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SELEZCCION DE TECNICAS E INCIDENCIA

DE Vibrio parahiemolyticus EN PES-

CADO, OSTION Y CAMARON CRUDOS.



INTRODUCCION |



INTRODUCCION.

En México, la gastroenteritis y otras enfermedades diam
rrefcas constituyen la segunda causa de mortalidad y morbili-
dad, segin ol boletfn Mensual de epidemiologfa del Sistema Na
cionnl de Salud (22). La cazusa primaria en la maeyoria de los-
cis08. son microorganismos de asiento intestinal que }1egan A

las victimas por la via oral.

Los habités alimenticios suelen ser un factor decisivo
en la incidencia de las enfermedades asociadas al consumo de-
alimentos. Por tul razén en Estados Unidos durante el periodo
de 1970 a 1978, uaproximadamente el 11% de las enfermedades ve
hfculizadas por alimentos fuerdn ocusionadus por peces, molus

cos y crustdceos marinos (6).

Desde tiempo atrds el consumo de productos mirinos he-

tenido repercusiones en el rengldn de la Salud Pdblica por —-

‘considerarse vehiculos potenciales de infecciones humanas e -

intoxicaciones (4, 33).

Los agentes causantes de enfermedades vehiculizadas =
por pescidos y mariscos se dividen en 3 grupos segdn la fuen-
te primaria del agente etiolégico:

8) Agentes naturalmente presentes en habitats acudiicos co

mo son: Vibrio parahaemolyticus y C. botulinyum tipo E.

b) Agentes provenientes de desaglie que contaminan los habi

tats acudticos. Entre ellos se encuentran algunas ente~

robacterias como: Salmonella sp. y ciertos virus entér;

coS.
c) hgentes provenientes de la piel y manos de los trubaja-
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dores, equipos o del medio ambiente, por ejemplo: Staphyloco-

ccus_aureus, Shigella.y Salmenella,

Bl conocimiento que se tiene sobre la incidencis de =

' microorganismbs enteropatdgenos en los productss que se ofre-

cen a la venta al pdblico es incompleto.
Algunos patdgenos como la Salmonelle han sido amplia--

mente estudiados,’en cambio de otros como Vibrio parahsemoly-

ticus se sabe muy poco.

Estudics realirzados en alimentos adquiridos eh la Ciu-
dad ée Guadalajara revelan une incidencie de Salmoneiia del -~
62% en empacadoras,de'carne (3). 32.6% en jam&n adquirido de-
tiendas al menudeo (17). Un 33.7% en requesohee adquiridos de
mercados pﬁblicos (13)., Bn aguas frescas y licuades con leche:
adquiridos de la via pdblica, el 13.2% y 12,7% respecfivamen—
te (15). Bstudios en objetos innanimados mostruron el 30.9% ~

de positivos en trapos de limpieze adquiridos en gome?dios de

. alimentos fijos y ambulantes (14). En trapos adqﬁiridﬁafde co

cinas de hospitales 1a positividad fué del 70% (42). Bl 78% -

de positividad en carnes crudas obtenidas en carniceriss y po

1lerfzs (18). En aguss superficiales, asguas de arroyoé; lagos -

j menuntiales, se encontr$ un 80,0, 38.1 y 14.3% reapectiva-4
mente, en aguas de desecho el porcentaje fud de 94 y en fuen~

.tes de ornato ubicadas en plezas piblicas ese reportd un 20% -

(19)- |
Bacterias patégenas como Vibrio parahsemolyticus hen -

sido plenamente identificadas como agentes etioldgicos de gas

troenteritis,

En Japén en los pasados 25 afios dicho microorganismo ~

2



ne sido causa de un gran némero de brotes de gastroenteritis

agida (2),

En un principio se crefe. confinndo a este pafe Y=
al lejano orieanto, debido & sus habitos alimenticios, Poste-
riormente ha podido ser aislado en otros pafses en distintas

variedades de marisscos y aguas marinas (22, 23),

_ En Tokio desde 1963 a 1973 en un brote por ali==
mentos conteminados de 4,426 heces de enfermos se aislé el -
patdgeno en 666, por . otra parte 88% fueroa Kanagawa positiva.
En contraste, solo el 2.3% de las 814 cepas aisladas del ali

mento incriminedo fueron hemoliticas,

Bn 1973, sucedid un atague por alimentos contamiw

nados por Vibrio parahaemolyticus el cual ocurrid aborde de «

un trayecto aéreo internacional de Bangkok a Londres, el ali-

mento implicado fué carme de cangrejo cruda y curtida {39).

Un estudio reéalizado en cangrejos obtenlidos de~—.
le beh{a de Galvestén Texas mostraron un 23% de prevalencia -
de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus 7% y Vibrio cho

lerae 2%. La incidencia de Vibrio parahsemolyticus y Vibrio =

vulnificus fué relstivemente incrementada durante 1la primave-
ra (8). .

BEn agoste de 1971, ocurrieron 3 brotes por sepapado
en Marylend por alimentos contaminados, involucraron alrede-
dor de 425 personas enfermas (57#4) de 745 en riesgo. En cada-
brote los cengrejos y carne de cangrejo al vapor fuerén el --
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vehfculo sospechoso transmisor de la enfermedad. El Vibrio ---
pareahsemolyticus se aislé tanto del cangrejo como de 1838 heces

de algunas personas enfermas en cada brote (7).

De octubre de 1979 a junio de 1980 en Island Long~-
se analizardn un total de 36vmuestras de ostién, de las cuales
12 (33 £) se eatablecid que contenian Vibrio parahaemolyticus-
con 1fmites del némero mds probable (NMP) de 3.6, 23 cel/gr. -
(40). :

. En un estudié realizado enAun eastuario ubicado en ==
East Schelde con moluscoa holandeeéa, 3 de 79 muestras enaliga
das (3.8%) fuerdn positivas a Vibrio parahaemolyticus (5).

Bstudios en las costas del Japén y Estedos Unidos —
muestran una relacién directa entre lu variacidén esiacional y=-

la incidencia de Vibrio paransnemblyticus en alimentos contami~

nados. As{ mismo se ha aislado de aguas con bajo y alto conte~
nido orgdnico, de sedimento, planctén, pescados y mariscos (11, .
27). '

En la literaturua se reportan un gran ndmero de bro-
tes de enfermedades en peces marinos asociadas a diversas espg

cies de vibrio (44).

El Vibrio parahaemolyticus ha sido séﬂalado como~-

un gérmen causante de gastroenteritis agids en el hombre, Su--
papel patégeno ha sido demostrado en varias partes del mundo y
su presencia sin referencias de enfermedad humen&, ha sido se-

fialada en paises como Panama y Perd,



Miranda~Ram{rez del Perd obtuvierén tan solo el 1%
de poaitividéd en 100 muestras de pescado fresco adquirido -
en playas limefia=; no obstante en la provincia de Trujillo -~
Perd se obtuvo un 75;4% de positividad e partir de 84 mues=
tras (3). '

En 1989 se reporté un brote de gustroenteritis en

Luisiana asociado al consumo de zlimentos marines crudos y -

cocinades. E1 Vibrio parshaemolyticus fué el patdgeno més co

munmente asociado con los casos de diarrea (43).

En México se han llevado a cabo algunos estudios,
Puebla es el Estudo que mayor numero de datos de incidencia-
e apoertado a la literatura, algunos de estos revelan:
1l.- E1 8.66% en alimentos de origea marine (34). o
2.- 6.0 y 0.25% en mariscos crudos y heces de manipuls
dores de alimentos respectivamente (20, 22, 23),
3.~ En moluecos,'pcacédos ¥y crustéfceos se encontrd una

incidencia de Vibrio peruhmemolyticus de 16.4, 5.9

¥ 9.6% respectivumente (20).

Estudios realizados en Acapulco muestran wna inci-..
dencia del 5% en ostiones (20) y 0.72% en manipuladores de =
alimentos (32).

Conasiderando la demanda de los pegscados y mariscos
en la Ciudad de Gﬁadalajara y.los riesgos de contaminacién -
que implica el mal manejo del cual son objeto durante su co-
mercializaciédn, se llev§ a cabo un estudio en el Laboratorio
de Microbiologfa Sanitaria de 1la Facultad de Ciencias Quimi-:.-
cas de la Universidad de Guadalajara, teniendo como objeti=a-

vos:
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OBJETIVOS:

l.= Determinar la incidenciz de Vibrio parahae-

molyticus en pescado, ostién y camarén cru-
dos (el vehfculo mfs comin).

2,- Valorar algunas técniocas de anflisis que --
permitan un diagnéstico confiable ante bro-
. tes del padecimiento,



GENERALIDADES.

En la vigilaneia y control de las gastroenteritis :
o8 indispensable dispcner de informacidén exhaustiva de las -
fuentes y mecanismos de contaminacién de microorganismos a -
los alimentog, de los reservorios animales o innanimados, la
distribucidn del padecimiento en el espacio y en el tiempo y-

otras cuestiones de similer importancie (42).

Las Eausaa que con mayor frecuencia contribuyen & -
la apéricidn de brotes y casos en la poblaci&n, incluyen el=-
conswno de productos del mar crudos o insuficientemente coci
dos, una defectuosa o falta totul de refrigeracidn que favo-
rece la multipiicaci&n del microorganismo y el manejo inade-
cuado de los alimentos en las cocines que propician la conth

minacidn cruzada de loe alimentos crudos & los cocinedos (1l).

El conocimiento de las diferentes bacteriams y sus ca
racterf{sticas son de gran importancie en el pérfeccionamienbw
to de los métodos de manejo y preservacién en-el pescado y -
sus productos (35). Ia& flora microbiana del pescado y los mé .
todos de menejo de los mismos, determinan su vida de anaquel,

sobre todo cuando se distribuyen frescos (9).

Numeroszos métodos quimicos hun sido propueatos como~
un apoyoe bara estimar el grado de frescur2 en pescado, entre
ellos se incluye la cuantificacidn de nitrégeno voldtil to~-~
~tal (NVT) producto de la descomposicidn bacteriana y de las-

enzimas naturales de los tejidos que puede ser utilizada pae.

7



ra determinar el grado de frescura en el pescado, siendo im--
portante el conocer la temperatura bajo la cual el producto--—
ha sido s2lmacenado, con la finslidad de poder trazar el fndi-

ce de descomposicidén y su potencial de preservacidn (38).

La determinacién del pH de los alimentos constituye
en consecuencia una prueba de apreciable valor para determing
dos propdsitos., Los métodos mds utilizados hacen uso del pa--

pel indicador y el potencidmetro.

El pH he sido mencionado como un indicador del gra

do de frescura que puedan tener ciertos alimentos.

Valores rebortados paras

Pescado recién muerto 55 = 6.5
Ostiones 5.9 = 6.6
Camsrones o 6.3 - 8,2 (11).

El recuento de colonius bacterianus en medios de -

eultivo con un adecuado soporte nutricional y libres de agen-

tes inhibidores es ampliamente utilizado con diversos proszi '

tos en el andlisic de alimentos perecederos o no, agua, equi-

po y otros productos.

Cuundq Be pretende contar el mdximo de microorganis
mos y la incubacién se ha realigado entre los 20 y los 37°% -~
se les designa como cuenta de bacterias mesofflicas amerobias,
Ia variedad de microorganismos que conforman el grupo es>muy—
heterogéneo. El significado de su presencis en ios alimentos-
y otros sustratos es el siguiente:

a) Como indicador de 1la posible presencia de gérmenes-

patégenos,



b) Como indicader del valor comercial de un alimento.

¢) Como indicador de las condiclones higiénicas con -
que & sido menejado un producto.

d) Como indicudor de la idoneidad de un ingrediente -=
crudo que se va & incorporar a un alimente.

e) Para seguir la eficiencia de un proceso germicida o=~
de preservacidn.

f) Para predecir la vide de anaguel de un alimento (11).

Dado el cardcter perecedero tan marcado que exhibe
el peacado y demds 2limentos merinos, el renglén de la con—
servacidn, merece especipl atencidn tanto en lo gque respecta
a 1la tecnologfa como a los métodos de preservacién utiliza--
dos (9).

Son tres los grupos de microorgunismos que llenan -
el campo de accién de 1a microbilogf{a sanitaria en el con---
trol higiénico de los 2limentos. '

1.~ Aquellos que. afectan las caracter{sticas organolépti-
cags de los productos, con los cuzles se estudiaran —-
las causas que los desencadenan y los medios para evi

terlos y controlarlos,

2,~ El grupo de patégenos, en donde interesa el papel e -~

importancia del vehfculo de transmicién ( agus o ali-
mentc) que determine 18 aparicién de cusos en una po-
bluciéﬁ.

3.~ Microorganismos llamados indicadores, los cuales se »
agrupna 21 mérgen de las lineas taxondmicas en fun-—=
cién de ciertes ceracterfsticas morfoldgicas, fisiold
glcis y scoldgzicus a través de las cuzles adquieren -
significado como indicadores de fuentes de contemina-

¢idn indeseables o de malas prdcticas de trabajo Au~-
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rante el manejo de agua y alimento (11).

Ia familia vibrionaceae estd formada de un grupo de mi-
croorganismos relacionados, se caracterizan por ser bdcilos —=
gram negativos, la mayorfa méviles éonrl o 3 flagelos polares,
aerobios o anaerobios facultativos, aunque 1la mayoria de los =
miembros de ésta familia son sapréfitos que se encuentran en —
el agua, algunos son pardsitos o patdégenos del hombre y de los
animales, Gran ndmero son halofflicos, algunos luminiscentes y

muchos viven en el suelo o ambientes marinos (31).

Vibrio parahaemolyticus recientemente ha esido incorpora

do & 1a limta de microorganismoe plenamente identificados como
patégenos. Pué descubierto y aislado por Pujino y col. en 1950

y reportado un afio después,

Vibrio parahaemolyticus es una de las 20 especies del =

género vibrio, es un bdcilo halofflico estricto, gram negativo,
recto o ligeramente curvo de 1 a 3 micras de 1ongitud por 0.4-
a 0,6 micras de didmetro, no esporulados y no capsulado, tipi-

camente mévil con un solo flagelo polar (11, 22),

La temperatura Sptima para el desarrollo de Vibrio pa -

rahzemolyticus es de 35 - 3700. El crecimiento se detiene por-

encima de 44°C. Bs inhibido & pH entre 4.5 y 5, el pH recomen—

dado para su dislamiento oscila entre 7.4 y B.6,.

Generalmente se reconoce un 3%.de cloruro de s0di0 ===~
(NaCl) como 12 concentracidn éptima y es incluso la utilizada-
en los medios de cultivo para su aislamiento en el laboratorio.
No obstunte puede crecer desde el 1% hasta el 84 pero no con -
0% de NaCl (11, 22).
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Vibrio parshaemolyticus fermente con produccién de

dcido e glucosa, trehalosa, fructoss, maltosa, manitol, hi- -
droliza el almidén, es catalase positiva, produce indol, re-
duce los nitratos, licua la gelatina, peptoniza la leche, --
descerboxila lz lisina, es citrato positiva en medio de Sin-
mons, reaccién de oxidasa positiva, oxida & la glucosa en —-
anaerobiosis, da positiva la reaccifn de fosfatasa y es rojo

de metilo positiva y Voges Proskauer negativsa,

Dicho microorganismo sobrevive & 5°¢c por largos e
riodos sobre la superficie del pescado y en ostiones a 4% -
puede sobrevivir hasta tres semanas sin cambios importantes-
en su ﬁﬁmero, Por otra parte diversoes autores reportan que -
el gérmen se inactiva a temperaturas de refr;geracidn y con=
gelacién. Las temperaturas moderademente elevedes ejercen un
efecto letal sobre 1. La ebullicién lo inactiva rdpidamente

(11).

Vibrio parahaemolyticus fué conocido en Japén como=

patégeno transmitido por alimentos, 15 efios sntes de que lo- .
fuera en Estados Unidos. En Japdn este microorganismo es el-
agente causal de casi la mitad de los casos de intoxicacidn-

alimentaria bacteriana (31).

\

Los pescados, moluécos Y cemarones crudos son los =
alimentos mds frecuentemente implicedos en la presentacidn ~-
de vidbriosis (30).

En los casos en que la enfermeded es producida por-
1a ingestién de alimentos no procedentes del mar, es posi

ble que halla tenido lugar una contaminacidn a partir de-
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portadores humanos o de agua marine (1l).

18 infeccidn huména por Vibrio parahaemolyticus consig

te en una gastroenteritis caracterizada por df{arrea que puede
ger moderadamente o de tipo coleriforme y ocasioniélmente di-
" senteriforme, con sangre y moco eh las heces, suele presentar
se nfusea y vémito, con frecuéncia‘hay fiebre moderada y céfa
legg mds constentemente es elidolor en el epigastrio semejan--
te, aunque m4s intenso al de 1la salmonelosis. Bl perfodo de =
incubacidn varfa de 12 a 20 hra., con limitacién de 2 a 48, -
lo que probablemente depende del tamafio de lu dosis infectan«-
te, 1a acfdez del estomugo y la naturaleza del alimento. Se =
requiere alrededor de 106 - 109 células viables para dar lugar

& una respuesia clinica.

La tusa de atugue suele ser alta (30 - 60%), pero
la Jetalidad reducids y limitada a individuos especialmente -

susceptibles, tules como anclanos o adultos debilitados (11).

12
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2.~

HIPOTESTIS.,

Los pescafos, ostiones y camarones crudos
que se expenden en comercios de la Ciudad
de Guadalejare se encuentrin contaminados

con Vibrio parsahaemolyticus.

El caldo de enriguecimiento Caldo Glucosé
Sal Leuril (CGSL) presenta una mayor pro-
ductividad que la siembra directa en pla-’
cas de agar Tiosulfato Citrato Bilis Saca
rosa (TCBS) y Sales Biliares # 3 (SB #3)-

en la recuperacidén del Vibrio parahaemo-~

lyticus,
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MATERIAL Y METODOS.

Abatelenguas estériles.

Algodén

Asas de nicromo

Auto~clave .

Balangu analftiea

Balanze granstaria

Bafio marfa

Boleas de polietileno

Cajus de Conway

Cajas de petri estériles de 100 X 15 ma.
Cajetercs

_Centrifuga

Cubre objetos

Cuchillos estériles

Cuents colonias Quebec'

Embudos

Frascos botella con tapén de gasa estériles
Prascos botella con tapén de rosca esthriles
Frascos gerber estériles .
Gradillas

Incubadora a 35 -37°

Incubedora & 20°

Mecheros bunsen

Mecheros fisher

MicroscoPio

Morteros de porcelana

Papel filtro
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Pipetas estériles de 1, 2, 5, 5 10 ml.

Pipeta volumétrica de 1 ml. '

Pipeteres

Porta objetos

Portapipeteros

Potenciémetro conductronioc

Refrigerador

Termémetros

Tubos de ensayo con tapén de rosca de 13x100 mm.
Tubos de ensayo con tapén de rosca de 16x150 mm.,
Vagos de licuadora estériles

Vearilleas de vidrio.
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Agar
‘Agar
Agar
Agar
Ager
Agar
Agar
Agar
Caldo

MEDIOS DE CULTIVO,

almiddn 3% sal

citrato de Simmons 3% sal

cuenta estandar

de hierro y lisina 3% sal

de hierro y *triple azicar 3% sal
sales biliares #3

soya tripticase{na 3% sal

tiosulfeto citrato bilis sacarosa

glucosa sal leuril

Canldo lactosado

Caldo
Caldo
Caldo
" Caldo
Caldoe
Caldo
Caldo
Calda
Caldo
Gelat
Medio
Medio

Medio

Peptona de gelatina al 0.1% como diluyente

nitrito 3% sal

manitol 3% sal
malonato 3% sal

NR-VP 3% sal
tripticusa
tripticusa 2% sal
tripticnsa 34 sal
tripticasa 104 sal
.verde brillants bilis 2%
ina nutritiva 3% sal

de Hugh-Leifson 3% sal
de micro-assay 3% sal
de SIM 3% sal

16

(Alm, 3%).
{cs 3%).
(cE).

(LIA 3%).
(TSI 3%).

(5B #3).

(AST 3%).
(TcBs).
{cesL).

(cL).

(C. wit. 3%).
(C. Man. 3%).
(C. Mal. 3%).
(MR-VP 3%).
(cT 0%).

(cT 3%).

(CT 84).

(cT 10%).
(cvBB 2%),

(oN 34)..

(o/7 3%).
(11-a 3%).
(SIM 3%4).
(pil.).



REACTIVOS,

Acido tricloroacético 7%.

Solucién saturade de carbonato de potasio 90% (Ké003). Agen

.te sellador.

Solucién saturade de ortofosfato de sodio

Agente liberader.

Acido bérico al 3%

Acido sulfirico 0.024N (H2304).
Indicador de Conway,
Para-~dimetil anilina (C
Alfe~naftol.

Hidroxido de potasio (KOH).
"Reactivo de kovac,

Cloruro de trifeniltetrazolium (TTC).

8H14012N2)'

COLORANRTES.,

Cristal violets,
Lugol. ‘
Alcohol.

Safranina,
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

AGAR AIMIDON (Agar nutritivo sal + almiddn).

Féroula: _

' Extracto de CRIME———a—=——acam— 3.0 gr.
Peptona 5.0 gr.
Cloruro de sodio 30.0 @ar.
Agar ‘ 15.0 &re
Almidén. -— - 50,0 . gr.
Agua deatiladem———m—com e mm—— 1000.0 @gr.

Disolver los ingredientes en el agus agitando y célen—
tando hasta ebullicidn, Ajustar el pH a 7.0 aproximadamente, -
-Agregar el almiddén previuments disuelto, Distribuir en frasco-
botella y estérilizar a 121° durante 15 minutos.

AGAR CITRATO DE SIMMONS.

Pérmula: _
Fosfato dihidrogenado de anonio——— 1.0 £
Posfuto dipotdsico . 5.0 gr.
Cloruro de sodio ' 5.0 ar.
. Citrato de sodio - 2.0 gr.
Sélfato de magnesio 0.20 gr.
Agare-— : ' 15,0 ar.
Azfl de bromotimol-———mmmmsssm—=~ 0,08 gr.
Agun déstilada-- 1000.0 wl.

Disolver los ingredientes en el agua,., Dejar remojar du-
rente 5 & 10 minutos. Calentar suavemente, agitendo frecuente--

mente hasta que dl medio hierva durénte un ninuto. De ser nece-
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sario ajustar el pH & 6.9, Distribuir en tubos y esterilizar
a 121° durante 15 minutos. Se deja enfriar en posicién incli

nada,

AGAR CUENTA ESTANDAR.

Pérmula:

Peptona de casefna

Bxtructo de levadura

Glucosa -—
Agar
Agua destilada —- —

5.0
2.5
1.0
15.0
1000.0

Disolver loa ingredientes en el agus por ebullicidén,

agitando frecuentemente, De ser necesurio ajustar el pH de —-

manera que despuds de la esterilizacién el valor sea de 7,0-
+ 0.1. Distribuirlo em frescos y estérilizar a 121° durante-

15 minutos,

AGAR DE HIERRO Y LISINA SAL.

Pérmula:
Peptona de gelatina

Extructo de lesvadursa

Dextroasa
L-lisina ~-
Citrato de hierro y amonio we-e—w-
Tiosulfato de sodio

Pirpura de bromocresol ——=———m——a-
Agar
Cloruro de sodio
Agun destilada

19

5.0
3.0
1.0
10.0
0.50
0.04
0.02
13.50
30.0

1000.,0

ml.’



Disolver los ingredientes en el agun mediante ebulli-~
cidn, agitando continuamente, Do ser necesario ajuetur el pH a
6.7. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm y estérilizar a 121° -

dursznte 15 minutos. Dejar enfriar en forma inclinada,

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR SAL.

Pérmula:
Mezcla de peptonas . . 20,0 ¢ o8
Cloruro de sodio 30.0 8gT.
Lactosa ———— 10,0 gr.
Secarosa -- ' 10.0  gr.
Dextrosa 1.0 &r.
Sulfato de hierro y amcnio ———~—w—- 0.20 &gr.
Tiosulfato de sodio 0.20 gr.
Rojo de fenol ———- — 0.025 gr.
Agar . — 13.0 gr.
Agua destilude —. } 1000.0 . ml.

Disolver los ingredientes en el agua por ebullicién y-
agitacidén continua. De ser necesario ajustar el pH de menera -
que después de estérilizar sea T.4. Distribuir en tubos de 13%
100 mn y estérilizar a 121° durante 15 minutos, Inclinar los =

tubos procurasndo wn fondo de 2 cm. para la picadura,
AGAR SALES BILIARES #3.

Pérmula:
Agar soya tripticasefna 40,0 gr.
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Cloruro de-sodio 40.0 gr.

Sacarasa (Sucresa) 25,0 gr.
Sales biliares #3 20,0 gr.
" Cloruro de trifeniltetreazeolium al 1% - " 3.0 ml.
Agua destilada : : 1000.0 ml.

Disolver lo8 ingredientes en el agua agitando y calen-
hasta ebullicién. De ser necesario ajustar el pH de manera que
después de la esteyilizacién el valor sea de 7.l. Distribuir -
en frascos de 100 ml. y estérilizar a 121° aurante 15 minutos.
Al momento de usarse agregar & 0.3 ml. de cloruro de trifenil-
tetrazolium (TTC).

AGAR SOYA TRIPTICASEINA SAL.

Pérmula:
Peptona de casefna 15.0 gr.
APeptona de soya 5.0 gr.
Cloruro de sodio ' 30.0 gr.
Agar . 15,0 gr.
Agua destilada 1000.0 ml,

Disolver los ingredientss en el agua agitando y caleg‘
tar hasta ebulliciJn, De ser necesario ajustar el pH de mane-~
ra que después de 1a esterilizpci6n el valor sea de 7.3 + 0.2,
Distribuir en tuboe y estérilizar a 121° durante 15 minutos,-
Inclinar los tubos procurando un fondo de 2 cm. pura 1la pica-

dura.
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AGAR TIOSULKATO CITRATO BILIS SACAROSA.

Féruoulas
Extracto de levadura 5.0 gr.
Peptona de curne 5.0 gr,
Peptona de caseint —emmmmm—c—oeo—- - 5.0 gr.
Sacarosa - 20,0 gr.
Tiosulfauto de sodio 5H20 ————————— 10.0 gr.
Citrato de sodio 2H20~-——-———-——~- 10.0 gr.
Colato de sodio ——= 3.0 gr.
Oxgnll ‘ 5.0 gr.
Cloruro de sodio 10.0 gr.
Citrato férrico ——- 1.0 gr. -
Azul de bromotimol 0.04 gr.
Azul de timol ' —— 0.04 gr.
Agar bacteriolégico 15.0 gr.
Agua destilada 1000.0 ml.

Disolver los ingredientes en el #gua calentando y
agitar coatinuamente hasta ebullicién y dejar hervir du-
rznte 1 minuto.De ser necesario ajustar el pH a 8.6 % o.2,
Distribuir en frascos estériles y refrigerar husta que se

use,fundir y distribuir en cajas estériles,

CALDO GLUCOSA SAL LAURIL (TEEPOL).

Férmulas

Extracto de carne -~ 3.0 ear.

Peptona 10.0 gr.
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Cloruro de sodio -

Glucoss

Violeta de metilo

Teepol (o Lauril sulfato de so--
dio 200 mg.)
Agua destilada

30.0 gr.
500 g:rc
0.002 gr.
4.0 ar.

1000.0 ml.

Disolver los ingredientes en el agua,Ajustar el -

pH & 9.4 X 0.2.Distribuir en fruscos o tubos.Estérilizar

a 121o durante 15 minutos. Se utiliza como
quecimiento o presuntivo en el aislamiento

Vibrio parahaemolyticus.,

CALDO LACTOSADO.

Pérmulas
Peptona de gelating =ee—eawwe—ea-
. Bxtracto de carne de res ————w-=
Lactosa
Agua destiluada —

caldo de enri-

0 recuento de

5.0 gr.
3.0 gr.
5.0 gr.
1000.0 ml,

Disolver 13 gramos de polvo en un litro de aguid—-

destilada, Ajustar el pH de ser necesario a 6.9. Bsterili

zZ4r a 121o durante 15 minutos. Se usa en la investigucidn

y presencia de microorganismos coliformes y fermentacidn-

de 1lu lactosa por microorgani~mos comunes,
CALDO NITRATO.

Pérmulas’

Bxtructo de carne

3.0 gr.

" Peptona de gelating --

5.0 gr.

Cloruro de sodio

23
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Nitrato de potasio (libre de nitritos) — 3.0 gr
hgua destilada 1000,0 ml

Disolver los ingredientes en el agua, ajustar el pH a
7.0. Estérilizar e 121Q durante 15 minutos. Se aplica para -

demostrar la capacidad de reducir los nitratos a nitritos.

CALDO MANITOL

Férmula:
Peptona de caseina 10,0 © gr
Cloruro de sodio 3.0 er
Rojo de fenol ——- 0.018 gr
Manitol 5.0 er
Agun destiluda 1000.0 ml

Disolver 20 gramos de polvo en un litro de agua deg
tilada, Ajustar el pH a T.4. Estérilizar a 12 libras duran-
te 15 minutos, Se emplea para el estudio de la fermentacidn

de carbohfdratos,

CALDO MALONATO

Férmulas
Extracto de levadura 1.0 gr
S§1fato de mmonio ' 2.0 &r
Pésfuto dipbtasico : 0.6 &ar
Pésfato monopotdsico 0.4 gr
Cloruro .de sodio - 3.0 gr
Kaloneto de sodio : 3.0 ar
Dextrosa 0.250 gr
Azul de dbromotimol : 0.025 gr
Agua destilada 1000.0 - ml

Disolver 9,3 gramos de polvo en un litro de ungue des-
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Ajustar el pH & 6.7, Bstérilizar a 121° durante 15 -

tilada,

minutos. Es usado paru la diferenciacién de microorganismos-

entéricos.,

CALDO MR-VP,.

Férmulet
Peptona especial #l ————w———ee 7.0 er
Dextrosa : : - 5.0 gr
Pésfuto dipotdsico —m——m——e—u- 5.0 gr
Cloruro de sodio 3.0 gr
Agua destilada : 1000.0 ml

Disolver 17 gr de polvo en un litro de agusa destila-

da, Ajustar el pH de ser necesario & 6.9 + 0.02, Esterilizar

a 121° durante 15 minutos.

CALDO TRIPTICASA SAL.

‘Férmula:

Triptosa (peptona de gelatina) ————  10.0  gr
BExtracto de levadursa 3.0 gr
Cloruro de sodio 0,30,80,100 gr
Agua destilada —- -1000.0 ml

Disolver los ingredientes en el agua, adicionar 0, -

3, 8, 10 gramos de cloruro de sodio por cada 100 ml para ob-

tener concentraciones salinas finales de 0, 3, 8 y 10 %. Se-

usa para determinar la capacidad de algunos Vibrios de desa-

rrollar

& diferentes concentraciones de cloruro de sodio.

CALDO VERDE BRILLANTE BILIS AL 2%,

Pérmula:

Bilis de buey deshidratada —eeceeme—e- 20,0 gr
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Iactosa _ 20.0 ar
Peptona de gelatinh —we——mw—me——- 10.0 gr
Verde brillante 13.0 gr
Agua destilada 1000.0 ml

Disolver 40 gr de polvo en un litro de agua destila-:
da, ajustar el pH & 7.2. Estérilizar n 121° durunte 15 minu-

.tos.

GELATINA NUTRITIVA.

Pérmula: »
Peptona de gelating ——eecme——w——- 5.0 gr
Bxtracto de carne de res ——m~——e 3.0 gr
Gelatina 120.0 gr
Cloruro de sodio . 30.0 gr
Agua destilada 1 1000.0 ml

Disolver 128 gr de polvo en un litro de agua destilg
da. Celentar husti disolucibén. Ajustar el pH a 6.8. Estérili

zar a 121° durante 15 minutos.

MEDIO DE HUGH-LEIFSON SAL (0/F).

Férmula:
Peptona de gelatina 2.0 ar
Extracto de levadura 0.5 gr
Cloruro de sodio 30.0 gr
Dextrosa - 10,0 ar
Pirpura de bromocresol ~—m———m—wm— 0.015 gr
, Agar bacteriolégico - 15.0 er
‘Agua . destilada © 1000.0 ml

Disolver los ingredientes en el agua mediante ebulyl
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cidn y agitacidén continua. Ajustar el pH a 7.4 + 0.2. Esté-

rilizar a 121° durante 15 minutos,

MEDIO: DE MICRO-ASSAY (para Vibrio parahaemolyticus).

Pérmula:

Extracto de levadura 20,0 gr
Peptona de cageina 5.0 gr
-Dextrosa : 1.0 gr
Pésfato monopotdsico . 2.0 gr

- Tween 80 : 0.1 gr
Cloruro de sodio : 10.0 gr
Agar bacteriolégico 10.0 ar
Ague destilada 1000.0 gar

. Disolver los ingredientes en el agua mediante calen
tamiento y agitacién continua. Ajustar el pH 8 6.7. Estéri-
lizar a 121° durante 15 minutos. Se usa para l8& COnServi-e

cibn de cepas de Vibrio parahaemolyticus.

MEDIO SIM,

Férmula:

v Peptona de casefna 20,0 gr
Peptona de carne . : T +6.1 gr

" S¥lfato de hierro y 8monio ————-—- 0.2 gr
Tiosulfato de sodio 0.2 gr

Agar pacteriolégico 3.5 gr

Cloruro de sodio - < 30,0 gr

Agun destilada 1000.0 ml

-Suspender 30 gr de polvo en un litro de agua destila

da, mezclar bién y cuando se obtedga una suspensién uniforme,
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calentar agitando frecuentemente y dejer hervir
minuto. Ajuétar el pH a 7.3, estérilizar a 121°

minutos,.

PEPTONA DB GELATINA AL 0.1% (Diluyente).

Férmula:
Peptona de gelating ——emee—mem—e 1.0
Agua destilada 1000.0

Disolver la peptona en el agua. Ajustar

+ 0.1, Esterilizar a 121° durante 15 minutos.
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PREPARACION DE REACTIVOS.

ACIDO TRICLORQACETICO T%.

‘Pérmulas ,

Acido tricloroacético —~———amew—- 7.0 gr.

Agua destilada 100.0 ml,
SOLUCION SATURADA DE ORTOFOSFATO DE SODIO POTASA N83P04KDH——
(AGENTE LIBERADOR). '

Pérmulas

Hidréxido de potasio en escamis ————— 10.0 gr.

Posfato trisddico 44,0 gr.

Agua destilada 100.0 ml.

‘Disolver el hidréxido en agua, enseguida agregar el
fosfato trisédico y agitar.

SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO 90% K,C0, (AGENTE
SELTADOR) . ‘ '

Pérmula:
Carbonato de potasio ————————— 90.0 gr.
Agua destilada 100.,0 ml.

ACIDO BORICO 3%.

Pérmulas
Acido bérico 3.0 ar.
Agua destilada —- 100,0 ml.

29



INDICADOR DE CONWAY.

Pérmula:
Verde de bromoeresol ———m——m————- —-— 0.33
Rojo de metilo == 0.066
Alcohol étilico 100.0

AGENTE ATRAPANTE.

Pérmuia:
Indicador de Conway : 1.0
Acido bdrico 3% 50,0

Disolver el indicador en el dcido bérico.

REACTIVO DE OXIDASA.

Fér@ula: _
Monoclorhfdrato de p=-dimetilamino-
fenilendiamina 1.0
Agua destilada 100.0

preparar inmediatamente antes de usar.

ALFA NAFTOL.

Pérmula:

Alfa-naftol 1.0
Alcohol &tilico 95% 100.0
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HIDROXIDO DE POTASIO (REAGGION DE»VOGES-PROSKAUER).

Pérmula:
'Hidréxido de potasio en escamas ——- 4C gr
Agua destilada 100,0 ml

ALFA NAFTOL (REACCION DE VOGES-PROSKAUER).

Férmula: _ _
Alfa-naftol : 5.0 gr
Alcohol €tilico 8bsOluto ——m—mmmammm 100.0 ml

REACTIVO DE KOVAC ( PRUEBA DE INDOL ),

Pérmula:
p-demetil benzaldehido ——mm—=—e—ewa 5.0 gr
Alcohol amflico -—- 75.0 ml
Acido clorhfdrico concentrado ——--- 25,0 ml

Disolver el aldehfdo en el alcohol y adicionar lenta

mente el dcido clorhfdrico.

CLORURO DE TRIFENILTETRAZOLIUM (TTC).

Férmula:
Cristal violeta 2,0 gr
Alcohol étilico 20.0 ml

Disolver el cristal violeta en el alcohol. Mezclar -
con una solucién que contenga 0.8 gramos de oxaluto de amo—-

nio en 80 mililitros de agua destilada., Dejar reposar 24 hrs

y filtrar en papel filtro.
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LUGOL (COLORACION DE GRAM)

Férmulas
Yodo 1.0 gr
Yoduro de potasio 2.0 gr
Ague destilada ' 300.0 ml

SAFRANINA O.

Férmula:
Safranina O 2,5 gr
Alcohol étilico 8l 958 —mmwm—m—ws 100.6 ml
Agua destilada ' 90.0 ml

Disolver el colorante en el alcohol y adicionar el

agua,

ALCOHOL (COLORACION DE GRAM),.

Pérmula:
Alcohol étilico . 95,0 ml
Agua destilada 5.0 ml,
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METODOLOGTIA A,

I.- Se adquirierdén 57 muestras de mariscos a lo largo de un
afio: 18 de cumarén, 25 de ostién y 14 de pescado, de ~-

tres centros de abasto de esta ciudad,

' II.- Ia investigacidén de Vibrio parahaemolyticus se 1llevd a-

cabo mediante la técnica descrita por Marvin L. Speck -
(29). Se incluyd 1la evaluacién de‘dos medios selectivos
diferenciales en placas de agar Sales Biliareé #3 (SB -
#3) y Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS).

"1II.- Para cada muestra se incluyerdén las siguientes determi-

naciones:

a) Identificacidn de Vibrio parahaemolyticus {Esquema -
1).
b) Pruebas biogufmicas (Tabla 1),

¢) Morfologia microscdpica (Tabla 2).

d) Recuento de bacterias mesofflicas merobias (Tabla 2,

Esquema 2).

" e) Determinacién de Nitrdgeno Voldtil Total (NVT) (Es—-

quena 3).

f) pH (Potenciométricp) (Esquema 4),
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PROCEDIMIENTO..

I.- OBTENCION DE LA MUESTRA,

)

b)

c)

d)

e)

II.~ AISLA¥IENTO DE V. parahaemolyticus.

Se obtuvierdn 1ns muestras de ostidn, camardn y pescado-
crudos, de tres centros grandes de abestecimiento de la-

Ciudad de Cuadalajara.

Se trunsportardn a2l laboratorio en bolsws de polietile—-

no pura su endlisis inmediato.

Ias muestras de ostidn seleccionadas, fuerdn aquellas —-
aue conservardn su concha herméticamente cerradu; se so-
metieron a un lavado con agua estéril y posterior descon

chi:do en condiciones asépticas.

El pescado fué seleccionado apoyundonos en los criterios
de frescur# comunmente conocidos: olor fresco a algas ma
rinag, a mariscos sin olor neutro. Piel brillante, lus—~.
trosu, iridiscente y opalescente, no blunquecina, Agaw—-
llas rojas o rosas, brillantes, mucosas. Substancias ex- -
ternas viscosas, transpdrentes o acuosas. O0jos convexos- .
y brillantee, Se incluyé para el andlisis agallas, piel-

y muisculo.

El camardn fresco fué adquirido mediante una apreciacidn
sensorial. Se considerd para el estudio todo el especi~-

men.,

a} Vibrio parahaemolyticus se investigd mediante alicuotas-
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b)

c)

b)

c)

de 20 gr de muestra en 180 de Caldo Glucosa Sal Lauril
(CcGSL), 2 gr de muestra en 20 ml de CGSL y 0.2 gr de =~
muestra en 2 ml de CGSL, homogeneizando durante 90 se-

gundos en licuadora estéril.

A partir del homogeneizado se sembrd por estrfa una —-
placa de agar Sales Biliares #3 (SB #3) y una de agar-
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS).

Ambos; caldo de enriquecimiento ¥ placas de medio se——
lectivo se incubaron 24 nrs/35°¢.

DETERMINACIONES PARA CADA MUESTRA,

A partir de las placas de medios diferenciales se ge-=-

leccionaron las colonias t{picas de Vibrio parahaemo -

lyticus. En agar Sales Biliures #3 son rojas brillan—-
tes, de 2 & 3 mm de didmetro, lisms, plunas., En agar -
TC3S son azdl & verde, planas, de 2 a 3 mm de didmetro
(25). Posteriormente sembradas en agar Soya Tripticase
{na 3% ssl, Caldo Tripticasa 3% sal y Caldo Tripticasa
0% sal. Incubando 24 hrs/35°C. Seleccionando unicamen—

te cepas halofflices estrictas.

A partir de agar Soya Tripticasefna 3% sal se realizd-
18 tincidn de Grum y otras pruebas bioqufmiqas descri-

tas en los menuales de Berge's y Speck (1, 29)(Esq. 1).

Recuento de Bacterias mesofflicus Aerobias (B M A).
1l.- Medio utilizado agar Cuenta Estundar (C E),
2.~ Para cade muestra se utilizaron las diluciones 4,-

5y 6. (Baquema 2).
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a)

Sem

6o

1‘-"'

2--'
3.~

4-"

Inocular con 1 ml de cada dilucidn las cajas de pe-
tri. ' .
Incorporar 12 & 15 ml del medio de cultivo estéril,
fundido y conservado en bafio marfa a 45°C + O.5°C.
Dejar solidificér. »
Incubar a 20°C durante 48 horas.

Incluir en el recuento todas las colonias desarro——

lladas en la placa seleccionade (Esquema 2),

Nitrégeno Voldtil Total (NVT).

En un mortero macerar 5 gramos dé muestra (agallas—"
¥y misculo) en 10 ml de dcido triclorodcetico.
Filtrar en 8lgodén y papel filtro ordinario.
Colocur el extracto 1lfguido en tubos de ensayo y —-
centrifuger dursnte 15 minutos a 2500 rpm.

Colocar 2.5 ml de la solucidn saturada K2003 (agen-
te sellador) en el compartimiento periférico de la-
caja de Conway, .

Depositur 1 ml de la solucidédn saturada de fosfato -
de sodio potusa Na3PO4KOH (agente liberador) en uno
de los extremos del compurtimiento intermedio de la
caju y 1 ml de la muestra en el otro extremo del =-.
mismo comp{:trtimi ento,

Colocar 1 ml de la solucidn compuestu de dcido béri
co e indicador de Conway (agente atrapadof) en el -
compartimiento central.

Colocar la tapa de la caja de Conway y girarle cui-

" dadosamente para sellar,

Girar cuidadosamente 1lu. cAaja de Conway yu tapada y=
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e)

9.0"

sellada hasta mezclar la muestra con el agente sella-
dor. | ' ' .
Dejar reposar 2 horas y titular el agente airapante~-
hasta su color original con decido sulférico (H2804) -
0.024 N. | | v '
De acuerdo & los milil{tros gastados de £eido=~
sulfurico, nos damos cuenta de 1la cantidad de nitrdge
no voldtil total (NVT), contenido en la muestra anali
zada por medio de la siguiente férmulas
NVT (mg N/100 g de 12 muestra), o
NVT = ml H2804 X 0.024 x 14.01 x 100 x 2,7 X 1,3 ==—-
(Bsquema 3), '

pH (potenciométrico).

A partir de 5 g de l1a muestra (misculo para el
cugo del pescado), realizar una dilucién peso & volu~-
men con 5 ml de agua destilada recién hervida y fria,
Homogeneizar y medir el pH potenciométricaﬁente (Eg=-

quema. 4).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Para la identificscidén de Vibrio pxrahaemolyticus

fueron seleccionadas las pruebas que recomiendan lo8 manul--
les como Bergey's y Speck (1, 29). Estas pruebas incluyen a-
dexds de la caructerizacién microscépica del gérmen, su capa
cidad para desarrcllar en diferentes concentraciones de clo-
ruro de sodio (NaCl), as{ como 1la prodhcbién de indol,lisin-
descarboxilasa, citocromo oxidasa y pruebas de fermentacidn-
de carbohidratos entre otras tal como se indica en la tabla-
1.

Un recurso utilizado para poner de manifiesto el--

potencial patdgeno del Vibrio parshaemolyticus es 1a pfuebae

de Kanagawa, la cual se basa en la capacidad de la bacterjia-
pera producir hemolisinas beta, Este prueba es considerada -
por los especialistas como obligatoria en las cepas provewe—=
nientes de especimenes humanos (21, 29). Practicamente la to
talidad (96%) de las cepas aisladas de casos de gestroenteri
tis poseen la capacidad de lisar los eritrocitos humanos -——-
(prueba de Kanagawa positivz), en tanto esta facultad es ex-

cepcional entre las cepes obtenidas apartir de especimenes -

merinos 1% (35).

Eatudiamos 57 muestras: 14 de pescado, 18 de cama--

_rén y 25 de ostién, la positividad global para Vibrio paraha

emolyticus fué de 45.6%, observandose el indice mds elevado-
en pescado (71.4%), le siguid el ostibn con 44.0% y el mds-~
bejo fué el camardn con 27.9% (Tabla 3), Ia incidencia de —-

45.6% obtenida en el presente trabajo es superior a los da=--
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tos que se registran en la literatura, tanto nacional como =
extranjera, En Tokio de 1963 & 1973 de 814 cepas aisladas de
alimentos, se obtuvé un 2.3% de positivos & Vibrio parahae -

molyticus, Ba 1973 en un avién que viajaba de Bangkok a Lon-

dres se 2igld el Vibrio parahaemolyticus en carnes de cangre

Jo cruda y curtida (39).

En la bahfa de Galvestdn Texas se realizd un estu
dio en cangrejo los cuales mostrarén un 23% de prevalencia -
(8).

En octubre de 1979 & Junio de 1980 en Long Island
se analizardn 36 muestras de ostidn de las curles 12 (36%) -~

se establecid que contenfan Vibrio parahsemolyticus (40).

En otro estudio realizado en un estuario al Este-
de Shelde en moluscos holandeses, 3 de 79 muestras ansliza -

das 3,8% fuerdn positivos (5).

En Perd Mirande-Ramfres analizardn 100 muestras - .

de pescado fresco obteniendo 8dlo el 1% de posivivided (3).

_ En nuestro pafs existe poca informacidn en cuanto
& 1ia frecuencia de aislamiento de este microorganismo en ali

mentos marinos.

En 1979 Gil y col. en Puebla investigarén la in-
cidencia del microorguniswmo en 103 muestras de peces y merig

cos crudos obteniendo un 6% de positividad (23).

En 1977 Villanueva en Acapulco analizé 150 mues—

tras de ostién encontrando una incidencia de 5% (45).

En 1978 Ramf{rez realizd otro estudio en Puebla -
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con 88 muestras de pescado, 31 de moluscos y 31 de crustdceos

encontrando una incidenc{a de Vibrlo‘parahaemolytlcus de 5.6,
6.4 ¥ 9.6% respectivamente (34). '

Mota y col. eén 1988 reportardén 0% de incidencia en-
389 muestras de pescado adquirido del mercado de la Viga de =
México D.F (20). ' ,

Al comparar la productividad de la técnica en caldo
de enriquecimiento Caldo Glucogsa Sal Lauril (CGSL) contra la-
siembra directa en placas de Agar Tiosdlfato Citrato Bilis Sa
caroga (TCBS) y Sales Biliares #3 (SB #3) encontramos que soQ.
lo una muestra del total de positivos se manifesto por ambas-
téenicas, 15 se recuperaron exclusivamente a través del culdo
de enriquecimiento que corresponde al 60% de positivos- mismos
que se hubjieran perdido con la exclusidén del caldo. El 36% de
los positivos (9 muestras) fuerdn recuperadas unicaments me-—
diente la técnica de siembra directa, Le inclusién de ambas -
. téenicas ofrecio sin duda una mayor posibilided de hallazgo -
del patdgeno (Tabla #4). se hu sefialado amplismente le venta-
ja que ofrece el diversificar la metodologf{a empleada para la
investigncién de patégenos en alimentos. PatSgenos como la --
Salmonella h& sido recuperado a través de distintos procedi—-
mientos (1ll). En ceviche de pescado el preenriguecinmiento en-
caldo nutritivo (CN), aplicado a las muestras, condujo 2 un -
solo positivo contra 29 por la via de enriquecimienfo directo,
haciendo uso en ambos casos del caldéitetrationeto (cre) ¥y -
caldo selenito cistina (CSC) (41). En un estudio realizado en
carne cruda el empleo de CTT mostré clara ventaja sobre el ~-

CSC en 1la raecuperacidn de Salmonella en 4 variedades de carne
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cruda, tanto a 35° como & 43°C (18). En el ceviche de peacado
2lmtcenado a 10° y 20°¢ resultd mds productivo el CSC que el-
CIT. En cambio en chorizos y longanizas el CSC no exhibierdn-—
diferencias significativas en su produétividad (10). Bstudios

"realizados en requesdn y queso fresco no pasteurizado revelan

un gran porcentaje de falsos negativos a Salmonella 2 travég-
de CSC (12, 41). Hobbs como otros autores aboga por el uso de
los dos caldos de enriquecimiento (CTT y CSC) pera as{ obte--
ner un ndmero meyor de a2islumientos a Salmonella en muestras—

de alimentos (24).

En el aflo de 1982 en la revist: Applied se publicé =
un articulo en el cual se daba & conocer uan nuevo medio selec

tivo y diferencial pura la identificacidn de Vibrio parahaemo

lyticus. Dicho medio se basa en la inclusidén de ingredientes-
selectivos como sales biliares #3 (SB #3), cloruro de trife—-
niltetrazolium (TTC), el cual mostrd una productividad igual-
o mayor al medio tradicional de Tiosulfato Citrato Bilis Sach
rosa (TCB3), (25). Segun la formulacién descrita en la tabla
5, la composicidén del medio SB #3 es menos compleja que 1la ==
del agar TCBS. |

Al incluir estos dos medios diferenciales én el
presente trabajo, obaervamos (Tabla 6) que 5 de les muestrase
positivas se recupereron simultdneamente por ambos medios ——-
(SB #3 y TCBS), 8 hallazgos (40%) se recupersron exclusiva-
mente en el agar SB #3 y 7 (35%) unicamente se manifestaron—

en cl agar TCBS.

Esta experiencia hace ver la importancia de in--
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cluir en la prdctica para la identificacién del Vibrio para-
haemolyticus el medio propuesto por Kourany (25) que junto -
con el tradicional TCBS que recomiendan manuales como Speck-

(29) disminuyen el riesgo de obtener falsos negativos,

Es poeible que la diversificacién en la metodologia
aplicada para la investigacién del Vibrio parshaemolyticus -

en pescado, ostién y camardén crudes explique el elevado fndi
ce de positivos gque contrastan con los que se registren en -

la literatura tanto nacional como extranjera.

En la tuabla 7 se observa una marcada influencia en

1a positividad a Vibrio parahaemolyticus segdn la €poca del=-

afio. En la época calurosa (Abril a Septiembre) se obtuvd el-
77.0% de positivos mientras que en la época.fria (Noviembre~
2 Pebrero) solo el 23.0%. Estudios realizados en Estados Uni
dos y costas del Japdén muestran una relacién directa entre -

la variecidn estacional y la incidencia de Vibrio parzhaemo-

lyticus, tanto en alimentos marinos como en aguas con bajo y

alto contenido orgdnice.

En la tabla 8 se registran los valores de bacte——
rias mesof{licae aerobias (B. M. A.), rH y nitrégene voldtil
totel (NVT), donde se muestra que las muestras de pescado ——
fueron las que contenian cargas microbianas mds altas, con =
una media de 4.9x107

6.0!105 y 5.61103

» le sigue en cemardn con una media de -

en el ostidn.

En cuanto a los valoreas de pHd encontramos que =~
1a medi® fué de 6.38, 7.88 y 6.44 para pescado, oamarén y -

ostidn respectivamente, En ln literatura se menciona que la-
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mayoria de las bacteriss desarrollan en lfmitos de pH muy =
préximos a los mencionados. Silleker 1le atribuye un pH de ~
alrededer de 6-9 8l pescado fresco (35). Los 1limites de pH--
sefialados pare el desarrollo'de Vibrio parshsemolyticus van-
de 7.4 a 5.6 (L1).

Pardmetros de frescura microbiznos comoc es la--
determinacidén de nitrdgeno voldtil total (NVT) se hun suge——
rido come un medic exploraterioc del grado de frescura en al-

gun#s especies de pescudo (11).

lannelongue y col, reportaron los siguientes--
vulores de NVT/100 gr. de tejido de pescedo de diferentes —-
grdados de frescura: menos de 12 mg, en pescado fresco recién
capturado, de 12 2 20 mg, ligeraments descompuesto y de bue=
na calidad, de 20 a 25 mg. adn comestible, mds de 25 mg., des

compueste, no comestible (26).

Si tomamos en cuenta las éifras anteriores, -
valores como el 33,63 mg. de NVT en las muestras de pescudo-
analizadez en el presente trabajo, serdn imputables a un pro
ducto descompuesto, sin embargo eastos pescados se encontra—-.
ban en el comercio con una frescura apzrente desde el punto-
de vista sensorial, basdndonos en el criterio universal para
determinar la frescura sensorial: olor fresco a algas mari--
nas, & mariscos sin olor o neutro, piel brillante, lustrosa,

iridiscente y opalescente, no blanquecina, agallas rojas a--
rosas, brillantes, mucosas, substancias extermas viscosag,—-

transparentes o acuosas, ojos convexos ¥y brillantes.
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En algunos estudios se seflala el papel tan impor-
tante que juega la flora asociada, como un factor que suele
interferir de manera significativu en la manifestacién de -
patégenos incluso a truv€s de medios selectivos. Segdn se -
ilustra en la tabla 9 tanto las mueatras positivas como las
negativas a2l patdgeno contenian indistintamente cargis de -

7 5 3

bacterias mesofflicas aerobias (B, M. A.), de 10', 107, 10

en pescado, ostién y camardn.

Mediante la informacidn adquirida en el presente-

trabajo, podemos afirmar que aislar el Vibrio parahsemoly-=

ticus de alimentos marinos ( el veéhfculo mds comin ) no re-
sulta dificil, eiempre y cuando se incluya la metodologia .
adecuada para ese propdsito., Dada la limitacidn que tiene -
la prueba de Kanagawa para decidir la patégenicidad de las-
cepas aisladas de mariscos, se hace necesario el apoyo de—-
pruebas serolégicas que permitan coafirmar de manera defini
tiva la identidad del microorganismo. 2 larga lista de «~w-
. pruebas utilizades en el presente trubijo para la identifi-

cacidn del Vibrio paruhaemolyticus nos ofrece un amplio mar

gén de aproximacidn a 12 identidad del patégeno.

El conocimiento de 1la incidencia de patdgenos en-
alimentos es fundamental para el establecimiento de estrute
gias que conduzcan al control epidemioldgico de las enferme

.dades a que dan lugar.
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ESQUENMAS Y TABIAS



ESQUEMA 1,

Incidencia de Vibrie paraﬁaemdlyticus

22,2 g 'muesﬁii"a'
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BESQUEMA 2.
Recuento de Bacterias Mesoffilicas Aerobias (BHMA),

10 gr de muestra + 90 ml de diluyente

Licuar 90 seg.

| 1:10

9 9| '
t 1l ml 1l ml 1 m} 1l ml
2 3 4 5

6
1:100 1:1000 1:10 000 1:00 000 1:1000 000

1 ml + 15 de cg* i | l |
OO O
| B

48 hrs/20%

* Cuenta Estandar,

Contar colonias
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ESQUEMA 3

Determinacidn de litrégene Veldtil Total.

5 gr. de muestra + 10 ml. de &c. tricloredcetice

macerar ) filtrar
‘ Centrifugar.,

2500 rpm/15 minutos,

2.5 ml, de K,CO

1 ml. de agente : 2
(Ageate sellfdor)

atrapante.

1l ml. de muestra, 1l ml. de agente

reacocionante,

Repesar 2 hrs, N83P04K0H.

titular H,50, (0.024N).
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ESQUEMA 4

pH
5 gr. de muestra + 10 ml. de Hzo herviga.

mecerar

!

Tomar lectura

eportar
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AGAR SALES

Tal cual

BILIARES #3

Colonias caracteristicas

AGAR TIOSULPATO CITRATQ BILIS SACAROSA

Tal cuzal

Colonias caructeristicas
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TABLA 1.

CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION

DE Vibrio parahzemolyticus.

Movilided al microsco
Becilos cortos incurv
Gram

Desarrollo en Gf sin
Desarrollo en CT con
Desarrollo en CT con
Desarrollo en CT con
Movilidad SIM-sel

HZS SIE- sal
Indol SIK-sal
Voges Proskeuer
Gelatinasa -
Lisina descarboxilesz
Citocromo oxidass
o/F ++

Manitol

Sacarose

Lactosg

Gas de glucosa

+ Caldo Tripticaesa

++ Oxidecidn Permenta

plo

ados

NeCl

3% NaCl

8% NaCl

10% NaCl

P 4
cl10n

50

positivd
positivo.
negativo -
negativo
positivo
positivo
negativo
positivo
negativo
positivo
negativo
positivo
positivo
positivo
fermentativo
positivo
negativo
negativo

negativo



TABLA 2,

PRUEBAS DE TLABORATORIO

DETERMINACION

Bacterias mesoff1i

cas aerobias,
Nitrdgeno Vo1dtil-
Total

pH

Morfologia

microscépica,

+ - )
Cuenta Estundar.

TECNICA INCUBACION

Vaciado en 48 hrs,

placa (CE)JF
Microdifu- 24 hrs,
8ifn de -

Conway,

Potenciomé

trico.

Tincidn al gram:

Bacilo gram negativo recto

TEMPERATURA

20

ambiente

o ligera

mente curvo, mévil, con un flogelo-

polar, de 1 a 3 micras de ldhgitud-
por 0.4 a 0.6 de didmetro.
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TABLA

3.

Incidencia de Vibrio parahsemolyticus

en pescado, o08tidn y camardn crudos.

PRODUCTO No. MUESTRA | No. DE (+) PORCENTAJE
Pescado 14 10 71.4 %
Ostién 25 10 44.0 %
Camardn 18 5 27.6 %
Global 57 25 45.6 %
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TABLA 4.

Recuperacidn de Vibrio parahaemolyticus

en pescado, ostidn y camarén crudos se-
gin técnice de sislamiento.

Enriquecimiento : + + - -
Siembra directa ' + - + -
Pescado 1l T 2 4
Ostidn 0 5 5 15
Camardn 0 3 -2 13
Global 1 15 9 32
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AGAR SALES BILIARES #3

(sB #3).

Agar soye tripticasa 40
Cloruro de sodio 25
Sacarosa 20
Sales biliares #3 0.5
¢ 81 1% 3
Agua destilada - . 1000
pH = 7.1

TABLA

5

COMPOSICION Y COMPARACION DE IOS DOS
MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS.

AGAR TIOSULFATO CITRATQO BILIS

SACAROSA (TCBS).

Extracto de levadura 5
Peptona de carne

Peptona de casefina 5
Sacuarosa 20
Tiosulfato de sodio 10
Citrato de sodio 2H,0 10

Colato de sodio

0xgall

Cloruro de sodio " 10

Citrato férrico:. 1
" Azul de bromotimol 0.04

Azul de timol 0.04

Agar bacteriolégico 15

Agua destilada 1000
"pH = 8.6
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TABLA 6.

Pogitividad a Vibrio parahzemolyticus

en pescado, ostidn y camardén segin --

medio selectivo en placa.

Medio selectivo Positividad
TCBS - o+ =
) SB #3 + + - =
Pescado 2 5 3 4
0atidén ' 3 2 3 5
Camardn 01 1 4
Totel 5 8 7T 13

TCBS = Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa,
SB #3 = Agar Sales Biliares #3,
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TABLA T,

Positividad de Vibrie parahaemolyticus

segmin €poca frfa y calurosa del aflo.

Epoca del afio:
Friz calurosa
Huestras
analizadas 24 33
Positivos 6 20

Epoca fria de Noviembre a Pebrero.

Epoca calurosa de Abril a Septiemdre,
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TABLA 8,

Bacterias Mesof{flicas Aerobias, pH y Nitré-

geno Veldtil Tetal en 57 muestras de pesca~-

do, ostién y camarén crudos.

BMA pH NVT
PRODUCTO X X X
Peacado 4.9x107 6.38 33.63
Ostién ' 5.6x10° 6.46 -
Camarén 6.0x10 7.88 43.93
Global 1.2x10° 6.53 37.76

BMA = Bacterius mesofflicus aerobias
NVT = Nitrégeno voldtil total
X = mediu aritmdtica.

no realizado
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TABLA 9.

Bacterins mesof{licas amerobias segin

presencia de Vibrio parahaemolyticus

en pescado, o0stidn y camardn crudos.

B A
' !

positivo negativo

PRODUCTO a V, p. a V. p.
7 7

Fescado 4.8x10 2.6x%x10
. 3 - 3
0stidn 6.9x10 5.5x 10
' . 5 5

Camardn 1.6x%10 6.3x10
) 5 5

Global 1.2x10 1.2x10

BMA = Bacterias mesofflicas neérobias

V.p.= Vibrio parahaemolyticus
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RESUMEN.,

En algunos paises la gastroenteritis causada ~—=

por Vibrio parchaemolyticus alcanza un nivel superior al -

50% entre los agentes etioldgicos transmitidos por alimen-—
tos. Consideramos conveniente estudiar le incidencie de eg
te bacteria en e«limentos de origen marino {el venfculo més
comin) y valorar algunas técnicas de andlisis que permitan
un diagndstico confiable ante brotes del padecimiento. Se-
colectaron en tres centros de distribucién 57 muestras de-
ostiones, pescado y camardn crudos en los que se determind
su contenido en bacterias mesofflicas aerobius (BMA), Vi--
brio parahaemolyticus y pH. En los dltimos ademds el nitr$
geno voldtil totul (NVT). Las BMA se contaron por la técni

ca de vaciado en pleca (20o por 43 hre.) el pH con poten—-
cidmetro y el NVT con la técnica de Conway, El patdgeno se
investigd por enriquecimiento en Caldo Glucosa Sal ILAauril-
(2GSL) y aislamiento en egar Tiosulfato Citrato Bilis Saca
rosa(TCB3) y agar Sales Biliares #3 (53 #3) y con siembru-
directa en ambos medios s8lidos. En uno y otro caso, fuew—
ron examinadoe 20 gramos de muestra. El Vibrio se identifi
¢é con las siguientes pruebus: morfologf{a microscépica y -
colonial, movilidad, desarrollo en 0, 3, 8 y 10% de cloru- -

ro de sodio (NaCl), produccidn de indol, H.S, lisindescar—

2
boxilase, citocromo oxidasa y gelatinasa, prueba de Voges-—
Proskauer y Hugh Leifson y fermentacién de glucosa, mani--—

tol, lactosa y sacarosa., La positividad global a Vibrio ~--
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parahaemolyticus fué de 45.6%, con 71.4 para pescado y 27.6
el cemzrdn. Solo unz muestra resultd pbsitiva por enriqueci
miento y por siembra directa; las 24 restantes lo fueron --
por una u otra técnica. No se observé diferencia en las me—
dianas del contenicdo de WVT y pH segdn positividad. Ias me-
disnes regspectivac de BMA en ostiones, pescado y camardn --

4 7

fusron 1.4x1C7, 2x10" ¥ 2.9x106, gensiblemento iguales entre

les muestras negatives y positivas.
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CONCLUOGCIONES.

l.- Ia incidencia global & Vibrio parahaemolyticu# em pes

31-

4.~ Niveles de flora asociada de 10

5."

cado, ostién y camarén crudos fue del 45.6%.

El enriquecimiento en Caldo Glucosa Sal Lauril (CGSL)

permitié un 62% de positivos contra solo 38% a través

de la siembra directs en placas de agar Sales Biliaw=

res #3 (SB #3) y agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacaro -
sa (TCBS). '

Le inclusién de agar Sales Biliares #3 (SB #3) en la-
investigacién de Vibrio parahaemolyticus incrementé -
la positividad en un 40%.

3 7

3. . .
& 10’ no interfirie-

rén en la recuperacén del patégeno.

El conocimiento de 1a incidencia de patégenos en ali-_'
mentos es fundamental para el establecimientce de es«i=
trategias que conduzcan 8l control epidemiolégico de-

las enfermedades a que dan lugar.’
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1l.,- BEn la pdgina 37 es agente 1liberador y no
sellador,

2.~ Bn la pigina 51 Tabla No. 2 la incubacidn
es de 2 horas y no de 24 hrs.

3.~ En las pdginas 57,58 se omitfo (UFC) Unida-
des Formadoras de Colonias,




