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INTRODUCCTI ON

La salmonelosis continda siendo un problema importan
Ze de safud pdblica en palses desarnoclflados. En nuestho -
medio Las condiciones higiénicas pobres y La costumbre de
ingenin alimentos preparados fuera def hogan hacen que el
problema sea mayor (3,4). La salmonelosis A€ mantiene en--
tre una de Las mds importantes causas de enfermedad prove
nientes de Los alimenios en todo el mundo (2).

Los alimentos contaminados probablemente constituyen
en México Los mejonrnes vehifculos de transmisién de Salmone-
LLa {23).

En 1976 en Canadd La Salmonella fue La nresponsable -
de aproximadamente el 40% de Las enfenmedades vehiculiza-
das porn alimentos (32). EL géneno Salmonella es quizd el-
michoonganismo mds extensamente estudiado entre Los patl-
genos que pueden sern alslados de Los alimentos (12).

En el periodo de 1970-1978 el 11% de Los brotes nre--
portados en Estados Unidos vehiculizados por alimentos --
gueron causados porn el consumo de pescado y crustdceos ma
hinos. Las enfermedades mds comunes fuenon; ciguatera, en
venenamiento por mardscos,gasinoenteninis, fiebre tifoi--
dea, hepatitis A, cblera, shigelosis y salmonelosis eninre
otnas. EL almacenamiento inadecuado de pescado contamina-
do con Safmonella favorece su muliiplicacibn hasta un nd-
mero que puede causar enfeamedad (6).




Estudios nealdizados en productos marinos en sus dife
nentes etapas de elaboracibn y como producte terminado, -
revelan que La contaminacibn bacterlana ocurre phrimaria--
mente por La exposicidn al medio ambiente o bien por La -
contaminacién cruzada durante su manejfo, thansporte y pro
cesamiento. (9).

EL tejido def pescado es mds penecedero que el de --
0tnos animales, aun manejado a bajas temperaturas. lLa ca-
Lidad de Este empieza a cambian en el momento en que 3¢ -
retina del agua, y el pesado "fresco"que se consdidera muy
aceptable desde el punto de vista comercial, no es ya Lo-
que era en ef momento de La captfura. Aunque La carne de -
£L0s peces se encuentra prdeticamente esténil, existe un -
gran nimeno de bactendias de diferentes tipos en La super-
ficia y sistema digestivo del animal vivo. Cuando el pez-
muere estas bacterndas atacan rdpidamente Los componentes
de Los tejidos presenténdose altenraciones que disminuyen-
su aceptabilidad por pante del consumidor. Estos procesos
ocasionan pérdidas muy cuanticsas en el renglén econbmico -
{24).

EL pescado es un producto con alto valor protelnlco--
cuya composicidn quimica (55-§3% de agua, 14-21% de protel
nas, aphoximadamente 1.6% de carnbonatos y 0.9-3.8% de sa--
Les minerales) Lo que constituye un excelente medio de de-
sannollo michobiano. Esto, y el hecho de que en el pescado
L0s procesos enzimdticos Ztengan Lugar a femperaturas entre
0-20°, determina su coata vida de anaquel, adn en nefrige-
racdibn (18).

La flora def pescado recién capturade consiste paincd
palmente en ohgandismos gham negitivoa de Los géneros Pseu-
domonas, Altfernomonas,Mornaxella, Acinetobacter, Flavobacte-




ndium y Cytophaga; gram positivos del grupo de Coryneformes

y Micrococcus (21).

Los agentes causantes de enfermedades vehiculizadas -
por pescados y marisdcos, se dividen en tres grupos Asegin -
La fuente primarnia del agente etiolbgico o toxigénico:(6,20)

a) .- Agentes naturalmente presentes en habitat aciddti
cos: Vibrdio parahaemolyticus o CLostridium botu-

Linum £ipo E.

bl .- Provenientes de desagilies que contaminan L0s habi
tats acadticos. Entrne eflfos se encuentran algu--
nas enterobacterias como Salmonella y cientos vi
nus esténicos.

¢) .- Provenientes de La piel y manos de thabajadores-
equipo o del medio ambiente: Staphylococecus ----

aunreus, Shigella y Salmonella.

Vanios estudios han mostrado que Las salmonelas son --
contaminanies potenciales de pescado, especialmente el obie
nido de aguas contaminadas por desechos humanos e indusinia
Les. EL conocimiento de brotes de salmonelfosdis asosicados -
al consumo de pescado nevelan que pueden contaminarse y aun-
s0stenen el crecimiento delf microonganismo s4 bien esto su-
cede en Los sitios de preparacibn y expendio (12).

En E.U.A. Los productos marninos frescos de alta calidad
son Los prefenidos porn Los consumidores, aunque anualmente-
existe una baja en La venta de dichos productos frescos es-
timada en un 5% (22).

En Amérnica Centrnal el consumo de pescado es Limitado -
debido a que ef pescado fresco no es fdeilmente disponible-
pon canrnecern de sistemas adecuados para su preservacibn y --




distrnibucibn (11).

Repontes sobre aisfamiento de bacternias enteropatfgenas
a partir de pescado {resco son nrelativamente pocos. En 1955-
se reportd el aislamento de Saflmonella a parntin de pescado-
vendido en Colombo, Ceyldn, encontrdndose en -Los intesti--
nos y agallas de é€stos (19).

Mds necientemente Cundi de Montbrun y Cilecarelli (1979)
neportaron el hallazgo de Salmonella en carne de pescado -
obtenida en establecimientos de expendic piblice en La ciu-
dad de Mendoza, Argentina, con un £ndice del 6% (§).

Wyatt y col. [35) encontrharon salmonelas en el 25% de
Las muestras de bagres cultivados arntijicialmente, en el 5%
de Los especimenes capturados de su fuente natural.

Desde tiempo atrnds el consumo de productos marinos ha-
tenido nepercuciones en Lo que respecta a La salud piblica,
por considerarse vehiculos votenciales de Linfeccibn humana-

e Aintoxicaciones (5).

En La ciudad de Guadalajara el consumin alimentos ex-
pedidos en La via piblica es una prdetica muy extendida; -
tal es el caso del ceviche de pescado alimento de amplio -
consumo popularn, que se expende en comercios {ijos, semi--
§ijos o0 ambulantes y es manejado en condiciones higiénicas

bastante deficientes.

Se han LLevado a cabo muestreos en ceviche de pescado
que revelan La incidencia de Salmonella en un 22.5%.(33).
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Consdidenando La gran demanda def ceviche de pescado
en ésta ciudad y Los riesgos de contaminacibn que implica
Au pheparacidn y expendio, se LLevd a cabo un estudio mo-
defo en el Laboratonio de Michobiologifia Sanitaria de La
Facultad de Ciencias Quimicas de La Univensidad de Guada-
Lafara paha conocer La dindmica de Salmonella artiflcial-
mente {noculada en ceviche recién preparado, durante su -
almacenamiento en refrnigeraciln y en condiciones de abuso
de temperatunra thatando de neproducin cuanto acontece en

La nealidad.




GENERALIDADES

La salmonelosis es un phoceso infececiodo cuyo cuadro
clinico en el hombre varfa desde goamas muy agudas que ~--
teaminan fatalmente, hasta Los casos de infeccibn muy Le-
ves o del todo asintomdticos. Es un padecimiento de alta-
incidencia en nuestro pals y de distribucidn mundial consd
dernado una de Las mds imporitantes engermedades zoondticas
(12). EL perndiodo de Lncubacidn thanscurne dentrno de Limi-
Zes que pueden vardlar desde 3 hasta 72 y excepcionalmente
més horas, aunque La tendencia del valor modal se encuen
trna entre 12 y 20 hrns. EXL zzémpa depende de diversos fac-
tones como son el ndmeno de géamenes consumidos, su viiu-
Lencda y La suscepiibilidad del individuo entre Las mds -
Lmporitantes (17).

EL géneno Salmonella es un grupo de bacterias bicqui
micamente y senolbgicamente nrelacionadas que incluye aprg
ximadamente 2 000 serotipos reconocdidos (2). EL desarro--
£L20 de Las salmonelas en una ghan variedad de alimentos -
ha sdido motivo de numerosos estudios que constantemente -
se LLevan a cabo para LLegan al establecimiento de estra-
tegias que conduzcan al control epidemiolbgico de Los pa-
decimientos a que da Lugar en el hombre y en Los animales

Por hazones de orden préctico, para romper con La --
Langa Lista de especies de Salmonellfa que £Legl a acumu-
Lanse conforme se enconthraban nuevas conflguraciones anti
génicas, se hesolvid adoptan el sistema de s6L0 thes espe
cies: (12).- 3 Lo

T e



a).-

b).-

c) .-

La S. Zyphi descnita porn Ebenth en 1680, cusan-
te de La fiebre tifoidea.

La S. cholerae - suis descnita en 1885, que --

constituye La especie Zipo.

La S. enteritidis deschita en 1§88, que cornes-

ponde a La denominacibn més antigua del génenro.
EL nesto de Las salmonelas se consideran come -
senotipos de esta ulitima especie.

Segdn el grado de adaptacidn que exhiben hacia sus -

huéspedes

al).-

b).-

Panra
anollo es

Las salmonelas pueden includinse en Zres grupos:

Los adaptados mds o menos estrictamente al hom-
bre: .
S. typhdi, S. entenitidis sen{Seroiipo) paraty--

phi C. y S. enfenitidis sen sendal.

Los mejones adaptados a huéspedes animales par
Zlculanes, aunque presentan Lambién huéspedes -
secundarios y ocasionalmente afectan al hombre-
y son: S. entenitidis ser pullorum, ser gallina

hum,sen abornfusequd, sen abortusovis, sen chole
naesuds y sen typhisuds.

Los senotipos no adaptados, que incluyen al nes
2o y atacan sin preferencia al hombre o a Los -
animales .

estos patbgenos La temperatunra 6ptima de desa--
de 37° y pueden hacerlo devntro de amplics mdnrge

nes, desde unos 6.7° con Langos Ziempos de genenacibn en
algunos alimentos, hasta 45.6°. Cuando el pH delmedio se-
aphoxima a La neuthalidad, el génmen se multiplica mds ac

tivamente,

el Gptimo varila entrhe 6.5 y 7.5.En congelacibn



pueden sobrevivin durante muchos meses como ocurre en La

mayorla de Lo4 microorganismos, pero La composicibn del--
alimento en el cual se encuentra influye en La tasa de 40
brevivencia.

En el estudio de La dindmica de micrgorganismos paté-
genos suele sen de gran utilfidad La determinacién de gru-
pos microblanos de interés sanitario con el propésito de-
conocer el papel que juegan esios en el destino del patd
geno en un alimento. Los grupos microblancs mds ampliamen
te utilizados son La cuenta total de bactenias mesofili--
cas aerobias y coliformes.

Los onganismos colifonmes se definen como bacternias-
aenobias o0 facultativamente anaernobias, gram negativas, -
no esporuladas que fermentan La Lactosa con produccibn de
gas dentro de Las 48 hns. de incubacdidn a 35° (12).

Los ongandismos colilfornmes pueden sobrevivin en una -
gran variedad de sustrafos e Lincluso fuera del intestino-
del hombre y de Los animales. Su Asobrevivencia, desarro--
LLo o0 muenrte depende de varnios factores como son: La acd-
dez, La desecacidn, La congelacién, La descongelacidn y -
otros.

Su presencia y recuento en Los alimentos adquiere --
ciento significado, dependiendo dé cada caso en particu--
Lan:

a) .- Son Aindicativos de prdeticas sanitarias objeta-
bles en ef manejo o fabricacidén de un alimento.

b) .- Expresan La calidad microbiolégica de un produc




Lo, Lo que no necesarniamente implica un niesgo-
sanitandio.

¢) .- Revelan La eficiencia de un proceso descontami-
nante 0 germicida.

d) .- Su presencia y ndmero es algo fortuito; no guar
da helacidn con La obtencidén o conservacibn del
alimento.

EL necuento de colonias bactenianas en medios de cul
tivo con un adecuado sopornte nutnicional y Libres de agen
tes inhibidones es ampliamente utilizado con divensos prg
p&sitos en el andlisis de alimentos, penrecederos o no, --
agua, equdipo y otrnos productos. .

Cuando se preitende contan el mdximo de micrhoorgandis-
mos, y La Lncubacién se ha realizado entre Los 20 y Los -
37°, se Le designa como cuenta de bactenias mesofilicas -
aerobias. La varniedad de michoorganismos que conforman el
grupo es muy heterogéneo (12). EL significado de su pre--
sencia en Los alimentos y otrnos susinatos es el sigudente

a).- Como indicador de La posible presencia de génme
nes patbgenos.

b).- Como indicadon def valon comenrncial de un ali---
mento.

e).- Como indicadon de Las condiciones higiénicas en

que ha sido manefado un producto.

d).- Como indicadonr de La Lidoneidad de un ingredien-
te crudo que se va Lncorporar a un alimento.

e) .- Para seguir La eficiencia de un proceso germict
da o de preservacidn.




10

§) .~ Para predecin La vida de anaquel de un alimento.

Definin el significado de un determinado grupo micro
biano en un alimento Limplica el manefo de amplia informa-
edbn, no s6Lo sobre La ecologfa y caracternlsiticas phro---
pias de esde grupo, inclusdive su comporntamiento en el pro-
ducto, sino de La composdicibn y condiciones de fabrica---
edlbln y almacenamiento de este dLtimo. EL ghupo microbiano
en cuestidn puede carecer de sdigndficado sanitandio, esto-
es, su presencia o abundancia no guarda rhelfacibn con Los-
niesgos que pudiera denifvarse de algiun patbgeno simulitd--
neamente phresente. Puede sern vdlido sin embango, delinear
una asociLacibn entre el grupo microbiano y La calidad co-
mercial del alimento, en cuyo caso se establecenia una non
ma enthre comprador y vendedor para definin Las condicio--

nes de sus operaciones.

EL conocimiento de Las diferentes bacterias y susd ca
ractenisticas son de gran importancia en el perfecciona--
miento de Los métodos de manefo y preservacildn en el pes-
cado y Aus productos (28). Ya que La fLora micrnobiana del
pescado y Los métodos de manefo de Los mismos, determinan
su vdda de anaquel, sobnre todo cuando se distribuyen fres
cos. La mayonila de Los intentos para introducdin técnicasd-
modennas para su preservacibn han sdido basadas en Los re-
sultados de estudios en La descomposicibn micrhobiolbgica-
y quimica. (11).

Numenrosos métodos quimicos han sido propuestos como
un apoyo para estimar el grado de frescura en pescado, --
enthe ellLos se incluye La cuantificacibn de nitrfgeno vold
til total producto de fLa descomposicidn bacteriana y de -
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Las enzimas naturales de Los tefidos que puede sen utili-
zada para determinarn el grado de frescura en el pescado, -
siendo impontanite ef conocen fLa femperatunra bajo La cual
el producto ha sido almacenado, con La finalidad de poden
frazar el indice de descomposicifn y su pofencial de pre-
senvacibn {30}.

Dado el cardceter penrecedero tan marcado que exhibe -
el pescado y demds alimentos maninos, el nrengldin de La --
conservacibn menece especdal atencibn tante en Lo que res
pecta a La tecnologia como a Los métodos de conservacidn (17)
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HIPOTESIS:

La Salmonella posee capacidad para desarrollan
en el cevdiche de pescado (pH 4.2 - 5.2} aflmace-
nado en hefrigeracidn y en condiciones de abuso
de Zempenratuhra.

Esta potencialidad genera riesgos para La
salud.

\




OBJETIVO:

Deteaminan el comportamiento de Salmenella

typhimurnium y Salmonellfa deaby en ceviche-
de pescado inoculado antdificialmente, du--
nante su almacenamiento en hrefrigeraciin y
en condiciones de abuso de Zemperatuhra.

13




MATERTAL Y METODOS

Abatelenguas esténiles

Agitadon mecdnico Vortex

Algodén.

Asas bactenloligicas

Batanza analltica con sensibilidad de 0.00071 g..
Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 g.
Baiio Maria a 43° + 0.5° con teamostato

Baiio Matia a 45° + 1° con Zeamositato

Bolsas de polietileno

Cajas de Conway

Cdjas de Petnd estiniles de 100X 15 mm.
Cajeternos, espdtulas,pipeteros, y porta pipetenrc
Centniguga

Contadon de colonias Quebec

Cuchillos esténiles

Embudos

Frascos botella de 200 ml. con tapdn de hosca
Gradilla metdlica para tubos

Honno esienilizadon

Incubadora a 35° + 1°

Matraces Ernlenmeyern varios tamaidos

Mecheno de Bunsen y Fishen

Monrteno

0LLa de presibn con manbmeino

Papel Filitho

Pipetas bacterniolbgicas estérniles de 1,2,5 y 10 mk,

duadas y de 1 mL. volumétricas.
Potencibmetrno Connig 125
Recipientes de vidnlo estérniles
Refrnigenadon RER
Termbmeitro

14

gha-
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- Tubos de ensaye con tapén de hosca (13 X 100 y 16 X 150

mm}

- Vasos de precipitado de 50 ml.
- Vanillas de vidrio esténifes de 10 cm.

INGREDIENTES DEL CEVICHE.

Cebolla
Jitomate

Limén

Sal

Pescado crudo molido

MATERIAL BIOLOGICO

MEDIOS

Cepas de Salmonella typhimunrium y  Salmonella derby
aisladas de alimentos e Aidentificadas en el Llabonra
torio de Micrnobiologia Sanitania de La Facultad de
Ciencias Quimicas de La Univensidad de Guadalajara.

DE CULTIVO (BIOXON}

Agan
Aganr
Agan
Agan
Aganr
Agan

bilis nojo violeta

cuenta estdndar

hienno trhiple azdcanr

hienno Lisina

sulgito bismuto

vende brillante sulfadiazina

Caldo selenito cistina

Caldo soya trnipticasa

Caldo tetrationato verde briillante
Diluyente de pepiona

(ABRV)
(ACE)
(TSI)
(LIA)
(SB)
(VBS)

(ese)

(CST}
(cTT)
(0P)



REACTIVOS

- Acddo Tricloroacttico 7%

-~ Solucibn saturada de canbonato de potasio 90%
(KZCOS) (Agente selladon),

- Soflucidn saturada de ontofosfato de sodio potasd
(Na3P04K0H) (Agente Liberadon) '

- Acido bbnrico al 3.1%

- Acido sulfdrico 0.024N (HZSO4)

- Indicador de Conway

sy S
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PREPARACTION DE MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

AGAR BILIS ROJO VIOLETA ( AVRV)

Férmula:

Extracto de Levadura
Peptona o gelisato ..
CLorunro de Sodio ....
Sales biliares.......
Lactosa .............
Rofo netuno..........
Cristal vialeta .....
Agar.... .ot

.............

.............

.............

.............

.............

.............

.............

.............

Q v O o O

.007
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Disolven Los ingredientes en el agua mediante ebulli-

eibn y agitacibn continua. Defar hervirn durante 7 minutos.

Engriarn a unos 50°C.

AGAR CUENTA ESTANDAR (ACE)
Férmula:

Trhiptona o trhipticasa
Extracto de Levadura
Glucosa ...,
Agan ... i,
Agua destilada ......

.............

.............

.............

.............

.............

P T S Y
o O O U ©

0 o u

ml

Pesan Los ingredientes s68idos y adicionarn el agua --
destilada henvin agifando constantemente hasta disolucibn-
total, Enfrian a unos 50°C. Distnibuln en Zubos o frascoss;
segdn se nequiera y autoclavear a 121°C durante 15 minutos




18

AGAR HIERRO TRIPLE AZUCAR (TSI)

Formula:

Polipectona......couueuvennnn. 20.0 g
Lactosad. .o e ineieiiinnninn 10.0 g
Sacanosdd...... ..ot 10.0 g
Glucosda......oovvuuunn.. e eaaa 1.0 g
CLorunro de sodio 5.0 [/}
Sulfato {érnico amonifacal

' 2K PY R 0.2 g
Tiosulfato de s0dio............ 0.2 g
Rojo de fenol..........c.cc.... 0.025 g
AGan. ... ..ottt 13.0 g
Agua destifada............. ... 1,000.0 ml.

Disolven Los ingredientes en el agua mediante ebulli-
eidn y agitacibn continua. Defar enfrian a unos 50°C. ajus
tan el pH a 7.4 + 0.1. Distnibuin en tubos de 13X100 mm. y
estenilizan a 121°C durante 15 minutos. Inclinan fLos tubos

procurando un fondo de 2 em. para La picadura.

AGAR HIERRO LISINA (LIA}.

Formula:
Peplona. ..o eenereeeeeeaannnn .0 g
Extracto de Levadurd.......... 3.0 g
GLUCOSA. o v v e e e enernssonnons 1.0 g
(R YA T P 10.0 g
Citrato férnico amoniacal..... .5 a
Tiosulfato de 40dio......ouue. .04 g
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Pirpura de bromocresol ....... 0.02 g
N 15.0 g
Agua destifada ............... 1,000.0 mi

Disolven Los ingredientes en el agua mediante ebulli-
cibn y agitacibn continua . Defar enfriar a unos 50°C Ajus
tan el pH a 6.7 + 0.2. Distrdibuin en tubos de 13 X 100 mm.
y estenilizarn a 121° durante 15 minutos. Inclinan Los Zu--
bos de manera que el fondo 4sea pronunciado {2 em.) para La
plcadura.

AGAR SULFITO BISMUTO (SB)

Formula:
Peplona .........ciiiiiiiinnnn 10.0 g
Extrhacto de carne ........ ceen 5.0 g
DexZROBA cvveviininninennnn e 5.0 g
Fosfato disbdico........cvvunn 4.0 g
Sulfato ferroro.....vcviuenann 0.3 a
Citrnato de amonio y bismuto 1.85 g
Sulfito de sodio ............ 6.15 g
Agan ... e e .o 20.0 g
Verde brillante ............. 0.025 g
Agua destilada ............... 1,000.0 me

Disolven Los Aingredientes en el agua por ebullicibn y
agitacidn continua durante 1 minuto. Dejar enfriarn a unocs-
50°C Vacian en Las cajas. No usar después de 48 hrs. de su
preparacibn.

AGAR VERDE BRILLANTE SULFADIAZINA (VBS)
Férmula:

Extracto de Levadura ......... 3.0 g
Proteosa peptona nim.3 o polipep-
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LOMA vttt ittt iennaeneennenns 10.

0 g
Cloruno de sodio.............. 5.0 g
Lactosa. ..., 10.0 g
Sacanoda. ... 10.0 [/}
Rofo de genol................. 0.08 g
Vernde Brillante 0.25% ........ 5.0 g
Agua Destilada................ 1,000.0 mk

Disolver Los ingredientes en el agua porn ebullicibn
y agitacidn coniinua. Enfriar a unos 50°C. Adicionar una
s0lucdén al 0.8% de sulfadiazina por Litrho de medio. Es-
terilizan a 121°C. durante 12 minutos. Vaciar en cafas -
de Petndi esténiles.

CALDO SELENITO CISTINA (CSC)

Férmula:
TRAPLONGA . « v v i e i i ittt eniennnens 5.0 g
Lactosd. i inenannnn 4.0 q
Fosfato diaddico..cvvvvinnvnn. 10.0 g
Selendito de 40dio. ... iviannn 4.0 g
G 3 o X N 0.01 g
Agua destilada.........ccvuunns 1,000.0 mé

Disolven Los ingredientes por ebullicibén y agitaciln
constante. Utilizando el mismo dia de du preparacibn.

CALDO SOYA TRIPTICASA (CST)

Fénmula:

TRAPEOAG. o e v e tvnsennsnnons ‘oo 10.4 g
Thnipticasa 0 ZHiplona......... 8.5 g
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Extracto de Levadura..... S 3.0 g
CLoruno de sodio............... 5.0 g
Fitona o soytona............... 1.5 g
GlUCOSA. o v et i e i i i 1.8 g
s Fosgato dipotdsico............. 1.25 g
Agua destifada.......... e 1,000.0 mL

Disolver Los ingredientes en el agua. Distribulr en =
tubos. Estendilizan a 121°C durante 15 minutos.

CALDO TETRATIONATO VERDE BRILLANTE(CTT)

Férnmula:
Polipetprona, proteosa peptona..A" 5.0 g
Sales vilianes....oovviiiiniinen.. 1.0 g
Carbonato de caleio .............. 10.0 g
Tiosulfato de s0ddo...covveven.... 30.0 g
0 me

Agua destilada......coovvvinveennnn 1,000.

Agregar Los ingredientes al agua y calentar a ebulli-
cibfn con agitacibn continua. Afadin 10 ml. de sclucddn al
1:1000 de vende briflfante. Agitar y distaibuin en frascos-
y tubos. Estenilizan a §0°C durante 10 minutos. Antes de -
inoeular La muestra, adicionan 2 mL. de s0fucidén de yodo -

porn cada 100 ml. del medio base.
DILUYENTE DE PEPTONA (DP)

Férmula:

Peptond. .ccvivieeececsnns . 1.0 g
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Disolver La peptona en el agua, ajustan el pH a 7.7.
Distnibuin en tubos y frascos autoclavear a 121°C durante
20 minufos.

REACTIVOS.
ACIDO TRICLOROACETICO 7%
Acido ThLCLOROACELLCO. v it in it it iiennnnns 7.0 g

Agua destilada.......... ..o iiiiia., 100.0 me

SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO 90% (K,COs) AZEN
TE SELLADOR].

Carbonato de potasdo............... 29.0 ]
Agua destilada........ooviiniiia, 100.0 ml

SOLUCTION SATURADA DE ORTOFOSFATO DE SODIO POTASA (Na3P04K0H)
|AGENTE LIBERADOR)

Hidndxido de potasio en escamasd......... 10.0
FOAato FALIOALCO. o v e v it e i ineennnnn 44.0 g

Disolven el hidanbxido de votasic en agua, ensegudida -
agregar el fosfato thisddico y agitar.

ACIDO BORICO 3.1

e

ACAdO BOALCO . . e e e e it eeannannns 3.1 g
Agua destdlada. ..o ve i einensannaas 100.0 mi

INDICADOR DE CONWAY

Verde de bromochesol.........cooevennn. 0.33 g
ROJO de metdlo. . e eseineeasesasons 0.066 g
ALcOhol eXZLAico Al 97% vuveeeennenoonns 100.0 ml



AGENTE ATRAPANTE o
fndicadam de CONMWAY. .. oo veeenennnnnnns 1.0 me

Aaddo bORico 3.1% . e iii i, 50.0 mi

Disolven el indicadon en el dcido bérico.

e
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METODOLOGTA

il e

1.- Realizar un estudio preefiminan para demostrar el --

IT.-

111.-

1v.-

grado de homogeneidad de una muestna de ceviche de-
pescado mediante el recuento de organismos mesofll4
c0s aenoblos aplicando un andlisis estadistico.

A partin de La materia prima {pescado crudo molido)
nefativamente §resco proceden a La preparacibn del
ceviche para el estudio del destino del patégeno. -
Simultaneamente estudiar el patrén de descomposi---
eifn en La materndia prima [PCH) y producto tferminado
{ceviche).

Tnocularn al pescado chrudo molide un cultive de Sal-
monella typhimurium y Salmonella derby de manera -

independiente previo a La preparacifn del cevdiche,
para obtener una concentraciin final de 200 y 500 -
salmonelas porn ghamo nespectivamente, Aincluyendo --
un conthol sin Salmonella.

Almacenar fLas muesthas de ceviche {noculadas y sus-
nespectivos controles, netinando alicuotas para sen
analizadas a Lo Larngo de su almacenamiento a Las 0,
3, 6 y 24 hns. a 20° y 0, 24,48 y 72 hns. a 10°.

Efectuan fLas siguientes determinaciones:

A).- Recuento de Salmonella por La técnica del ni-
meno mds probable.
B).- Medicdibn del pH.

C).- Nitnbgeno voldtil Zotal.




D).- Recuento de bacternias mesofilicas aerobias.
E).- Recuento de oagandismos colifonmes
F).- Exdmen sensornial [(olor y aspecto].

25
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PRUEBAS DE LABORATORIO

DETERMINACION TECNICA MEDIO DE CULTIVO TIEMPO DE  TEMPERATURA DE

INCUBACION INCUBACION

B.M.A. v.p. A.C.E. 48 Hus, 35°C.
0.c. v.pP. A.B.R.V. 24 Hns. 35°C.
SALMONELLA ENRIQUE- C.S.C. 24 Hnrs. 43°+0.5°C.
CIMIENTO C.T.T. 24 tns, 43°+0.5°C.
H POTENCIOMETRICO
NUT METODO DE MICRODIFUSION DE CONWAY.
B.M.A. - Bacterias mesofilicas aerobias
C. - Onganismos coliformes.
P - Téenica de vaciado en placa

.200>->-<Q
=
<

Agan cuenta estdndar

Agarn bitis nofo violeta

Caldo selenito cistina

Caldo tetrationato verde briflante
Nitnégeno voldtil Ztoital



1 (a).;
(b).-
{c).-

{d).-

{e).-

11.-

PCM/g.

10
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PROCEDIMIENTO

Se adquirdienon del comencioc 200 ghamos de cevi--
che de pescado.

Fueron Zransportados al Laboratornio en bofsa de-
polietilenc para su andlisis inmediato.

La muestra se depositd en un recipiente de vi---
drnio estérnil con capacidad de 500 mf.

EL producto se homogenedzd mediante un procedi--
miento estandatizado ( 25 movimientos hacia fLa -
denecha y 25 movimientos hacia La Lzquierda) con
varnilla de vidrio estérnil.

Se extrageron 5 alfcuotas af azatr de dijerentes-
puntos de La muestra para el hrecuento de bacte--
rias mesofilicas aenobias, aplicando.la técnica-
de vaciado en placa, con agar cuenta esitdndan,in
cubando 48 hhs a 35°

Para RLevar a cabo el estudio del destino del patégens se_
adquirid pescado molide relativamente fresco como ----
matenia prima a utilizan en el modelo experimen-
tal. En dicha materia prima se phobaron 4 dife--
rentes concentraciones de fugo de £imén (0.5,1.4
3.0,5.0 m&) con medicidn del pH, para selececdo--
nar La cantidad adecuada en fLa preparacidn del -

ceviche.
ML.DE JUGO DE LIMON pH CRITERIOS DE EVALUA-
CION VYISUAL.
0.5 5.87 Inaceptable
1.4 5.02 Opztimo
3.0 4.43 Subbptimo
5.0 4.0 Subbptimo

PCM/g.= Gramos de pescado crudo molido.
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Proceder a £La preparacibn del ceviche en condicio--
nes asépiticas;

a) .- Para cada 200 g. de pescado crudo utilizar 90g.
de jitomate, 70 g. de cebolla,5 g.de sal y 28
mf. de jugo de Limdn.

b) .- Agregar el jitomate y La cebolla picados, el--
fugo del Limén y La sal.

¢).- Homogenedizarn con el procedimiento estandariza
do (descnito en I).

EL patnén de descomposicidn se estudid en el-
pescado crudo molido (PCH} y ceviche, netirando ali
cuotas para serh analizadas a Lo Largo de su almace-
namiento a Las 0, 3, 6 y 24 hrns. a 20° y 0, 24, 48,
y 72 has. a 10°.

La metodologia utilizada panra este estudio se
Llustra en Los esquemas I y II.

Inoeculan una difucdbn de un cultivo de S.typhimuriam
( 24 hns. en calo soya thipticasa)l en 2 porciones -
de pescade crudo molido de manera independiente. --
Proceder de La misma forma con un cultivo de S.dex-
by. Efectuar difuciones decimales para obfener una
concentracidn final de 200 y 500 salmonelas respec-
tivamente. Homogenedizan con el procedimiento estan-
danizado y proceden a su andlfisdis.

La muestra inocufada y sus nrespectivos controles, -
se distnibuyenon en porciones equivalentes y fueran
almacenadas simulianeamente a 20° y 10°.
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A parntin de fLas muestras almacenadas a 20° fueron--
netinadas Las alicuotas a Las 0, 3, 6, y 24 hrs. de al-
macenamiento, y para Las muestras almacenadas a 10° a -
Las 0, 24, 48 y 77 hns. (Esquema ITI).

A).- RECUENTO DE SALMONELLA POR LA TECNICA DEL NUMERO -
MAS PROBABLE. (N4P). ’

a.- Colocan alifcuctas de 10g. en 90 ml. de caldo se
Lenito cistina [(CSC) gy 10 g. en 90 ml. de caldo
tegpationato veade brillante (CTT).

b.- Ef%ctuar diluciones

c.- Iéécuﬂan 1 m€. de cada difucibn decimal en cada
wip de 3 zubos 301077y, 3(107%), 311073, —----
3?10-4), conteniendo una serie caldo selenito y
gtha caldo tetrationato.

d. Cﬁncuban en baio manfa a 43°+ 0.5° pon 14 hrs.

e.* A partin de cada dilucidn, Lnocular una placa

’“da agar sulfito bismufo y una de agar veade bai
ir Llante sulfay e incubar a 35°duwwnte 24 hus. ek uvuig
: brillante y 74-48 hns. el sulfito bismuto.
- Sefleccionan colonia tipicas o s0spechosas de --
¢y Safmonella de cada placa y proceder a su con--
fiamacidn mediante pruebas bioquimicas en el me
dio TSI y LIA, <incubando a 35° durante 24 hus.-
(Esquema IV

.- La cuantificacibn de Salmonella 4se LLevl a ca-

tt"arycllE“‘x

bo considerando Los tubos confirmados positivos
efectuande La Lectura en La Zabla disefiada para
ndmero mds probable.(Tabla 1I).

P e Tt

i8decdicb bl A" AP s A & vl B AidDr BFRA. “Biia_latb .
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B).- MEDICION DEL pH.
A pantin de 10 g. de muestra realizarn una dilucidn-
peso a volumen con 10 mf. de agua destilada hecién-
hervida. Homogenedizan y medin el pH pofenciométrica
menfe.

C) .- PRUEBA DE NITROGENO VOLATIL TOTAL [NVT).
Método de microdifusidn de Conway.

al .- En un monteno macenasr 10g, de fa muestha en 20-
ml. de dcido triclorcdeetico.

b) .- Filtran en algodin y papel jiltro ondinarndio.

e} .- Colgear el extracto &iquido en tubos de ensaye
y centrijugar durante 15 minutos a 2,500 revo-

Luciones por minuto.

dj .- Colocar 2.5 mf. de 2a s0lucidn saturada de --

(KZCO3) {agente sellador | en el comparitimiento-
‘perdfénico de La caja de Conway.

e).-;bepoALtan T m€. de £a dolucidn saturada de §0s

:Mto de sodio potasa (Na,PO KOH) ( agente Libera

o don) en uno de Los extremos del compartimiento

internmedio de La caja y 1 mf. de £La muesitra en

* el otrno extremo del mismo compartimiento.

§} .- Colocan 1 ml. de una so0lucdidn compuesta de dci
' " do bérico e indicadon de Conway (agente atrapa

_ dox en el comparntimiento central.
.- “g).- Colocan La tapa de La caja Conway y girarla --
cudidadosamente para setlar.

h) .- Giran cudidadesamente La cafa ya tapada y sella
da hasta mezclan £La muedtra con el agente Libe
nadon.
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L) .~ Defar reposan 2 Wus. y titular el agente "atrhapante”
hasta su color original con dcido sul firico
(H,S0,) 0.024 N (usar control)Fig. 1

De acuerdo a Los mililitros gastados de dcido sul
firndico, nos damos cuenta de La cantidad de nitabgeno -
voldtil total (NVT) contenido en La muestra analizada-
por medio de La sdigulente formula:

NUT{mgN/100g. de La muesira) = mZ.HZSO4X 0.024X14.01X~-

100X2.7X1.3.

D).~ RECUENTO DE BACTERIAS MEDOFILICAS AEROBIAS.

a) .- Medio utilizado: Agar Cuenita Estandar.

b) .- Preparan diluciones adecuadas de La muesinra,

c).- Tnocular con 1 ml. Las cajas de Petni de ca
da dilucién.

d) .- Incorporan 12 a 15 m€. del medio de culitivo
esténil fundido y conservado en baio maria-
a 45°+ 1°,

e).- Dejarn solidificarn.

§) .- Incubar a 35° dunrante 4§ hrs.

Incluin en el necuento todas Las colonias de
sarnolladas en La nlaca seleccionada.

E) .- RECUENTO DE ORGANISMOS COLIFORMES.

- Medio utilizado: Agar BLLis Rofo Violeta.

a) .
b)Y .- Preparar diluciones adecuadas de La muestra.
c¢).- ITnocular con 1 ml. Las cafjas de Petrnl de ca-

da dilucidn.
d) .- Adicionan 12-15 ml. de medio de culitivo fun-

dido.
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e)].- Defarn solidifican.

§) .- Vacian 4 mf. aproximadamente def miamo medio -
como dobrecapa y dejar solidificar.

g) .- Incuban a 35°
Contan Las colonias de colon rofo obscuno, que
generalmente semejan Lentes biconvexas, con un
didmetro de 0.5 mm.

EXAMEN SENSORTIAL (OLOR ¥ ASPECTO)

EL exdmen sensondial fue efectuado porn 4 penrnso-
nas. Dicho exdmen se aplicd a 10 g. de muestra con-
fenida en un frasco esténil protegdido con tapa no -
henmética y mantenido a temperatura ambienie. Me---
diante una aspinaedién profunda seguida de aspiracio
nes contas con intennupeciones de 5 minutos entre --
persona y persona, se phrocedid a La valoracibn me--
diante La sigudiente escala heddnica:

++++  Fresco
+++ Aceptable
++ Manginalmente aceptable
+ Nauseabundo.

Fue consignada para cada muesirna La media andit
mética {X) de La apreciacibn de Los cuatro catado--
res.
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FIG. 1

CAJA DE CONWAY

\\\\\\\\\\HHHHiuu“l”

2.5mt
agente sefladon
(K,C03)

Ime.
agente athapante
(£e. bOnico 3.1%
Aindicadon Conway)

' Iml Ime,
agente Libeaador muestha
(Na.gP04KOH)
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ESQUEMA T .-

PATRON DE DESCOMPOSICION EN PESCADO CRUDO MOLIDO.

Pescado crudo mofido

(270 g.)

20° Almacenanr 10°
135g. de La M. 135g. de £a M.
Hrs.de almacenamiento : Hrs. de afmacenamiento
0 3 6 24 0 24 48 72
Deteaminan: pH NUT Detenminan: pH NVT

BMA ES BMA ES
BMA. = Bactenrias mesofilicas aerobias
ES. = Exdmen sensondial
M. = Muestra de pescado crudeo
NVUT. = Nitrnblgeno volgtil Zotal.
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ESQUEMA 11
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PATRON DE DESCOMPOSICION EN CEVICHE DE PESCADO.

PESCADQ CRUDO MOLIDO
{ 270g.)

PREPARACION DEL CEVICHE

Almacenan

10°

135g.

de La M.

Hrs.de almacenamiento

B

-

: pH  NVT

Detenminar
BMA ES
BMA. = Bacterdias mesofillcas aerobias
ES. = Exdmen sensonial
M. = Muestra de cevdiche
= Nitnbgeno voldtil total.

NVT.

135g. de La

Hrns.de almacenamient

]

0 24 48 712

|

Determinan :

pH  NVT
BMA ES



ESQUEMA

DESTINO DE SALMONELLA

Pescado crudo molido

36

(S.typhimunium y S. deaby) En:
CEVICHE DE PESCADO

Inoculacidn de Las salmonelas (de manera Independien

Preparacidn del ceviche.

500g. M
Inoculada

20°__abtmacenar—10°
)
250g. M

|

Horas Hornas

! . L

T 1 ! | | [ 5
0 3 6 24 0 24 48 72

L |

250g. M

Detenminar Salmonelfa por NMP

te)

2009. M

Conthol s4in
inoculan

i

20°_almacenar _ 10°

!

10qg.M 100g.M
I i
Horas Horas
| %
4 I | T [
0 3 6 24 0 24 48 72

Determinan: PH
0C

BMA. = Bacterlas mesofilicas aerobias
ES. = Exdmen sensornial
M. = Muestra de cevdiche

NMP. = Ndmerno mds phrobable
ocC.

Onganiamos colifornmes.

BMA
ES
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ESQUEMA TV

209 (M)’

i

10g (M) 10g (M)

4 e

Ime—"> Ime ~% ml ——s Imf ~—eimf
r—l——"% ?ni_'/_\ Im@ ~——~Iml m ! me.

-1 - . -
10 3x197¢ 31073 3x1074 3x107] il axie3 axigt
L ! ] [ ! 1 | ‘

csc? 3

' 4
L Twcubar a 43°C |
24 hns.

sg4 vB?

-

131% 114 TST L1A7

Tneubar a 35°C

24 hns.

1. MUESTRA DE CEVICHE |

2.- CALDO SELENITO CISTINA -
3.~ CALDO TETRATIANATO

4.~ AGAR SULFITQ BISMUTO

5.- AGAR VERDE BRILLANTE
6.~ AGAR TRIPLE AZUCAR
7.- AGAR HIERRO LISINA
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Ndmero mds probable de microorganismos y Limites de con--
6Lan7a para difernentes combinaciones de tubos positivos -

cuando se Lnoculan thes ftubos con Iml. de La d&luc&on 1 10,
thes tubos con Imf. de £a difucifn 1:100 y trnes con Iml. de fa

cibn 1:1000 de La muestna.

Caombinacidn
de tubos po
SLELV0S

¢ 1 o*
1 0 0
I I
1T 1 0
1T 2 0*
zZ 0 0
2 0 1*
2 1 0
2 1 1%
2 2 0
3 0 0
3 0 1
31 0
31 1
3 2 0
37 1
3 2 2%
3 3 0
3 3 1
3 3 2

1,

NMP/g o mL.
de muestra

e B U T e Y
. . . . .

14.
15.
20.
21.
23.
40.
40.
70.
90.
150.
210.
200.
500.
100.0

O O O ©O O O O O O O O O O O o O O OO ©

Limites de confianza
[’

ing.
A
1.

4.
10.
10.
20.
20.
30.
50.

100.
100.
200.

!
)
1.
2
1

3
3.
5
5

Aup.

23.
25.
35,
36.
44.
50.
6.
65.
77.
§0.
177.
230.
290.
370.
520.
660.
§20.
1,900.
3,200.

6,400.

N
-
[~

[ IV TV T L T T )
T T T T

o o oo o o o a o

QOO O 0O O 0O O O O O O O OO O o ©

§0.0
0 100.0
0 200.0
0 300.0

Ltmites de conglanza
al 95 %

aup.
17.
27.
27.
2§.
35.
38.
458.
50.
61.
63.
129.
180.
210.
280.
390.
510.
640.
1,400.
2,400.0
4,800.0

[Se R S Y TR~ T - S~ B~ B~ S e B o I - T == T e S~ B~ B~ B )

Combinaciones poco probabfes que se abtienen 46Lo en el 4%

de Los casos.

No debe utifizanse pana decisiones Lmportan-

fes. Las combinaciones de tubos positivos que no aparecen-

en La tabla deben considerarse inaceptables

{12).
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RESULTADOS ¥ DISCUSTON

En La vigilancia y el contrnol de Las enfeamedades -
infecciosas que aquejan a una comunidad son de gran ayu-
da el estudio y conocimiento de Las caracternlsticas gene
nales de Los microorganismos y sus ciclos de vida {1).En
trhe ellos de gran importancia para nosothos es La Salmo-
nella, ornganismo patdgenc de alta incidencia en Los ali-
mentos. EL aislamiento, Lidentificacdidn y con frecuencia
su necuento, a partin de divensos sustratos es una nece-
sidad cotddiana y de un signdificado decisivo en el diag-'
ndstico, La preservacidn y el control de La salmonelosis

Con ddivernsos propdsitos se nrequiere en ocasiones no
4080 deteiminarn La presencia de Salmonella en un produc-
to, sino esiimat su ndmero por su ghran potencial de s0--
brevivin en el medio ambiente y desarnollanse en Los ald
mentos .

EL destino de La fLora bacteriana en un phoducto Lo
determinan mufititud de facitonres y Lo que rnesulta perfudi
cial para un ghrupo o género puede hesultarbenéfico panra-
otrhos{12). Cuando se efectdan estudios sobre La activi--
dad bacteriana en un alimento como el ceviche de pescado
4e plantean dos problemas de cardeter téenico estrnecha--
mente relacionados: La precisidn de La té€enica empleada-
y La distrnibucidn neal de Los michoorganismos en toda fLa
masa del alimento. Es evidente que ef problema de nrephro-
ducibilidad. se ve serniamente afectado pon La naturaleza -
del al.imento, entre otnos factores. Exdisten alimentos co
mo La fLeche en fLos que se favorece fa reproducibitidad -

~de Los necuentos porque son helativamente f4cil de homo-
genedlzan y distribuir uniformemente Los michoorganismos-
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que contienen antes de nretirar cada alicuota para su es-
tudio. En el caso del ceviche Las pequeias porciones de-
carne Le confienen una relativa heterogeneidad a La mues
tha que va a ser pesada para su andlisis, por otha parie
Las oportunidades de contaminacidn dunante su venta al -
pibfico y Las de multiplicacibn michobiana en diferentes
dreas def recdipiente con el alimento senian escasamete -
und formes.

Se Levié a cabo el muestreo y andlisdis de 5 alicuo-
Zas tomadas al azar de diferente puntos de un preparado-
de cevdiche, con el propbsito de explorar el ghado de ho-
mogenedidad conseguido en La distribucidn def contenids -
bacterniano (bactenias mesofilicas aerobias) en La mues--
tha cuando ésta se mezclé como se Aindica en matenlal y -
métodos. Los nesulztados que se LLustran en La tabla 1 --
muesiran una minima diferencia entre ef valor mayor y ek
menon de Los 5 obtenidos, Lo que contribuye a La cifra -
de 17.6% que arrofa el coeficiente de vardiacidn. Los re-
sultados de este estudio sugleren una homogewnedidad en La
distrnibucién de Las bacterias mesofilicas aerobias en La
masa del alimento, Lo que contrdlbuye a La validéz de Los
nesultados posterdiornes cuantitativos de La Salmonella.

Para LLevar a cabo el estudio de ceviche y pescado
chudo molido afmacenados a 20° y 10°, se considens para-
el primen caso un tiempo de comerclalizacifn no mayor de
24 hrns. y para el segundo hasta Las 72 hnrs.

Para estimarn el grado de §rescurna de pescado han 84
do evaluados afgunos métodos objetivos (22,30} Dichos mé
todos se apoyan en pruebas quimicas y michobiofbgicas: -
entre fas primeras se menciona La determinacién de nitné
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geno voldzxil total (NVT) y el pH y entre Las segundas el
necuento de bactendias mesofllicas aerobias.

AL hacern usc de estos pardmethros en el ceviche y --
pescado crudo molide almacenados a 20° observamos un in-
cnemento en el necuento de bactendias mesofillicas aero---
bias de 2 a 3 Loganiimos hacia Las 24 hns. (Tabla 2, grd
fica 2). Dunante 6 hns. en el ceviche La carga microbia-
na se mantiene eastable, mientras que en el pescado crudo
se dincrementd en un Loganitimo. AL parecen el pH (4.7 en
ceviche y 6.9 pana pescado chudo) es un factor que fuega
un papel importante en La imagen microbiana de dichos --
productos. En La Litenaturna se menciona que £a mayorla -
de Las bacteniasr desarrocllan en Limites de pH muy préxdi-
mos a La neutrhalidad. Muchos microonganismos pueden cne-
cen dentrno de un amplio rango de pH. Los Limites pana el
crecimiento difdleren ampliamente entre Los michoorgandis-
mos, dentho de un rango comprendido entrne 1 y 11 (29).

En La misma tabla 2 se ilustran Los valores de ni--
trnégeno voldiil total (NVUT) en muestrhas de ceviche y pes
cado crudo, Los cuales se incrementan discretamente ha--
eda Las 6 hns. A Las 24 hns. La cifra aumenta en 2 veces
su valon en el ceviche y 6 en el pescado crudo. En ambos
casos a Las 24 hns. el alimento ya mandifiesta signos de-
descompoaicidn.

Lannelongue, Finne, Hanna, Nickelson y Vanderzant--
{22) repontaron Los siguientes valores de NVT/100g. de -
tejido de pescado con diferentes ghrados de frescura; ---
£ 12 mg. en pescado fresco recdén capiunrado, de 12 a 20
mg. Ligeramente descompuesto y de buena calidad; de 20 a
25 mg. adn comestible: mds de 25 mg. descompuesto no co-
mestible. .
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En La Literatura (22,23) se reportan numerosos méto
dos pana estimar el grado de frescura de pescado.Tawe (371)
ha nevisado muchos de L0s métodos y cambios béoquZmLcoa
que e nresentan en el pescado durante La descomposicddn
Puesito que Los componentes delf pescado varfan con La es-
pecie y drea geogrdgical{30), La aplicacidn de Los méito--
dos quimicos no puede sen generalizada.

Cuando el ceviche y el pescado crudo se analdzaron

a Lo Larngo de su almacenamiento a 10°(Tabla 3) observa--
mos que La bafja temperatura prolfonga La frescura del ali
mento. En el cevdche fLa carga microblana se modificd en-
un Logariimo hasta Las 77 hrns. En cambic en el pescado -
crudo el incremento se mandfestd a Las 48 has. AL térmi-
no de €sfos pendodos se observan dijerencias Lmponrtantes
en Los pardmetros de frescura de ceviche y pescado crudo
tanto a 20° como a 10°. Los valores de nitrdgeno volé--
tik total (NUT) en el ceviche sufrdienon Ligercs incremen
tos con hespecto al pescado crudo de tal forma que a Las
4§ hns. de almacenamiento el ceviche todavia se encontra
ba aceptabfe (29.50mg%). En cambio ef pescado crudo ya -
mandifestaba signos de aliternacidn (77.89mg%).

Considenamos que La adicidn de ingredientes tales -
como el Zimbn y fitomate uitilizados en La preparacibn --
del ceviche deteaminan una baja en ef pH def producto, -
Lo que influye signiflcativamente en La imagen microbia-
na y sensohrial delf alimento tanto a 10° como a 20°. La -
tabla y grldfica 3 LLustran una reduccidn de casdi un Loga
nitmo de La cuenta de bacterlias mesofilicas aernobias en-
el cevdche (1.2 X 105- 2.5 X 104’con nespecto al pescado
chudo. A Las 48 hhs. de almacenamiento el pescado crudo-

dncnementd su carnga bacteriana en un Logaritmo manifed--
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tando signos de alteracibn. En cambio el ceviche mantie-
ne su imagen michrobilana y {rescura.

Se han LLevado a cabo estudios en una gran variedad-
de alimentos con el propdsito de conocer La influencia -
del pH en La dindmica de Salmonella (13,15,26). Chung y-
Goepfert (29) establecienon que el pH minimo para el cre
cimiento de distintos serotipos de Salmonella era 4.05+-
0.05. No obstante en La Literatura se menciona datos de
Lncddencia y sobrevivencia de salmonela a pH por debajo
de 4.0: un aislamiento posditivo en ceviche de pescado --
con pH de 3.86 (33), hallazgo insdlito de 2 senotipos de
Salmonella en un muestra de agua de Limdn con pH de ---
2.83 (13) y un estudio de sobrevivencia de Salmonella --
por no mds de una hora en mayonesa con pH de 3.§& (34).

Aunque el pH de un alimento es consdiderado como uno
de Los principales gactores que deteaminan £a superviven
cia y el crecimiento de Los micnoorgandismos durante el -
procesamiento almacenamiento y distriibucidn, es Aimportan
Ze hacer notar La copariticipaciin de otros factores que-
en conjunto decidindn La suente de un michoorganismo{29)

En genenal cuando una bactenia inghesa a un alimen-
to tiene 3 penspectivas: desarrnollan, sobrevivin o morin
Este destino se encuentra influldo por una serdie de fac-
tones como Lo son el pH, temperatura, phresencia de Ainhi-
bidores entre otrnos |12). Esta situacibn se ha puesto de
mandi fiesto en estudios realizados en una gran variedad -
de afimentos. Tal es el caso de La Salmopefla Linoculada-
artificialmente en fruta partida almacenada a Zemperaiu-
ra ambiente donde manifestd una gran capacidad para desa
nrnollar (25). Pantiendo de inbculos que contenlan 270 y



44

1900 células viables se Lnchementl de 30 a 40 veces el -
nimeno de salmonefas al cabo de 6 hns. Esta capacidad --
del microorganismo para mulitiplicanse en dicho producto-
se atrdibuye a Los componentes de La fruta que condtitu--
yen un sustrato adecuado para su desarnollfo. En otno es-
tudio de sobrevivencia de Salmonella en ensalada de pas-
ta con jamén y mayonesa mantenida a temperatura ambiente
el patdgeno se mantuvo constante (27}. En cambio, en que
404 frescos no pasteundizados pantiendo de inbeculos Aind--
ciales de 1,900 células/ml. se obseavd una rdpida desapa-
nicidn del génmen en La muestra mantenida a Zemperatura-
ambiente, mandfestdndose una calda en el pH y una Linten-
sa actividad de fLora Ldctica, coliformes y Levaduras --
que podnria influir en La perdida de viabilidad de £a ---
Salmonella (15).

En el ceviche almacenado a 20°, La S. typhimurium-~

se mantiene constante al cabo de 6 hns. (tabla 4); se ob
senva tan s0lo el Lnchemento de un Logaritmo a Las 24 --
hrs. Una sdtuacidn similan se presenta en el ceviche al-
macenado a 10°.

AL estudian La dindmica de otro setorndipo (S.denby)-
en La muestha almacenada a 20° {tabla 5) se incrementd -
en un Loganiimo el nimero de células a paritin de Las 3 -
hus . permaneciendo constante hasta Las 6 hrs. { 500 a --
5,000 células/agl . A Las 24 hrs. el nimero de salmonelas -
desciende hasta 110 bactenias por ghamo. Pon otra parite’
en La muestra almacenada a 10° el patlgeno se mantuvo es
table hasta Las 48 hns. reducdéndose a un 17% a Las 72--
hns .

Aunque Los serotipos de salmonella inoculados al ce
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viche de pescado en este estudio no se mulitiplican s4i no
que tienden a sostenen su ndmeno, este hallazgo por 84 -
mismo adquienre nelevancia en La actualdidad. Anterndiormen-
te se¢ asociaba La salmonelosis a ingestas de cdentos de
mites de células del patbgeno (dosis infectante) {(12).

EL senotipo involucrado es un factor importante. Re
cientemente se han tenido repontes de brotes en Los que-
La dosis Lnfectante fue sorprendentemente bajfa. Uno de -
ellos estd asocdado al consumo de chocolate que contenfa
de 20 a 90 células porn 100 g. del alimente (10)

Entre la senie de factores que pueden decidir ef des
tino de un patfgenc en un sustrato sinduda occupa un pa--
pel importanite La carga microbiana y el pH. En-Las ta---
blas y grdficas 4 y 5 asociado al destino de £La Safmone-
£8a  observamos como en ef producto afmacenado a 20° La
carga de bactenias mesofilicas aerobias y pH se mantie=-
nen estables durante 6 hrs. Lo mismo que La salmonefa. A
Las 24 hns. el ceviche contaminado con el sernotipo S. zty
phimurium incrementa su carnga michobiana (BMA) en 2 foga
nitmos y La Salmonella en un Logariimo. EL senotipo den-
by en cambio disminuye en un Logariimo sin nregisitrar va-
riacdbén el recuento de bacterdias mesofilicas aerobdbias. -
En todos Los casos el pH no sufrié vaniaciones significa
tivas(oscild entrne 4.7 y 5.2). En el ceviche afmacenado-
a 10°, ambos senotipos mantuvieron su ndmero durante 4§-
hns. sin cambios en La fLora microblana y pH.

Entrne Las técndicas utilizadas para La investigacidn
de Salmonelfa se menciona el uso de un preenriquecdi---
miento en algunos productos y en otros el enidquecimien-
‘to dinecto {12} En una evaluacibn realizada en el cevdi--
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che el empleo del preenriquecimiento condufo a un 4620 -
positivo contra 29 pon La via directa, haciendo uso en -
ambos casos del caldo selenifo cisitina (CSC} y caldo te-
trationato (CTT) (33). En chonizos y Longanizas el CTT y
el CSC no exhibieron diferencias significativas en su e-
f§iciencia (14). En cambio en otro estudio el empleo de

CTT mostrné clara ventaja s0bre el CSC en 4 varniedades de
carne chuda tanto a 35° como a 43° (16).

En el presente trnabajo evaluamos La productividad -
de dos caldos de enriquecimiento en fa recupehracidn de -
Salmonella. Los resultados se ilustran en La tabla y grda
fica 6. Durante el almacenamiento de La nuestra a 10° y
20° resulité claramente mds productive el CSC con neéﬁec—
to al CTT Lo que nos sugiene La convendencia de simpli--
fican La técnica haciendo uso exclusivo def CSC.

Con el propdsito de destacar La Lmportancia del em-
pleo deuncu otro medio de cufltivo {CSC, CTT) panra La in--
vestigacidn de Salmonella se han LLevado a cabo evalua--
ciones en una gran variedad de alimentos {(7,14,16,26,33)

Estudios nealizados en alimentos tales como requeso
nes, quesod frescos no pasteurizados, ceviche de pescado
entre otrnos (15,26,33) nevelan un gran porcentafe de fal
505 negativos a Salmonella a través del calde selenito -
cistina {CSC). En La préctica es necomendable Aincluirn -
Los 2 caldos de enniquecimiento para nrestringirn al maxi-
mo Los falsos negativos. Hobbs como otros aboga también-
porn el uso de ambos caldos para obtenen ef mayorn nidmero-
de aislamentos a Salmonella en muestras de alimentos [17)

Los nesultados obtenidos en el presente trabajo, ne
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velan La capacidad de La cepas (S. Zyphimurium y S. den-

by) para sobrevivin en el ceviche preparado aun cuando -
el pH se aproxdima al Limite que de acuerdo con fLa Litena
tura sostiene La viabilidad del microorganismo. EL abuso
de Zemperatura al parecer favorece La actividad del paté
geno durante un periodo de 6 hns. tiempo que se cubre am
pliamente durante su comercializacibn, pudiendo consti--
tulnse en un hiesgo a La salud de quienes Lo consumen.

EL producito en regrigeracidn fiende a preservarn La
sobrevivencia del patdgeno con el niesgo subsecuente, ---
Con estos hallazgos resulta fundamental proteger el ali-
mento de contaminaciones que pudieran conllevar . un da-
Mo dirnecto a La salud. -
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TABLA # 1

HOMOGENEIDAD DEL CONTENIDO DE BACTERIAS MESOFILICAS
AEROBIAS EN 5 PORCIONES DE CEVICHE DE PESCADO

PORCIONES BMA/g

.0x10¢

§
.2X10
.9x10° X
.9x10°¢ s
oxi0% cv

1.86x10°%
3.1x107
17.6%

m O O & >
N o~ e e
u

BMA = Bacterias mesofilicas aerobias
Media aritmética

= Desviacidn estdndar

CV = Coeficiente de variacibn

n >
"
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TABLA # 2

PARAMETROS DE FRESCURA EN CEVICHE Y PESCADO CRUDO
MOLIDO DURANTE SU ALMACENAMIENTO A 20°.

CEVICHE
TIEMPO EN HORAS
0 3 6 24
4 4 4 7
BMA/g 2.5X10 2.7X10 2.8X10 4.9X10
NVUT/mg$% 21.24 22.42 24.78 54.129
pH 4.77 4.77 4.77 ' 5.02
0Loxr ++++ +++ ++ 4 ++

PESCADO CRUDO MOLIDO

TIEMPO EN HORAS
0 3 6 24
BUA/ g 1.2X10° 1.5X10° 1.6x10° 2.1x107
NVT /mg% 30.68 31.86 39.59 179.39
pH 6.89 ' 6.83 6.96 8§.24
0Lonr ++++ +++ ++ +
E
E
BMA = Bacterias mesofilicas aerobias

NVT = Nitnbgeno Voldtif Total
++++ = Fresco :
+++ = Aceptable
++ = Marginalmente aceptable
+ = Nauseabundo
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TABLA # 3

PARAMETROS DE FRESCURA EN CEVICHE Y PESCADO CRUDO

51

MOLIDO DURANTE SU ALMACENAMIENTO A 10°.
CEVICHE
TIEMPO EN HORAS
0 24 48 72
BHA/ g 2.5x10% 2.1x10% 2.3x10% 1.1x10°
NUT /mg$ 21.24 24.7§ 29.50 40.13
oH 4.77 4.81 4,582 5.18
0Lon FEEF 4 ++ ++
PESCADO CRUDO MOLIDO
TIEMPO EN HORAS
0 24 48 72
BAA/g 1.2x10° 5.7X10° 3.2X108 2.0x107
NVT/mg$% 30.68 37.77 77.89 128.64
ot 6.89 7.01 7.75 §.13
VLonr ++++ +++ ++ +
BMA = Bacteadlas mesofilicas aerobias
NUT = Nitrnbgeno Voldtil Total
++++ = Fresco
+++ = Aceptable

++ =

Marginalmente aceptable

Nauseabundo
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NITROGENO VOLATIL TOTAL Y BACTERIAS MESOFILICAS
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TABLA # 4
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DESTINO DE

S. TYPHIMURIUM EN CEVICHE ALMACENADO A 20° y 10°

20°
TIENPO NP
HORAS BMA/g 0C/g PH  SALMONELAS/g  OLOR
0 7.5%10° 500 4.97 150 P
3.4x70° 2 400  5.01 150 P
3.5%10° 4 800  4.85 230 irs
24 1.7x107 2.910° 4.72 2 100 s
10°
TIEMPO NMP
HORAS BMA/g 0C/g PH  SALMONELAS/g  OLOR
0 7.5X10° 500 4.97 150 P
24 4.9x10° 650 5.09 900 rrt
48 3.6x10° 420 5.19 500 .
72 1.5x108 330 5.10 900 +e

BMA =
NMP =
oc =

Bactenias mesofilicas aerobias

Nimero mds Probable

Onganismos coldiformes
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TABLA # 5

INFLUENCIA DEL PH Y FLORA ASOCIADA EN EL DESTINO DE
S. DERBY EN CEVICHE ALMACENADO A 20° y 10°

20°
TIEMPO NHP
HORAS BMA/g 0C/g pH SALMONELAS/g OLOR
0 3.9X10° 30 5.13 500 -
3 5.5X10° 60 4.87 5 000 -
6 3.7X10° 170 4.90 5 000 -
24 4.8%10° 1 700 4.95 110 . -+
10°
TIEMPO NMP
HORAS BMA/g 0C/g pH SALMONELAS /g OLOR
0 3.9X10° 30 5.13 500 T
24 3.0%10° 20 5.07 900 s
48 2.7x10° 460 4.92 900 -
72 1.7%107 6 500 5.0 150 o+
BMA = Bactendias mesofilicas aerobias
NMP = Ndmero mds probable
oc = Onganismos coliformes

i
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GRAFICA No. 5

INFLUENCTIA DE LA FLORA ASOCIADA EN EL DESTINO
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TABLA # &6

PRODUCTIVIDAD DEL CALDO DE ENRIQUECIMIENTO EN LA CUAN
TIFICACION DE SALMONELLA EN CEVICHE ALMACENADO A 20°Y

10°
20°
TIEMPO MEDIO DE NMP
HORAS CULTIVO SALMONELAS/g
0 csc 150
cTT 70
3 csc 150
cTT 210
6 csc 230
cTT : 90
24 - csc 2 100
cTT 40
10°
NUP
TIEMPO MEDIO DE SALMONELAS/g
HORAS CULTIVO
0 csc 150
cTT 70
24 csc 900
cTT 23
48 csc . 500
cTT 9
72 csc 900
cTT 40

CSC = Caldo selenito cistina
CTT = Caldo tetrationato
NMP = Ndmenro mds probable
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CONCLUSTIONES

I.- La Ss typhimurnium y La S.denby muestran capacidad pa-

na desannollan en ceviche de pescado (pH 4.72) duran
te su almacenamiento a 10° y 20°. Nivefes de bacte--
nias mesofilicas aerobias de 3.0X105 hasta 7.7X107 -
cblulas por ghamo del alimento no Linfenfleren con su

actividad.

2.- EL caldo selendifo cdstina (CSC} nesultd mds producti
vo (83.9%) con nespecto al caldo Zetratlonato (CTT)
en La hecuperacidn de Salmoneffa en ceviche.

3.- Consdderando ef hecho de que La Salmonella permancce
viable en este producto aun en refrigeracidn, La fre

cuencia con £a que se abusa de La temperatura duran

te su expendio y Las referencda en La Literatura ---
cdentifica sobre Los brotes de gastroenteniiis aso--
ciados al consumo de peces y mariscos podemos decirn-
que se trata de un alimento que puede constituin un
niesgo a La salud de Los consumidores pon Lo gque de-
bierna recibin La adecuada atencidn por parte de Las'
autordidades sanitanias.
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EER

RESUME

d

Se estudid La sobrevivencia de dos serotipos de Sal
monella antificialmente inoculada en ceviche de pescado
durante su afmacenamiento en refrigenracibén y en condi--
clones de abuso de temperatura. En forma paralela se el
tuddid el patrdn de descomposdicidn del pescado crudo(ma-
tenda primal y cevdiche efectuando Las sigulentes datenf
minaciones: #ecuento de Salmonellfa pecr La técnica del -
ndmero méds probable en caldo selenito cistina {CSC) y -
caldo tetrationato (CTT), medicidn del pH, prueba de --
nitrdgence voldtil fotal (NVT), necuento de onganismos -
meso ${licos aernobios, recuento de organdismos collformes
y exdmen sensorlal (olor y aspecto).

Se realizg un estudio preeliminat para comproban-

el grado de homogeneddad que presenta una muestra de ce.
viche mediante el recuento de bacterdias mesofilicas ae-
nobias, resultando nelativamente homcegenea su distribu-

ciln en el alimento.

La S.typhimusrium y La S.denby en inoculos de 200 y

500 salmonelas/g respectivamente, permanecieron viables
en el producto almacenado a 10° y 20° con pH de 4.7 y -
5.2.

Ya que La Safmonella permanecid viable en el cevi-
che de pescado aun en nejrigenacibn y La frecuencia con
Lo que se abusa de La temperatuna durante su comerclali
zacibn podemos decisr que se trata de un alimento que --
puede constitulir un riesgo a La salud de quien Lo consu
me. Por Lo que debiena necibin especial atencibn porn --

parite de Las autoridades sanditandias.
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