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INTRODUCCION



Actualmente en todo el wmundo las gastroenteritis
constituyen un serio problema de salud piblica lo mismo en
paises desarrollados que en vias de desarrollec. La poblacién
principalmente afectada suelen Ser los ancianos y nifios en
paises con alto indice de desnutricién. Las enfermedades
diarreicas son fuente importante de morbilidad y mortalidad
mundial. Su impacto es critico en paises con pocos medios para
afrontarlos, lo cual es una de las causas mds importantes de

.muerte en areas subdesarrolladas, incluso en . paises
desarrollados la diarrea continua siendo causa de mortalidad
infantil (23,49).

En Estados Unidos El Centro para el Control de Enfermedades
de Atlanta (CDC) notificd que en el periodo 1983-1387, se
presentafon un-total de 2,397 brotes de Enfermedades Trasmitidas
por Alimentos (ETA) con 91,6788 casos de los cuales 1,582 brotes

con 84,344 casos eran de origen microbiano (46).

Segin el Boletin Semanal de Epidemiologia del Sistema
Nacional de Salud las diarreas en México ocupan el segundo lugar
como causa de enfermedad (4). Aungque no se aplican estudios
sistemdticos para esclarscer la etiologia del agente micrcbiano
involucrado, se estima que la participacién de patdgsnos como
Salmonella juegan un papel importante. En 1989, las difer=enteg
instituciones de salud notificaron 3,419 cascs de brucelosis,
9,790 de shigelcsis, 10,939 de tifoidea 72,754 de salmcnelosis
y 1,948,542 de otras infecciones intestinales, lc que da un
total de 2,076,343 episodios relacionados con transmisidn

alimentaria.

Se sabe que el sindrcme diarreico puede ser ocasionacdo por
una gran variedad de factores y agent2s etioldgices. Sin
embargo, las diarreas de origen infeccioso son debidas a

bacterias enteropatégenas (Salmonella, Shigella, C. perfringens,
E. coli, B. cereus y actualmente V. cholerae), racientemente se
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han incorporado nuevos agentes patdgenos: Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Arizona hinxhawii, Vibrio
'parabaemoiyticus y rotavirus. Los cuales han adquirido
importancia gracias a que se ha perfeccionado la metodclogia
para su aislamiento e identificacidén y se ha intensificado el
estudio de los cambios biol6gicos de estos microorganismos
(23,25,53).

Histéricamente, Vibri® cholerae 01 ha sido el Vipbrio de
mayor importancia con respecto a la salud publica. Las otras
especies fueron calificados como no aglutinables o Vibrios no
cholerae (40). Sin embargo, el génerc Vibric es muy grande,
contiene alrededor de 28 especies con numeroscs’biotipos, ©or 10
menos 11 especies se consideran patdgenas 2l humano y de estas
solo 6 son asociadas con enfermedades trasmitidas por alimentos:
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Vibrieo mimicus, Vibrio hollisae y prcbhablemente Vibrio furnisii
(19,40,53)

Los sintomas de la infeccién por Vibrio cholerae pueden
variar desde asintomdticos, a una diarrea moderada o enfermedad
severa {(Cholera gravis). En casos severos, el V. cholerae Ol
puede causar diarrea profusa (agua de arroz), deshidratacién y
muerte si no se trata oportunamente. El periodo de incubacién
varia de 6 horas a 5 dias (61).

Desde 1961 el cb6lera se ha difundido extensamente hasta
afectar a mas de 98 paises. La amplia experiencia con el cblera
ha demostrade que es imposible evitar su introduccién a un pais
pero si es posible evitar su propagacién (2).

A la fecha se reconocen 7 pandemias de cblera. El primer
brote de cdlera en este siglo en América Latina, ocurrid en
Enero de 1991 en Perd, y a la fecha ha afectado a 18 paises.
Hasta el primero de Septiembre de 1993 se habian reportado
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146,436 casos en América; especificamente en el estado de
Jalisco, y a la semana epidemioldgica nimero 41 (10-16 de
Octubre), los casos de célera se han incrementado en 541% (de 31
casos acumulados en 1992 a 168 casos acumulados en 1993) (4).

Los peces y mariscos han sido identificados como vehiculo
mids frecuentes con respecto a otras variedades de alimentos
(38). En paises desarrollados, como Estados Unidos, los
productos de origen animal (pescados, mariscos, carnes rojas,
aves) son los alimentos mids cominmente asociados a casos o
brotes de enfermedad, principalmente infecciosas (47).

El V. cholerae llega al agua de los estuarios y de las
costas a través de las aguas de desecho, en nimero suficiente
para contaminar el pescado, moluscos y crusticeos al ser
ingeridos por ellos. Los alimentos se pueden contaminar también
a través de la manipulacién por personas infectadas por V.
cholerae por descuido en su higiene persconal, al ponerse en
contacto con redes, cuerdas, puentes, cajas de depdsitos, etc.
Por lo que no debe sorprender que el pescado ya manipulado
presente un nimero significativo de bacterias Gram positivas =
incluso bacterias Gram negativas y coliformes. Estas bacterias
pueden proceder del ambiente extra marino y no ser autdctonas
del pescado (18). El pescado se considera como un producto
altamente perecedero debido a su propia constitucidn y a que la
cantidad de gérmenes existentes en la piel oscila entre 10%y 10°
por cm?; en las branquias de 103 a 10° por gramo, y en el
intestino desde nGmeros muy pequefios en peces en ayunas hasta 10’
o mds por grame en los peces gue comieron (21) . Se ha comprobado
que el V. cholerae puede ser afectado por factores tales comec la
temperatura, la salinidad y la concentracién de nutrientes
(1,54,58) . Datos de sobrevivencia seflalan que se mantiene viable
en agua salada estéril hasta por 285 dias, en égua salada no
estéril por 7 dias y en mariscos de 15 a 45 dias {25). En
algunos alimentos el Vibrio cholerae puede llegar a
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multiplicarse hasta alcanzar un nimerc suficiente para causar el
cblera (29).

La flora microbiana del pescado y mariscos y los métodos de
manejo de los mismos, determinan sin duda su vida de anaquel,

.sobre todo cuando se distribuyen frescos (21)..

La mayoria de los productos de la pesca se conservan en
hielo cuyo grado higiénico y procedencia muchas veces se
desconoce. Cuando el hielo es reutilizado suele estar
contaminado con bacterias psicréfilas (Shewan 1962). Por otra
parte, el pescado no debe quedar expuesto a los rayos del sol,
ya que esto acelera los procesos de descomposicidn (51).

Estudios de incidencia revelan gque el V. cholerae 0i y no
01 se encuentran ampliamente distribuidos en las Costas del
Golfo y del Atléntico (34). En la literatura se registran un
gran nimero de datos de incidencia de Vibrio cholerae en agua y
alimentos (8). Algunos estudios revelan la influencia de 1la
variacidén estacional (7a,61). La resistencia de V. cholerae a
las influencias ambientales no es grande; no obstante, el
biotipo El Tor es mas resistente y sobrevive durante mis tiempo
en el medio (en el agua y en los alimentos); por tanto se puede
difundir méds facilmente gue el biotipo Clasico. E1l Tor puede
sobrevivir en el mar entre 10 y 60 dias, en la superficie de
pescados y mariscos contaminados Qque se conservan en
;efrigeracién entre 7 y 14 dias; en la superficie de verduras de
1 a 10 dias (23). E1 tiempo de sobrevivencia en acidez elevada
es generalmente menor de un dia y en alimentos deshidratados
menor de dos dias. En utensilios y equipo se ha registrado una
sobrevivencia de 4 a 48 horas (60).

En un trabajo realizado por Silvia Giono Cerezo de Enero a
Abril de 1992, en 581 muestras, 398 de pescado (68.5%), 119
{(20.5%) de crustéceos y 64 (11%) moluscos; Aislardén V. cholerae
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Ol enun 0.3 %, Vibrio no Ol en un 23.9% y Vibrio spp. en un 25%
(25) . '

La intensa propagacién del célera primero en las Américas
y mds recientemente en nuestro pais, justifica realizar trabajos
de investigacidén tendientes a valorar la magnitud del riesgo a
la salud que puede implicar el consumo de alimentos contaminados

por este microorganismo.

Tomando en cuenta gque en nuestro pais se consume el pescado
crudo en forma de ceviche, las condiciones higiénicas pobres que
prevalecen en nuestro medio y la costumbre de ingerir alimentos
preparados fuera del hogar, se hace mds grave el problema para
la salud piblica. Estudios previos han demostrado la capacidad
para multiplicarse de patdgenos como la Salmonella en pescado
crudo molido en forma de ceviche (46). Por otra parte se ha
determinado una incidencia de Salmonella del 32% de 195 muestras
de ceviche adquirido en expendios en esta ciudad, sin embargo en
el caso del V. cholerae se carece de informacidén (57).



OBJETIVOS



El presente trabajo tiene como objetivos los siguientes:

OBJETIVO GENERAL:
1.-. Determinar la magnitud del riesgo a la salud por el V.
cholerae asociado al consumo de pescado crudo.

OBJETIVOS PARTICULARES:
1.1 Determinar la incidencia de V. cholerae en pescado
crudo, adquirido de ostionerias en esta ciudad.

1.2 Determinar la incidencia de V. cholerae en ceviche de

pescado gque se expende en la via pdblica.

1.3 Estudiar la calidad sanitaria de muestras de pescado
crudo y ceviche, wmediante el recuento de grupos
microbianos indicadores y pruebas de frescura.



HIPOTESIS



Es posible medir y conocer el riesgo de enfermar de cdlera
en nuestro medio, conociendo la incidencia de V. choléerae en
productos de amplio consumo popular como es el pescado crudo el
cual es uno de los vehiculos mds importantes del patdgero.
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GENERALIDADES



El pescado es un alimento bdsico en la dieta ya que es un
producto con alto valor proteico. En la actualidad se capturan
al afio aproximadamente 70 millones de toneladas de diversas
especies marinas en el mundo. Dentro de la jurisdiccién de las
aguas mexicanas, habitan cerca de 1,400 especies de pescado de
las cuales mds de 200 son comestibles (27).

El tejido del pescado es mds perecedero que el de
otros animales, a@in manejado a bajas'temperaturas. La calidad de
este empieza a cambiar en el momento en que se retira del agua,
y el pescado "fresco" que se considera muy aceptable desde el
punto de vista comercial, no es lo que era en el momento de la
captura. Aunque la carne de los peces se encuentra practicamente
estéril, existe un gran ndmero de bacterias de diferentes tipos
en la superficie y sistema digestivo del animal vivo. Cuando el
pez muere, estas bacterias atacan rdpidamente los componentes de
los tejidos, presentidndose alteraciones gque disminuyen su
aceptabilidad por parte del consumidor. Estos procesos ocasionan

pérdidas muy cuantiosas en el rengldn econdmico (47).

La microbiologia del pez y los métodos de manipulacién para
un largo alcance, determinan la vida de anaquel del pez cuandoc
es distribuido en estado fresco. El deterioro quimico v
microbiolbégico del pez en aguas templadas o frias ha sido
extensamente estudiado (22).

Numerosos métodos quimicos han sido propuestos como un
apoyo para estimar el grado de frescura en pescado, entre ellos
se incluye la cuantificacidn de nitrdégeno voldtil total como
producto de la descomposicién bacteriana y de las enzimas
naturales de los tejidos que puede ser utilizada para determinar
el grado de frescura en el pescado, siendo importante el conocer
la temperatura bajo la cual el producto ha sido almacenado, con
la finalidad de poder trazar el indice de descomposicién y su
potencial de preservacidén (50).
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Algunos miembros de la familia Vibrionaceae han emergido
recientemente como un serio problema de salud piblica asociado

al consumo de agua y alimentos (25).

De acuerdo al manual de Bergey la familia Vibrionaceae fué
inicialmente propuesta por Verén en 1965, en el cual se incluyd

gue son mdviles por flagelos polares y oxidasa positivos (25}.

El genero Vibrio esta <clasificadeo en 1la familia
Vibrionaceae junto con otros 3 géneros: Photobacterium,

Aeromonas y Plesiomonas (25,40).

EL V. cholerae es un bacilo curvado, gram negativo que mide
0.5 a 0.8 micras de didmetro por 1.4 a 2.6 micras de largo,
rectos O ligeramente curvos, son mdéviles con flageles polares
monotricos (19). Es anaerobio facultativa pero posee ambos

metabolismos; respiratorio y fermentativo (25}.

Existen alrededor de 28 especies de Vibrio de las cuales

por lo menos 10 son patégenas para el hombre (25)

V. algineliticus V. cholerae V. damsela

V. fluvialis V. furnisii V. hollisae

V. metschnikovii V. mimicus V. parahemolyticus
V. vulnificus.

De la lista antes mencionada son 5 las especies de Vibrio
gue han sido reconocidas como causantes de diarrea: V. cholerae,
V. perébaemolyticus, V. vulnificus, V. hollisae y V. mimicus
(19,20,38,41). \

Se reconoce que existen por lo menos 70 grupos diferentes

de V. cholerae. Estos de manera colectiva se les denomina como
V. cholerae no-01 o no aglutinable (NAG)
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El V. cholerae Ol es el causante del cblera asidtico (cepa .
endémica) . Todos los biotipos incluyen cepas toxigénicas y no
toxigénicas. Los biotipos son diferenciados por su sensibilidad
a la polimixina B y la capacidad para aglutinar eritrocitos de
pollo (40).

‘Existen dos biotipos de V. cholerae: Cldsico y El Tor, con
dos serotipos principales dentro de cada biotipo que son Ogawa
e Inaba. Es el biotipo El1 Tor el que ha causado los brotes de
cbélera recientes, aunque en el subcontinente Indico adn ocurren

casos ocasionados por el biotipo clésico (2,4,25,33,37,60).

Existen informes recientes de epidemias en el Sur de Asia
ocasionadas por una cepa de V. cholerae diferente de la que
causo la pandemia actual y la epidemia en América. Esta nueva
cepa denominada V. cholerae 0139, produce la misma toxina ¥y
clinicamente la misma enfermedad. Sin embargo, las personas
inmunes a la antigua cepa no son inmunes a esta nueva cepa, por
lo tanto, este factor puede permitir que nuevas epidemias

ocurran en el mundo (12).

El V. cholerae ha sido ampliamente estudiadc y reconocido
como el agente causal de cdlera. Dicho padecimientc es una
enfermedad entérica bacteriana aguda, de comienzo sibitc, que se
manifiesta por deposiciones liquidas, muy abundantes, de color
blanquecino, como "agua de arroz". Se asocia a vémitos y
calambres musculares. La fiebre es baja o no la hay. La persona
afectada puede perder de uno a dos litros de agua por hora en
las deposiciones. La deshidratacidén puede aparecer répidamente
si no se compensan las pérdidas con suero oral y el estado de
shock puede presentarse en pocas horas (21,30,52). Los sintomas
de gastroenteritis asociados a V. cholerae han incluido diarrea
(100% de los casos, 25 con sangre en las heces), dolor abdominal
(93%), y fiebre 71%. Nduseas y vOmito se presenta en el 21% de
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las victimas. La diarrea puede ser ocasionalmente severa {(de 20

a 30 evacuaciones liquidas por dia) {31).

El V. cholerae 01 se encuentra ampliamente distribuido y
probablemente formando parte de la flora autdctona en agua de
los estuarios (16,30,36). El1 Vibrio cholerae Clasico y El1l Tor
puede persistir en el agua por largo tiempo, asi la ingestién de
alimentos crudos o mal cocidos procedentes de aguas contaminadas

-

ocasiond brotes o epidemias en Guam y Portugal (1).

El V. cholerae 01 biotipo Cléasico puede ocasionar que el
10% de los pacientes reguieran hospitalizacidn. Mientras que el
75% son asintdmaticos (2). Con el V. cholerae biotipo El Tor el
% manifiestan enfermedad severa y el 75% son asintdmaticos.

La mayoria de las cepas aisladas de alimentos marinos y de
pacientes no toxigénicas; wenos del 5% de las cepas no-01 de
fuentes humanas en los E.U. producen toxina del célera. Las
cepas no toxigénicas estan asociadas principalmente con
enfermedades gastrointestinales; pero en Estados Unidcs
alrededor de la tercera parte de los aislamientos humanos son de
fuente extraintes;inales, incluyendo infeccicnes en heridas,

oidos y septicemia primaria y secundaria (17).

Considerando la relativa frecuencia con que se aisla este
microorganismo de alimentos marinos, la incidencia de enfermedad
es baja. Es evidente que las victimas frecuentemente padecieron
enfermedad del higado, lo cual puede considerarse un factor de
predisposicidén, por parte del huésped. Ademds en la mayoria de
los cascs la enfermedad no es severa y no requiere atencién
médica, lo gque propicia que la incidencia sea subestimada (23).

La difusién del célera sigue las rutas migratorias vy
comerciales de los pueblos y en una época de transporte répido
pueden utilizar las vias aéreas y maritimas, pero scbre todo, el
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cbdlera en una regién determinada, se desplaza por via terrestre
a través del excremento de los contagiados, en los alimentos

frescos o en las bebidas contaminadas (23). ) -

El primer brote de célera en este siglo en América Latina,
ocurrid en 1991 en Peri. durante ese afio, se propagé a 14
paises, provocando mds de 390,000 casos y 4,000 muertes. Durante
1992, un total de 20 paises notificaron mds de 350,000 casos con
aprox. 2,400 muertes (14).

Hasta el primero de Septiembre de 1993, 21 paises han
notificado a la OMS casos confirmados de célera en América, el
dltimo pais en incorporarse a la lista es la Replblica de
Paraguay. En 1993 el total de casos acumulados es de 146,436 a
los que se asociaron 1,502 defunciones. La tasa de Incidencia
por millén de habitantes es de 223 casos. Los paises .con mayor
tasa son Perd con 3,600, Guatemala con 1,966 y Bolivia con
1,346. Los que presentan la menor tasa son Paraguay con 0.7
casos y Estados Unidos con 0.05 casos por milldn de habitantes
(Tabla 1) (13,14}).

En el periodo de 1991-1992 se recibieron en el Laboratorio
Estatal de la Secretaria de Salud de Jalisco 2,400 muestras de
hisopos rectales para la investigacién de V. chelerae de las
cuales 58 resultaron positivas, siendo el serotipo predominante
el Ogawa con un total de 40 (69%) aislamientos (34,45).

Hasta el 3 de Septiembre de 1993 en  México se han
notificado a la Direccién General de Epidemiologia 7,586 casos.
Los estados que mds casos han presentado son Puebla 1,415,
México 994, Distrito-Federal 816, Veracruz 737, Morelos 6053,
Chiapas 449, Guerrero 430, Tamaulipas 397, Michoacdn 395 vy
Oaxaca 351. El1 resto de los estados han presentado casos
aislados o pequefios brotes (Tabla 2) (34).
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La proporcién de casos letales es ahora de 1.9%. El 76% de
las entidades que notificaron casos de cdlera también han
presentado defunciones asociadas a la presencia de V.cholerae 01
(34).

Su reservorio en el hombre y su modo de transmisién se debe
a la ingestién de agua y alimentos contaminados con heces de

pacientes de cblera (4).

En el agar TCBS (Tiosulfato, Citrato, Bilis, Sacarosa) las
colonias tipicas del Vibrio cholerae son amarillas, planas un
poco, de aproximadamente 2 mm de didmetro, entre otros géneros
del Vibrio por 1o que es necesario hacer cierto ntmero de.
pruebas bioguimicas para su identificacién (25).

PRUEBAS BIOQUIMICAS REACCION

Lisina descarboxilasa Positiva
Arginina descarboxilasa Negativa
Oxidasa Positiva
Ornitina descarboxilasa Positiva
Licuefaccién de gelatina Pesitiva
Glucosa sin produccidn de gas Positiva
Acido sulfhidrico (H,S) Negativa
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TABLA 1. INCIDENCIA DEL COLERA EN AMERICA
Casos acumulados hasta el 1 de Septiembre de 1993

Pais Fecha de inicio Casos Tasas"’ Defunciones
de la epidemia
Perd 23/Ene/91 63,107 3,600 445
Ecuador 1/Mar/91 5,391 591 43
Colombia 10/Mar/91 230 8 4
Estados Unidos 9/Bbr/91 13 0.05 0
Chile 16/Abr/91 32,468 245 350
Brasil 17/Abr/91 28 2 0
México 17/Jun/91 7,586 86 148
Guatemala 24/Jul/91 14,952 1,966 158
Panama 13/Ago/91 42 20 4
El Salvador 16/Ago/91 4,004 743 9
Bolivia 27/Ago/91 8,420 1,346 211
Honduras 13/0ct/91 481 114 12
Nicaragua 6/Nov/91 1,727 545 83
Venezuela 3/Dic/91 380 22 9
Guyana Franc. 14/Dic/91 2 23 0
Costa Rica 10/BEne/92 8 2 0
Belice 13/Ene/92 21 120 0
Argentina S/Feb/92 1,515 47 24
Surinam 6/Mar/92 0 0 0
Guyana S5/Nov/92 58 58 2
Paraguay 25/Ene/93 3 0.7 0
Total 146,436 223 1,502

Tasa por milldn de habitantes
Puente: Cdlera/Diarreas iInfeccicsas



TABLA 2. MORBILIDAD Y MORTALIDAD POR COLERA
DE ACUERDO A.ENTIDAD FEDERATIVA, MEXICO,

ENTIDAD CASOS TASA INC’ DEFUNCIONES®" TASA
MORT
Campeche 132 13.6 3 0.44
Ceolima 122 27 .4 1 0.22
Chiapas 1309 48.9 3 0.11
Chihuahua 9 0.4 0 0.00 |
Distritc Federal 1101 10.4 32 0.30
Guanajuato 298 8.0 4 0.11
Guerreroc 674 24 .7 14 0.51
Hidalgo 125 6.5 1 0.05
Jalisco 238 4.4 2 0.07
México 11686 8.8 32 0.24
Michoacan 497 14.0 11 0.31
Mcorelos 620 45.2 2 0.15
Nuevo Ledn S6 2.9 1 0.03
Oaxaca 572 21.0 25 0.82
Puebla 1614 37.1 15 0.34
Querétaro 36 3.4 4 0.38
Quintana Roo 31 6.5 0 0.00
San Luis Potosi 55 2.6 5 0.18
Sinaloa 9 0.4 0 0.00
Sonora 2 0.1 0 0.00
Tabasco 245 17.6 o1 0.10
Tamaulipas 443 18.7 5 0.21
Tlaxcala 202 28.5 4 0.56
Veracruz 1293 17.9 32 0.44
Yucatéan 30 2.1
Total 10,919 12.3 198 0.22

" Tasa por 16C, 000 habitantes

* Incluidas en los tasos
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TABLA 3. FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE VIBRIO CHOLERAE

ANO NUMERO DE CASOS SEROVARIEDAD
1991 2 INABA
1992 4 INABA
2 OGAWA
4 o1
1993 6 " INABA
366 OGAWA
1 i o1

Puente: Lak. Regicnal Ref. Zpidemiolédgica

MECANISMO DE PATOGENICIDAD

Las cepas de V. cholerae Ol producen una toxina colérica
cuya accidn sobre la mucosa del intestino delgado es responsable
de la diarrea caracteristica de 1la enfermedad. La toxina
colérica es una proteina oligomérica (84Kda) compuesta por una
subunidad A (21 Kda), una subunidad A (7Kda) y 5 subunidades B
(10Kda) .

Las subunidades B son responsables de la fijacién de la
toxina al receptor GM, en la membrana celular del epitelio del
intestino délgado. La subunidad A, activa el complejo enzimdtico
adenilato ciclasa incrementando los niveles intracelulares del
AMPc que provocan la hiper-secrecidn de sales y agua, dando como
consecuencia una diarrea isoténica con respecto al plasma; es
decir, con concentraciones de «cloro y sodio ligeramente

inferiores a la del plasma (25).

La dosis infecciosa es variable, la susceptibilidad puede
variar ampliamente:
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1.- Dependiendo de la acidez géastrica (el vibrio es
destruido en un pH de 5 o menos, por lo tanto,
individuos aclorhidricos o con gastrectomia son

particularmente mis susceptibles).

2.- La cantidad y tipo de comida que haya en el estdmago

(la comida disminuye la dosis infecciosa) .

3.- La adquisicidén de cierta inmunidad en el caso de que
se haya presentado una infeccién previa con V.
cholerae Ol. Se ha demostrado que la lactancia natural

produce proteccidén (43).

El periodo de incubacidén puede ser de unas cuantas horas a
5 dias, generalmente de 2 a 3. La excrecidn del vibrio en las
heces se mantiene generalmente durante sdlo unos cuantos dias
despﬁés del restablecimiento (4).

TRATAMIENTO

En casos graves de cdlera, los antibibticos pueden reducir
el volumen y duracidén de la diarrea y acortar el periodo durante
el cual se excretan los vibriones. Los antibidticos deberéan
administrarse por via oral tan pronto como cesen los vémitos
siendo el wejor la doxiciclina. En algunos lugares, el V.
cholerae ha adquirido resistencia a la tetraciclina; esto s

14

debe tener en cuenta cuando la diarrea continta después de 24
hrs. de tratamiento. Cuando hay cepas resistentes, se puede
utilizar furazolidona o trimetroprim sulfametoxazol (otras

alternativas son la eritromicina y el cloramfenicol) (60).

En 1959 fué la primera vez que se demostrd la presencia de
una enterotoxina de V. cholerae, al observar que en presencia de
filtrados de cultivo del microorganismo del serotipo Ogawa se

obtenia una respuesta enterotéxica de eliminacién de fluidos en
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asa ligada de conejo. La toxina colérica (CT), se purificé en
1969. Sin embargo, se acepta actualmente, que CT es tan solo un
miembro de una familia de enterotoxinas muy cercanamente

relacionadas (61).

En el estudio de la dindmica de microorganismos patdégenos
suele ser de gran utilidad la determinacién de grupos
microbianos de interés sanitario con el propdsito de conocer el
papel que juegan estos en el destino del patégeno en un
alimento, los grupos microbianos mds ampliamente utilizados son
la cuenta total de bacterias mesdfilas aerobias (BMA) vy

organismos coliformes (0OC).

El recuento de colonias bacterianas en medios de cultivo
con ‘un adecuado soporte nutricional y libre de agentes
inhibidores es ampliamente utilizado ¢on diversos propdsitos en
el andlisis de alimentos, perecederos o no, agua, equipo y otros
productcs. - Cuando se pretende contar el maximo de
microorganismos, y la incubacién se ha realizado entre 20 ¥y
37°C, se le designa como cuenta de bacterias mesdéfilas aerobias.
La variedad de microorganismos que conforman el grupo es muy
heterogéneo. El significado de su presencia en los alimentos vy

otros sustratos es el siguiente

a) Como indicador de la posible presencia de gérmenes
patdgenos.
b) Como indicador del valor comercial de un alimento.

c) Como indicador de las condiciones higiénicas en que ha
sido manejado un alimento.

d) Como indicador de la idoneidad de un ingrediente crudo
gue se va incorporar a un producto.

e) Para seguir la eficiencia de un proceso germicida o de
preservacién.

£) Para predecir la vida de anaquel de un aiimento.
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Los organismoé coliformes se definen como bacterias
aerobias o facultativamente anaerobias, gram negativas, no
esporuladas que fermentan la lactosa con produccién de gas
dentro de las 48 horas de incubacidén a 35°C (24).

. !

Los organismos coliformes pueden ser de habitat intestinal,
pueden sobrevivir en una gran variedad de sustratos, incluso
fuera del intestino del hombre y de los animales. Su
sobrevivencia, desarrollo o muerte depende de varios factores
como son: la acidez, la desecacidn, congelacidén, descongelacién

y otros.

Su presencia y recuento en los alimentos adquiere cierto

significado, dependiendo de cada caso en particular:

a) Son indicativos de prédcticas sanitarias objetables en

el manejo o fabricacién de un alimento.

b) Expresan la calidad microbiolégica de un producto,lo
que necesariamente implica un riesgo sanitario.

c) Revelan la eficiencia de un proceso descontaminante o
germicida.

d) Su presencia y nimero es algo fortuito; no guarda

relacién con la obtencidn o conservacién del alimento.
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MATERIAL
Y

REACTIVOS



Abatelenguas estériles
Algoddén
Asas de nicromo
Bolsas de polietileno
' Cajas de Conway "Science Ware" de productos Bel-Art.
Cajas de petri estériles de 100 x 15 mm.
Cajeteros metdlicos
Charolas
Cuchillos estériles
Embudos de pléastico
Espdtulas
Frascos botella de 200 ml con tapdn de rosca
Gradillas metélicas
Ligas
Matraces Erlen-Mayer de 250, 500, 1000, 2000 ml.
Morteros de porcelana
Mecheros bunsen
Mecheros fisher
Papel filtro
Papel de estraza
Pipetas bacteriolégicas estériles de 1, 2, 5 v 10 ml
graduadas
Pipetas bacteriolégicas estériles de 1 ml graduadas
Pipeteros metdlicos
Portapipeteros
Tripies
Telas de asbesto
Tubos de ensaye de 13 x 100 mm con tapbén rosca
Tubos de ensaye de 16 x 150 mm con tapdn rosca.
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EQUIPO UTILIZADO

- Agitador mecanico Vortex Genie 2

- Auto-clave

- Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001 grs.
- Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 grs.
- Bafio Maria de precisidén Riossa, 35 a 37°

- Centrifuga Marca Solbat, Modelo J-300

- Cuenta-colonias Quebec

- Horno para esterilizar material de vidrio

- Incubadora de 35° a 37°

- Potencidémetro Corning 125

- Stomacher (Homogenizador) STO- 400

- Refrigerador
- Termdmetros
MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
AGUA PEPTONADA ALCALINA
Férmula:
Peptona de caseina 0.0 g
Cloruro de sodio 5.0 9

Ph ‘final: 9.0+0.2

Preparacién:

Se suspende la peptona de caseina en un litro de agua,
agregando el cloruro de sodio. Distribuir en recipientes
adecuados al volumen deseado. Esterilizar a 15 libras de presién
por 15 minutos.
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AGAR NUTRITIVO
Férmula:
Peptona de gelatina 5.0 9

Q

Extracto de carne de res
Agar 15.0 g
pH final: 6.8:0.2

Preparacién:

Suspender 23 g del polvo en un litro de agua destilada.
Mezclar bien y dejar reposar 15 minutos. Calentar a ebullicién
de 1 a 2 minutos. Distribuir y esterilizar a 121° durante 15

minutos.
AGAR DE HIERRO Y LISINA

Férmula:

Peptona de gelatina 5.0 g
Extracto de levadura 3.09
Dextrosa 1.0 g
L-lisina 10.0 g
Citrato de amonio férrico 0.5 g
Tiosulfato de sodio 0.04 g
Pirpura de bromocresol 0.02 g
Agar (desecado) 13.50 g

pH final: 6.7+0.2

Preparacién:

Suspender 33 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Remojar por 15 minutos. Calentar cuidadosamente
agitando con frecuencia y hervir durante un minuto o hasta
disolucidén completa del agar. Distribuir en tubos de tapén de
rosca. Esterilizar a 121° durante 12 minutos. Enfriar en
posicién inclinada. Cerrar cuidadosamente a fin de evitar

pérdidas de agua por evaporacidn.
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AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR

Formula:
Mezcla de peptonas 20.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g
Lactosa 10.0 g
Sacarosa 10.0 g
Dextrosa - .0 g
Sulfato de amonio férrico .2 g
Rojo de fenol .025 g
Agar 13.0 g

2. g

Tiosulfato de sodio 0.
pH final: 7.3:0.2 '

Preparacién:

Suspender 59.4 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. <Calentar agitando
frecuentemente hasta ebullicién y completa disoluciédn.
Distribuir en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 118° durante
15 minutos. Dejar enfriar los tubos en posicién inclinada de
manera que el medio de cultivo en el fondo del tubo alcance una
profundidad de 1.5 a 2 cm.

CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA

Férmula:

Peptona de caseina: 17.0 g
Peptona de soya 3.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato dipotédsico 2.5g
Dextrosa 2.5 g

pH final: 7.3+0.2
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Preparacién:
Suspender 30 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Mezclar bien, calentar ligeramente hasta disoluciédn

completa. Distribuir en tubos y esterilizar a 121° durante 15

minutos.

AGAR TIOSULFATO CITRATO BILIS SACAROSA (TCBS)
Férmula: ’
Extracto de levaduras 5.0g9g
Peptona de carne 5.0g
Peptona de caseina 5.0 g
Sacarosa 20.0 g
Tiosulfato de sodio 10.0 g
Citrato de sodio 10.0 g
Oxalato de sodio 3.0 g
Oxgall 5.0 g
Cloruro de sodio 10.0 g
Citrato férrico 1.0g
Azul de bromotimol 0.04 g
Azul de timol 0.04 g
Agar bacteriolégico 15.0 g
Agua destilada 1000.00 ml
Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua calentando y agitando
continuamente hasta ebullicién y dejar hervir durante un minuto.
De ser necesario ajustar el pH a 8.6+0.2. Distribuir en frascos

estériles o en cajas petri.
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AGAR PARA METODOS ESTANDAR (ACE)

Férmula: .

Peptona de caseina 5.0 g
Extracto de levadura 2.5 g
Dextrosa » 1.0 g
Agar 15.0 g

pH final: 7.0+0.2

Preparacién;

Suspender 23.5 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Dejar remojando de 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente y dejar hervir por un minuto. Distribuir en
frascos y esterilizar a 121° durante 15 minutos. Puede volverse

a fundir por una ocasidén cuando se utilice.

AGAR .BILIS ROJO VIOLETA (ABRV)

Férmula:

Extracto de levadura 3.0 g
Peptona o gelisato 7.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g
Sales biliares 1.5g
Lactosa ’ 10.0 g
Rojo neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.002 g
Agar 15.0 g
Agua destilada . 1000.0 ml

pH final : 7.4:0.2

Preparacidn:

Disolver los ingredientes en el agua mediante ebullicidn y
agitacién continua. Dejar hervir durante 2 minutos. Enfriar a
50° aproximadamente.
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PEPTONA DE GELATINA AL 0.1% (DILUYENTE)

Fdrmula:
Peptona de gelatina 1.0g
Agua destilada 1000.0 ml

pH final: 6.920.2
Preparacién:

Disolver la peptona en el agua, ajustar el pH, distribuir
en frascos o en tubos y esterilizar a 121° durante 20 minutos.

CALDO ARGININA

Férmula:

Peptona 5.0 g

Extracto de levadura 3.0 g

Glucosa . 1.0 g

PGrpura de bromocresol 1.0ml (1.6 %)
0.0 ml

Agua destilada : 100
pH final: 6.720.1 ’

Preparacidn:

Disolver 1los ingredientes en el agua y ajuétar el pH.
Adicionar el L-aminodcido, disolver y distribuir en tubos de
13x100 mm. Esterilizar a 121° durante 10 minutos. Después de la
inoculacién cubrir el medio con una capa de aceite mineral

esterilizado a 121° durante 30 minutos.
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MEDIO MIO
Férmula:
Digerido pancredtico-de caseina’ S 9.
Digerido pancredtico de gelatina 10.
Extracto de carne
Glucosa

Qa Q@ a v

Monohidroclorhidrato de .C-ornitina

Pirpura de bromocresol

N O N =2 W
o O o o um w,m

Agar
pH final: 6.6+£0.2

Preparacitn; ‘
Disuelva 31 g del polvo deshidratado en un litro de agua

destilada. Caliente hasta ebullicién durante un minuto hasta

disolver completamente, y distribuir en tubos de 13x100 mm con

tapén de rosca, esterilice en autoclave a 121° durante 15

minutos.

REACTIVO PARA OXIDASA
Férmulia: -
N,N,N,N, Tetrametil p-feniléndiamina 1.0g
Agua destilada 1000.0 ml
Preparacidén:

Pesar 0.1 g del reactivo en balanza analitica y disolver en
10 ml de agua destilada estéril; agregar una gota en cada

colonia a probar.
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SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

Férmula:

Cloruro de sodio 8.5 g
Agua destilada 1000.0 ml
Preparacién:

Disolver .l cloruro perfectamente en el agua, distribuir
en frascos y esterilizar a 121° durante 20 minutos.

REACTIVOS PARA LA TECNICA DE
MICRODIFUSION DE CONWAY

ACIDO TRICLOROACETICO AL 7%

Férmula:

Acido tricloroacético 7.0 g
Agua destilada 1000.0 ml
Preparacién:

Disolver el &acido perfectamente en el agua con agitacidnm,

conservar -en frascos ambar.

SOLUCION SATURADA DE ORTOFOSFATO DE SODIO Y POTASIO
Na,P0, KOH AGENTE LIBERADOR

Férmula:

Hidréxido de potasio en escamas 10.0 g
Fosfato trisédico 44.0 g
Agua destilada 100.0 ml
Preparacidn:

Disolver el hidrdéxido en el agua, enseguida agregar el
fosfato trisédico y agitar perfectamente.
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SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO 90%
K,CO; (AGENTE SELLADOR)

Férmula:

Carbonato de potasio 90.0 g
Agua destilada 100.0 ml
Preparacidn:

Disolver perfectamente el carbonato en el agua, conservar

en frascos ambar perfectamente cerrados.

ACIDO BORICO 3%

Férmula:

Acido bérico 3.0¢g
Agua destilada ‘ 100.0 ml
Preparacién:

Disolver perfectamente el sdlido en el agua y guardar en
frascos ambar.

INDICADOR DE CONWAY

Férmula:

Verde de bromocresoli . 0.33 g
Rojo de metilo 0.066 g
Alcohol etilico 100.0 ml
Preparacién:

Incorporar cuidadosamente los ingredientes sélidos vya
pesados en los 100 ml de agua hasta disolucién completa y
conservar en frascos bien cerrados.



AGENTE ATRAPANTE

Férmula:

Indicador de Conway 1.0 ml
Acido bbérico al 3 % - 50.0 ml
Preparacién: -

Disolver el indicador cuidadosamente en el &cido bérico y

guardar en frascos ambar.

35



METODOLOGIA



Segin informacién emitida por la Secretaria de pesca del
estado de Jalisco y el articulo 27 constitucional se encuentran
27 especies que se explotan en 5 grandes zonas pesgqueras:

I. Abulén, atin, barrilete, caruna, camardn, langosta,
macarela, ostidn, sardina, sargazos, tiburédn, tortuga y
totoaba.

I1. Parte meridional de la costa del pacifico desde Jalisco
hasta Chiapas. Atln, camarén, langosta, lisa, mojarra,
sardina, sierra y huachinango.

II1T. Litoral de tamaulipas y Veracruz. Cervina, huachinango,
lisa, mero, mojarra, sardina, sierra.

Iv. Plataforma continental de la zona de Campeche v litoral
del Caribe. Camardn, langosta, 1lisa, mero, mojarra,
sierra, tiburén y tortuga.

V. Aguas interiores. Bagre blanco, carpa, charal, mojarra,
rana y trucha.

Tomando en cuenta la produccidn pesquera en la zona
comprendida en Jalisco se seleccionaron dos variedades de
pescado:

1. Variedad Sierra (Scamberomorus sierra) es un pez que
abunda en toda la costa del pacifico, no presenta
escamas, mide 70 cm de largo y con un peso aproximado de
2 kg. Se pesca en las profundidades y anualmente a nivel
nacional se obtienen 33,461 toneladas.

2. Variedad huachinango (Lutjanus purpureos cominmente poey)

Este pez habita a 50 metros de profundidad, llega a la
superficie de zonas rocosas, litorales y en las
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profundidades. Mide aprox. 75 cm y presenta escamas, a
nivel nacional se obtienen 18,815 toneladas al afio.

1.1 Se Adquirieron 100 muestras de pescado crudo de 2 grandes
centros de abastecimiento localizados en esta ciudad, 30
del mercado Alcalde, 33 del mercado del mar #36 y 37 del
mercédo del mar en Zapopan, Jal. Muestreandose 49 de la
variedad Huachinango y 51 de la variedad Sierra.
Analizandose 8 muestras por semana durante un afio.

1.1.1 Determinaciones aplicadas a cada muestra:

a) Exdmen sensorial.

b) Medicidén de pH.

c) Prueba de Nitrdgeno Voldtil Total (NVT).

d) Prueba de Trimetilamina (TMR).

e) Recuento de Dbacterias meséfilas aerobias
(BMA) .

f) Investigacidn de V. cholerae.

El criterio para seleccionar las muestras se basé en los
signos de frescura descritos en la literatura (53,55).
Observando el brillo de los ojos, color de agallas y apariencia
de la piel.

1.2 . Ceviche de pescado

Se seleccionaron expendios de ceviche (35 puestos fijos
y 65 puestos ambulantes) localizados en los 4 sectores de
esta ciudad ( Sector Juarez, Hidalgo, Reforma vy
Libertad). Las 100 muestras fueron obtenidas tal y como
se expenden al piblico y transportadas al laboratorio
para su andlisis inmediato en bolsas de polistileno
previo registro de temperatura.
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Determinaciones aplicadas a cada muestra:

a) Examen sensorial.

b) Medicién de pH.

c) Recuentoc de bacterias mes6filas aerobias
(BMA) .

d) Recuento de organismos coliformes.

e) Investigacidén de V. cholerae.

a) Examen sensorial

Criterios de frescura que se describen para el pescado en

la literatura:

QOLOR:

0J0S:

AGALLAS :

EL olor del pescado es diferente en las distintas
especies, pero en general es fresco ({(algas
marinas) y no desagradable.

Salientes, brillantes y vivos. Pupila convexa y
azabache. cérnea transparente. '

Color rojo sanguineo brillante, limpias,
exentas de limo y olor normal.

CONSISTENCIA Y COLOR: Firme y eldstico al tacto. Blanco

o0 blanco azulado y transldcido.

Ausencia de  decoloracién. Se

adhiere firmemente a las espinas y

es dificil de desprender, sangre

bajo la vejiga natatoria de color’
rojo.

ASPECTO GENERAL: Aspecto limpio y claro, liso y

brillante. Humedecidoc con un limo
transparente. Ausencia de decoloracién.
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b) Medicidn del pH

Esta se efectuari con el potencibémetro Conductronic
10. La medicidn se realiza con 5 g del alimento al que
se le agregan 10 ml de agua destilada exenta de CO,.

¢) Prueba de NVT (Nitrdgemo Volatil Total)

Técnica de Microdifusién de Conway

Procedimiento:

1. Pesar 10 g de la muestra.

2. Colocar en el mortero los 10 g de muestra y adicionar 20 ml
de acido tricloroacético; moler perfectamente.

3. Filtrar la mezcla anteriormente molida; primero a través de
una torunda de algoddén y enseguida a través de papel
filtro. )

4. Centrifugar el filtrado hasta obtener una solucidén clara
(45 minutos) .

5.. Colocar 2.5 ml de solucién saturada de carbonato de potasio
en el primer nivel de la caja de Conway (Figura 1).

6. Colocar 1 ml de agente reaccionante (solucidn saturada de
fosfato de sodio/ hidréxido de potasio) por un lado en el
segqundo nivel del disco. Por el otro lado en el mismo
nivel, colocar 1 ml de la muestra filtrada y centrifugada.

7. Colocar 1 ml de agente atrapante en el centro de la caja.

8. Colocar la tapa de la caja Conway cuidadosamente.
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S. Proporcionarle movimientos rotatorios que permita que entre
en contacto la muestra con el agente reaccionante.

10. Dejar en reposo la caja de Conway por 2 horas.

11. Transcurridas las 2 horas, titular el agente atrapante con
&cido sulfidrico 0.024 N, cuyo punto final serd indicado por
el color original.

Célculos:

NVT: (mgs N / 100 g de muestra)
NVT: ml de H,SO, X 0.024N X 100 X 2.7 X 1.3

d) Prueba de TMA (trimetilamina)

Para la determinacién de Trimetilamina (TMA) se siguen los

mismos pasos, excepto en el paso 6, en donde se adicionan 0.5 ml

de formaldehido en el segundo nivel.

e) Recuento de Bacterias Mesbdfilas Aerobias (BMA)

Procedimiento:

1.

Pesar perfectamente 15 g de muestra en una bolsa de
polietileno.

A los 15 g de muestra agregar 135 ml de diluvente y llevar
al Stomacher por 1 minuto.

Efectuar diluciones.

Inocular 1 ml de cada dilucién en las cajas petri
estériles.
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Adicionar medio de Agar Cuenta Estdndar mantenido a 48°C a
las cajas, homogenizar, dejar solidificar e incubar durante
48 horas a 35°C.

Efectuar el recuento de todas las colonias desarrolladas.

f) Recuento de Organismos Coliformes Totales (0OC)

Procedimiento:

1.

Pesar perfectamente 15 g de muestra en una bolsa de

polietileno.

A los 15 g de muestra agregar 135 ml de diluyente y llevar
al Stomacher por un minuto.

Efectuar diluciones decimales.

Inocular 1 ml de cada dilucidén en las cajas de petri
estériles.

Adicionar medio de Agar Bilis Rojo Violeta mantenido a 48°C
a las cajas, homogenizar, dejar solidificar.

Adicionar 4 ml mis de agar bilis rojo violeta de sobracapa,

homogenizar, dejar solidificar.
Incubar durante 24 horas a 23°C.
Contar todas las colonias de color rojo obscuro menores

a 1 mm de diametro, ligeramente convexas y de bordes bien

definidos.
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g) Investigacidén de Vibrio cholerae

La -Técnica para el aislamiento de V.cholerae seréd la

recomendada por la I.C.M.S.F. (31,33).

Procedimiento:

1.

W

Pesar 25 g de muestra incluyendo la piel y agallas (6 25 g
de intestinos) del pescado retiradas en condiciones

asépticas.

Homogenizar con 225 ml de Agua Peptonada Alcalina (APAR)

durante un minuto en Stomacher.

Sembrar dos asadas biconvexas en 1 caja de TCBS y una de
AN.

Incubar la muestra y placas a 35° durante 6 y 24 Hrs.

respectivamente.

A partir de la muestra incubada de 6 Hrs. inocular
nuevamente una placa de TCBS y una de AN y transferir 1 ml
del homogenizado a un tubo de 10 ml de APA e incubar

nuevamente.

Una vez logradas las 24 Hrs. de incubacién sembrar a partir
del caldo peptonado alcalino dos asadas biconvexas en
placas de TCBS y AN las cuales serdn incubadas a 35°C por
24 Hrs.

Seleccionar 4 <colonias tipicas o "~ sospechosas de V.
cholerae. Proceder a su identificacién mediante Tincidén al
Gram, oxidasa, TSI, L1A, MIO y caldo Arginina, estos
Gltimos incubados 24 hrs. a 35°C. '
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‘Someter a la prueba de aglutinacién en portaobjetos con
suero polivalente O1 (DIFCO) para V. cholerae y en caso de
ser positiva aglutinar con suerc monovalente (Ogawa e
Inaba) para identificar el serotipo. En caso de que la cepa
autoaglutina en solucién salina fisioldégica someterla a la
prueba de acriflavina para determinar si es una cepa

rugosa.

Las cepas que no aglutinan con el antisuero polivalente Ol
se someterdn a las siguientes pruebas bioquimicas para ser
clasificadas como Vibrio cholerae no Ol:

Medio MIO
Movilidad........cieinr i (+)
8 ¢ Lo T {(+)
Ornitina Descarboxilasa.............c....... {+)

Agar de Hierro y Triple Azdcar (TSI)
Fermentacién de Glucosa. ...« vvveiiiinnnnn. (+
Fermentacidén de LAaCLOSa. ... v vi i vvinnnnnnns (-

Produccidén de Gas de Glucosa............... {-
Produccién de HoS. ... . oL (-

Agar de Hierro y Lisina
Lisina Descarboxilasa...................... [+)
Produccidn de Gas........cuiiniiinennnennn. (=)
Produccidn de HpS. .. oiiiiiiii ... {-)

Arginina Descarboxilasa.............c.uuunn..n. {-)
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Esquema 1.

Incidencia de Vibrio cholerae en pescado crudo

Pescado

(piel, agallas, intestinos}

-
pH V. cholerae
5g ’ 25 g
+
5 ml Agua 225 ml APA
sin CO,
Homogenizar
Medir en 1 min.
Potencibémetxro ’
. Incubar
I 35°/6 hrs
Sembrar « T ]
TCBS, AN 1 ml Continuar
+ Incubacidn
Incubar APA 35°/18 hrs
35°/24 hrs 10 ml
Sembrar
Incubar TCBS, AN
35¢
24 hrs Incubar
350
24 hrs
Pruebas
Biogquimicas
(TSI, LIA,
Oxidasa)
Serologia

APA
ATA

TCBS

TSI
LIA

Nitrbégeno Vol&til Total.
TriMetil Amina.

Agua Peptonada Alcalina.
Acido Tricloro Acético.

: Agar Tiosulfato, Citrato, sales Biliares, Sacarosa.
: Agar Nutritivo.

: Agente Reaccionante.
: Agente Atrapante.

Agar Hierro y Triple Azucar.
Agar Hierro y Lisina.

1
NVT, TMA

I
10 g
+
20 ml ATA

Moler en mortero

Filtrar

l
Centrifugar
2500 rpm 45 min

2.5 ml K,CO,
Nivel 1 Caja de
Conway

1 ml AR Nivel 2
+

1 ml de muestra

1 ml AA Centro

caja de

Conway

Tapar y mezclar

Reposar 2 hrs

Titular con H,SO,
0.024 N
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Esquema 2.
Incidencia de Vibrio cholerae en ceviche

Ceviche
| T ] { 1
TH V. cholerae BTA : OT
5g 25 g Vaciado Vaciado
+ + en placa en placa
S ml Agua - 225 ml APA
sin CO,
Homogenizar
Medir en 1 min.
Potencidmetro
Incubar
, 35°/6 hrs
Sembrar < T - 7.
TCBS, AN 1ml Continuar
+ Incubacién
Incubar - APA .35°/18 hrs
35°/24 hrs 10 ml
Sembrar
Incubar TCBS, AN
35¢°
24 hrs Incubar
© 35°
24 hrs
T
Pruebas
Bioquimicas
(TSI,LIA,
Oxidasa)
Serologia

.

BMA : Bacterias Mes6filas Aerobias.

OC : Organismos Coliformes.

APA : Agua Peptonada Alcalina.

TCBS : Agar Tiosulfato, Citrato, sales Biliares, Sacarosa.
AN : Agar Nutritivo.

TSI : Agar Hierro y Triple Azfcar.

LIA : Agar Hierro y Lisina.



Figura No. 1

Camara de Conway

1 ml de muestra

2.5 ml
Agente sellador
| ml (K,COy
Agente liberador
(NafQ, -KOH)  1ml
Agente atrapante

Ac. Borico 3.1%
Indicador de Conway)
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En la vigilancia y control de las enfermedades infecciosas
que aquejan a una comunidad, son de gran ayuda el estudio y
conocimiento de las caracteristicas generales de los
microorganismos y sus ciclos de vida (4).

Cuando una bacteria ingresa a un alimento tiene tres
perspectivas: desarrollar, sobrevivir o morir. El destino de un
microorganismo en un alimento se encuentra influido por una
serie de factores tales como son: la flora asociada, pH,
temperatura, presencia de inhibidores y composicién quimica del
alimento (5).

Las Bacterias Meséfilas Rerobias son consideradas en la
Microbiologia Sanitaria como indicadores de la calidad sanitaria
de un alimento; de esta manera al incrementarse el nlmero de
‘ellas, disminuye proporcionalmente su calidad (24). En conjunto
los grupos microbianos, pruebas sensoriales y las pruebas
quimicas aportan informacién practica para estimar el grado de
frescura de un alimento. El grado de frescura del producto se
determina mediante el recuento de BMA dada la activa
multiplicacién que estas bacterias manifiestan en el alimento
cuando se conservan a mas de 10°C. El recuento no permite ver si
se partidé de una materia prima falta de frescura o producto ya
preparado no refrigerado adecuadamente (6).

En 1las dos variedades de pescado fresco estudiadas
encontramos que el 45% de las muestras presentaron valores de
BMA superiores a 6 logaritmos (Grafica 1 y 5), tomando en cuenta
que en la literatura se ha reportado que la cantidad de
microorganismos sobre la piel oscila entre 10 2 y 10 ®/cm?,
consideramos que nuestros valores elevados revelan un alto grado
de contaminacién con respecto a 1o ya reportado.
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En cuanto a los pardmetros de frescura como es la
determinacién del Nitrégeno Volatil Total (NVT), Trimetilamina
(TMA) y el pH los cuales se han sugerido comc un medio
‘exploratorio del grado de fregscura de mwmuchas especies de
pescado, observamos que tan sdlo una de las muestras de cada
variedad de pescado que analizamos contenia 11 mg/100 de NVT
(Grdfica 3 y 7), cifra que se aproxima a la considerada para un

pescado fresco (4,20,24).

- Pescado fresco recién capturado <12 mg/100
- Pescado ligeramente descompuesto

de buena calidad 12-20 wg/100
- Pescado comestible 20-25 mg/100
- Pescado descompuesto >25 mg/100.

El resto de las muestras (43%) mostraron cifras mayores de
25 mg/100. De las 49 muestras de la variedad Sierra analizadas
se encontraron valores menores a 25 mg/100, el resto
correspenderia a pescados descompuestos (81%). En la variedad
Huachinango el 83% rebasd los limites de frescura establecidos

para un pescado comestible (Grafica 7).

Los valores de nitrdgeno voldtil total rebasan los que se
han propuesto en los EUA para pescado fresco <25 mg (20,24}, no
Obstante, en todos los casos el alimento se calificé como frescc
desde el punto de vista organoléptico. En general podemos decir
que el 82% de las muestras analizadas mostraron »>25 mg/100
(pescado descompuesto) (4,20). Es necesario establecer criterios
de frescura para el pescado, dado que los componentes del
pescado varian con la especie y drea geogréfica. En evaluaciones
hechas en el laboratorio de Microbiologia Sanitaria de 1la
Universidad de Guadalajara se han reportado valores de 30 vy 35%
de NVT compatibles con pescado fresco, aunque esos valores
varian con la especie de pescado estudiada (59)
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En todas las especies marinas de peces existe Oxido de
trimetilamina (OTMA) cuya reduccién a trimetilamina es
caracteristica de un proceso de deterioro. Se cree que este
proceso se debe fundamentalmente a la accién de bacterias
putrefactivas que pueden utilizar el OTMA como un aceptor
terminal de hidrégeno cuando el oxigeno se agota, por lo que
puede esperarse cierta correlacidn en el aumento de TMA y la
presencia de bacterias reductoras del OTMA (50 ). La literatura

seflala los siguientes valores (4,20):

-Pescado fresco (0-5 dias) s1-1.5 mg/100
-Pescado comestible (5-10 dias) : <5 mg/100
-Pescado descompuesto 10 mg/100
-Pescado nauseabundo ' >10 mg/100

El 90% de las muestras analizadas de la variedad Sierra
tenian una concentracién de Trimetilamina (TMA) <5 mg/100
(Grafica 2). El 63% de 49 muestras de Huachinango se encontraron
con valores de 1-9 mg/100 de TMA y el resto se encontraba con >5
mg/100 (Gré&fica 6). '

El 41% de 100 muestras de pescado mostraron limites altos
de TMA, rebasando los 5 mg/100, lo gque indica segin la
literatura falta de frescura.

Aplicando las normas para el pescado se veria que estos
alimentos son inaceptables para su consumo dado que las
substancias vol&tiles nitrogenadas son productos de la
putrefaccién. Sin embargo dado que los componentes del pescado
varian con la especie y el &rea geografica (50,51), esta
aseveracidén no puede hacerse. . En efecto, las caracteristicas
organolépticas del pescado fueron aceptables.

En la literatura se menciona que el pH &éptimo para la
mayoria de las bacterias incluso patégenas es cercano a la
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neutralidad. El pH promedio de las variedades de pescado fresco
estudiadas fue cercano a 6.0 (Grafica 4,8 y 12). En alimentos
marinos el pH tiende a aumentar conforme el producto se
descompone, pero ese aumento es sumamente discreto por lo que no
se puede utilizar sélc el pH para medir la aceptabilidad (57).

El pH en los pescados de la variedad Sierra mostraron
limites desde 5.0 y 6.0 en el 68% y 3% de las muestras
respectivamente (Grafica 4). Y en la variedad Huachinango el 90%
de 49 muestras se encontraban cercano a 6.0 (Grafica 8).

De las 100 muestras de pescado analizadas el 80% contenian
entre 5 y 6 logaritmos. Tan s6lo 2 de 1las 100 muestras
registraron valores extremos en cuanto a los parametros de
frescura. Una con 1000 BMA, 10 mg¥ de NVT y 1.5 mg%¥ de TMA ¥y
otra con 10% logaritmos de BMA, 99 mg/100 de NVT y con 14 mg/100
de ™A (Graficas 9,10 y 11).

Al explorar la calidad sanitaria del ceviche pescado en
venta directa al piblico, observamos que el 49% de las muestras
obtenidas durante los meses de Abril a Septiembre (Epoca
calurosa) contenia 107 logaritmos de BMA (Grafica 13). La carga
microbiana detectada descendidé hasta en 2 logaritmos en 10s
meses de Octubre a Marzo (Epoca fria).

De las 47 muestras de ceviche analizadas a partir de
puestos ambulantes se obtuvieron 7 muestras positivas a V.
cholerae 01 (Gréfica 14). Dichas muestras contenian entre 5 y 7
logaritmos de BMA.

El 66% de las muestras de ceviche de puestosgs ambulantes
contenian entre 3 y 4 logaritmos de Bacterias Coliformes
Totales, limites dentro de los cuales se detectaron 4 de las 7
muestras positivas a V. cholerae 01, las 3 restantes contenian
alrededor de 100 coliformes (Grdfica 15).
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Aungue los OC pueden asociarse con la exposicién a fuentes
de contaminacién objetables, <como son el agua, hielo,
recipientes, superficies de trabajo y otras. Estas evidencias
.pierden valor por el hecho de su capacidad para multiplicarse en
el pescado conservado bajo condiciones inadecuadas de
‘temperatura (24,57). No obstante su presencia y nimero nos
indica un manejo poco cuidadoso del alimento.

En las 53 muestras de ceviches colectadas en puestos fijos
la carga de BMA también mostrd diferencias segin la época del
afio. El 39% de las muestras contenian nimeros > 10% logaritmos
de BMA en la epoca fria (Meses de Octubre a Marzo) con respecto
a la época calurosa (Grafica 16). A la carga de BMA en ceviche
de pescado dificilmente se le puede atribuir un valor sanitario
de peso, puesto gque se trata de un alimento cuya preparacién
implica la inclusién de ingredientes crudos y que ademds no
recibe tratamiento térmico alguno.

A partir de puestos de ceviche fijos se obtuvieron 2
muestras positivas a V. cholerae 01, 1 durante la época calurosa
del afio que contenia 107 logaritmos de BMA y 10 > de OC (Grafica
17 y 18) . Y otra durante la época fria (Abril a Septiembre) con
10 ° logaritmos de BMA y 10 % dé OC (Gré&fica 19 y 20).

“En las 100 muestras de ceviche analizadas detectamos una
mayor carga microbiana en la época calurosa que en la época fria
(Gréfica 21 y 22).

Los Limites de pK en las 100 muestras de ceviche fueron de
3.0 a 4.5. (Grafica 23).

En total obtuvimos 12% de positividad a Vibrio cholerae 01

en pescado fresco (variedad Huachinango y Sierra) y el 8% en
ceviche de pescado.
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En cuanto a la ruta para la recuperacién de V. cholerae en
pescado fresco el doble enriquecimiento (18 hrs) y la siembra en
placas de medios selectivos y diferenciales perwmitid un 41.66%
de recuperacién, no obstante encontramos positividad en rutas
alternativas en medios de enriquecimiento como fué la incubacidn
a las 0, 6 y 24 Hrs (Tabla 1).

) En el caso de los intestinos cabe sefialar que de las 50
muestras analizadas se obtuvieron 2 muestras positivas a V.
cholerae de 50 muestras de intestinos mismas que resultaron
también positivas en piel y agallas, como se ilustra en la Tabla
1. Dicha positividad para el caso de los intestinos se vio
favorecida por- el tiempo 6 y 18 Hrs. de enriquecimiento. En
ceviche no se obtuvo ninguna muestra positiva mediante 1la
siembra directa, la recuperacién se vio favorecida conforme
transcurria el tiempo de enriquecimiento (Tabla 1).

Ninguna ruta fué superior a la otra como lo muestran los
resultados de este trabajo, aunque con las diferentss rutas se
encontraron muestras positivas que resultaron negativas por el
método alternativo. En lo que respecta a la productividad de los
dos medios de aislamiento (AN y TCBS), la recuperacidn en agar
TCBS fué estadisticamente significativo (p=0.0001) con respascto
al AN (Tabla 2).

En la Tabla 3 observamos una positividad glokbal a V.
cholerae eﬁ pescado crudo de 25.6% en la época calurosa y 8.8%
en la época fria (p=0.0139) estadisticamente significativa. En
el ceviche de pescado un 12.5% en la época calurosa y 2.8% en la
fria (p=0.0250) estadisticamente significativo. Estos resultados -
coinciden con otros estudios de incidencia de Vibrio cholerae O1
y no Ol en los cuales se demuestra la influencia de la variacién
estacional a favor de la época calurosa con respecto a los meses
frios (36).
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Del total de positivos a V. cholerae pudimos identificar
ambos serotipos, resultando 12 Ogawa y 13 Inaba. La frecuencia
en la recuperacién de ambos serotipos segin la época del afio fué
estadisticamente significativa a favor del serotipo Inaba en la
Epoca calurosa (Tabla 4).

La distribucién de ambos serotipos Ogawa e Inaba en estos
alimentos gquarda relacidén con la identificacidén de los mismos en
los casos de cblera diagnosticados en nuestro pvais (34).

El aislamiento de Vibrio cholerae en este tipc de alimentos
en venta directa al pﬁblico'pone en evidencia el riesgo a la
salud en nuestra poblacién, por lo que esta informacién deberia
ser utilizada por 1las autoridades sanitarias como una
herramienta epidemioldgica para implementar medidas de control
tendientes a disminuir el riesgo para el consumidor y ejercer
acciones efectivas para contener la propagacidén de cdlera en
nuestro pais.
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Grafica 1. BMA/g en 51 pescados variedad
"Sierra" colectados en la Zona
Metropolitana de Guadalajara
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Grafica 2. Trimetilamina en 51 muestras
de pescado de la variedad "Sierra"
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Grafica 3. Nitrogeno Volatil Total en
51 muestras de pescado de la variedad
| "Sierra"

Frecuencia

<12 12-20 20-25 >25
'NVT (mg/100)




09

Grafica 4. pH en 51 muestras de
pescado de la variedad "Sierra"
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Grafica 5. BMA/g en 51 pescados variedad
"Huachinango" colectados en la zona
Metropolitana de Guadalajara
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Grafica 6. Trimetilamina en 49 muestras
de pescado de la variedad
"Huachinango"
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Grafica 7. Nitrégeno Volatil Total en 49
muestras de pescados de la variedad
- "Huachinango"
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Grafica 8. pH en 49 muestras de
pescado de la variedad "Huachinango"
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Grafica 9. BMA/g en 100 muestras de
- pescado colectadas en la Zona
_Metropolitana de Guadalajara
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Grafica 10. Nitrogeno Volatil Total en
100 muestras de pescado colectadas en la
Zona Metropolitana de Guadalajara
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Grafica 11. Trimetilamina en 100
muestras de pescado colectadas en la
Zona Metropolitana de Guadalajara
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Grafica 12. pH en 100 muestras de
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Grafica 13. BMA/g en 65 muestras de
ceviche colectadas en puestos ambulantes
segun epoca del ano
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Grafica 14. Vibrio cholerae y BMA/g en
65 muestras de ceviche colectadas en
puestos ambulantes en la epoca calurosa
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- Grafica 15. Vibrio choleraey OC/g en
65 muestras de ceviche colectadas en
puestos ambulantes en la epoca calurosa
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Grafica 16. BMA/g en 35 muestras de
ceviche colectadas en puestos fijos
segun epoca del ano
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Grafica 17. Vibrio cholerae y BMA/g en
35 muestras de ceviche colectadas en
puestos fijos en la epoca calurosa
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Grafica 18. Vibrio choleraey OC/g en
35 muestras de ceviche colectadas en
puestos fijos en la epoca calurosa
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Grafica 19. Vibrio cholerae y BMA/g
en 35 muestras de ceviche colectadas en
- puestos fijos en la epoca fria

5 6 7

Epoca Fria 6 11 1

Vibrio cholerae [ ] 1 0 0
Log BMA/g

Epoca Fria: Octubre-Marzo
BMA: Bacterlas Meso6filas Aeroblas

SL




Grafica 20. Vibrio choleraey OC/g
en 35 muestras de ceviche colectadas en
puestos fijos en la epoca fria
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Grafica 21. BMA/g en 100 muestras de
ceviche colectadas en Guadalajara
segun época del ano
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Grafica 22. OC/g en 100 muestras de
ceviche colectadas en Guadalajara
segun época del ano
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Grafica 23. pH en 100 muestras de
ceviche colectadas en Guadalajara

segun época del ano
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Tabla 1. Recuperacidén de Vibrio cholerae en 100 muestras de
ceviche y 100 muestras de pescado seglin ruta de
aislamiento.

Ruta Combinaciones probables
Total
Siembra Directa T I T T T S S
Enriquecimiento 6 hrs? A TR R S
Enriquecimiento 18 Hrs® + + - + + = = + + = = = + - + -
Enriquecimiento 24 hrs® + - + + + - + + - + - - - 4 - -
Pescados
Piel y Agallas 1 131411 12
Intestinos 11 2
Ceviches 1 142 8
Total ’ 1 1 1339131 22

Tiempo de incubacién del tubo del primer enriquecimiento.
Tiempo de incubacidén del tubo del segundo enriguecimiento inoculade a las 6 nrs.
© Tubo del primer enriquecimientse con incubacidén prolongada hasta 24 hrs.

Tabla 2. Positividad a Vibrio cholerae segin medio de aislamiento

Tiempo de enriquecimiento
(Agua Peptonada Alcalina)

Medio de

aislamiento 0 horas 6 horas 18 horas 24 horas Total
TCBS 4 5 11 4 24
AN 0 2 0 2 4
Total 4 .7 11 6 - 282

TCBS : Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa.

AN : Agar Nutritivo

b : p=0.0001
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TABLA 3. FRECUENCIA DE V. cholerae 01 y V. cholerae NO Ol

MUESTRAS DE PESCADO Y CEVICHE

EN

Pescado

Piel y
agallas Intestinos

Ceviche

Calurosa® FriaPCalurosa Fria Calurosa Fria

V. cholerae 01 8/43 2/57 2/50 0/50

V. cholerae no 01 21/43 5/57 12/50 0/50

7/64

0/64

0/36

0/36

®abril-Septiembre
bOctubr_e-Marzo

TABLA 4. INCIDENCIA DE SEROTIPOS DE V. cholerae 01 EN PESCADO Y

CEVICHE SEGUN EPOCA DEL ANO

Epoca
V. cholerae Calurosa® Fria® P
Ogawa 6/43 2/57 0.0367
Pescado
Inaba 5/43 3/57 0.1335
Total 11/43 5/57 0.0139
Ogawa 3/64 1/36 0.3085
Ceviche
Inaba 5/64 0/36 0.0270
Total 8/64 1/36 0.0250
Ogawa 9/107 3/93 0.0559
Total
. Inaba 10/107 3/93 0.0344
Total 19/107 6/93 0.0060

*Abril-Septiembre
boctubre-Marzo

‘nivel de significancia estadfstica. Estadfsticamente significativo p<0.05
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CONCLUSIONES



La incidencia de V. cholerae en ceviche y pescado en
venta directa al pilblico fué mayor en la época

calurosa que en 1la época fria, 85% y 15%
respectivamente, (p=0.0139) estadisticamente
significativo.

En pescado fresco el pH (€.0) es un factor gque
favorece la viabilidad de los microorganismos, en el
caso del ceviche el bajo pH (3.0 - 4.0) no resulta ser
un factor determinante que asegure la inocuidad del

alimento.

La flora microbiana asociada en ceviche de pescado
pesar de su bajo pH fué igualmente elevada tanto en
puestos fijos como ambulantes, revelando una mala
calidad sanitaria del alimento.

La incidencia de V. cholerae en pescedo frescoc es de
10% en piel y agallas, 2% en intestinos y 8% en
ceviche con una marcada influencia de la variacién

estacional a favor de la época calurosa.

Los serotipos identificados fueron 13 Inaba y 12
Ogawa. La frecuencia de ambos serotipos fué similar en
las 2 épocas del afio, con una incidencia mayor en la
época calurosa, "(p=0.0060) estadisticamente

significativo.

El pescado fresco y en forma de ceviche son un
importante vehiculo de V. cholerae, por lo gque debe
recibir mayor atencién por parte de las autoridades

sanitarias.
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RECOMENDACIONES



Adquirir productos marinos gque cumplan con los
criterios sensoriales de frescura ya establecidos.

Asegurar la inocuidad del pescado utilizado en la
preparacién de ceviche, sometiendolo a un tratamiento

térmico.

Lavar y desinfectar cuidadosamente las verduras

utilizadas en la preparacién de ceviche.

Evitar el consumo de ceviche en la via piblica.
Concientizar a los manejadores de alimentos sobre los
riesgos de contaminacién durante la preparacidén y
servicio de los mismos.

A través de los medios de comunicacidn recomendar a la

poblacién modificar los hibitos alimentarios que
implican riesgos sanitarios.
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RESUMEN



Los casos actuales de célera en nuestro pais justifican el
realizar trabajos de investigacién gque permitan conocer el
riesgo a la salud que puede entrafiar el consumo de alimentos
como el pescado y mds aln cuando se consume crudo en forma de
ceviche. Tomando en cuenta la gran demanda de estos alimentos en
nuestro medio, llevamos a cabo un estudio que nos permitid
determinar la incidencia de V. cholerae en pescado fresco y
ceviche en expendios de 1la via piblica en la ciudad de
Guadalajara.

Se estudiaron 100 muestras de ceviche de establecimientos
fijos y ambulantes con el propSsito de conocer la imcidencia de
Vibrio cholerae y la calidad sanitaria mediante las siguientes
determinaciones: Examen sensorial, pH, recuento de bacterias
mesdfilas aerobias y organismos coliformes. Se adguirieron
ademds 100 muestras de dos variedades de pescado (Sierra Yy
Huachinango) a las cudles se les determinaron los parametros
antes mencionados adicionando la determinacidén de Nitrégeno
Volatil Total (NVT) y Trimetilamina (TMA) y excluyendo el
recuento de Organismos Coliformes.

La positividad global de las muestras de Vibrio cholerae
resultd ser estadisticamente significativa a favor de la época
calurosa (Abril a Septiembre) con un 85% con respecto a la época
fria (Octubre a Marzo) con un 15%.

Los hallazgos obtenidos ponen en evidencia el riesgc a la
salud gque puede implicar el consumo del ceviche en la via
plblica, asi como la sola presencia del patégeno en las
variedades de pescado analizadas es objetable por representar un
riesgo para la salud pablica. ’
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