de estafilococos. Muchas cepas pro
ducen una enzima lactamasa, gque es una penicilinasa que inhibe la ac-
cién de la penicilina rompiendo el anillo lacté&mico, dando origen al
&cido penicilofco, el cual estd desprovisto de actividad antibacteria-
na. TambiBn son mis resistentes gue otras bacterias a la accidn del
fenol y cloruro mercirico.
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Produccién de enzimas y toxinas. Los estafilococos pueden producir
enfermedad, ya sea por su cepacided de multiplicarse, as{ como por
la produccién de diversas substancias extracelulares.

Cuando crecen en medios artificizles los estafilococos patédgenos, 1i
beran diferentes exotoxinas; se ha sefialado que estas toxinas ya ap;
recen en cultivos de 6 horas de edad y aumentan proporcionalmente e;
la fase estacionaria. Lla produccién de toxinas estd favorecida por

las condiciones de pH, temperatura, etc. que sean 6ptimas para el de
sarrollo. -

Exotoxina, es un material filtrable y termolé&bil, produce hemolisis
gue puede ser alfa, esta hemolisisna es una protefina de peso molecu=-
lar de 3x10% daltones, actla sobre los eritrocitos de conejo, lesio~
na a las plaguetas. También tiene unc accién poderosa sobre el mis—
culo de vasos sanguineos. Existen otras hemolisinas que son beta
hemolisina, gamma hemolisina y actualmente se ha incluido una guinta,
la epsilon.

Enterotoxina. Llas enterotoxinas estafiloc6cicas son las pocas toxi-
nag bacterianas de naturaleza proteica que son resistentes zl1 calor.
ias enterotoxinas A,B,C, son proteinassimples, que por hidrdlisis
producen 18 aminoicidos, entre los mAs abundantes, el &cido aspérti-
co, &c. glutémico, lisina y valina, en estado activo las enterotoxi-~
nas son resistentes a las enzimas proteoliticas, tales como la trip-—
sima, guimiotrzosina, renina, papaina; sin embargo son sensibles a
la pepsina a pH de 2; los cuatro tipos de enterotoxinas, tienen apro
ximadamente la misma potencia, aunque tengan ciertas propiedades fi-
sicoquimicas que las diferencia.

Entre otras substancias elaboradas por los estafilococos tenemos:

Enzimas lipolfticas, las cuales rinden la resistencia de la piel, re
sistencia que es proporcionada por los lipidos y que ejercen una ac-—
cién bactericida.

Leucocidina, es una enzima soluble producida por muchos estafiloco-
cos patégenos, estd compuesta de dos proteinmas electropotencialmente
separables, F y S, ambas son antigénicas. Es letal para los leuco-
citos de diversas especies animales.

Coagulasa, enzima producida por las cepas patégenas e estafilococos,
tiene la propiedad de coagular el plasma citratado u oxalatado en pre
sencia de un factor caontenido en muchos sueros el mecanismo-en donde
el suero reacciona con la coagulasa, es similar a la activacién de la
orotrombina a trombina. Lla coagulasa puede depositar fibrina en la su
perficie de los estafilococos, y de esta manera tal vez interfiera en
la fagocitosis, o destruya a las células fagocitarias una vez dentro
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de ellas. Alternativamente la coagulasa puede neutralizar un factor
antiestafilocécico del plasma.

La mayorfa de los estafilococos coagulasa positivos producen una en-
zima fib-rinolitica, la estafiloguinasa, la cual tiene la capacidad
de poder disolver los codgulos de fibrinma del plasma de diversas es~
pecies de animales, es unz enzima relativamente estable al calor y es
antigénica.

Otras substancias extracelulares producidas por los estafilococos son,
hialuronidasa o factor de propagacién.

Estructura antigénica.

Los estafilococos estédn formados por polisacéridos, proteines, que le
proporcionan una estructura antigénica.

Todos los péptidos de la pared celular de las bacterias tienen una es-
tructura comin, gue es una red de cadenas de poli-N acetilhexosamina,
entrelazadas por puentes transversales de péptidos con cadenas, las ca-
denas del polisacdrido constan de residuos alternantes de N-acetil glu-
cosamina y &cido N acetilmurdmico unidos por enlaces B-1-4, la fraccién
peptidica consta de péptidos cortos de L-alanina, B-alanina, &cido D-glg
témico, y N-acetilmurémico, unidos por enlaces de amida a la L-alanina

N terminal de las subunidadaes pertidicas.

Los pé&ptidos gue sirven de puente ligan a la D-~alanina, C terminal de
una subunidad peptidica con el grupo E~amino de la L-lisina de un segun
do péptida.

Patogenia, tos estafilococos patdgeros, generalmente sontemoliticos y
coagulan el plasma, algunos son miembros de la flora normal de la piel
y mucaosas del hombre, estos no son considerados como patdgenas; pero
otros pueden causar supuraciones, formacidn de abscesos, diversas infec
ciones piSgenas, y hasta septicemias mortales. Una de sus toxinas es
causante de los envenenamientos producidos por los alimentos. Los esta
filococos pueden ser los organismos causales de neumonfas, meningitis,
endocarditis y supuraciones en cualguier drgano.

Los estafilococos desarrollan répidamente cepas resistentes a los agen
tes antimicrobianos, nor lo tanto son microorganismos dificiles de com
batir.

En el hombre el reservorio principal de estafilococos es la nariz, a
partir de aqui, estos microorganismos llegan directa o indirectamente
a la piel y heridas, aungque el ndmero de portadores nasales varia, es
aproximadamente de un S0% en laos adultos y a veces esta cifra es supe-—
rior en los nifios. Los brazos, manos y cara son las partes de la piel



. 66

m&s comiinmente afectadas, ademis puede encontrérsele en los ojos, gar
ganta y tracto intestinal. A partir de ests fuente los estafilococos
llegan a través del aire y polve a los vestidos y otras partes, conta
mindndose tambifn los alimentos. Los sintomas de toxiinfeccién ali-
mentaria estafilocécica son, una gastroenteritis con diarres y vémi-
tos profusos que a veces reviste gran variedad.



RESULTADG DE LAS PRUEBAS REALIZADAS EN EL LABORATORIO

A continuacifn se presentan tablas donde aparecen los resultsdos de las determinesciones res-

1izadaa.
Grupo Coagu- |Estrepto-
Muestra C.B.T. N.M.P. Colifor-| E.coll |[Estaf. lasa cocos
Col./g me Positiva|

Camarongs -

1 Incontables 930 + + + + -

2 Incontables L30 + + + + -

3 Incontables 4600 - - + + -

4 95.000 210 + + + + -

5 64,000 750 + + + - -

6 70,000 430 - - - - -

7 __820.000 750 - - + + +

8 Incontables 2400 + + + + -

S Incontables 230 + + - - -

10 17,000 930 + + - -’ -

11 Incontables 430 + + - - -

12 Incantebles 2100 + + + - -

13 80,000 .L600 + + - - -

14 20,000 930 - - + + +

L9



MUESTRA Eé?:;é. N.M.P. Ugﬁggr- E.coll | Estaf. Eg:g:_ Er’:gsg:"'
me Posaltiva
15 360.000 390 + + - - -
16 200.000 2.400 + + + + +
17 350.000 430 + + + - -
18 400.000 2400 + + + + +
18 300.000 2400 + + - - -
20 230.000 2100 + + + + -
21 Negativo Negativo - - - - -
22 Negativo Negativo = - - - -
23 Negativo Negativo - - - - -
24 Negativo Negativo - - - - -
25 Negativo Nepativo -~ - - - -
26 Negativo Negativo - - - - -
27 Negativo Negativa - - - - -
28 Negativo Negativo - - - - -
29 Negativo Negativo - - - - -
30 Negativo Negativo - - - - -
31 260,000 430 + + + + -
32 74,000 200 + + + + -
33 210.000 900 + + + + +

89



MUESTHA gé?:}é. Np.  |colifore| E.colt | eotar. | taoe Eetrepty
me Poaitiva

Camarones
34 308,000 2100 + + + + -
35 230.000 2100 + + + - -
36 84,000 940 + + + - -
37 95,000 430 + + + - -
38 170,000 2100 + + - - -
39 340,000 390 + + + + +
40 300,000 2100 + + - - -
41 20.000 210 + + - - -
L2 64,000 390 + + + + -
43 80,000 430 - - - - -
Lt 100.000 2400 + + - - -
45 95.000 390 + + + - -

uUgtiones
LE Incontables 210 + + - - -
47 Incontables 430 + + - ~ -
LB Incontables 200 + + + + -
49 32,000 30 + + + + -
50 Incontables L60D + + - - -

69



, C.B.T. Grupo Coagu-
MUESTRA N.M.P. Colifor-| E.coll | Estaf. lasa |Estrepto
Col./g. me Positiva| cocos |
Ostiones
51 76,000 200 + + - - -
52 880.000 11000 + + - - -
53 11.500 11000 + + + + +
54 350,000 11000 + + + + -
55 121,000 1500 + + + + -
56 Incontables 11000 + + + + -
57 350.000 2400 + + + + -
58 Incontables 2L00 + + + + -
53 400,000 70 + + - - -
&0 700.000 280 + + + + -
6l 860,000 750 + + + + -
62 Incontablea 11000 + + + + -
63 190.000 1500 + + - - -
64 780,000 L4600 + + - - -
65 760,000 2400 + + - - -
66 250.000 930 + + + + -
67 700,000 3400 + + + + -
68 240,000 930 + + + + -

V72



C.g8.T. Grupo Coagu-
MUESTRA Cal:/g. N.M.P, Colifor-| E.coli | Eataf. lasa Estrepto)
me Positiva} cocos
Ostiones
69 Incontables 280 + + + + +
70 880.000 1500 + + + - -
Pulpo
71 190.000 2400 + + + + -
72 780,000 930 + + + - -
23 Ingontables 2400 + + + - ~
YL 121.000 11000 + + + + -
75 250.000 2400 + + + - -
76 Incontables 11000 + + + - -
27 Incontebles 11000 - - - - -
78 360.000 260 + + + + +
79 250.000 930 + + + - -
80 190.000 280 + + + + -
81 880,000 750 + + - - -
82 400,000 4600 + + - - -
83 190.000 1500 + + + + +
a4 360.000 750 + + + + -
85 360.000 210 + + + - -

T



MUESTRA gni’;g N.M.P. Cotipor-| E .coll | Estaf. L';:‘aag;u- Ei‘:;;ipatn'
me Pogitiva
Pulpa
86 121.000 200 + + + + -
87 64,000 30 + + + - -
88 70.000 70 + + + - -
89 385,000 380 + + + + +
90 360,000 930 + + + + -

cL
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En el presente trabajo, para determninar el fndice de contaminacién
‘desde el punto de vista microbiolégico, de las moriscaos se utilizé
a ciertos microorganismos indicadores, estos fueron, cuentas via
bles, grupo coliformes y Escherichia coli, estafilococos. En la
determinacidn de estafilococos paralelamente en los medios de cul-
tivo utilizados crecid estreptococo, identificado al microscopio
por tincién de Gram y prueba de hem$lisis,

Los métodos utilizados fueron los siguientes:

Para cuentas viables, el método fue enumeracidn de microorganismos
aerabios mes&filos en placa por siembra en profundidad,.

Para grupa coliforme y ndimero m&s probable de coliformes (BMP) se
utilizé el método de bilis (2%) verde brillante, confirmando la pre
se..cia de Escherichia coli sembrando un in&Sculo orocedente de las
tubos gas positivos en placas de agar Endao, y en agar eosina azul
de metileno (EMB).

Para estafilococos se utilizé el medio ndmero 110 para estafillococos,
previo cultivo en medio de enriguecimiento como es infusién cerebro-
corazén. Y la prueba de la coagulasa en tubo y en placa para deter-
minar la presencia de estafilococos coagulasa positiva. Ademés a
todos los cultivos obtenidos fueron sometidos a la tincién de Gram,
para determinar si son gramnegativos o grampositivos.
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CONCLUSION

Con los datos e informacién abtenidos en este estudio, se ha llegado
a las siguientes conclusiones: )

Las pruebas microbiolégicas efectuadas en el laboratorio para deter-
minar el findice de contaminacién debida a microorganismos en los ma-
riscos, fueron cuentas bacterianas viables, acompanada de otras de-

terminaciones, ya que por sf sola no brinda una informacién complety

El 14mite establecido de microorganismos en cuentas viables para los
mariscos, es de 100,000 col./g de alimento; en los resultados obteni
dos se observa que el 70% de los resultadaos sobrepasan esta cifra.
En el nGmerc mis probable de coliformes el limite es de 20 bacilos
coliformes por gramo de alimento, en los resultados obtenidos en es—~
ta determinacifin, el 100% de las muestras sobrepasa este valor. El
80% de las muestras son positivas de la presencia de Escherichia co-
1li; para estafilococos se establece un limite de 100 estafilococos
coagulasa positivas por g. de alimento. El conteo de estafilococos
no se efectud debido a gue existen métodos altamente sofisticados pa
ra efectuar esta determinacifn, basta determinar la presencia de es-
tafilococos patégenos sin necesidad de efectuar conteos.

Paralelamente a la determinacidn de estafilococos coagulasa positivos
se determind la presencia de estreptococos. Se hace notar que estos
microorganismos son altamente resistentes al calor, desecacifn y a la
congelacién; se observa en los resultados obtenidos gue en algunas
muestras que son negativas en la presencia de Escherichia coli, son
positivas en la presencia de estreptococos, de agui la razén de efec-
tuar otras determinaciones y no confiar solamente en las pruebas de
cuenta bacteriana total y determinacién de coliformes como microorga-
nismos indicadores, ya que algunos patfgenos pueden persistir en el
alimento cuando E. coli por ejemplo ya no se encuentre presente, de-
bido a que existen otros microorganismos altamente patégenos resis—
tentes a los cambios del medio, y que los microorganismos indicadores
més comunes no los resisten.

Concluyendo, puedo afirmar baséndome en los resultados obtenidos en el
laboratorio, que, en general los mariscos que no son procesados, es de
cir aguellos que se consumen directamente o que son expendidos en for
ma cruda, no son aptos pare el consumo, ya que se encuentran grande-
mente contaminados con diversos microorganismos patégenos potencialmen
te peligrosos para la salud humana.

Por 1o anteriormente expuesto, se recomienda que se tenga una mayor
precaucidn al consumir este tipo de alimento.

Espero que el presente trabajo sea tomado en cuenta por los alumnos de
esta facultad.
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