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INTRODUCCION 1 
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-------------- -

I N T R O D U C C I O N. 

En México, la gastroenteritis y otras enfermedades di~ 

rreícas constituyen la segunda causa de mortalidad y morbili­

dad, se~in el boletín Mensual de epidemiología del Sistema N~ 

ciona.l de Salud {22). La causa primaria en la mayoría de loe­

casos_ son microorganismos de aoiento intestinal que llegan a­

las víctimas por la v!a oral. 

Loe habltos alimenticios suelen ser un factor decisivo 

en Ht incidencia de las enfermedades asocittdae al consumo de­

alimentos. Por tal razón en Estados Unidos durante el periodo 

de 1970 a 1978, aproximadamente el 11~ de las enfermedades v~ 

hÍculizadas por alimentos fuerón ocasionadas por peces, molu~ 

cos y crustJceoe marinos {6). 

Desde tiempo atrJs el consumo de productos marinos ha­

tenido repercusiones en el renglÓn de la Salud PÚblica por -­

considerarse vehÍculos potenciales de infecciones humanas e -

intoxicaciones (4, 33). 

Los agentes causantes de enfermedades vehículizadas 

por pescados y mariscos se dividen en 3 grupos segÚn la fuen­

te primaria del agente etiolÓgico: 

a) Agentes naturalmente presentes en habitats acuáticos c2 

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

b) Agentes provenientes de desag(ie que contaminan los habi 

tats acuáticos. Entre ellos se encuent~an algunas ente­

robacterias como: Salmonella sp. y ciertos virus entér! 

cos. 
e) Agentes provenientes de ~a piel y manos de los trabaja-
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dores, equipos o del medio ambiente, por ejemplos Staphyloco­

ccus aureus, Shigella y Salmonella. 

Rl conocimiento que oe tiene sobre la incidencia de ·;•r'. 

microorganismos enteropat~genoe en loa productee que se ofre­

cen a la venta al pdblico es incompleto. 

Algunos pat&genoe como la Salmonella han sido amplia-­

mente estudiados, en cambio de otros como Vibrio parahaemolY­

~ ee aabe muy poco. 

Estudioa realizados en alimentos adquiridos en la Ciu­

dad de Guadalajara revelan una incidencia de Salmonella del -

62% en empacadoras de carne (3). 32~6% en Jamón adquirido de­

tiendas al menudeo (17). Un 33.7% en requesones adquiridos de 

mercados pdblicos (13). En aguas frescas y licuados cQn leche 

adquiridos de la v!a pÚblica, el 13.2% y 12.7% respectivamen­

te (15). Estudios en objetos innanimados mostruro~ el 30.9%­

de positivos en trapos de limpieza adquiridos en comer,,c.ios de 

alimentos fijos y. ambulantes (14). En trapos adquiridos de C,2 

cinas de hospitales la poeitividad fu& del 70% (42). Bl 78% • 

de positividad en carnes crudas obtenidas en carniceriae y P.2 

ller!as (18). En aguas superficiales, aguas de arroyos, lagos 

y manantiales, se encontr6 un 80.0, 38.1 y 14.3% respectiva._. 

mente, en aguas de desecho el porcentaje fu~ de 94 y en f~en-

.tes de ornato ubicadas en plazas pÚblicas se report6 un 20%-

Ú9h 
Bacterias pat~genas como Vibrio parahaemolyticus han -

sido plenamente identificadas como agentes etiol6gicos de ga! 

troenteritia. 

En Jap6n en 103 pasados 25 aaoa dicho microorganismo -
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ha sido causa de un gran ndmero de brote~ de gastroenteritis 

agÚdn ( 2}. 

En un principio se creía. c::onf'inndo a este pa.!e Y­

al lejano oriento, debido a sus habitos alimenticios. Poste­

riormente ha podido ser aislado en otros países en distintas 

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

En Tokio desde 1963 a 1973 en un brote por ali-­

mentos contaminados de 4,426 heces de enfermos se aisl6 el -

patógeno en 6C6. por otra parte 88% fueron Kanngana positiva. 

En contraste, solo el 2.3?' de lae 814 oepaa aisladas del al,! 

mento incriminado fueron hemolíticas. 

En. 1973, eucedi~ un ataque por alimentos contamt~ 

nados por Vibrio parahaemolyticuo el cual ocurri6 abordo de .... 

un trayecto a'reo internacional de Bangkok a Londres, el ali­

mento implicado fu6 carne 4e cangrejo cruda y curtida (39). 

Un estudio réalizado en cangrejos obtenidos de-­

la bahÍa de Galvest6n Texas mostraron un 23% de prevalencia -

de Vibrio Earahaemolyticus, Vibrio vulnificu3 7~ y Vibrio ~ 

lerae 2~. La incidencia de Vibrio parahaemolyt~ y Vibrio -

YUlnificus fu~ relativamente incrementada durante la primave­

ra (8). 

En agosto de 1971, ocurrieron 3 brotes por eep~ado 

en Maryland por alimentos contaminados, involucraron alrede­

dor de 425 personas enfermas (57~) de 745 en riesgo. En cada­

brote loe oangrejoa y carne de cangrejo al vapor fUer6n el --



vehÍculo sospechoao tranomieor de la enfermedad~ Bl Vibrio ---

2arahaemolyt1cus se aisl6 tanto del cangrejo como de las heces 

de algunas personas enfermas en cada brote (7). 

De octubre de 1979 a junio de 1980. en Island Long-­

se analizarón un total de 36 muestras de osti6n, de las cuales 

12 (33 ~} se establec16 que contentan Vibrio parahaemolyttous­

oon lÍmites del ndmero m4s probable (NMP) de 3.6, 23 cel/gr. -

(40). 

En un eetud16 realizado en un estuario ubicado en -­

East Schelde con moluscos holandeses, 3 de 79 muestras analia~ 

das (3.8%) fuer6n positivas a Vibrio 2H.rahaem.olyticua (5). 

Estudios en las costas dol Jap~n y Ested~s Unidos -

muestran una relaci&n directa entre la variac16n estacional y­

la inci_dencia de Vibrio parahaemo1.yticus en alimentos conta.mi­

nados. As! mismo se ha aislado de aguas con bajo 7 alto conte­

nido orgt(nico, de sedimento, planct&n, pescados y mariscos (~!a. 

27). 

Bn la literatura se reportan un gran n~mero de bro­

tes de enfermedades en peces marinos asociadas a diversas esp~ 

cies de vibrio (44). 

El Vibrio parahaemolyticua ha sido sefla.lado como­

un g~rmen causante de gastroenteri tia agÚd!!i. eD. el hombre. Su­

papel pat&geno ha sido demostrado en varias partes del mundo 7 

su presencia sin referencias de enfermedad humana, ha sido se­

flalada en paises como Panama y Pe~. 



Miranda-Ramírez del Perú obtuvierón tan solo el l% 

de positividad en lOO muestras de pescado fresco adquirido 

en playas limeña~; no obstante en la provincia de Trujillo 

Perú se obtuvo un 75.,'4:' de positividad a partir de 84 mues­

tras {3). 

En 1989 se report& un brote de gastroenteritis en 

LUisiana asociado al consumo de alimentos marinos crudos y -

cocinados. El Vibrio parahaemolyticua fu~ el patógeno mds e~ 

munmente asociado con los caeos de diarrea (43). 

En M'xico se han llevado a cabo algunos estudios, 

Puebla es el Estado que mayor número de datoB de incidencia­

a aportado a la literatura, algunos de estos revelan: 

1.- El 8.66f. en ali:nentos de origen marino (34). 

2.- 6.0 y 0.25% en mariscos crudos y heces de manipul! 

dores de alimentos respectivamente (20, 22, 23}. 

3.- En moluscos, peacados y cruet~ceos ee encontró una 

incidencia de Vibrio parah&~.emolV:icu~~ de 16.4, 5.9 

y 9.6% respectivamente (20). 

Estudios realizados en Aoapulco muestran una inci--" 

dencia del 5% en ostiones (20) y 0.72% en manipuladores de -

alimentos (32). 

Considerando la demanda de loe peocados y mariscos 

en la Ciudad de Guadalajara y,los riesgos de contaminaci&n­

que implica el mal manejo d~l cual son objeto durante su co­

mercializaci6n, se llev6 a cabo un estudio en el Laboratorio 

de Microoiolog!a Sanitaria de la Facultad de Ciencias Qu:Ími-:. 

cas de la Universidad de Guada.lajara, teniendo como objeti·;;;.;-. .. 

voe: 
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.. 
. . ... 

O B J E T I V O S s 

1.- Determinar la incidencia de Vibrio parahne­

molyticua en pescado, oeti&n y camar6n cru­

dos (el vehÍculo m~s comW\). 

2.- Valorar algunas t~~ioaa de an~lieia que -­

permitan. un diagn~stico confiable ante bro­

tes del padecimiento. 
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G E N E R A L I D A D E S • 

En la vigilancia y control de las gastroenteri tie -·' 

es indispensable disponer de informaci6n exhaustiva de lae 

fuentes y mecanismoe de .contaminaci6n de microorganismos a 

loa alimentos, de los reservorioa animales ~ innanimadoa, la 

distribuci6n del padecimiento en el espacio y en el tiempo y 

otrae cuestiones de similar importancia (42). 

Las causas que con mayor frecuencia contribuyen a -

la apar1c16n de brotes y casos en la población, incluyen el­

consu.tno de productos del mar crudos o ineuflci~ntemeute coc!, 

dos, unn defectuosa o falta total de refrigeraci6n que favo­

rece la multiplicaci6n del microorganismo y el manejo inade­

cuado de los alimentos en las cocinas que propician la cont~ 

minaci~n cruzada de loe ali~entoe crudos a los cocinedoe (11). 

El conocimiento de las diferentes bacterias y sus C! 
racter:!sticas son de gran importancia en el perfeccionamien-·· 

to de los m~todos de manejo y preservaci6n en·el pescado y­

sus productos (36). La flora microbiana del pescado y los m! 

todos de manejo de los miemos, determinan su vida de anaquel, 

sobre todo cuando se distribuyen frescos (9). 

Numerosos métodos químicos han sido propuestos como­

un apoyo para estimar el grado de frescura en pescado, entre 

ellos se incluye la cuantificaci6n de'nitr6gono volttil to-­

tal (NVT) producto de la descompoaici&n bacteriana y de las­

enzimas naturales de· los tejidos que puede ser utilizada pa•·'· 
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ra determinar el grado de fres~ura en el pescado, siendo im-­

portante el conocer la temperatura bajo la cual el producto-­

ha sido almacenado, con la fin~lidad de poder trazar el Índi­

ce de descomposici6n y su potencial de preservaci&~ (38). 

La determinaci6n del pH de los alimentos constituye 

en consecuencia una prueba de apreciable valor para determin! 

dos propÓsitos. Los métodos m~s utili~ados hacen uso del pa-­

pel indicador y el potenci&metro. 

El pH ha sido mencionado como un indicador del gr! 
do de frescura que puedan tener ciertos aliment~s. 

Valorea reportados paraa 

Pescado recién muerto 5.5 6.5 

Ostiones 5.9 6.6 

Ca~rones 6.9 8.2 (U). 

El recuento de colonias bacterianas en medios de -

eultivo con un adecuado soporte nutricional y libres de agen­

tes inhibidores es ampliamente utilizado con diversos propósi 

tos en el an~lisis de alimentos perecederos o no, agua, equi­

po y otros productos. 

Cuando se pretende contar el m~ximo de microorgani~ 

moa y la incubaci6n se ha realizado entre los 20 y los 37°C -

se les designa como cuenta de bacterias mesofílicas aerobias. 

La variedad de microorganismos que conforman el grupo es muy­

heterogéneo. El significado de su presencia en los alimentos­

y otros sustratos es el siguiente: 

a) Como indicador de la posible presencia de gérmenea­

pat6genos. 
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b) Como indicador del valor comercial de un alimento. 

o) Como indicador de las condiciones higi~nicas con 

que a sido manejado un producto. 

d) Como indicador de la idoneidad de un ingrediente ~ 

crudo que se va a incorporar a un alimento. 

e) Para seguir la eficiencia de un proceso germicida o­

de preservación. 

f) Para predecir la vida de anaquel de un alimento (11). 

Dado el car~cter perecedero tan marcado que exhibe -.:· 

el pescado y demás alimentos me.rinoa, el renglón de la con­

servación, merece especi~l atención tanto en lo que respecta 

a la tecnología como a loa métodos de preservación utiliza-­

dos (9). 

Son tres los grupos de microorganismos que llenan -

el campo de acción de la microbilogía sanitaria en el con--­

trol higiénico de los alimentos. 

1.- Aquellos que afectan las c«racter!sticas organol&pti­

cao de loa productos, con los cuales se estudiaran -­

las causas que loa desencadenan y los medios para eV! 

turloa y controlarlos. 

2.- El grupo de pat6genos, en donde interesa el papel e -

importancia del vehículo de transm1ci6n ( agua o ali­

mento) que determina la aparición de casos en una po­

blaci6n. 

3.- Microorganismos llamados indicadores, loe cuales se • 

agrupnn al m~rgen de las líneas taxon6micaa en f•An--~ 

ción de ciertas caracter!eticaa morfol6gicas, fiaioló 

gicus y ecol6gicas a través de las cuales adquieren -

significado co~o indicadores de fuentes de contamina­

ción indeseables o de malas prácticas de trabajo du--
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rante el manejo de agua y alimento (11). 

La familia vibrionaceae estd formada de un grupo de mi­

croor~nismos relacionados, se caracterizan por ser ~cilos -­

gram negativos, la mayoría móviles con 1 o 3 flagelos polares, 

aerobios o anaerobios facultativos, aunque la mayoría de los 

miembros de ésta familia son saprÓfitos que se encuentran en 

el agua, algunos son parásitos o patógenos del hombre y de los 

animales. Gran número son halofÍlicos, algunos luminiscentes y 

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

Vibrio parahaemolyticus recientemente ha sido incorpor! 

do a la lista de microorganismos plenamente identificados como 

patógenos. Fué descubierto y aislado por Fujino y col. en 1950 

y reportado un año después. 

Vibrio parahaemolyticus es una de las 20 especies del -

género vibrio, es un bácilo halof!lico estricto, gram negativo, 

recto o ligeramente curvo de 1 a 3 micras de longitud por 0.4-

a 0.6 micras de di!Ímetro, no esporulados y no capsulado, t!.pi­

camente m6vil con un solo flagelo polar (11, 22). 

La temperatura Óptima para el desarrollo de Vibrio ea -
~emol,y:ti~ es de 35 - 37°0. El cr~cimiento se detiene por-

o . . 
encima. de 44 a. Es inhibido a pH entre 4.5 y 5, el pH recomen-

dado para su aislamiento oacila entre 7.4 y 8.6. 

Generalmente se reconoce un 3~ de cloruro de sodio --­

(NaOl) como la concentración Óptima y es incluso ltl utilizada­

en los medios de cultivo para su aislamiento en el laboratorio. 

No obstante pueda crecer desde el 1~' hasta el 8% pero no con -

O% de NaOl (11, 22). 
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Vibrio parahaemolyticua fermenta con producci6n de 

~cido la glucosa, trehaloea, fructoe~, maltosa, manitol, hi~ · 

droliza el almidón, es catalasa positiva, produce indol, re­

duce los nitratos, licua lR gelatina, peptoniza la leche, -­

descerboxila la lisina, es citrato positiva en medio de Sim­

mons, reacción de oxidasa positiva, oxida a la glucosa en -­

anaerobiosis, da positiva la reacci6n de fosfatasa y es rojo 

de metilo positiva y Voges Proskauer negativa. 

Di h i i b i a 5°c 1 e o m croorgan amo so rev ve por argos P! 

riodos sobre la superficie del pescado y en ostiones a 4°0 -

puede sobrevivir hasta tres sema~a.e sin cambios importantes­

en su número. Por otra parte diverfloe autores reportan que -

el gérmen se inactiva a temperaturas de ref~geración y con­

gelación. Las temperaturas moderadamente elevadas ejercen un 

efecto letal sobre ~l. La ebullición lo inactiva ~pidamente 

( 11). 

Vibrio parahaemolyticua fu~ conocido en Japón como~ 

patógeno transmitido por alimentos, 15 a~oa antes de que lo­

fuera en Estados Unidos. En Jap6n este microor~nismo es el­

agente causal de casi la mitad de los caeos de intoxicación­

alimentaria bacteriana (31). 

Los pescados, moluscos y camarones crudos son los -

alimentos m~s frecu~ntemente implicados en la presentaci6n .. , 

de vibriosis (30). 

En los casos en que la enfermedad ea producida por­

la ingeati&n de alimentos no procedentes del mar, es posi 

ble que halla tenido lugar una contaminación a partir de-
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portadores humanos o de a~a marina (11). 

La infecci&n hQ~ana por Vibrio parahaemolyticus conai~ 

te en una gastroenteritis caracterizada por diarrea que puede 

~er moderadamente o de tipo coleriforme y ocasionalmente di­

senteriforme, con sangre y moco en las heces, suele presenta~ 

se n~usea y vómito, con frecuencia hay fiebre moderada y c~f~ 

lea, ml!s constantemente ea el dolor en el epigastrio semejan-·· 

te, aunque m~a intenso al ae la salmoneloeie. El período de 

incubación varía de 12 a 20 hra., con limitación de 2 a 48, 

lo que probablemente depende del tamaffo de la dosis infectan~~ 

te, la acidez ael estomago y la naturaleza del alimento. Se ~ 

requ.iere alrededor de 106 - 109 células viables para dar lugar 

a una respuesta clinica. 

La tasa de ataque suele ser alta (30- 6~), pero 

la letalidad reducida y l:!mitada a individuos especialmente -

susceptibles, tll.les como ancianos o adultos debilitados (11). 
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H I P O T E S I S • 

1.- Loa pescados, ostiones y camaronea crudos 

que se expenden en comercios de la Ciudad 

de Guadalajara se encuentr~ contaminados 

con Vibrio par~haemolyticus. 

2.- El caldo de enriquecimiento Caldo Glucosa 

Sal Lauril (CGSL) presenta una mayor pro­

ductividad que la siembra directa en pla­

cas de agar Tiosulfato Citrato Bilis Sac! 

rosa (TCBS) y Sales Biliares # 3 (SB #3}­
en la recuperación del Vibrio parahaemo-­

lyticus. 
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MATERIAL Y METODOS 



MATERIAL Y METODOS. 

Abatelenguae est~rileo. 

Algod6n 

Asas de nicromo 

Auto-clave. 

Bal~:~.nzo. analítica 

Balanza granataria 

Baño maría 

Bolsas de polietileno 

Cajas de Conway 

Cajas de petri est~riles de 100 X 15 mm. 

Cajeteros 

Centrifuga 

Cubre objetos 

Cuchillos est~rileo 

Cuenta colonias Quebec 

Embudos 

Frascos botella con tapón de gasa est&riles 

Frascos botella con tapón de rosca estrriles 

Frascos gerber est6riles 

Gradillas 

Incubadora a 35 -37° 
Incubadora a 20° 

Mecheros bunaen 

Mecheros fishE'r 

~icroscopio 

Morteros de porcelana 

Papel filtro 

14 



Pipetas est~riles de 1, 2, 5, 5 lO ml. 

Pipeta volum~trica de 1 ml. 

1ipeteroa 

Porta objetos 

Portapipeteros 

Potenci6metro conductronio 

Refrigerador 

Term6metros 

Tubos de ensayo con tap6n de rosca de 13xl00 mm. 
Tubos de ensayo con tap&n de 

Vasos de licuadora est4rilee 

Varillas de vidrio. 
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MEDIOS DE CULTIVO. 

Agar almidÓn 3% aal 

Ag<Lr ci tre. to de Simmoms 3% sal 

Agar cuenta e~tandar 

Agar de hierro y lisina 3% sal 

Agar de hierro y triple azúcar 3% eal 

Aear sales biliares #3 
Agur soya tripticlise:!na 3% eal 

Aga.r tioaulfato citrato bilis sacarosa 

Caldo gluco3a sal la.uril 

Cnldo lactosado 

Caldo ni.trito 3% sal 

Caldo manitol 3% sal 

Caldo malonato 3% sal 

Caldo l'liR-VP 3% a al 

Caldo tripticuaa 

Caldo tripticusa 3% sal 

Caldo tripticf:1sa 8% aa.l 

Cald•J tripticasa lO% sal 

Caldo-verde brillante bilis 2'/> 
Gelatin~ nutritiva 3% sal 

Medio de Hugh-Leifson 3% sal· 

Medio de micro-assay 3% sal 

Medio de SIM 3% sal 

Peptona de gelatina al 0.1% como diluyente 
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(Alm. 3%) • 

(es 3%). 

(CE) • 

( LIA 3~,). 

(TSI 3%). 
(SBl #3). 

(AST 3%). 
( TCBS). 

( CGSL). 

( CL}. 

(c. Ni t. 3%). 

(c. Man. 3%). 

(c. Mal. 3%). 
(MR-VP 3%). 

(CT O%). 

( CT 3%). 

(CT 8~{). 

( CT lO%). 

( C'VBB 2%). 

( GN 3~) •. 

( 0/J! 3%). 

(M-A 3%) •. 

(SIM 3%). 

(Dil.). 



REAG.TIVOS. 

Acido tricloroacético 7~. 

Soluci6n saturada de carbonato de potasio ~O~ (K2co
3
). Age~ 

.te sellador. 

Soluc16n saturada de ortofosfato de sodio potasa (Na2Po4KOH). 

Agente liberader. 

Acido b6rico a~ 3~ 

Acido sulfúrico o.024N (H2so4). 

Indicador de Oonway. 

pa~a-dimetil anilina (C8H14cl2N2). 

Alfa-naftol. 

Hidroxido de potasio (KOH). 

Reactivo de kovac. 

Cloruro de trifeniltetrazolium (TTC). 

Cristal violeta. 

Lugol. 

Alcohol. 

safranina. 

COLORANTES. 
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO. 

AGAR ALMIDON (Agar nutritivo sal + almid6n). 

:Fórmula: 

Extracto de carne---------

?eptona-----------------------

Cloruro de sodio--------------

Agar---------~---------------~ 

Almidón----------------------• 

Agua destilada----------------

3.0 

5.0 

.30.0 

15.0 

50.0 

1000.0 

gr. 

gr • 

gr. 

gr. 

gr. 

Disolver loa ingredientes en el agua agitando y calen­

tando hnsta ebullición. Ajustar el pH a 7.0 aproximadamente. -

Agregar el al~rldón previamente disuelto. Distribuir en frasco­

botella y est~rilizar a 121° durante 15 minutos. 

AGAR CITRATO DE SIMMONS. 

Fórmula: 

Fosfato dihidrogenado de amonio- l. O gr. 

Fo3ft1.tO dipotlisico------------- 5.0 gr. 

Cloruro de sodio------------------ 5.0 gr. 

Citrato de sodio------------------ 2.0 gr. 

Súlfato de magnesio--------------- 0.20 gr. 

Agar------~---------------------- 15.0 gr. 

Azúl de bromotimol--------.·----- o.oa gr. 

Agua destilada-------------------- 1000.0 ml. 

Disolver loe ingredientes en el agQa. Dejar remojar du­

rante 5 a 10 minutos. Calentar suavemente, agitando frecuente-­

mente hasta que ~1 medio hierva durante un ;ninuto. De ser nece-
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sario ajustar el pH a 6.9. Distribuir en tubos y esteriliza~ 

a 121° durante 15 minutos. Se deja enfriar en posioi6n incl! 

nada. 

AGAR CUENTA ESTANDAR. 

P6rmular 

Peptona de oaee!na --------------­
Extracto de levadura -------------

Glucosa --------------------------

Agar -----------------------------
Agua destilada ----------------

5.0 gr. 

2. 5 gr. 

1.0 gr. 

15.0 gr. 

1000.0 gr. 

Disolver los ingredientes en el agua por ebullici&n, 

agitando frecuentemente. De ser necesurio ajustar el pH de -

manera que despu~s de la ester1lizaci6n el valor sea de 7.0-

! 0.1. Distribuirlo ea frascos y est&rilizar a 121° durante-

15 minutos. 

AGAR DE HIERRO Y LISINA SAL. 

P6rmula: 

Peptona de gelatina -------------­

Extracto de levadura -------------

Dextrosa -------------------------

L-lieina -------------------------
Citrato de hierro y amonio -------

Tiosulfato de sodio -----------~ 

PÚrpura de bromocresol -----------

Aga~ -----------------------------
Cloruro de sodio ----------------­

Agua destilada -------------------
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5.0 gr. 

3.0 gr. 

l. O gr. 

10.0 gr. 

0.50 gr. 

0.04 gr. 

0.02 gr. 

13.50 gr. 

30.0 gr. 

1000.0 ml. 



Disolver loe ingredientes en el agua mediante ebulli­

ci&n, agitando continuamente. Do ser necesario ajustar el pH a 

6.7. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm y est~rilizar a 121° -

dur..-.nte 15 minutos. Dejar enfriar en forma inclinada.· 

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR SAL. 

F6rmula: 

Mezcla de peptonas ---------------­

Cloruro de sodio ------------------

Lactosa --------------------------­

Sacarosa -------------------------­

Dextrosa --------------------------
Sulfato de hiert·o y amonio -------­

Tiosulfato de sodio ---------------

Rojo de fenol --------------------­

Agar --------------------~---------
Agua destilada --~-----------------

20.0 gr. 
30.0. gr. 

10.0 gr. 

10.0 gr. 

l. O trr'· 

0.20 gr. 

0.20 gr. 

0.025 gr. 

13.0 gr. 

1000.0 ml. 

Disolver los ingredientes en el agua por ebullioi6n Y­
agitaci&n continua. De ser necesario ajustar el pH de manera -

que deapuis de estérilizar sea 7.4. Distribuir en tubos de 13x 

100 mm y eatérilizar a 121° durante 15 minutos. In.olinar los -

tubos procurando un fondo de 2 cm. para la picadura. 

AGAR SALES BILIARES #3. 

FÓrmulas 

Agar soya tripticaae!na ---------------- 40.0 gr. 
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Cloruro de ·sodio -------------­

Sacarosa (Suerosa) -----------­

Sales biliares #3 ----------­
Cloruro de trifeniltetrazo,lium al 1" -
Agua destilada --------------------

40.0 

25.0 

20.0 

3.0 

1000.0 

gr. 

gr. 

gr. 

ml. 

ml. 

Disolver loe ingredientes en el agua agitando y calen­

hasta ebullici6n. De ser necesario ajustar el pH de manera que 

deepu.Ss de la esterilizaci6n el valor sea de 1.1. Distribuir -
. o 

en frascos de 100 ml. y est~rilizar a 121 dura.nte 15 minutos.· 

Al momento de usarse agregar a 0.3 ml. de cloruro de trifenil­

tetrazolium (TTC). 

AGAR SOYA TRIPTICASEINA SAL. 

P6rmula: 

Peptona de caseína ----------------- 15.0 gr. 

Peptona de soya -------------------- 5.0 gr. 

Cloruro de sodio ------------------ 3o.o gr. 

Agar ------------------------------- 15.0 gr. 

Agua destilada --------------------- 1000.0 ml. 

Disolver loa ingredientes en el agua agitando y oalea · 

tar hasta ebullic16n. De ser necesario ajustar el pH de mane­

ra. que despu~s de la esterilizac16n el valor sea de 7.3 + 0.2. 
. o -

Distribuir en tubos y eet,rilizar a 121 dutante 15 minutos.-

Inclinar los tubos procurando un fondo de 2 cm. ~ra la pica­

dura. 
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AGAR TIOSULFATO CITRATO BILIS SACAROSA. 

F6r,nulas 
Extracto de levadura -------------

Peptona de carne ----------------­

Peptona de caseína -------------

Sacarosa -------------------------

Tiosulfuto de sodio 5H20 --------­

Citrato de sodio 2H2-o------------
Coluto de sodio ------------------

Oxgctll ---------------------------

Cloruro de sodio ----------------­

Citrato férrico -----------------­

Azul de bromotimol ------------
Azul de timol ______________ ...; ____ _ 

Agar bacteriol6gico -------------­

Agua destilada -------------------

5.0 gr. 

5.0 gr. 

5.0 gr. 

20.0 gr. 

10.0 gr. 

10.0 gr. 

3.0 gr. 

5.0 gr. 

1.0.0 gr. 

l. O gr. 

0.04 gr. 

0.04 gr. 

15.0 gr. 

1000.0 ml. 

Disolver los ingredientes en el ngua calentando y 

agitar continuamente hasta ebullici6n y dejar hervir du­

ru.nte 1 minuto.De ser necesario ajustar el pH a 8.6 1: 0.2. 

Distribuir en frascos estériles y refrigerar hasta que se 

use,f~~dir y distribuir en cajas estériles. 

CALDO GLUCOSA SAL LAURIL ( TEEPOL). 

F6rmula: 

Extracto de carne --------------- 3.0 gr. 

Peptona ------------------------- 10.0 gr. 
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Cloruro de sodio ---------------

Glucosa ------------------------

Violeta de metilo -------------­
Teepol (o Lauril sulfato de so--

dio 200 mg.) ------------------­

Agua destilada -----------------

30.0 

5.0 

gr. 

gr. 

0.002 gr. 

4.0 gr. 

1000.0 ml. 

Disolver los ingredientes en el agua,Ajustar el -

pH a 9.4 ! 0.2.Distribuir en frascos o tubos.Est~rilizar 

a 121° durante 15 minutos. Se utiliza como caldo de enr!,_-,_ 

quecimiento o presuntivo en el aislamiento o recuento de 

Vibrio 2arahaemolyticus. 

CALDO LACTOSADO. 

FÓrmula a 

Peptona de gelatina -----------­

. ExtrP.. cto de carne de res -------

Lactosa ------------------------

5.0 gr. 

3.0 gr • 

5.0 gr. 

A~a destilada ----------------- 1000.0 ml. 

Disolver 13 gramos de polvo en un litro de agua-­

deatilQda. Ajustar el pH de ser necesario a 6.9. Esterili 

zar a 121° durante 15 minutos. Se usa en la investigación 

y presencia de microorganismos coliformes y fermentación­

de la lactosa por microorgani-mos comunes. 

CALDO NITRATO. 

Fórmulas 

Extracto de carne ---------------------

Peptona de ,gelatin~ -------------------

Cloruro de sodio ----------------------
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3.0 gr. 

5.0 gr. 

3.0 gr. 



Nitrato de potasio (libre de nitritos) -- 3.0 gr 

Agua destilada -------------------------- 1000.0 ml 
Disolver los ingredientes en el agua, ajustar el pH a 

1.0. Estérilizar a 121° durante 15 minutos. Se apliQa para 

demostrar la capacidad de reducir los nitratos a nitritos. 

CALDO MANITOL 

FÓrmula: 

Pe.ptona de caae:!na ------------­

Cloruro de sodio -------------­

Rojo de fenol ---------------------

Manitol ---------------------------­

Agua destil~da ---------------------

10~0 gr 

3.0 gr 

0.018 gr 

5.0 gr 

1000.0 ml 

Disolver 20 gramos de polvo en un litro de agua de~ 

tilada. Ajustar el pH a 7.4. Est~rilizar a 12 libras duran­

te 15 minutos. Se emplea para el estudio de la fermentación 

de carbohídratos. 

CALDO MALONATO 

FÓrmula: 

Extracto de levadura -------------­

SÚlfato de amonio ----------------­

Fósfato dip6tasico --------------­

Fósfato monopotásico -------------­

Cloruro.de sodio---~-------------

Malonato de sodio -----------------

Dextrosa --------------------------

Azul de bromotimol ---------------­

Agua destilada ------------------­

l. O gr 

2.0 gr 

0.6 gr 

0.4 gr 

3.0 gr 

3.0 gr 

0.250 gr 

0.025 gr 

1000.0 · ml 

Disolver 9.3 gram~s de polvo en un litro de agua des-
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. o 
tilada. Ajustar el pH a 6.7. Bst~rilizar a 121 durante 15 -

minutos. Ea usado par1:1. la diferenciaci6n de microorganismos­

entéricos. 

CALDO MR-VP. 

F6nnulaa 

Peptona especial #1 ----------

Dextrosa -----------~------
F6sf1:1.to dipot~aico ----------­

Cloruro de sodio ------------­

Agua destilada --------------­

7.0 

5.0 

5.0 

3.0 

1000.0 

gr 

gr 

gr 

gr 

ml 

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

da. Ajustar el pH de ser necesario a 6.9 : 0.02. Esterilizar 

a 121° durante 15 minutos. 

CALDO TRIPTICASA SAL. 

F6rmula: 

Triptosa (peptona de gelatina) ----­

B~tracto de levadura ---------------

10.0 

3.0 

gr 

gr 

Cloruro de sodio ------------------- 0,30,80,100 gr 

Agua destilada --------------------- 1000.0 ml 
Disolver los ingredientes en el agua, adicionar o, -

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

tener concentraciones salinas finales de o, 3, 8 y 10 %. se­

usa para determinar la capacidad de algunos Vibrios de desa­

rrollar a diferentes concentraciones de cloruro de sodio. 

CALDO VERDE BRILLANTE BILIS AL 2%. 

P6rmula: 

Bilis de buey deshidratada ------- 20.0 gr 
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Lactosa ------------------------
Peptona de gelatina -----------­

Verde brillante ---------------­

Agua destilada ----------------­

20.0 

10.0 

13.0 

1000.0 

gr 

gr 

gr 

ml 

Disolver 40 gr de polvo en un litro de agua destila- e 

da, ajustar el pH a 7.2. Estérilizar o. 121° durunte 15 minu­

tos. 

GELATINA NUTRITIVA. 

FÓrmula: 

Peptona de gelatina -----------­

Extracto de c~rne de res -------

Gelatina -----------------------

Cloruro de sodio --------------­

Agua destilada ----------------~ 

5.0 gr 

3.0 gr 

120.0 gr 

30.0 gr 

1000.0 ml 

Disolver 128 gr de polvo en un litro de agua destil~ 

da. calentar hasta disoluci6n. Ajustar el pH a 6.8. Estéril! 

zar a 121° durante 15 minutos. 

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

FÓrmula: 

Peptona de gelatina -------------­

Extracto. de levadura --------­

Cloruro de sodio -------------

Dextrosa --~-------------------
PÚrpura de bromocreeol ------­

A~ar bacteriológico -------------­

Agua destilada ----------------­

2.0 gr 

0.5 gr 

30.0 gr 

10.0 gr 

0.015 gr 

15.0 gr 

1000.0 ml 

Disolver los ingredientes en el agua mediante ebulli 
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ción y agitaci6n continua. Ajustar e~ pH a 7.4 + 0.2. Est6-

ri~izar a 121° durante 15 minutos. 

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

F6rmula: 

Extracto de levadura ------------­

Peptona de caseína ---------------

Dextrosa -------------------------
F6sfato monopot~sico ------~-----

Tween 80 -------------------------

Cloruro de sodio ----------------­

Agar bacteriol6gico -------------­

Agua destilada ------------------­
Disolver loa ingredientes en el agua 

tamiento y agítaci6n continua. Ajustar el pH 

20.0 gr 

5.0 gr 

l. O gr 

2.0 gr 

0.1 gr 

10.0 gr 

10.0 gr 

1000.0 gr 

mediante calen 

a 6.7. Esdrí-

lizar a 121° durante 15 minutos. Se usa para la conaerva~­

ci6n de cepas de Vibrio par~~~~~~!l~· 

MEDIO SIM. 

F6rmula: 

Peptona de caseína -------------­

Peptona de carne ---------------­
Súlfato de hierro y amonio ------

Tiosulfato de sodio ------------­

Agar bacteriol6gico ------------­

Cloruro de sodio -------------

Aguu destilada -----------------­

20.0 gr 

~ 6.1 gr 

0.2 gr 

0.2 gr 

3.5 gr 

30.0 gr 

1000.0 ml 

S~9pender 30 gr de polvo en un litro de agua deetil! 

da, mezclar bién y cuando se obtenga una euapensi6n uniforme, 
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calentar agitando frecuentemente y dejar hervir durante un ~ 

minuto. Ajustar el pH a 7.3, estérilizar a 121° durante 15 -

minutos. 

PEPTONA DE GELATINA AL 0.1% (Diluye~te). 

Fórmula: 

Peptona de gelatina ---------­

Agua destilada ---------------

1.0 gr 

1000.0 ml 

Disolver la peptona en el agua. Ajustar el pH a 6.9 

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

ACIDO TRICLOROACETIOO 7~. 

F&rmulaa 

Acido tricloroac~tico --------­

Agua destilada ----------------

1.0 gr. 

100.0 ml. 

SOLUCION SATURADA DE ORTOFOSP'ATO DE SODIO POTASA Na
3
Po

4
KOH-­

(AGENTE LIBERADOR). 

F6rmulaa 

H1dr6xido de potasio en escamas ------

Fosfato trie&dico -------------------­

Agua destilada -----------------------

10.0 gr. 

44.0 gr. 

100.0 ml. 

Disolver el hidr&xido en agua,_ eneesuida agregar el -

fosfato trte&dico 7 agitar. 

SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO 90% K2oo3 (AGENTE ~ 

SELI.ADOR). 

P&nnula: 

Carbonato de potasio ----------­

Agua destilada -----------------

ACIDO BORICO 3?'· 

PÓrmulaa 

Acido bÓrico ----------------­

Agua destilada ---------------
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90.0 gr. 

100.0 ml. 

3.0 gr. 

100.0 ml. 



1 

INDICADOR DE CONWAY. 

Fórmula: 

Verde de bromocresol -----------­

Rojo de metilo ----------

Alcohol étilico 

AGENTE ATRAPAJ.'lTE. 

Fórmula: 

Indicador de Conway -----~------­

Acido b6rico 3% -----------------

0.33 . gr 

0.066 gr 

100.0 

1.0 

50.0 

ml 

ml 

ml 

Disolver el indicador en el ácido bórico. 

REACTIVO Dg OXIDASA. 

Fórmula: 

Monoclorhídrato de p-dimetilamino­

fenilendiamina ------------------­

Agua destilada -------------------

1.0 gr 

100.0 ml 

preparar inmediatamente antes de usar. 

ALFA NAFTOL. 

Fórmula: 

Alfa-naftol ---------------------- 1.0 gr 

Alcohol étilico 95% -------------- 100.0 ml 
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HIDROXIDO DE POTASIO (REACCION DE VOGES-PROSKAUER). 

Fórmula: 

Hidróxido de potasio en escamas --- 4C gr 

A~a destilada -------------------- 100.0 ml 

ALFA NAFTOL (REACCION DE VOGES-PROSKAUER). 

Fórmula: 

Alfa-naftol -----------------------
Alcohol étilico absoluto ----------

REAcTIVO DE KOVAC ( PRUEBA DB INDOL- ) • 

Fórmula: 

p-demetil benzaldehido -----------­

Alcohol amílico ------------------­
Acido clorhÍdrico concentrado -----

5.0 gr 

100.0 ml 

5.0 gr 

75.0 ml 

25.0 ml 

Disolver el aldehído en el alcohol y adicionar lent! 

mente el ácido clorhÍdrico. 

CLORURO DE TRIFENILTETRAZOLIUM (TTC}. 

Fórmula: 

Cristal violeta ------------------­

Alcohol étilico -------------------

2.0 gr 

20.0 ml 

Disolver el cristal violeta en el alcohol. Mezclar -

con una soluci6n que contenga 0.8 gramos de oxalato 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) 

Fórmula: 

Yodo ---------------------------
Yoduro de potasio -------------­

Agua destilada -----------------

Sl\FRANINA O. 

Fórmula: 

Safranina O --------------------
Alcohol 6tilico al 95% ---------

Agua destilada -----------------

1.0 gr 

2.0 gr 

300.0 m1 

2.5 gr 

100.6 ml 

90.0 ml 

Disolver el colora.."lte en el ulcohol y adicionar el 

agua. 

ALCOHOL ( COLORACION D!:! GRAM). 

Pórmula: 

Alcohol étilico ----------------­

Agua destilada ------------------
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M E T O D O L O G I A • 

I.- Se adquirieron 57 muestras de mariscos a lo largo de un 

año: 18 de camarón, 25 de oati6n y 14 de pescado, de 

tres centros de abasto de esta ciudad. 

II.- La investigación de Vibrio parahaemolyticus se llevó a­

cabo mediante la t~cnica .descrita por Marvin L. Speck­

(29). Se incluyó la evaluaci6n de dos medios selectivos 

diferenciales en placas de agar Sales Biliares #3 (SB -

#3) y Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS). 

III.- Para cada muestra se incluyeron las siguientes determi-

naciones: 

a) Identificación de Vibrio parahaemolyticus (Esquema -

1). 

b) Pruebas bioquímicas (Tabla 1). 

e) MorfologÍa microscÓpica (Tabla 2). 

d) Recuento de bacterias mesofílicas aerobias (Tabla 2, 

Esquema 2). 

e) Determinación de Nitrógeno Voldtil Total (NVT) (Es-­

quema 3). 

f) pH (Potenciom~trico) (Esquema 4). 
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P R O C E D I M I E N T O ·• 

I.- ODTSNCION DE LA HUESTRA. 

a) Se obttlvi.,rón las mue~tras da ostión, cam:trón y pescado­

crudos, de tres centros grandes de abastecimi~nto de la­

Ciud~d de Guadalajara. 

b) Se tr~nsportarón al laboratorio en bols~s de polietile-­

no para su unálisis inmediato. 

e) Lns muestras de ostión seleccionadas, fuerón aquellas -­

que con:Jcrvarón uu concha herméticamente cerrada; se so­

metieron a un lavado con agua estéril y posterior deseo~ 

ch:tdo en condiciones asépticas. 

d) El pescado fué seleccionado apoyandonos en los criterios 

de frescura comunmente conocidos: olor fresco a algas m!!_ 

rinas, a maris e os sin olor neutro. Piel brillante, lus-.... ·. 

tros~t, iridiscente y opalescente, no blanquecina. Aga...-­

llas rojas o rosas, brillantes, mucosas. Substancias ex-. 

ternas viscosas, tr:;o.nsparentes o acuosas. O jos convexos­

y brillantes. Se incluyó para el an!Ílisis agallas, piel­

y músculo. 

e) El camarón fresco fu~ adquirido mediante una apreciación 

sensorial. Se consideré para el estudio todo el especí--

men. 

II.- AISLAMIENTO DE: V. pr:t.rahaemolytic.us. 

a) Vibrio parnhaemolyticus se investig6 mediante alicuotas-
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de 20 gr de muestra en 180 de Caldo Glucosa Sal Lauril 

(CGSL), 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 est~ril. 

b) A partir del homogeneizado se sembrÓ por estría una -­

placa de agdr Sales Biliares #3 (SB #3) y una de agar­

Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS). 

e) Ambos; caldo de enriquecimiento y placas de medio se-­

lectivo se incubaron 24 hrs/35°C. 

III.- DETEIDdiNACIONES PARA CADA MUESTRA. 

a) A partir de las placas de medios diferenciales se se-­

leccionaron las colonias típicas de Vibrio parahaemo -

l;rticus. En agar Sales Bili!tree #3 son rojas brillan-­

tes, de 2 a 3 mm de di~metro, lisas, planas. En agar -

TCBS son azúl a verde, planas, de 2 a 3 mm de diltmetro 

(25). Posteriormente sembradas en agar Soya Triptioas! 

!na 3~ sal, caldo Tripticaea 3% sal y Ca~o Tripticasa 

O% sal. Incubando 24 hrs/35°0. Seleccionando unicamen­

te cepas halofÍlice.s estrictas. 

b) A partir de agar Soya Tripticaseína 3% sal se realizó­

la tinción de Gram y otras pruebas bioquímicas descri­

tas en los manuales de Berge•a :r Speck (1, 29)(Esq. 1) •. 

e) Recuento de Bacterias mesofílicu.s Aerobias (B M A). 

1.- Medio utilizado agar Cuenta Estandar (O E). 

2.- Para cada muestra se utilizaron las diluciones 4,-

5 y 6. (Esquema 2). 
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3.- Inocular con 1 ml de cada dilución las cajas de pe­

tri. 

4.- Incorporar 12 a 15 ml del medio de cultivo estéril, 

fundido y conservado en baf'l.o mll.r!a a 45°C -+- 0.5°C. 

5.- Dejar solidificar • 

. 6.- Incubar a 20°C durante 48 horas. 

Incluir en el recuento todas las colonias desarro-­

lladas en la placa seleccionada (Esquema 2). 

d) Nitrógeno Volátil Total (NVT). 

1~- En un mortero macerar 5 gramos de muestra (agallas­

Y músculo) en 10 ml de ácido tricloro~cetico. 

2.- Filtrar en algodón y papel filtro ordinario. 

3.- Colocar el extracto lÍquido en tubos de ensayo y -­

centrifugar durante 15.minutos a 2500 rpm. 

4.- Colocar 2.5 ml de la solución saturHda K2oo
3 

(agen­

te sellador) en el compartimiento periférico de la~ 

caja de Conway. 

5.- Depositar 1 ml de la solución saturada de fosfato -

de sodio potusa Na
3
Po

4
KoH (agente liberador) en uno 

de los extremos del compHrtimiento intermedio de la 

caja y 1 ml de la ~uestra en el otro extremo del -­

mismo compartimiento. 

6 ·- Colocar 1 ml de la solución compuestu. de ácido bÓr.!_ 

co e indicador de Conway (agente atrapador) en el -

compartimiento central. 

7.- Colocar la tapa de la caja de Conway y girarla cui­

dadosamente para sellar. 

8.- Girar cuidadosamente lu. caja de Conway ya tapada y-
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sellada hasta mezclar la muestra con el agente sella­

dor. 

9.- Dejar reposar 2 horas y titular el agente a·i;rapante-­

hasta su color original con dcido sulfúrico (H
2
so

4
) -

0.024 N. 

De acuerdo a los mililítros gastados de ácido­

sulfúrico, nos damos cuenta de la cantidad de nitrÓg! 

no volátil total (NVT), contenido en la muestra unal! 

zUda por medio de la siguiente f6rmulas 

NVT (mg N/100 g de la muestra). 

NVT = ml H2so4 X 0.024 X 14.01 X 100 X 2.7 X 1.3 
(Esquema 3). 

e) pH (potenciom~trico). 

A partir de 5 g de la muestra (múoculo para el 

caso del pescado), realizar una 'diluci6n peso a volu­

men con 5 ml de agua destilada reci'n hervida y fr:!a. 

Homogeneizar y medir el pH potenciom,tricamente (Es-­
quema 4). 

37 



RESULTADOS Y DISCUSION 

--------- ~ - -



1 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

Para la id~ntific~ci6n de Vibrio p~rahaemolyticus 

fueron seleccionadas las pruebas que recomiendan loa manua-­

les como Bergey' e y Speck ( 1, 29). Estas prueba.a incluyen a­

dem!Ís de la caracterizac16n mi_croec6pica del g~nnen, su c:1.p!!; 

cidad para desarrollar en diferentes concentraciones de clo­

ruro de sodio (NaCl), as! como la producci6n de indol,liein­

deecarboxiln.sa, citocromo oxidasa y pruebas de fermentaci6n­

de carbobídratos entre otras tal como se indica en la tabla-

l. 

Un recurso utilizado para poner de manifiesto el-­

potencial patógeno del Vibrio pnrahaemolyticus es la prueba~ 

de Kanagawa, la cual ee basa en la capacidad de la bacteria­

para producir hemolieinae beta. Este. prueba es considerada -

por loa especialistas como obligatoria en las cepas prove·~­

nientee de especimenes humanos (21, 29). Praoticamente la t~ 

talidad (96%) de las cepas aisladas de caeos de gaetroenter! 

tia poseen la capacidad de liear loe eritrocitos humanos 

(prueba de Kanagawa positiva.), en tanto esta facultad es ex­

cepcional entre las cepas obtenidas apartir de especímenes -

marinos 1% ( 35). 

E3tudiamoa 57 muestras: 14 de pescado, 18 de c~­

rón y 25 de ostión, la positividad global para Vibrio paraha 

emolyticus fu~ de 45.6%, observandose el indice m's elevado­

en pescado (71.4%), le siguiÓ el osti6n con 44.0% y el mJs-­

bajo fu& el camar6n con 27.9% (Tabla 3). La incidencia de --

45.6% obtenida en el presente trabajo es superior a los da--



tos que se registran en la l.iteratura, ta.n.to nacional como -

extranjera. En Tokio de 1963 a 1973 de 814 cepas aisladas de 

alimentos, se obtuvó un 2.3~ de positivos a Vibrio parahae -

molytic~~· En 1973 en un avión que viajaba de Bangkok a Lon­

dres se aisló el Vibrio parahaernolyticus en carnes de cangr! 

jo cruda y curtida (39). 

En ].a bahía de Galvestón Texas se realizó un eet~ 

dio en cangrejo los cuales mostrarón un 23% de prevalencia -

( 8). 

En octubre de 1979 a Junio de 1980 en Long Island 

se annlizar6n 36 muestras de ostión de las cuales 12 (36%) -
se estableció que contenían Vibrio parahaemolyticus (40). 

En otro estudio realizado en ur. estuario al Este­

de Shelde en moluacos holandeses, 3 de 79 muestras analiza -

das 3.8% fuerón positivos (5). 

En Perú Miranda-Ram!rez analizarón lOO muestras -, 

de pescado fresco obteniendo sólo el 1% de positividad (3). 

En nuestro país existe poca información en cuanto 

a la frecuencia de aislamiento de este microorganismo en al! 

mentos marinos. 

En 1979 Gil y col. en Puebla investigarón la in­

cidencia del microorg.~nismo en 103 muestras de peces y mari~ 

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

En 1977 Villanueva en Acapulco analiz6 150 mues­

tras de osti6n encontrando una incidencia de 5% (45). 

En 1978 Ramírez realizó otro estudio en Puebla -
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con 88 muestras de pescado, 31 de moluscos y 31 de crust~ceos 

encontrando una incidenc!a de Vibrio parahaemolyticus de 5.6, 

6.4 y 9.6% respectivamente (34). 

Mota y col. en 1988 reportarón O% de incidencia en-

389 muestras de pescado adquirido del mercado de la Viga de -

México D.P (20). 

Al comparar la productividad de la ticnica en caldo 

de enriquecimiento Caldo Gluco~a Sal Lauril (CGSL) contra la­

siembra directa en placas de Agar Tiosulfato Citrato Bilis S~ 

carosa (TCBS) y Sales Biliares #3 (SB #3) encontramos que so-. 

lo una muestra del total de positivos se manifesto por ambas­

técnicas, 15 se recuperaron exclusivamente a través del caldo 

de enriquecimiento que corresponde al 60% de positivos· mismos 

que se hubieran perdido con la exclusión del caldo. El 36~.{, de 

los positivos (9 muestras) fuerón recuperadas unicamente me-­

diente la técnic11 de siernbra directa. La inclusión de ambas -

técnicas ofrecio sin duda una mayor posibilidad de hallazgo 

del patógeno (Tabla #4). se ha señnlado ampliamente la venta­

ja que ofrece el diversificar la metodologÍa empleada para la 

investigación de patógenos en alimentos. Patógenos como la 

Salmonella ha sido recuperado a través de distintos procedi-­

mientos {11). En ceviche de pescado ~1 preenriquecimiento en­

caldo nutritivo (CN), aplicado a las muestras, condujo a un­

o_olo positivo contra 29 por la v!a de enriquecimiento directo, 

haciendo uso en ambos casos del caldo .tetrationeto ( CTT) y -­

caldo aelenito cistina (CSC) (41). En un estudio realizado en 

carne cruda el empleo de CTT mostró clara ventajt\ sobre el 

ese en ln. recuperaci6n de Salmonella en 4 variedades de carne 
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o o cruda, tanto a 35 como a 43 C (18). En el ceviche de pescado 

almacemado a 10° y 20°C resultÓ más productivo el CSC que el­

CTT. Rn cambio en chorizos y longanizas el ese no exhibierón­

diferencias significativas en su productividad (10). Estudios 

·realizados en requesón y queso fresco no pasteurizado revelan 

un ~~ porcentaje de falsos negativos a Salmonella a través­

de ese (12, 41). Hobbs como otros autores aboga por el uso de 

los dos caldos de enriquecimiento ( eTT y ese) para as! obte-­

ner un nÚmero mayor de aislamientos a Salmonella en muestras­

de alimentos (24)~ 

En el a~o de 1982 en la revista Applied ee publicó -

u_~ artículo en el cual se daba a conocer un nuevo medio sele~ 

tivo y diferencial pura la identificación de Vibrio parahaemo 

lyticus. Dicho medio se basa en la inclusión de ingredientes­

selectivos como salee biliares #3 (SB #3), cloruro de trite-­

niltetrazolium {TTC), el cual mostró una productividad igual­

o mayor al medio trhdiciona.l de Tioaulfato Citrato Bilis Sao! 

rosa (TCBS), (25). SegÚn la formulación descrita en la tabla 

5, la composición del medio SB #3 ee menos compleja que la -­

del agar TCBS. 

Al incluir estos dos medios diferenciales en el 

presente trabajo, observamos (Tabla 6) que 5 de las muestras­

positivas se recuperaron eimuli~eamente por ambos medios --­

(SB #3 y TeBS), 8 hallazgos (40%) se recuperaron exclusiva­

mente en el agar SB #3 y 7 (35~) unicamente se manifestaron-­

en el agar TeBS. 

Esta experiencia.hace ver la importancia de in--
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cluir en la pr~ctica para la identificaci~n del Vibrio para­

haemolyticus el medio propuesto por Kourany (25) que junto -

con el tradicional TCBS que recomiendan menuales como Speck­

(29) disminuyen el riesgo de obtener falsos negativos. 

Es posible que la diversificación en la metodología 

aplicada para la investigaci~n del Vibrio parahaemolyticus -

en pescado, ostión y camar~n crudos explique el elevado !nd! 

ce de positivos que contrastan con los que ee registran en­

la literatura tanto nacional como extranJera. 

En la tabla 1 se observa una marcada influencia en 

la poaitividad a Vibrio parahaemolyticus segÚn la 'poca del­

año. En la ~poca calurosa (Abril a Septiembre) se obtuv6 el-

77.0% de positivos mientras que en la ~poca fría (Noviembre­

a Febrero) solo el 23~0%. Estudios realizados en Estados Un! 

dos y costas del Japón muestran una relación directa entre -

la variación estacional y la incidencia de Vibrio parahaemo­

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

alto contenido or~nico. 

En la tabla 8 se registran los valores de bacte--­

rias mesof!licas aerobias (B. M. A.), pH y nitrógeno volátil 

total (NVT), donde se muestra que las muestras de pescado -­

fueron las que contenían cargas microbianas m~s altas, con -

una media de 4.9x107, le sigue en camarón con una media de -

6.0x105 y 5.6:xlo3 en el os·tión. 

En cuanto a loa valorea de pH encontramos que -

la medi~ fu' de 6.38, 7.88 y 6.44 para peac~do, camarón y -

ostión respectivamente. En ln. literatura. se menciona que la-
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mayoría de las bacterias desarrollan en lÍmite~ de pH muy 

próximos a los mencionados. Silleker le atribuye un pH de 

alrededor de 6-9 al pescado fresco (35). Los l:!mitea de pH-­

señnlados pare. el deaa.rrollo de Vibrio pa.rMh~Lemolyticua van­

de 7.4 a 8.6 {ll). 

Parámetroa de frescura microbi~noe como es la-­

determinación de nitr6geno voll:Ítil total (NVT) se han suge­

:-ido co:1o un medio exploratorio del grado de frescura en al­

gunas especies de pescado {11). 

La~~elongue y col, reportaron loa siguientes-­

vulo:res de NVT/100 gr. de tejido de pescado de diferentes -­

gra.doa de frescura: menos de 12 mg, on pescado fresco recién 

capturado, de 12 a 20 mg. ligeramente descompuesto y de bue­

na calidad, de 20 a 25 mg. aQ~ comestible, m~s de 25 mg. de~ 

compuesto, no comestibl~ (26). 

Si tomamos en cuenta las cifras anteriores, -

valores como el 33.63 mg. de NVT en las muestras de pescado­

analizadas en el presente trabajo, serán imputables a un pr~ 

dueto desco~puesto, sin omb~rgo estos pescados se encontra-­

·b~~ en el comercio con una frescura aparente desde el punto. 

de vista sensorial, bas~ndonos en el criterio universal par~ 

detennülEtr la frescura sensorial: olor fresco a algas mari-­

nas, a mariscos sin olor o neutro, piel brillante, lustrosa, 

iridiscente y opalescente, no blanquecina, agallas rojas a~ 
rosas, brillantes, mucosas, substancias externas viscosas,--

transperentes o acuosas, ojos convexos y brillantes. 
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En algunos estudios se señala el papel tan impor­

tante que juega la flora asocia~a, como un factor que suele 

interferir de manera significativa en la manifestación de -

pat6genos incluso a trav~e de medios selectivoa. Se~ se -

ilustra en la tabla 9 tanto las muestras positivas como las 

negativas al patógeno contenían indistintamente car~as de -
7 5 3 bacterias meaof!licas aerobias (B. M. A.), de 10 , 10 , 10 

en pescado, ostión y camarón. 

Mediante la info~ación adquirida en el presente­

trabajo, podemos afirmar que aislar el Vibrio parahaemoly-­

ticua de alimentos marinos ( el vehículo ml!e comlb } no re­

sulta dificil, siempre y cuando se incluya la metodologÍa 

adecuada para ese propÓsito. Dada la limitación que tiene -

la prueba de Kanagawa para decidir la patógenicidad de las­

cepas aisl~das de mariscos, se hace necesario el apoyo de-­

pruebas serológicas que permitan confirmar de manera defin! 

tiva la identidad del microorganismo. La larga lista de ••­

pruebas utilizadas en el presente trabajo para la identifi­

cación del Vibrio par~haemolyticus nos ofrece un amplio mar 

gen de aproximación a la identid~d del patógeno. 

El conocimiento de la incidencia de patógenos en­

alimentos es fundamental para el eatabl~cimiento de estro~.te 

giaa que conduzcan al control epidemiolÓgico de las enferm~ 

dades a que dan lugar. 
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ESQUEMAS Y TABLAS 



ESQUEMA l. 

Incidencia de Vibrie parahaemelyticue 

. . 
22.2 g muee~ra 
licuar 90 eeg. 

SIEMBRA 

DIRECTA 

~~~~ 
~'-\\u-~ .¡, '050 

- O. O_ O 
A~T ..37. <-T~ <.T5 
b~L 3,.o 

1..- bu.\<..:. e-:. \i.c..(e.s # 3 
.1..-·ncr,uLf ... ~ t.!\~ 

~\¡~ 'oO..<A.r050.. 

3 •.• A.<t,c..<" bo~ \.;!'­
k<.(>,!lc.;""'- :;, . .,.o.\ 

~.- ~\cb \rie\~, ... 
'!'><>t :-..,e. \t:. "f.. 

5.- C..C.\do h\ellto.:sc.. 
b..-t....\d. <.Wc..t>t.c.. bc.ll....u~l · 

o o o 
AtiT3 c..:rS ~ <....Tf, 
~·A""''- ?>'/, 

a<-{ ~r~ L 3so 

000000000~ 
Prueb::ts biOf1UÍIIliCo.:':l 

' óZ. '-{ \-tr~ ! 35° 

O.m., 
Tipificaci6n 
Resu tudou no obtenidos 
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ESQUEMA 2. 

Recuento de Bacterias Mesofí1ica.s Aerobias ( BMA). 

10 gr de muestra. + 90 ml de diluyente 

Licuar 90 seg. 

L ~ó 
1 m~ ~ 

2 

1:100 

3 

1:1000 

l ml + 15 de 

+ Cuenta Estandar. 

4 5 6 

.:~1} 000 l'J 000 lTOO 000 

ggg 
1 1 _¡ 

48 hrs/2o0 c 

Contar colonias 
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ESQUEMA 3 

Determinación de Hitrégeno Vol<Ítil Total. 

5 gr. de muestra + 10 ml. de ác. triclore.!cetic• 

1 ml. de agente 
atrapante. 

1 ml. de 

macerar 

L 

filtrar 

Centrifugar. 
2500 rpm/15 minutoe. 

reacoionante. 

RepoB&.r 2 hre. Na3P04KOH. 
titular H2so4• (0.024N). 
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ESQUEldA 4 

pH 

5 gr. de roueetra + lO rol. de H2o hervida. 

macerar 

Tomar lectura 

Reporto.r 
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AGAR SALES BILIARES #3 

Tal cual Colonias caracteristicas 

AGAR TIOSULFATO CITRATO BILIS SACAROSA 

Tal cual Colonias car~cteristícas 
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TABLA l. 

CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION 

DE Vibrio parahaemolyticus. 

Movilidad al microscopio 

Bacilos cortos in curvados 

Gram 
... 

Desarrollo en CT 

Desarrollo en CT 

Desarrollo en CT 

Desarrollo en CT 

Movilidad SIM-sal 

H
2

S Sil'li- sal 

Indol SIM-:Jal 

Voges Proskauer 

GelH.tinasa 

sin 

CO:l 

con 

con 

Lisina descarboxilesa 

Citocromo oxidasa 
O/F :t+ 

Júanitol 

Sacarosa 

Lactosa 

Gas de glucosa 

+ Caldo Tripticasa 

NaCl 

3% NaCl 

8% NaCl 

10% NaCl 

++ OxidEción FermentaciÓ:J. 

50 

positivo 

positivo 

negativo· 

negativo 

positivo 

positivo 

negativo 

positivo 

negativo 

positivo 

negativo 

positivo 

positivo 

positivo 

fermentativo 

positivo 

negativo 

negativo 

negativo 



TABLA 2. 

PRUEBAS DE LABORATORIO 

DETERMINACION 

Bacterias mesofíl! 

cas aerobias. 

Nitrógeno Vol,til­

Total 

pH 

MorfologÍa 

microscÓpica. 

TECNICA INCUBA.CION 

Vaciado en 48 hrs. 

placa (CE).+ 

Microdifu- 24 hrs. 

sión de 

Conway. 

Potenciom! 

trico. 

Tinción al gram: 

TE!.1PERATURA 

ambiente 

Bacilo gram ne@~tivo recto o liger~ 

mente curvo, mÓvil, con un flfl.gelo­

polar, de 1 a 3 micras de longitud­

por 0.4 a 0.6 de di~m.etro. 

51 



1 

TABLA 3. 

Incidencia de Vibrio parahaem~lyti~~~ 

en pesc~do, ostión y camarón crudos. 

PRODUCTO No. MUESTRA No. DE (+) PORCENTAJE 

1 

1 Pescado 14 lO 71.4 % 

1 

Ostión 25 10 44.0 " 
camarón 18 5 27.6 " 
Global 57 25 45.6 % 
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TABLA 4. 

Reouperaci&n de Vibrio parahaemolyticus 

en pescado, ostión y camar6n crudos se­

gdn t&cnica de aialami~to. 

Enriquecimiento. 

Siembra directa 

Pescado 

Ostión 

Camarón 

Global 

+ 

+ 

1 

o 

o 

1 

53 

+ 

+ 

7 2 4 

5 5 15 

3 2 13 

15 9 32 



A 

TABLA. 5 

COMPOSICION Y COMPARACION DE LOS DOS 

MEDIOS D8 CULTIVO UTILIZADOS. 

B 

AG~~ SALES BILIARES #3 

(SB//3). 

AGAR TIOSULFATO CITRATO BILIS 

SACAROSA (TCBS). 

Agar soya. tript)_ca.sa 40 g Extracto de lev-adura 5 g 

Cloruro de sodio 25 g Peptona de carne 5 g 

Sacarosa 20 g Peptona de case!na 5 g 

Sales biliares #3 0.5 g Sacarosa 20 g 

TTC al 1% 3 ml Tiosulfato de sodio lO g 
Agua destilada 1000 ml Citrato de sodio 2H20 lO g 

pH = 7.1 Colato de sodio 3 g 

Oxgall 5 g 

Cloruro de sodio 10 g 

Citrato férrico· 1 g 

Azul de bromo timol 0.04 g 

Azul de timol 0.04 .g 

Agar bacterio16,iico 15 g 
Agua destilada 1000 ml 
pH = 8.6 
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TABLA 6. 

Poeitividad a Vibrio parahaemolyticus 

en pescado, ostión y camarón segÚn -­

medio selectivo en placQ. 

Medio selectivo Poaitividad 

TCBS + - + 

SB /13 + + 

Pesc~do 2 5 3 4 

Ostión 3 2 3 5 

Camarón o 1 1 4 

Total 5 8 7 13 

TCBS = Agar Tiosulfato Citr•to Bilis Sacarosa. 

SB #3 = Agar Salee Biliares #3. 
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TABLA 7. 

Poaitividad de Vibrio par~haemolyticus 

segQ~ ~poca fría y calurosa del affo. 

Epoco.t del QñQ: 

Fría Calurosa 

Muostrtil.s 

analizadas 24 33 

Positivos 6 20 

% 23.0 76.9 

Epoca fría de Noviembre a Febrero. 

Epoca calurosa de Abril a Septiembre. 
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TABLA 8. 

Bacterias Meeef!licas Aerobias, pH y Nitr6-

gene Volátil Tetal en 57 muestras d& pesca-

do, osti6n y camar6n crudos. 

BMA pH NVT 

- - ' -PRODUCTO X X X 

Pescado 4.9xlo7 6.38 33.63 

Oetióa 5.6xlo3 6.46 -
CamRr6n 6.0x105 7.88 43.93 

Global 1.2x105 6.53 37.76 

BMA : Bacterias mesof!licus aerobiaa 

NVT : Nitr6geno vol~til total 

X = media aritm~tica. 
= no realizado 
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TABLA 9. 

Bacteria.s mesof:Ílicas aerobias segÚ.'1. 

presencia de Vibrio parahaemolyticus 

en pescado, ostión y camarón crudos. 

B M A 
1 

A 

1 .¡, 

positivo negativo 

PRODUCTO a V. p. a V. p. 

Fea cado 4.8xl07 9.6xlo7 

Ostión 6.9xl03 5.5x 103 

Camarón 1.6xl0 5 6.3xlo5 

Globe.l 1.2x105 1.2x105 

--

Br~ = Bacterias mesofÍlicas nQrobias 

V.p.= Vibri~arahaemolyticu~ 
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RESUMEN. 

En algunos paises la gastroenteritis causada -­

por Vibrio parahaemolyticus alcanza un nivel superior al -

50% entre los agentes etiolÓgicos transmitidos por alimen­

tos. Consideramos conveniente estudiar la inc!dencia de e~ 

ta bacteria en alimentos de origen marino (el vehículo m~s 

común) y valorar algunas t~cnicae de an~lisie que permitan 

un diagnóstico confiable unte brotes del padecimiento. Se­

colectaron en tree centros de distribución 57 muestras de­

ostiones, pescado y camnrón crudos en los que se determinÓ 

su contenido en bacterias mesof!licao nerobiuo ( BMA), Y!-­
brio pnrahaemolyticus y pH. En los Últimos adem~s el nitr2 

geno vol~til tot~l (NVT). Las BMA se contaron por la técn! 
o ca de vaciado en placa (20 por 48 hrs.) el pH con poten--

ciómetro y el NVT con la técnica de Conway. El patógeno ee 

investigÓ por enriquecimiento en Caldo Glucosa Sal Lauril­

(CGSL) y aislamiento en agar Tiosulfato Citrato Bilis Sac~ 

rosa(TCBS) y ngar Sales Biliares #3 (SB #3) y con siembra­

directa en ambos medios sólidos. En uno y otro caso, fue-­

ron examinadoe 20 gramos de muestra. El Vibrio oe identif! 

có con las siguientes pn1ebua: morfología microscópica y -

colonial, movilidad, desarrollo en O, 3, 8 y lO% de cloru- · 

ro de sodio (NaCl), producción de indol, H2s, liaindescar­

boxilasa, citocromo oxidasa y gelatinasa, prueba de Voges­

Proskauer y Hugh Leifson y fermentación de glucosa, mani-­

tol, lactosa y sacarosa. La positividad global a Vibrio --
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parahaemolyticus fu~ de 45.6%, con 71.4 para pescado.Y 27.6 

el camarón. Solo una muestra resultó positiva por enriquec! 

miento y por siembra directa; las 24 restantes lo fueron -­

por una u otra técnica. No se observó diferencia en lae me­

dianas del conteniC.o de HVT y pH segÚn positividad. Las me­

dianas respectivas de BMA en ostiones, pescado y camarón --
4 7 6 

fu~Ton 1.4xl0 , 2xl0 y 2.9x10 , sensiblemente igual~s entre 

le.s· mueetras neg;ativas y positivas. 
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O O N O L U D I O N E S • 

1.- La incidencia global a Vibrio parahaemol¡:ticuill' en pe.:!, 

cado, osti6n y camarón crudos fue del 45.6%. 

2.~ El enriquecimiento en Caldo Glucosa Sal Lauril (CGSL) 

permiti6 un 62~ de positivos contra solo 38% a trav~s 

de la siembra directa en placas de agar Sales Bilia-~ 

res #3 (SB U3) y agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacar~ 

ea {TCBS). 

3.- La inclusi6n de agar Sales Biliares #3 {SB #3) en la­

investigaci6n de Vibrio parahaemolyticua increment6 -

la positividad en un 4~. 

4.- Niveles de flora asociadR de 103 a 107 no interfirie­

rón en la recuperacón del patógeno. 

5.- El conocimiento de la incidencia de patógenos en ali-. 

mento3 ea fundamental para el establecimientv de es~­

trategiBa que conduzcan al control epidemiol6gico de­

las enfermedades a que dan lugar. 
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FE ERRATA 

1.- En la página 37 es agente liberador y no 
sellador. 

2.- Bn la p~gina 51 Tabla No. 2 la incubación 
es de 2 horas y no de 24 hrs. 

3.- En las páiinas 57,58 se omitío (UFC) Unida­
des Formadoras de Colonias. 


