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INTRODUCCION

Dentro de la dieta normal del méxicano es diffcil incluir
pescados y mariscos, ya que por tradicién y costo de estos --
productos no es fAcil su adquisicién: atGn asi, podemos decir-
que el OStién es el marisco de mayor consumo, principalmente-
en forma natural, es por eso que si su calidad bacteriolégica
no es adecuada puede ser el causante de intoxicaciones o en--
fermedadés del tipo gastrointestinal. Los ostiones pueden --
contaminarse por microorganismos que se encuentran en el me--
dio acustico donde se cultivan (esteros). Adeﬁés tienen el --
riesgo de contaminarse durante su cosecha, procesadc y envio-
cuando este producto ha-sido recolectado en Areas sujetas a -
contaminaciones con desechos peligrosos humanos.o animales.

El objeto de esta tesis es el estudio de un microorganis-
mo patégeno cuyo ﬁabitat es un medio marino y por lo tanto --
puede contaminar a cualquier producto del mar, se trata de --

vibrio parahaemolyticus, el cual se intenté aislar de ostio--

nes desconchados; también se efectué un estudio sobre la cali
dad bacteriolégica de este alimento para identificar organis-
mos fecales (coliformes) y enterobacterias patégenas (Salmone
1la y Shigella), y dé‘esta manera contribuir a un mejor con--
trol sanitario de los ostiones comerciales para disminuir las

intoxicaciones o enfermedades provocadas por el consumo de --

este alimento.



Vibrio parahaemolyticus se ha aislado en muchas partes -
del mundo, siendo més comfin de lo que se sospecha como causan
te de intoxicaciones de tipo alimentario; por tal razén es po
sible que en nuestrog.esteros se encuentre este microorganis-
mo contaminandd los ostiones gue posteriormente consumimos.

En el presente trabajo se dard una introduccién sobre --
los ostiones en México y generalidades de los mismos, poste--
riprmente se tratari todo lo referente a caracteristicas y --
propiedades bioguimicas, asf como métodos de aislamiento de -
Vibrio parahaemolyticus y otros microorganismos enteropatége-
nos, para finalmente presentar los resultados de la parte ---

experimental y conclusiones.



CAPITULO I.

LOS OSTIONES EN MEXICO.

La importancia comercial de las ostras deriva de sus ex-
cepcionales cualidades alimenticias. Por esta razén afn las -
civilizaciones mis antiguas no se atuvieron exclusivamente a-
la productividad natural de los bancos, sino que elaboraron -
los primeros procedimientos de cultivo. El antecedente més --
antiguo se encuentra.en la civilizacién china, que fué la ---
creadora de las précticas ostricolas. Los romanosrfambién de-
sarrollaron dicha disciplina y en cuanto a consumo de este mo
lusco, se sabe con certeza, gque ademés de las culturas mencio
nadas, los primeros pobladores de las costas americanas utili
zaban ampliamente este proéucto con fines aliﬁenticios. Cabe-~-
notar también el temprano desarrollo de las técnicas de culti
vo en el Japén, péis-que sobresale actualmente en esas activi
dades.

Yonge, prestigiado hidrobiélogo inglés, dice al referir-
se a la importancia econémica de las ostras: "Debe d;rse lu-
gar de honor a la ostra. Ningln invertebrado marino se colec-
ta en némeros tan vastos o da empleo 2 tanta gente en tantos-
y tan diversos pafses”. (1)

Las caracterfisticas nutritivas de las ostras pueden resu

mirse como sigue:



1) Alto contenido en p;oteinas y ecarbohidratos de primera
calidad. Las ostras se consideran como los alimentos proteini
cos de m&s fdcil digestidn.

2) Elevada proporcidn dé sales minerales indispensables:-
Fe, Cu, v I, etc. Las ostras, junto con las almejas y langos-
tas, contienen mis yodo que cualquier otro alimento marino. =

Ostrae virginica en fresco contiene hasta 1.1i6 mg de yodo por

‘Kg. y en secq~hasta 6 mg. Siguen al higado de res y cerdo en-
Eontenido de Fe y son las més altas en Cu. Se calcula gue una
docena de ostiones proporci5na mucho mds de las necesidades -
humanas diarias de Fe y Cu, todo el yodo necesario, 2/10 de -~
la proteina, Ca, Mg y P. Cbntieﬂen la. mitad de Ca, cinco ve--
ces el Mg y m&s P que la leche, sobre las bases de pesos igua
les.

3) Apreciable dotacién vitamfnica: el mismo orden de 12-
6Btiones proporciona 2/10 de la racién necesaria de vitamina-
A, tiamina, riboflavina y niacina. (13)

De estas sobresalientes cuali&ades,alimenticias se des--
prende la gfan importancia que reviste incremgntar la produc-
cién y el consumo de este producto, para un pueblo tan pésima
mente alimentado como el de México, considé}agdo entre aque--
1llos cuyo consumo de mariscos es muy 5ajo, m@noa de 5 Kg per-
capita, en comparacién con paises en que se consumen hasta,?d

Kg-al afio por habitante.



Las costas nacionales disponen de extensas &4reas en las-
gue existen bancos naturales de ostras, de donde son extraf--
das en escala comercial desde hace largo tiempo.

Como los recursos en cuestién no son inagotables y la ex
plotacién en muchos cascs ha sido intensa y poco cuidadosa, -
'ha aparecido la amenaza del agotamiento de los bancos, agudi-
zado también por faétores naturaies. Esta situacién es afron-
tada en regiones tales como.Guaymas, Son., Tampico, Tamps., -
Boca del Rfc y Alvarado, Ver., en donde el agotamiento de los
bancos se manifiesta por la predominapcia de ostras juveniles
en la captura comercial, o bien por la tbtal'déséparicién de-
ias poblaciones comerciales. 7

Aungue en diversas oc§siones la ostricultura ha sido pro
puesta por diferentes personas, esta proposicién ha sido ino-
perante, ante la ignorancia general de los fundamentos biolé-
gicos necesarios para iniciar la aplicacién de ;sta discipli-
na. (13)

Mediante datos recogidos en la Direccién General de Pes-
ca, podemos observar que la produccién y consumo de ostién ha
aumentado de los afios 1975 a 1976,‘para'dismihuir después por

la explotacién inadecuada de los esteros:



ENERO - DICIEMBRE

ARo0 PRODUCCION NACIONAL CONSUMO NACIONAL
(Ton) ; (Ton)

1975 26,988 26,988

1976 e[ 29,226 ' 29,226

1977 27,455 ' 27,455

En la actualidad existen explotaciones ostioneias en nu-
merosos lugares; a lo largo de ambos litorales mexicanos exisg
ten multitud de lugares en que se dan condiciones inmejora-—-
bles para gue prosperen las acumulaciones de ostias.

La posicién y potencialidad de México, a ese respecto, -

. es realmente privilegiada. (13)



CAPITULO II.

CLASIFICACION, MORFOLOGIA Y COMPOSICION
QUIMICA DE LOS OSTIONES.
Llasificacién de las ostras:
Las ostras pertenecen al Phyllum Mollusca.
Orden Pelecypoda o Lamelli

branchiata.

Familia Ostreidae.
La familia incluye tres géneros vivientes a saber:
Género Ostrae Linnaeus, 1558.
Género Crassostrea Saccon, 1897.

Género Pycnodonta Fisher van Waldheim, 1834.

En México existen.aproximadamente 16 especies de ostras,
segfn Francisco Contreras (1932). Sin embargo, los Gltimos --

estudios han reducido este nfimero, las m&s abundantes son:

(13) :
Ostrae crassa Ostrae wirginiana
Ostrae canadensis Ostrae borealis
Ostrae rostrata Ostrae frons
Ostrae spathulata Ostraé lucasiana
Ostrae turturiana Ostrae prismatica
Ostrae margaritécea Ostrae amara

Ostrae tubulifera Ostrae serra

Ostrae dalli Ostrae mexicana




Ostrae angélica Ostrae cumingiana

_Ostrae veatchi ' Ogtrae megodon
Ostrae fisheri : 4 Ostrae turbinata
Ostrae turbinata Ostrae solida
~Jstrae turdinata _ Ustrae solida

Ostrae jacobea

Crassostrea virginica Crassostrea corteziensis
Crassostrea iridescens Crassostrea palmula

Morfologfa de los ostiones:

El ostién pertenece al grupo de los molu;cos, especifica
mente a los bivalvos (animales que tienen un par de conchas -
calcdreas desiguales o simétricas), una izquierda o inferior-
por medio de la cual se aahiere al fondo y permanece fija al-
sustrato y otra derecha o superior, sin dientes, plana y que-
se cierra y abre para permitir el paso del agua gue contiene-
su alimento y el oxigeno néecesario para vivir. Ambas valvas -
se unen en su parte anterior por medio de charnela y ligamen-
to interno: la forma y grosor es variable de acuerdo con dife
rentes circunstancias, especialmente relacionadas con el me--
dio ambiente y las condiciones de aglomeracién o buena distri
bucién. La superficie externa estd constituida por la sobrepo
sicién de finas l&minas dispuestas concéntricamente; gquimica-
mente estén compuestas de carbonato de calecio y sustancias --

orgdnicas. (13)



La valva de la derecha muestra en su extremo anterior -
un surco ancho en donde se aloja un ligamento que une a esta
valva con la otra, constituyendo la charnela. La superficie-
interna de la valva derecha presenta, hacia la parte poste--
rior, la imptesién muscular, cuyo relajamiento abre las val-
vas y cuya contraccién las cierra.

8in la concha superior se observa el cuerpo como una ma
sa blanquecina, en cuya parte externa hay una membrana que -
tapiza la concha, denominada manto. Entre el manto y el cuer
po del animal se encuentran ;uatro laminillas como cerdas --
llamadas branquias unidas por una membrana que el ostién usa
para filtrar su alimento, y captar el oxfigeno disuelto en el
agua.

En la'porcién viva de las ostras se puede distinguir el
aparato digestivo, sistema ciréulatorio, aparato reproduc---
tor.

El ostién se alimenta de pequefias partfculas que estén-
flotando en el agua donde vive y que filtra por los filios -
del manto y las branquias, conduciéndolas a los palpos labia
les y de ahf a la boca.‘siendo sedentario, no posee movimien
to, y por lo tanto permanece fijp a un sustrato, el cual ---
puede ser de diferentes materiales. (13)

Las ostras en su mayoria son habitantes tipicos de los-

esteros, desembocaduras de los rfos, lagunas costeras y de -



lo.

todas aquellas'formaciones litorales en que se mezclan carac
ter{sticas de las aguas océdnicas con las de los rios, produ
ciendoilas salinidades mds adecuadas, y por supuesto, en don
d2 se reuna también el requisito indispensable de un sustra-
ts duro, limpio y adecﬁado para que se fijen las larvas de -
1los adultosq Esta fusién-de aguas es necesario a fin de lo--
gzar cierto grado de salinidad en que se propicia la forma--

cién de bancos ostr{colas de las especies més aprovechadas =-

en México, como son: C. virginica, C. corteziengis, C. gigas
O. lurida. Se tiene el caso de ;lgunas costeras de baja sali
nidad en las que no existen estas especies, (Tres palos y Co
yuaca, Gro.).

Sin embargo, hay especies adaptadas a la alta salinidad
como C. iridescens explotada potencialmente en entidades del

Pucifico como "Costra Brava" de Colima y Guerrero. (13)

En México, existen tres tipos de ostras

En el Pacifico: Crassostrea iridescens o de roca,

Crassostrea cortiziensis o estuarino.

En el Golfo: Crassostrea virginica, que es el més -~

apreciado en sabor y es el de mayor de-

manda. (13)
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CUADRO NUM. I

COMPOSICION QUIMICA DEL CSTION

La composicién quimica de los noluscos y crustéceos méas-
comunes fue copilada por Atwater y Bryant, la cual se presen-

“ta en el cuadro siguiente: (20)

Muestras Agua - Protefina Grasa Cenizas

de osti6n % % % %
Minima 34 8l.7 4.2 0.6 1.2
M&xima 91.4 10.0 _ 1.9 2.8
Promedio 86..9 6.2 1.2 2.0
Camarones 78.89 9.68 - 3.12 3.90

Ostiones 87.97 6.76 1.26 0.57
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NORMAS DE CALIDAD PARA LOS OSTIONES

El problema del establecimiento de un indice seguro y al
mismo tiempo razonable para la norma de calidad de los ostio-
nes que se expenden en el mercado ha sido preocupacién ée mu-
ck;s afios. Este problema indica la seleccién de fndices bacte
riolégicos adecuados asf{ como limites numéricos que sirvan de
base para juzgér si 21 producto alimenticio ha sido manejado-
acdecuadamente.

En los Gltimos afios se ha ;pcrementado el interes en la-
determinacibén de la calidad bacteriolégica.de los ostiones —--
tal como son recibidos en el mercado. Algunas agencias esta--
blecieron normas ya sea oficiales o tentativos mediante los -
‘cuales podfian por lo menos clasificar el producto tal como ——
era recibido. Posiblemente el més importante es el‘sistema de
clasificacién establecido por Canada en 1951, gue agrupa los-
ostiones en tres categorias: Aceptable, aceptable condicional
mente y rechazable, lo que permite juzgar si un producto debe
rfa o no estar o ser tolerado en el &rea de consumo. Debido -
al éxito obtenido en Canada con este sistema, el método fué -
aceptado en principio con algunas modificaciones en la Junta-
de Saneamiento de Ostiones de EE.UU.

El criterio bacteriolégico es como sigue:

Aceptable: Osiiones desconchados, bacterias coliformes -

nGmero m&s probable (NMP), no mayor de 16,000 en 100 ml. y/ro
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un recuento de organismos mes8filos aerobios (cuenta esténdar
en placa) no mayor de 50,00C colonias por g.

Aceptable condicionalmente: Ostras desconchadas con un -
MNP mayor de 16,000 por 100 ml pero menor de 160,000 por 100
ml. y un recueﬁto est&ndar en placa mayor de 50,000 por g -—
pero menor de 1,000,000 por g.

Rechazable (inadmisible): Ostiones desconchados con un -
NMP de coliformes de 160,000 o m&s por 100 ml y un recuento -
en placa de 1,000,000 o mis por g.

Esta Junta de Saneamiento de Ostiones estaba formada por
representantes de las agegcias de éontrol estatal, federal y-
municipal, asi como por la Se;cién de Investigacién y Control
de Mariscos del Servicio de Salubridad PGblica de los EE.UU.-~
Los resultados para obtener el criterio bacteriolégico fueron
dados a conocer en una junta en Washington, D.C.. el 26 de ju-
nio de 1958. (9) A

En nuestro pafs aGn no hay una norma oficial para el con
trol de la calidad bacteriolégica de los marisecos, con lo fini
co que se cuenta es con un proyecto de norma, el cual se basa
en los resultados de la Junta de Saneamiénto de los EE.UU., -
mencionada anteriormente; y da como indices para decidir si -
un mar;sco és apto para su consumo los siguiemtes: cuenta de-
o;ganismos mes8filos aerobios (cuenta esténdar) en placa, ---

100.000 colonias pdr gramo; organismos colifoxrmes, 160 colo--
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nias por gramo; una cuenta de E. coli de 10 colonias por gra
mo, y deben estar exentos de organismos de los géneros Salmo

nella y Shigella. (17)
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CAPITULO III

Vibrio parahaemolyticus

&ibrio parahaemolyticus es un microorganismo marino del-
grupo de bacterias denominadas frecuentemente "haléfilas patd
genasi] h

Es bien conocido en el Japén, donde algunas cepas han si
do causantes de una intoxicacién alimentaria del tipo disentg
rico por el consumo de pescados y moluscos crudos. (19)

E%te microorganismo se encuentra en forma natural en mu-
chas especies de la fauna marinal En los EE.UU. V. parahaemo~
lyticus ha sido aislado de gran»varied;d de alimentos marinos
tales como pescados, moluscos y crustédceos, tanto de las cos-
tas del Atléntico como del Golfo y Pacifico. En el verano de-
1971 se presentaron cuatro casos de intoxicacibén por V. para-
haemolyticus que ocurrieron en Marylapd, después del consumo-
de cangrejo crudo. Estos incidentes representan la primera --
intoxicaci6n confirmada en EE.UU. por V. arahaemolyticus, en
la que el microorganismo causante fué recobrado tanto de los-
alimentos contaminados como de las heces de los pacientes.

Tée acuerdo con estadisticas publicadas en Japén, resulta
revelador un estudio sobre cierta cantidad de reportes de in-

fecciones que se comprobé eran causadas por Vibrio parahaemo-

lyticus. El brote original, en 1951, se limité a 272 pacien--

tes, 20 de los cuales murieron. En 1963 hubo 524 brotes que -



16

incluyeron m&s de 12,0C0 infecciones; en 1264 la evaluacién -
fué de 558 brotes con més de 14,000 infecciones. El promedio-
de muertes en cada uno de estos afios fué de 10. Las estadisti
ces demostraron que este microorganismo fué el agente etiolé-
giéo en 60 al 70% de lés casos de diarrea estival reportados-
en el Japén. Estas cifras. resultan sorprendentes, si se consi
dera que en los EE.UU. en menos del 35% de los transtornos --
gastrointestinales no hay un agente etiolégico identificado.

Acemds, debido a la costumbre en el Lejano Oriente y en el Su
reste de Asia de comer pescadosAcfudOS, no hay razén para su-

poner que este microorganismo no sea en otros paises todo lo-

relevante gque lo es en el Japén. (4i)

HISTORIA TAXONOMICA.

como ahora es conocido, fué ais-

sse
lado por primera vez en la Universidad de Osakg por Fujino en
1950. Este organismo fué clasificado como del género Pasteure
1lla, porque su tincién bipolar y naturaleza son comunes de eg
te género en los medios de cultivo empleados. En 1955, se in-
cxriminé al "Asazuke; (pepinc salado) - en un caso &e gastroen

teritis de 120 sin que ocurriera ningtn deceso. Takikawa cla-

sific6 el agente causante como Pseudomonas enteritis observé-
que las caracteristicas de la cepa aislada eran similares al-

cultivo aislado por Fujino, pero cambio el género a Pseudomo-

nas basidndose en las propiedades bioquimicas y el crecimiento
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en el medio que contenia sal. Esta fué 1; primera indicacién-
de la naturaleza haléfila de este organismo. (12)

Miyamoto et al propusieron el nombre genérico de Oceano-
monas debido a las diferencias serolégicas entre Pseudomonas,
efectuaron e;tudios detallados dé las caracteristicas de los-
cultivos aislados de alimentos involucrados en intoxicaciones
y de aquellos aislados por Fujino et al y Takikawa.

Todos estos cultivos podian fermentar la glucosa con o -
sin produccién de gas. Esto les sugirié gue se clasificaran -

en los géneros Vibrio o Aeromonas. Vibrio no fué considerado-

como V. chélerae, pues crece a una concentracién de sal del -
3% en un medio de cultivé ordinario, ya que su habitat natural
es unvmedio marino. (12)

Tres especies fuerén consideradas basé&ndose en el poder-
de utilizar quitina y alginato, resistencia &! desoxicolato,-
utilizacién de citrato y fermentacién de sacarosa.

Oceanomonas parahaemolyticus (Pasteurella parahaemolyti-

cus, Fujino) fué negativo en todas las pruebas. *

Oceanomonas alginolyticus (Pseudomonas emteritis, Takika

wa Serotipo II), fué positiva para todas las pruebas.

Oceanomonas enteriditis (Pseudomonas enteritis, Takikawa

fué positiva para quitina, desoxicolato y citrato.
Sakazaki et al descartaron al género Pasteurella en base

al halofilismo y a Pseudomonas porque incluirfa a muchos orga
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nismos heterogéneos gue poseen diferentes propiedades. (15)

Para aclarar la posicifén taxonSmica de estos organismos-
hicier6én extensos estudios en muchos de los organismos haléfi
lcs en cuestibn; estos organismos estaban intimamente relacio
na&os con el género Viﬁrio.

Se reconocieron tres. subgrupos basados en diferencias de
crecimiento en agua peptonada conteniendo 7-10% de NaCl, reag
cién de Voges- Proskauer, fermentacién de sacarosa, arabinosa
y celobiosa.

En el subgrupo (3 fué nombra?io V. anguillarum especie ti-
po, el cual no crece a 7-10% de NaCl. En el subgrupo 1 y el -

subgrupo 2 fueron designados como V. parahaemolyticus especie

‘tipo. Las cepas del subgrupo 2 crecieron en 7-10% de NaCl, --
mientras que las del grupo 1 crecieron solo a 7% de NaCl. ---
(15) ‘

Casi todas las cepas del subgrupo 1 fueron aisladas de -
heces de pacientes afectados con gastroenteritis, las del ---
grupo dos fueron aisladas de alimentos marinos y del agua de-
mar. La presencia del subgrupo 2 en pacientes con gastroente-
ritis no fué tan significativamente elevada como en personas-
sin enteritis identificable. Por lo que concluyer;n que el --
sqbgrupo 2 no es patégeﬁo para el honbre. Las cepas del sub--

grupo 2 crecieron en 10% de NaCl, fermentaron la sacarosa y -

produjeron acetofna, mientras que las del grupo 1 no. (21)
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Por estas diferencias Sakazaki propuso el nombre especi-

fico de V. parahaemolyticus para los organismos del biotipo 1

(subgrupo 1); y el nombre de Vibrio alginolyticus a los orga-

nismos del biotipo 2 (subgrupo 2)
En Tokio, en 1965, Zen - Yoji y sus colaboradores encon-

traron que, en base a las evidencias epidemiolégicas y etiolgd

gicas s6lo V. parahaemolyticus es enteropatégeno. (21)

En el cuadro Nfm. 2, se muestran las caracteristicas que

diferencian a V. parahaemolyticus de V. alginolyticus. (10)



CUADRO NGm. 2
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CARACTERISTICAS COMPARATIVAS DE Vibrio

parahaemolggiggg v

Medio

Vibrio alginolyticus (10)

V. parahaemolyticus V. alginolyticus

Tincién de Gram
Pleomor fismo
Flagelacifén polar
Movilidad TSI

TCBS

1% peptona sin NaCl
1% peptona 3% NaCl
1% peptorna 7% NaCl

1% peptona 10% NaCl

TSI gelosa |

HyS (TSI gelosa)
Indol 4
Voges-Proskaier

Hem6licis estable
al calor

Negakivo
Positivo
Positivo
Positivo

Colonias azul-
verde, lisas,

largas y ligeramente

turbias

No hay crecimiento
Crecimiento

Ligero crecimiento

Usualmente sin
Crecimiento

' Alc/éé

Negativo
Positivo
Negativo

Usualmente
positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo

Colonias amarillas
largas y lisas

No hay crecimiento
Crecimiento
Crecimiento

Ligero Crecimiento

Alc/4c

Negativo
Positivo
Positivo

Usualmente
negativo
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HABITAT.

Eggr ser un organismo de naturaleza haloffla, no es de --
sorprender que V. parahaemolyticus sea encontrado en esteros-
Y en aguas salobres. Este organismo ha sido aislado del inte-
rior de fuentes de sal. Los sustratos para el crecimiento de-
V. parahaemolyticus ﬁo se limitan a mariscos, pescados y ----
plancton. Se ha demostrado su crecimiento en extractos de pe-
pino, papa, calabaza, rébano, col y lechuga. V. parahaemolyti
Lus parece estar asociado con habitats'que Poseen un alto con
tenido en nutrientes orgénicos.

Datos limitados indican que en el ﬁedio marino, gue con-
tiene animales en gran cént{dad, la cantidad total de V. para
haemolyticus es generalmente mfs alta que en aguas con bajo -
contenido de material orgénié§§

Este organismo ha sido aislado en aguas costeras alrede-
dor del mundo. La distribucién geogréfica en habitats acuéti-
cos ha sido regida por la temperatura del agua. Su presencia-
en poblaciones altas eséé correlacionada con el incremento de

la temperatura del agua durante los meses de verano. A las en

fermedades estacionales causadas por V. parahaemolyticus se -

les conoce como "diarrea de verano" (2)

DISTRIBUCION DE V. parahaemolyticus

Por muchos afios el aislamiento de V. parahaemolyticus se

limité a Japén, donde es responsable del 70% de las gastroen-
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teritis Miyamoto et al, investigaron la distribucién estacio-
nzl de estos organismos én las bahfias de Sagami v Tokio. Ob--
servaron una distribucién del tipo "invierno-verano",una estg
ncﬁalina (adaptable a ligeros cambios de salinidad) y otra --
euvrihalina (capécidad para vivir en agua en amplios grados --
de salinidad). La primera predomina en el invierno y la segun
da en el verano y en aguas costeras. (12)

V. parahaemolyticus ha sido aislado en Alemania, en el -

Lejano Oriente, Hong Kong, Taiwan, Singapur, las Filipinas, -
India, Corea, Ceylédn, Hawai, China, Tailandia y en los Paises
Bajos. Se han estudiado las muestras de excremento de las ---
.fuerzas americanas destacadas en el Lejano Oriente y se descu
brieron 2 pacientes en Okinawa y 12 en Corea con infecciones-
de V. parahaemolyticus. (4)

En los afios recientes ha sido estudiado més ampliamente-
en los EE.UU. Fuercon aislados de agua y sedimientos del Golfo
y costas del Atléntico, organismos parécidos a V. parahaemoly

ticus.

Baross_y‘Liston aislaron a V. parahaemolyticus de agua -
de mar, y mariscos del Noreste del Pacifico, y rep;rtaron una
distribucibn estacional similar a la del Japén, Gran nilimero -
sé aisla en el verano, pero pocos al iniciarse el invierno. -
También ha sido aislado de cangrejos moribundos, ostiones del
Golfo de Mé#ico, oéfiones del Pacifico y de carne de mariscos

g{pcesada. (12)
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PROPIEDADES MICROBIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS.

‘ V. parahaemolyticus se caracteriza por ser un organismo -

Gram negativo, bacilo corto, que muestra poliformismo: ligera-
mente curvo, recto o en forma de cocos y pueden observarse més
A :

formas, perc generalmente son bacilos cortos curvos. Todas las

cepas de V. parahaemolyticus son méviles por su dnico flagelo-

polar. En cajas de gelosa casi todos los cultivos aparecen co-
- —

mo colonias lisas, circulares opacas y himedas con bordes ente
ros. (12)

Es un organismo anaercbio facultativo, y para su creci---.

- —-,

miento requiere de iones Na, K y Mg. Crecen pobremente en la -~

mayoria de los medios comunes, a menos que se afada 2-3% de --

NacCl. (19)

V. parahaemolyticus crece a temperaturas de 22 a 42°C pe
ro no crece a 2°C, su temperatura Sptima es de 30-37°C. Se ha
observado que resiste pH entre 5-11, siendo el éptimo de 7.5-
8.8, el pE méximo de crec?miento es 9.4.

La concentracién de sal que requiere es de 1-7%. Temmyo-

noté gue V. parahaemolyticus muere por calentamiento a 55°C -

por 10 min. y 60°C por 5 min. en un medio liguido. (12) (19)
Es corriente la disociacién de colonias en los medios ge

losados, esta disociacidén puede ser inhibida afiadiendo un de-

tergente del tipo alcohol alifético sulfonado, por ejemplo --

Teepol, al medio dé cultivo. (19)
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—

| Kodama ha sefialado que la maycria de las cepas de V. para
{

haemélxticus aisladas dg pacien?es»p;gdgcepﬂupa hemélisis cla-
ra en gelosa sangre humana, mientras que las procedentes gde =—
agua de mar y de pescado, © son débilmente hemoliticas o no --
soﬁ hemoliticas; con el fin de evitar confusiones con la acti-
vidad hemolfitica de V. parahaemolyticus en placas de gelosa --
szngre, dicha hemé;isis fué nombrado como el fenémeno de "Kana
gzwa", después de que éste lo describiéb. (19)

- .
LSakazaki y sus colaboradores probaron 3,370 cepas de V. -

paerahaemolyticus en gelosa sangre y encontraron que 96.5% de -

las 2,720 cepas obtenidas de pacientes humanos fueron Kanagawa
positiva, y el 99% de las 650 cepas derivadas de pescados y -—-
‘agua de mar fueron Kanagawa negativa;:\Miyamoto y colaborado--
res también reportaron gue cerca del‘;b% de cepas aisladas de-
casos de gastroenteritis fueron Kanagawa positiva, y s6lo —-==
0.5% de los cultivos de agua de mar y productos de pesca fue-—-
ron Kanagawa positivos. También se reporté que lag cepas Kana-

gawa positivas son enteropatégenas, comprobéndose con volunta-

rios a los que se les dieron cepas Kanagawa positivas. (8)
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Las propiedades biocguimicas que han sido reportadas para

Vibrio parahaemolyticus son las siguientes: (12)

1. Hidr6lisis de almidén =+ .18. Alginato -
2. Hemblisis * ~ 19. Luminiscencia -
3. Produccién de acetoina - 20. Pigmento -
4. Gelosa TSI alc/ac, gas-
: H,S - 21. Descerboxilacién
de 12 Lisina +
5. Crecimiento 0% NacCl -
Arginina -
3% + .
Ornitina -
7% + : ’
22. Sensibilidad a pteri
10% - dina 0/129 +
6. Indol & 23. Hidré6lisis de qui +
) tina
7. Rojo de metilo + A
: . 24. Sensibilidad a la
8. Utilizacién de citrato + : penicilina =
9. Desaminasa de la fenila - 25. NH3 de arginina -
lanina
10. Reduccién de nitratos +
11. Ureasa - Fermentacién de:
12. Licuefaccibén de la gela + 26. Celobiosa -
tina
27. Sacarosa -
13. catalasa +
. 28. Arabinosa =&
14. Malonato . -
29. Maltosa +
15. Oxidasa i
30. Manitol +
16. Rojo - Ch&élerae -
31, Trehalosa +

17. Fermentacién de glucosa

(Hugh- Leifson) u 32. Lactosa -
gas -



33. Ramnosa
34. Xilosa
35. Adonitol
36. Inositol
37. Sorbitol
38. Salicina
39. Galactcsa
“40. Manosa
41. Rafinosa
42. Fructosa
43. Dulcitol

44. Inulina

Utilizacién como fuente
de carbono:

45. Glucosa

45. Fructosa

47. Sorbitol

48. Manitol

49. Sorbosa

50. Manosa

51. Galactosa

52. Dulcitol

53. Alfa-metil
D-glucosidasa

54.

55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.

76.

7=

26.

Gluconato de pota +

sio
Arabinosa
Adonitol
Xilosa
Ramnosa
Eritritol
Glicerol
Maltosa
Lactosa
Saéarosa
Celobiosa
Melibiosa
Rafinosa
Salicina
Inositol
Trehalosa
Melecitosa
Lactato
Gluconato
Piruvato
Acetato
Formato
Citrato

Succinato

variable



78. Malonato
79. Malato
80. Oxalato

8l. DL-fenilalani
na.

82. L-triptofano
83. Benzoato

84. Fenol

Utilizacién en medios complejos:

85. Alginato
86. Malonato
87. Tartrato
88. Citrato

89. Mucato

Variable

Variable

Variable

Variable

27.
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Existen ﬁruebas més sofisticadas para caracterizar a V.-

parahaemolyticus. Colwell sujet6 a varias especies marinas, --

V. chélerae y V. parabaemolyticus y otros organismos relaciona

dos con.200 pruebas diferentes, morfolégicas, fisiolbgicas y -
bioiégicas, por tales prﬁebas fué posible separar a V. parahae
molvticus de otros organismos, sus especies se agrupan en —---=
S 280%. La composicidén de bases del ADN para todas las espe---
cies de Vibrio fué de 40-48% G+C, existiendo una pequefia rela-

cién entre ¥. chbélerae y V. parahaemolyticus. (12)

= ! -
E. TEMPERATURA PARA EL CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA

DE Vibrio parahaemolyticus

La temperatura Sptima para el crecimiento de V. parahae-
melyticus se encuentra en el rango de 35 - 37°C. La temperatu-
ra nds baja que soporta es de 3 - 13°C, y depende fuertemente-
del sustr;to de crecimiento y el habitat bajo el ;ual se estu~
die. Se ha reportado un agudo decremento en V. parahaemolyti-~
cus viable en el caparazén de camarén coﬁpletamente inoculado-
durante los dos primeros dfias de almacenamiento a 3,7,10 y ---

-18°C; durante los siguientes 6 dfas no hubo diferencia alguna

También se observé un ligero incremento en la poblacién de —--

V. parahaemolyticus en camarén homogeneizado durante las prime
ras 12 horas de almacenamiento a 3,7,10°C, seqguido por una -=--

disminucién a los 4 y 8 dfas. Poca supervivencia fué observada

en muestras almacenadas a 3 y -18°C. (2)
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La temperatura mis baja reportada para este organismo du
rante su crecimiento en los medios de laboratorio es de 5°C; a
esta temperatura limite para su crecimiento le afecta el pH, -
pues de seis géneros estudiados, el pH mds bajo pgrmitido a --
5°C es de 7.3. Se reporté un crecimiento mfinimo a temperaturas
de 9.5 a 10.5°C en medios de laboratorio mantenidos en posi--—
cién estédtica durante la incubacién. Agitando un cultivo en --
caldo tripticasa soya con 3% de NaCl, a un pH de 7.2 se obser-
v6 crecimiento a 7 y 8°C lo cual se relaciona con los reportes
que indican que se obﬁerva un minimo de crecimientd de V. para
haemolyticus a un pH de 7.1 - 7.7 a 9°é en, un medio similar.
(3)

Este crganismo puede multiplicarse a niveles peligrosos-
cuando los ostiones se almacénan a temperaturas'mayores de 8°C
esta multiplicacién ocurre entre 10 y 12°C, disminuyendo cuan-
do las temperaturas de almacenamiento se encuentran entre - 20
0 y 4°C. El organismo puede sobrevivir por largos periodos en-

la superficie de pescados y mariscos a una temperatura de 5-

V. parahaemolyticus en pescados y mariscos es suscepti--

ble a efectos letales de.congelacién v refrigefacién.

Disminuye mds las formas viables de V. parahaemolyticus-

en un medio de cultivo a -10°C que a -20°C. La supervivencia -

de este organismo en un medio de cultivo es mayor a temperatu-
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ras de -10 a -20°C gue a 0°C.

En pescados y mariscos se identificé después de 15 dfas-
a 1°C y a los 60 dfas a -15 y -30°C. Se recobraron organismos-
viables de carne de cangrejo almacenado a 1, -15 y -30°C por -
30 iias. También puede ser evidenciado en ostiones inoculados-
degpués de 40 dias de almacenamiento a l°Cy a -15 y -30°C se~-
eqcantr6 a los 130 dfas. Se observaron menos organismos vivos-
a ll, 8 y 5°C. Se ha demostrado que V. Qarahaemolxticus puede-

sobzevivir por lo menos 3 meses a 4°C.

V. parahaemolyticus puede ser aisiado.facilmente de os--
tiones y muestras de sedimiento marino cuﬁndo éstos se encuen-
tran por debajo de 10°C, aunque puede ser aislado de agua de -
mar cuando la. temperatura cae por debajo de 13°C. También se -

~

ha gnsontrado en zooplanctoﬁ cuaqdo la temperatura esté éerca—
de»l4°C;’de 1o que se puede concluir que durante.los meses de-
invierno el organismo sobrevive en el plancton para multipli--
carse en el agua durante el verano. De la misma manera en pes-
cados y mariscos comprados en el mercado, ya congelados y gue-
pueden estar contaminados con V. parahaemolyticus, una vez en-
el hogar pueden crecer y subsecuentemenfe incrementgr poten-~--
cialmente y producir una infeccién humana de origen alimenticioc.
Estos datos demuestran que, aunque V. parahaemolyticus -

es sensible a la refrigeracién y congelacién, tales condicio~--

nes podrfan no gser letales al organismo.
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La tempefétura médxima de crecimiento para V. parahaemoly

ticus se encuentra en el rango de 42 a 44°C, esta temperatura-

varfia de acuerdo al %énero y es afectada por las condiciones -

—

de cultivo. (2) E})>>

INACTIVACION POR CALOR

Aunque V. parshaemolyticus es sensible al calor, se ha -

reportado una amplia escala de valores para su inactivacién --
térmiga. La‘susceptibilidad de este organismo a la inactiva---
cién por temperaturas elevadas depende de los procedimientos -
dg cultivo usados para su crecimiento y del tipé de disolvente
en el cual se coloca durante el tratamiento térmico.

No pudo ser recuperado de un homogeneizado de camardn --
que tenfa inicialmente 500 células /nl, después ‘de que fué ca-
lentado durante 15 min. a 60 -80°C. Aunqgue, con una poblacién-

6

inicial de 2 X 10  células/ml, V. parahaemolyticus fué recupe-

rado de muestras calentadas por 15 min a 60 - 80°C.

No sobrevivié en un homogeneizado calentado por 1 a 5 --
min. a 100°C; otros tiempos de mortalidad reportados son 60°C
" de 15 a 30 min.

V. parahaemolvticus, puede ser destruido si se calienta-

en una solucién peptonada por 10 min a 55°C o por 5 min a 60°C
También ha sido probada la susceptibilidad del organismo
a las condiciones simuladas de calentamiento, las cuales pue--

" den ser similares a las de las plantas procesadoras de pesca--
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dos y mariscos, 6 bien pueden ser encontradas en restaurantes-
y hogares.

" Unos pulpos y jaibas fueron contaminados con V. parahae-
mo_.yticus, se cubrieron con harina y se frieron en aceite por-
2 nin a 180°C, no fueron recuperados organismos vivos. Otros -
filetes de pescado fueron ‘contaminados y asados en un asador -
electrénico, sin encontrar ningun V. parahaemolyticus en las -
muestras tratadas.

Se ha observado que la inactivacién a temperaturas eleva
das dé;;;aerdel pH y‘del disolvente en el cﬁal se calienta ~==
siendo la resistencia mds alta al calentaﬁiento a un pH de 7.0
1§ sensibilidad se incrementa conforme el pH es m&s &cido o --
m&s alcalino.

La presencia de NaCl durante el calentamiento tiene un -
efecto protector contra la inactivacién. Un caldo de carne de-
cangrejo salada que contenia 1.5 X 106 cél /ml fué calentado a-
48 y 55°C, reduciéndose el ntGmero de organismos viables de 2.5
a 4 veces respectivamente; la completa eliminacién fué cuando-
el caldo se calento 10 min. a 65°C.

El NaCl a concentraciones de 12% en caldo tripticasa so-
ya protege contra la inactivacién a 48°C.

La temperatura de crecimiento afecta la resistencia al -

calor de V. Egrahaémolvticus. Las células que crecen a 21°C -

son mas sensibles al calentamiento a 47°C que las que crecen-
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a 29°C, asi las células que crecen a 29°C son m&s sensibles --
gue las gque crecer a 37°C. i

Las células que crecen en caldo tripticasa soya con 3.0-
a 7.4% de NaCl son més resistentes al calentamiento que aque--
llas que crecen en un caldo gue contiene G.5% de sal. También-

se ha reportado una relacidén entre los &cidos grasos que con--

tiene V. parahaemolyticus con la temperatura de crecimiento y-

" la sensibilidad al calentamiento del organismo. (2) (3)

TOLERANCIA AL NaCl.

Adem&s de los efectos del NaCl en la supervivencia de --

V. parahaemolyticus durante el calentamiento, refrigeracién y-
congelacién, existen otros gfectos ejeréidos por esta sal so--
bre la temperatura normal de crecimiento.

El organismo requiere de un minimo de 0.5% de sal para -
su crecimiento y reproduccibén. El efecto hemolitico va asocia-
do con la naturaleza infecciosa de este organismo, y se incre
ment; considerablemente cuando el medio de infusién de corazén
contiene 0.5% de NaCl. Esto estd en contradicéién conlla obser
vacién de que el organismo reguiere para su crecimiento de 3%
de sal; el nivel de 3% de sal estd generalmente aceptado como-
la concentracién Sptima para el cfecimiento.

Se nota menos concordancia con la concentracién méxima -

de sal que tolera este organismo. Un criterio para identificar

a V. parahaemolyticus de V. alginolyticus y algunos otros ----
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Vibrio es la incapacidad de V. parahaemolyticus de crecer ---
bien en caldo tripticasa al 10% de NaCl.
Algunos autores opinan que la concentracién méxima de --

NaCl que tolera V. parahaemolyticus es de 8% otros reportan --

que‘algunos géneros pueden tolerar hasta 10%. Estas discrepan-
cias estdn relacionadas con los constituyentes de los medios,~-
pH, temperatura de incubacién y variabilidad de los tipos de -

V. parahaemolyticus.

Se ha demostrado que .la halotolerancia de los‘Vibrio -

marinos, incluyendo a V. parahaemolyticus, no es homogéna en -

lo que respecta al ién Na' que requieren, o a otro catién mono

valente. Los autores sugieren que existen biotipos de Vibrio -

los cuales tienen propiedades intermedias entre V. parahaemoly

ticus y V. alginolyticus.

La tolerancia de V. garahaemolggicug a las altas y bajas
concentraciones de NaCl estd relacionada tanto con la presién-
osmética como con ia sensibilidad iénica. La bacteria se inac-
tiva en agua destilada, el 90% muere en'0.9 a 4.4 min de expo-
sicién, dependiendo la sensibilidad de la edad del.cultivo. La
resistencia a la inactivacién se incrementa conforme el orga--
nismo pasa a través de la fase estacionaria a la f;se de morta
lidad.

La inhibicién de crecimiento en sustratos que contienen-
bajos o altos niveles de NaCl resulta en parte de una desfavo-

rable actividad del'agua (ay): siendo esta Aw la cantidad de -~
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agua que contiene el medio de crecimiento y gue favorece el de
sarrollo de determinados microorganismos, azf los hongos y le-
vaduras crecen en medios con a, bajos o sea en sustratos con -
poca agua. |

El tiempo m&ximo de generacién de V. parahaemolyticus ---
fué observado en caldo tripticasa soya con 2.94% de sal, el --
cual corresponde a un a, de 0.992. Los medios con bajo o alto-
contenido de NaCl resultan en un alto o un bajo a, respectiva-
mente, y mds bajos tiempos de generacién.

Un minimo a, para crecimiento en caldo tripticasa soya --
con adicién de NaCl es de 0.948 a 29°C.

Se afiadieron otros solutos al caldo tripticasa soya que -
contenia 2.9% de sal hasta alcanzar reducciones en a, y esta--
blecer un a, minimo de crecimiento. El a, minimo para el creci

miento de V. parahaemolyticus es de 0.937 cuando se usé glice-

rol como soluto, 0.945 para KCl, 0,957 para sacarosa, 0.983 pa
ra glucosa y 0.986 para 6xido de propileno.

Fué investigada la tolerancia de varios géneros'de Vibrio
al ay como una posible herramienta de diagn6stico. Bas&ndose -
en el crecimiento Sptimo en agua peptonada al 1% y con 0 a 12%
de NacCl, (a& 0.9988 a 0.9268) se sugiere que el ay podrfa ser-
usado para identificar a Vibfio y para conocer limites favora-

bles para su crecimiento en alimentos. (2) (3)
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SECADO Y REACCIONES DEL SUSTRATO

V. parahaemolyticus es muy sensible al secado. Ocurre ---
una répida destruccién de la bacteria cuando un filtro de mem-~=-
brana se inocula y se coloca en un recipiente con gel de sfili--
ce fdesecador). Asi también, se elimina este microorganismo ---
cuando un pedazo de alimento inoculado se seca.

La escala 6ptima de pH para el crecimiento de V. parahae-
molyticus es de 7.6 - 8.6; pero se ha reportado crecimientc en-
medics con pH de 5.0 a 11.0. Dos de seis géneros estudiados to-
ileran un minimo ds pH a 4.8. Fué-¥éportado como altamente letal

para V. parahaemolyticus un pH de 4 o menos en un homogeneizado

de camarén. También se ha observado que una gota de células via
Bles a pH 5.0, no sobrevive después de 15 min. En una poblacién
viable de un homogeneizado con un pH entre 6.0 y 10 ocurre lo -

mismo después de 2 horas. (2) (3)



PROCEDIMIENTOS DE AISLAMIENTO PARA

Vibrio parahaemolyticus.

Lfara aislar a V. parahaemolyticus inicialmente se utili-

zaban medios tales ccmo Salmonella- Shigella o gelosa nutriti-

_ va con 4% de ﬁacl.

En 1965 Zen-Yoji usé gelosa de bromotimol-teepol, el —--
Food and Drug Administration (FDA) usa una combinacién de métgo
dos Japoneses y métodos propuestos por los investigadores ame-
ricanos Listen y Baross. (12)

Los japoneses emplean dos caldos de enriqﬁecimiento: Ccal
do glucosado sal teepol (GSTB) y caldo sal colistina (ScB), pa
ra luego, por estrfa, pasér a gelosa tiosg;fEEo ciﬁyéﬁo—sales—
biliares-sacarosa (TCBS). Los métodos americanos son mis cuan-
titativos ya que el recuénto es directo en placa. (12)

El microorganismo se cultiva en el medio TCBS, que con--
tiene Qarios ingredientes inhibidores y selectivos, es fécil -
de preparar y no requiere esterilizacién en autoclave.»Es ver-
de oscuro cuando no esta inoculado y tiene un pH inicial de --
‘8.4. Muy pocos microorganismos gue no sean Vibrio patégeno se-
dgsarrollan pien en {g} Puede ser inoculado copiosa y directa-
mente con excremento, pero si se desea un preenriquecimiento -
en caldo, puede emplearse caldo peptonado alcalino, o bie“'\fiw

se trata de alimentos,lse preparan las muestras homogeneizéndo

las con caldo peptonado al 4% y se siembran por estrfia en el -
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medio TCBS y la mayorfa de las bacterias e-iéricas no se desa-

rrcllarin en este medio especiiE}EEisten dos posibilidades de

desarrollo sobre este medic; las colonias pueden ser de un ama

rillo brillante o color verde después de 24 horas de incuba---

cién a 37°C en ambiente aerobio. Las colonias amarillas son un

producto del ataque de la sacarosa y pueden ser Vibrio alqino-

lyticus, Pseudomonas o microorganismos entéricos, asi como --

Staphylococcus aureus. Las colonias verdes serdn Vibrio para-

haenolyticus, otros Vibrio haléfilos, Pseudomonas y microorga
nisnos entéricofzzl . "

Los entéricos pueden ser eliminadoslpor una prueba de -
oxidasa (Vibrio es oxidasa positivo). Una tincién de Gram eli

minard los estafilococos. Un simple esquema biogquimico consig

tir4 en observar las reacciones en gelosa fierro Kliger (KIA)

ggcarOSa, urea, fenilalanina, descarboxilasa de la lisina y -
citrato para diferenciar entre Pseudomonas y Vibrio. (4)
Otros medios selectivos para aislapiento son:

Z:?T Gelosa BTP teepol, las colonias de los haléfilos pa-
t6genos que fermentan la sacarosa son amarillas (reaccién &ci
da), mientras éue las gque no fermentan este azicar presentan-
un color verde oscuro (reaccién alcalina), los coliformes no-
crecen en este medigx

s

b) En gelosa azul agua alizarina amarilla, las colonias

que fermentan la sacarosa son azules (reaccién &cida) mien---

tras que las que no la fermentan présentan un color amarillo-
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( reaccién alcalinglil

_c) En gelosa sulfito de bismuto rojo fenol, las colonias
que fermeﬁtan“lg iactosa son de un color marrén oscuro (reac--
cién &cida’ y no presentan ninguna pigmentacién las que no fer
_ mentan este aQﬁcar. .

Las bacterias coliformes no crecen en este medio. (19)

Se pueden utilizar medios nutritivos comunes adicionados
de sal y almidén e incubarlos aer6bicamente.

En la identificacién de V. parahaemolyticus los japone--
ses utilizan pruebas diferenciales, tales como la reaccién en-
TSI (Gelosa fierro tres azidcares), Voges-Proskauer, y reduc---
cién de nitratos. Los ame?icanos consideran el tipo de heméli-
sis y pleomorfismo.

Un nuevo medio, de;arrolladd en placa, es el que contie-
ne 0.2% peptona 0.2% extracto de levadura, 1% almidén de mafz-
7% de NaCl, y 1.5% de agar el pH se ajusta a 8. Las placas son
incubadas aerSbicamente a 42°C durante 48 h. Las colonias tipi
cas son circulares, blancas. liéas. amilasa positiva..Las colg
nias sospechosas se pican en el centro con ei asa de siembra y
se cocnfirma su Gram, la reaccién de la oxidasa, el pleomorfis-
mo, y la fermentacién de la glucosa. (12)

SEROLOGIA DE V. garahaemole_icug

La identificacién final de V. parahaemolyticus depende -

de la serologfa. Esta prueba consiste en la aglutin;cién en --
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portaobjetos de un antfgeno K.

7 V. parahaemolyticus tiene tres antigenos de grupo O, K y
H,'pe;gigu clasificacién serolégiga se‘basa Gnicamente en los-
_ééfigenos 0 y K. E1 ggiﬁgggg O es somitico, termoestable, y se
desfruye por el etanol j por el HCI 1N. El antigeno K es de --
origen capsular y se destruye por calentamiento a 100 °C y por
el HCl 1 N. La presencia del antfgeno K en las bacterias vivas
inhibe la reaccién de aglutinacién por el antigeno O y su anti
cuerpo. Un tipo O puede tener méds de un tipo K, los tipos indi
viduales X ocurren séloc en un gr;po 0. En la actualidad se han
jdentificado 11 antfgenos O y 58 tipos K..(19)

Se ha observado que los cultivos vivos no son aglutina--
dos por los hom6logos del antisuero O. éero si el cultivo se -
calienta a 100°C 1 6 2 horas se observa una marcada aglutina--
cién. Esto fué interpretado como una interferencia del antfge-
no K en la reaccién del antigeno O.

El antfgeno O es un lipolisacérido, V. parahaemolyticus-
contiene alfa-1,4-D-glucano. Esta glucana difiere del glucége-
no y del almidén en que no es sengible a la alfa ni. a la beta-
amilasa. Una sﬁstancia antigénica comtn fué aislada y purifica
da designéndole como A, siendo com@n para los géneros de Vi---
brio parahaemolyticus pero no para V. chflerae o V. alginolyti
P .

Sakazaki noté que el antidgeno H puede ser un mejor indi-
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cador de relaciones filogénicas. El antigeno O indica la rela-

cibn entre los géneros Escherichia, Salmonella, Proteus, Citro

bacter y Enterobacter.

Comercialmente se dispone del antisuero K, 7 polivalen—-

tes y 47 monovalentes. (12)

PATOGENICIDAD.

WVibrio arahaemolvticus es el agente que causa un sin---
i =
drome de enfermedad alimenticia relacionado primordialmente -~

con el consumo de productos del mar.

El proceso comienza por 1o genefél con un dolor epigés--
trico intensc, acompafiado de nauseas, vémito, diarrea, escalo-
frfos, casi siempre hay fiepre hasta 39°C. En los casos graves
se observa la presencia de éangre y moco en las heces. Con es-
tos sintomas la enfermedad se diaghostica frecuentemente como-
disenterfia. (19)

- La investigacién ha demcstrado que el microorganismo tie
ne un periodo de generacién extremadamente corto, que fluctia-
entre 9 y 11 min. Esto es, dos veces més ripido que el perfodo
" de generacién de 20 min. reportados para E. coli. En una caso-
experimental la enfermedad fué observada en 3.5 y en una infeg
cién accidental en el laboratorio el tiempo fu# de 6 horas. La
rapidez con la cual los sintomas aparecen sugiere la presencia
de una exotoxina, aunque s6lo las células vivas han producido-

el sfndrome en una enfermedad infecciosa. El perfodo de incuba



cién antes de que los sintomas aparezcan es de 9 a 2o h
La actividad hemolitica, "fenémeno de Kanagawa", fué co
rrelacionado con la patogenicidad hacia el hombre. Esta acti

vidad hemolitica resulta de una hemélisis directa termolébil.

(7) ()]

o

La epidemiologfa de V. parahaemolyticus es oscura y com

plicada. Aungue los pescados y mariscos son la causa de los-

envenamientos, casi todos los cultivos de g! parahaemolyti--
cug aisliades de péscados Yy mariscbs son Kanagawa negativos -
y la mayoria de los cultivos obtenidos de heces humanas son-
Kanagawa positivos, ¢Cudl es la razén de tél discrepancia? -
iDénde se transforman ios cultivos en Kanagawa positivos?.
Existen dos posikilidades: la primera se refiere a que-
la actividad hemolitica puede ser transformada por el intes-
tino humano. Sakazaki efectud e#perimentos con veluntarios,
a los cuales les administré cultivos Kanagawa negativos, pe-
ro no pudo encontrar cepas Kanagawa positiva en las heces de
los voluntarios. La segunda posibilidad es que los Kanagawa-
positivos pueden perder su actividad hemolitica en el agua -
de mar. Se llevaron a cabo experimentos con cepas Kanagawa -
positivas, las cuales se sembraban en tubos que cor tenfa ---
agua de mar sintética con 1% de peptona, incubéndose los tu-
bos a 37°C y 20°C, las cepas se pasaron 10 vecas por este me
dio. Las cepas se probaron con el fenémeno de Xanagawa y se-

encontrd que todas ellas seguian siendo Kanagawa positivas,-



43.

de lo que se concluy6 que la produccién de hemSlisis Kanagawa
es un caracter estable en V. parahaemolyticus.

Puede haber otras posibilidades como cambios genéticos -
por medio de recombinacién, fases ée conversién, etc. (8)

Se ha deQOStrado la patogenicidad para ratones; la muer-
te de los ratones se debié a una septicemia. Se ha reportado-
qué este microorganismo es patégeno para perros y gatos.

Las espécies marinas de Vibrio causan unz enfermedad a -
animales marinos. V. parahaemolyticus ha causado muerte al --

cangrejo azul ( Callinectes sapidus) y camarcones del Golfo de

México (Penaeus aztecus).(12)

La dosis infectiva para el hombre, segin se ha determina

2 v s >

do experimentalmente con coluntarios y en accidentes de labo-
| 146 g e W
ratorio, tiene una escala entre 10  y 10 microorganismos, G2
pendiendo de las condiciones del estémago, tipo de comida ¥y -
cantidad consumida, asi como la capacidad amortiguadora de --
los alimentos ingeridos.

En Japén el microorganismo se le asocia muy a menudo con
la ingestién del "Zushi", una albéndiga de arroz glutinoso, -
con gusto a vinagre, copeteado con un surtido de filetes de -
diferentes especies de pescado. También se relaciona con pro-
ductos salados con &lcalis, como los arenques y sardinas, asi

como con las legumbres en escabeche.

Un estudio hecho en Japfn, en relacién <on los cocineros
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de zushi, indica que durante los meses de abril a octubre més
del 15% estaban infectados asintomiticamente y esta cifra de-
infecciones bajé a cero durante los meses invernales. (4)

El nicho ecolégico natural de V. parahaemolyticus es el-

agua de los esteros més_bien que las aguas dulces o el mar -~
ab{erto.

El método de tratamiento e; doble: mantenimiento del pa-
ciente (reponiendo su pérdida de liquidos, diarrea Y vémitos)
y administracién de terapia antibibtica.

El patrén de resistencia-sensibilidad es el siguiente: -
el microorganismo es sensible al cloranfenicol (cloromicetina)
eritrbmicina (eritrocina), nitrofurantofna {furadantina), Ka-

namicina (Kantrex), cgfalotina.(keflin), neomicina, estrepto-
micina f tetra;iclina. Es resistente al colistimetato (colimi
cina), cloxacilina s6dica, meticilina, penicilina, polimixina
B y ampicilina (policilina). (4) .

V. parahaemolyticus es el causante de un nfmero conside-
rable de casos de envenenamiento por alimentos en Japén. En -
1965 y 1966, fué el responsable de més del 45% de las intoxi-
caciones de origen bacteriano por la ingestién de alimentos -
contaminados. Sakazaki encontré 41 serotipos K especificos de
este organismo los cuales han sido aislados de humanos enfer-

mos. De este grupo entero, 13 serotipos, o sea el 32%, no han

sido recobrados de alimentos marinos del Japén.
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Y. garahaemolyﬁic—us ha sido aislado del cangrejo azul de-
ia bahfa Chesapeake en Maryland; fueron analizadas 60 muestras
de cangrejo récuperéndose un total de 56 géneros de V. parahae
molyticus. En el cuadro Nim. 3 se muestra la lista de las prue
bas bioquimicas efectuadas en los géneros aisladcs comparando-
con un cultivo de referencia (S AK 5) de V. parahaemolvticus,
obtenido por los japoneses. Los 56 cultivos aislados dan todas
las pruebas bioquimicas positivas, pero unicamente 32 cultivos
fueron identificados serolégicamente, es decir, el 61% de los-
aislamientos no son tipific;bles, aunque biogquimicamente son -
identicos con los biotipos descritos por los japoneses. Estos-
resultados indican que hay serotipos de V. parahaemolyticus de

fuentes marinas gue afin no han sido clasificados. (6)



CCADRO NUM 3

COMPARACION DE 56 AISLAMIENTOS DE CARNE DE CANGREJO AZUL CON UN

CULTIVO DE V. parahaemolyticus DE REFERENCIA SAK 52 (6)

PRUEBA V. parahaemolyticus 56 aislamientos --

SAK 52 Positivos Negativos

TSI (alcalino/4cido + 56 o)
Citrocomo oxidasa eE 56 0
Ureasa - 0 56
Indol + 56 0
Rojo de metilo + 55 1
Voges-Proskauer - 0 56
Utilizacidénh de citrato +. 56 0
Licuefacci6n de la gel + 55 4
Reduccién de nitratos 3 56 0
Utilizacién de malonato - 0 56
Catalasa + 56 0
Desaminasa de la fenilala - 0 56
nina )

Rojo chélerae - ] 56
Movilidad + 56 0
Gram - 56 0
Hemblisis o+ 28 28
Hidr6lisis de almidén + 56 0
Halofilismo 0% - 4 52
Halofilismo 6% + 56 0
Halofilismo 8% + 56 0
Halofilismo 10% - 0 56
Adonitol - 2 54
Celobiosa - 0 56
Inositol - 2 54
Glucosa + 56 0
Lactosa - 0 56
Maltosa + 56 0
Manitol + 56 0
Sacarosa - 0 56
Rhamnosa - 2 54
Sorbitol - (o} 56
Trehalosa + 54 2
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PRUEBA Y. pasahaggolﬂicug 56 aislamientos --

SAK 5 Positivos Negativos

xilosa = 54 56
Salicina - 1 55




CAPITULO IV

MUESTREO Y METODOS DE AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION

Las muestras de ostiones se obtubieron en los pentros dig
tribuidores, y como punto de recoleccién se escogié el "Merca-
do de Pescados y Mariscos", ubicado en la zona postal 8 sobre-
;a Célzada de la Viga, en el D.F.

Cada muestra contaba de 12 oétiones, aproximadamente 2C0d.
Se tomaron con cuéhara estéril (una para cada muestra) y se --
guardaron en bolsas de'ppliefileno limpias e impermeables ----
(también una bolsa por muestra) debidémenté marcadas con el nfi
mero de muestra; éstas se tranfportaron al "Laboratcrio de Ali
mentos de la Direccién General de Laboratorics de Salud Pébli-
ca” en un refrigerador port&til con latas de enfriamiento.

Se seleccionaron ostiones con concha y ostiones desconcha
dos. Los ostiones con concha se escogieron con conchas intac--
tas y bien cerradas, las cuales en el laboratorio se rasparon-
con un cepillo de cerdas gruesas para limpiar la superficie, -
bajo el chorro del agua, para posteriormente abrir la éoncha Y
recibir al ostién con un.liquido en ug frasco estéril. Los os-
tiones desconéhados‘se tomaron del recipiente origiaal con cu-
chara estéril.

Las muestras se refrigeraron inmediatamente después de --

haber sido colectadas, y se examinaron en un lapso no mayor de
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seis horas.

METODO DE AISLAMIENTO PARA Vibrio parahaemolyticus.

En condiciones asépticas se pesan 50 g de muestra en un -

- PRSP .4

frasco estéril, y se }icﬁa.con 450 ml de agua peptonada con 3%
de NaCl en un vaso de licuadora estéril, a 800 rpm por 1 a 2 -
minutos, y se incuba 35°C durante 24 h.

Por estria se giembralun asa del homogeneizado en la su--
perficie de placas Qenlos siguientes medios; TCBS_(tiosulfato-
citrato bilis sal) y medio MT (el cual contiene peptona, extra
to de levadura, almidén de mafz, NaCl y agar). Se incuban las-
placas semb?adas a 37°C durante 18 a 24 h. (7) (16)

La seleccién de las colonias en éada medio se hace te~---
niendo en cuenta gue la mayorfia de las cepas de V. garahaeﬁoly
ticus no fermenta la sacaroga..El aspecto de las colonias en -

los medios utilizados es: (7)

Medio ' Aspecto de las colonias

TCBS Colonias redondas, 2-{ mm de dii

-

metro con el centro verde o azul
V. alginolyticus aparece con co-
lonias més grandes y amarillas.

Coliformes, Proteus y enteroco--
cos aparecen como pequefias colo-

nias transldcidas. Las colonias-
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gue ferméntan la sacarosa son -
de un color amarillo (reacciéﬂ-
dcida), mientras que las gue no
fermentan este aztcar presentan
un color azul (reaccidén a{cali—
na). La elevada concentracién -
salina y el pH de este medio im
piden el crecimiento de organis
mos que no son haléfilos.

Las colonias son blancas a cre-
ma, circulares, 1isas,-amilasa-

positiva.

Se examinan las placas para seleccionar las colonias ti-

picas, éstas se transfieren con la aguja a los siguientes me--

dios. (7)

Medio

Gelosa TSI

TSA 3% NaCl
(Agar soya
Tripticasa)

Movilidad

Incubacitn
temperatura tiempo reaccién

35°C 24 h Alcalina en la-
superficie, &ci
da en el fondo,
no forma.gas ni
H,S

352¢ 24 h Cultivos para -
efectuar otras-
pruekas como co
loracién de ===~
Gram.

35°¢C 24 h Crecimiento cig

cular desde el-
punto donde se-
sembré, es una-
prueba +.
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Si se trata de un microorganismo mévil, Gram negativo, -

en forma de bacilos rectos o encurvados con un flagelo en uno

de los polos, que produce &cido en el fondo y es alcalino en-

la superficie del TSI, y negativo en la produccién de gas y -

formacibén de HyS, se efecttian las siguientes pruebas biogquimi

cas a partir del cultivo de TSA, tom&ndolo con asa de siembra

(7M.

Prueba

HLGB-
"Hugh
Leifson
glucosa”

Oxidasa
del
citocromo

Incubacién
Temp tiempo
35°C 48 h
35°C 24 h

Tubo sin-capa de gelosa

"y tubo con capa de gelo

sa. Si el organismo cam
bia el color del medio-
en ambos tubos de plrpu
ra a amarillo; el orga-

‘nismo fermenta la gluco

sa; Si el cambio ocurre
s6lo en el tubo abierto
el organismo es oxidan
te. V. parahaemolyticus
fermenta la glucosa sin
produccién de gas.

Se dejan caer 2 6 3 go-
tas de alfa-naftol y fe
nilendiamina sobre las-
colonias de TSA. Una --
reaccién positiva se cb
serva por el desarrollo
de un color azul oscuro
en unos 2 minutos. V. -

parahaemolyticus de la-

reaccidén positiva.



Descarboxilasa
de la arginina

Descarboxilasa
de la lisina

Hidrélisis de

la gelatina

Halofilismo

Medio RM-VP

35°C

35°C

35°C

35°C

35°C

Se obser
va cada-
24 horas
por 4 --
dias.

Se obser
va cada-
24 h por
4 dias

1-7 dias

24 h

48 h

52.

El medio cambia é ama-‘
rillo por la produc---
cién de &cidos a expen

. sas de la glucosa. Si-

la descarboxilasa fun-
ciona, el medioc se man
tiene pilrpura mientras
que el medio que se --
usa como patrén perma-
nece amarillo o sea --
acido V. parahaemolyti
cus da la prueba nega-
tiva.

La reaccién es igual a
la descarboxilacién de
la arginina. V. para--

haemolyticus es positi

vo a la descarboxila--

cién de la lisina, o -
sea el medio se mantig
ne pirpura.

Se enfria el medio a -
20°C para probar la --
proteblisis si la gela
tina no solidifica, la
gelatina fue licuada,-

V. parahaemolyticus da

la prueba +

Se siembran 4 tubos --
con 0%, 6%: B%YIO%-
de NaCl cada uno. V.

parahaemolyticus crece
rd a 6 y 8% de NaCl pe
rQ no creceré o poco -

a0y l0%

Después de incubar se-
divide en dos porcio--
nes el medio; a una ~--
porcién se le agrega -
0.6 ml de alf-naftol y
0.2 ml de NaOH al 40%
se agita y después de-
4 h (a m&s tardar) apd



8IM 35°C
Fermentacién 35°C
del Manitol

Fenémeno de 355C

Kanagawa en .
gelosa Wagatsuma

24 h

24 h

24 h

53.

rece un color carmin.-
A la segunda parte se-
le agregan unas gotas-
de rojo de metilo, si-
la prueba es positiva-
se aprecia un color ro
jo intenso en el medio

Y. parahaemolyticus es
VP - RM +

Se agregan 0.5ml del -
reactivo de Kovac, se-
agita y una reaccién -
positiva se manifiesta

‘por la aparicién de un

color rojo intenso en-
la superficie. V. para

" haemolyticus es movil, .

3ndol + pero sulfhidri
¢O negativo.

Y. parzhaemolyticus --

fermenta el manitol,--
cambiando el medio del
color rosa a amarillo.

Una prueba positiva se
manifiesta por una he-

‘m6lisis; zona transpa-

rente y clara en los -
glébulos rojos alrede-
dor de las colonias.
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CUADRO NGm. 4

Caracteristicas para la identificacién de V. parahaemolyticus
() T

Prueba . Résultados.
Co}oracién'de Gram Gram negativo
Forma | Bacilos rectos © curvos
Movilidad Positiva
Hugh-Leifson glucosa Fermentacién, pefo no gas.
Oxidasa del citrocromo Positiva
Deséafbogilasa de la | Posgitiva
lisina
Descarboxilasa de la , Negativa
Arginina
Gelatina La licta
Tolerancia de sal 6% y 8%
Voges-Proskauer Negativa
Indol . Positiva

Manitol Lo fermenta
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Serologfa: La identificacién serolégica de V. parahaemoly

T

ticus se efectda por medio de sueros especificos; estos sueros-
atin no se encuentran en el mercado de los EE.UU; pero la divi--
sién de microbiologia de‘la FDA ofrece servicios de investiga--
gién serolégiéa e identificacién gratis, en casos de aislamien-
tos efectuados en brotes de intoxicacién por mariscos u otros -
alimentos. Por tal razén en el presente estudio no se podré ---
efectuar la identificacién serolégica.

Si los resultados de las pruebas biogquimicas son tipicos-

para V. parahaemolyticus se reporta como positiva o negativa en

-y,

50 g de alimento. (7) (16) -

En 21 cuadro Nfim. 4 se aprecian las caracteristicas para-

la identificacién de V. parahaemolyticus. (7) -

METODO PARA IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS
Se pésaﬁ 30 g de alimento en condiciones ésépticas, la mi
tad se licia con el medio de Selenito-cistina en un vaso de li-
cuadora estéril por 2 minutos; la otra porcién se liclGa con el-
P
medio Kaufman, que contiene verde brillante y tetrationato y a-
este medio se le agrega 2 ml de yoéo en el momento de utilizar-~
lo. Ambos son de enriguecimiento, en condiciones asépticas se -
trasfieren estos medios a frascos de boca ancha y se incuban --

por 24 h 43°C.

Para el aislamiento se agita nuevamente la muestra ya in-
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cubada, y usando una asa se siembra por estria con técnica de-

aislamiento en los siguientes medios selectivos: XLD (xilosa -

salicina y desoxicolato), SB (sulfito bismuto), VB (verde bri-~

llante), SS (

Salmonella-Shigella).

Se efectdia la misma operacidén para cada medio. Las pla--

caé se incuban por 24 h a 35°C. (18)

El aspecto de las colonias tipicas en cada medio es:

Medio
XLD

Aspecto de las colonias

Salmonella y Shigella aparecen =

como colonias de color rosa ro--

. deadas por un halo rosado; algu-

nas colonias de Salmeonella »rodu
éen colonias con el centro negro
Los coliformes aparecen de color
amarillo.

Las colonias de Salmonella-

se observan como colonias incolg
ras, rosadas o hasta fucsia, ---
translfcidas a opacas, coﬁ el me
dio gue las rodea rosado a rojo.
Algunas Salmonella aparecen de -
color verde transparentes, si eg
t&n rodeadas por organismos que-

son lactosa o sacarosa positivay

.que producen colonias amarillas

verdosas o verdes.
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Los coliformes producen co-
lonias amarillas.
Gelosa Las colonias son incoloras-
SS :
palidas, opacas, transparentes-
o transldcidas, algunas varieda
des producen colonias con el --
- centro negro.
Gelosa Colonias negras, algunas --
° veces con brillo metdlico, el -
medio que las rodea es usualmen
te céfé al ‘p.rinc-ipio, cambiando
a negro.
Se seleccionan las colonias tipicas, y se transfieren -

con el asa de siembra a los siguientes medios para efectuar las

pruebas bioguimicas. (18).

Incubacién
Medio Temp Tiempo Reaccién.
Gelosa 35°C 24 h Superficie inclinada -
TSI y del tubo amarilla, es-
lactosa +. Fondo del -
tubo amarillo., es glu
cosat+. Gscurecimiento-
del medio, produccién-
de st.
Gelosa 35°¢C 24 h . Color péirpura descarbo
LIA xilaciém de la lisina.
Lisina ‘Color amarillo se debe
fierro a la fermentacién. Os-

curecimiento se debe a
produccién de HpS-



Caldo}
SURRACO

Caldo
Manitol

Caldo
Dulcitol

Caldo-
Malonato

35°¢C

35°C

35°C

35°cC

35°¢c

24 h

24 h

24 h

24 h

58.

Aparicién del anillo -
rojo 2l agregar el ---
reactivo de Kovac, es-
indol +. Crecimiento =
a lo largo de la pica-
dura y en el seno del-
medio es movilidad +.
Aparicién de un color-
negro a lo largo -de la
picadura que puede ex-
tenderse a todo el me~
dio, hay produccién de
H,S.

Coloracién ptirpura del
medio urea, positiva.
Coloracién amarilla --
del medio: sacarosa po
sitiva.

Coloracién amarilia --
del medio manitol posi
tivo.

Camtio del coloracién-
de rojo a amarillo dul
citol positivo.

Una prueba negativa se
caracteriza porgue el-
color verde no cambia-
Coloracién azul, malo-
nato positivo.

Dependiendo de los resultados de las pruebas biogufmicas

y mediante el cuadro NGm. 5 se puede identificar el organismo-

aislado.

Si los resultados son éaracteristicos de Salmonella, se-

procede a la identificacién serolégica.

En un portacbjetos se colocan dos gotas, una de solucién

salina estéril y la otra de antisuero polivalente som&tico. Se
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toma una asada del cultivo de 24 h de gelosa TSI y se hace una
suspensién del cultivo mezcléndolo con el asa. De la misma fecr
ma se procede con el antisuero somdtico polivalgnte.

Se ladea el portaobjetos durante un minuto y se observa-
142 formacién de precipitado (aglutinacién). Se considera posi-
tiva la prueba cuando se presenta églutinacién con la mezcla -
cultivo-antisuero y no aglutacién con la mezcla cultivo-sol. -
salinaf Ya que si hay aglutinacién con la mezcla cultivo-sol.
salina, se considera como una autoaglutinacién, siendo una ---
prueba falsa positiva con el suero_poliva;gnte.

Se sigue el mismo procedimiento para determinar el grupo
som&tico, empleando para ello los sueros especificos para cada
grupo. .

Se reporta como Salmonella sp positiva o negativa en 30-

g de muestra. (14) (18)



Cuadro Ndm. 5.

——rarar o a—

DIFERENCIACION DE ENTEROBACTERIACEAS MEDIANTE PRUEBAS BIOOUIMICAS (18)

TTRIBU| ESCHER.CHIEA E [EDWARDGRLLIAL SALMONELLEAE __gu.EE_ BQIELL'EAE . " J._r_coy EAE
| Clirabacter Klehalelk nterobacter _Serratla rotsv s
ichia {Shigalla | Edwordsislla Satmorelia| Arizona Treunai] diarsa = carogoenes | hatoios — Thyxh b bl vuigarts |miclonills | morgam J R
NDOL. + =io¥ = = = % * = o = < iy = = o on = e
ROJO D€ METILO s + + + + + + =g = = e SR T T e B A e e L T * I
S PRY = = = - - - - + + + [F0- |+ o~ + S0} | -+ = l=¢g= =
= = = d + + + + + * 4 4 + - +od | d |+o | -
- = ¥ + + |¥o- — = - = — - - = - + + =
- - - - = [ Pl + l4+d— - - ¥ il ' a~_ 4 + T
= - = = + = + + + + | -d+ + + - o+ + + +
= = + + + + =4 - + + + 1+d= + + td-1 + S BT,
- - - = (41 = = = - f-o#H] = d +o(#)] + 4+d4 ] + + =
- + -+ + = = + = + -+ = + |+t f+oft) | — — —
q = [CRETIT d £itmle—= 4 e d = = = - = BT T
d 7 et + d + — + + + - + + = — + + 1
- - - = = = - — - - = |—=d+ - - - + + +
= = = — + =g+ C + |t d—|+to— |*+o~|+d— = = + 0= = — |-
+ ~Ti + & + + + 1 5 t + [ -d+ t+d-O +4- d *o0- |+ _|¥o-
+ —uT = = 4 [Ho* d + L+ o(t) + d d = d 4 = = =
d = = = = d =g+ z 3 4 d d + * * d =
+ + 0~ = ¥ ¥ + + + + + + + + + + - - = |
7 q = P — d Fo = |04 [—04+ — - -0+ = = - — — = _
4 = = = = 4 lnd+ + + 9 (+) 73 d d + 1 to(tl | 4 d |- =
= - — - - = + +d—]-0 + + e - d d + of+) - - =
- = - d = - -= + d + = d 4 [+o(4) d = = =
d 4 - + + + + + + + - 4 + + — — - -
+ d - ¢ + 4o + + - + - + + + - -+ + - - —
d d = = - d - + B + = 4 = + + = = ==l
d d - + + + + + + + + [+o(d) - 4 — - - '
(1) Cierios biotpos de S. flexner] producen gas; Cultives ga § sonneifermentan lactosa y y lan lo orniting

(2) S Typhi, S choleros -suis, S enteritidis, buserotipo Paratyphi-A y Pillorum, y ofros pocos no fermentan requiarmente el dulcital mv.nmn-(21§.co_lm-sw no fermenia orabinosa
(3) Los volimenes de gos producidos por cullivos de Serrghig, Proteus y Providencig son pequedos

+, 90% o'mds positivos en 16 2 dias. ., 90% 6 mas negatives, d, difef tipos bioqui €+, (#),-2~(#) positivos tardios (reacciones de descarboxilasa, 34 4 dios). + d -, la mayoric de los cultives posdivo:

= @ +, lo mayoria de los cullivos negativos, w-reaccidn  debilmente positiva .

Consulfar para porcentajes, pruebas adicionales y referenciass Las publicaciones CDS “ Dif f erentiation of Enterobactericese by Blochemical R "' (W.H. Ewin, 1973) y"Biochemical Reactions Given by Enterobacte
" In Commoly Use Test.

sTq 6§
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METODO PARA CARACTERIZAR COLIFORMES FECALES.

piéz gramos de muestra se transfieren asépticamente a un-
vaso de licuadora estéril con 90 ml. de solucién reguladora de
fosfatos, se 1icﬁa por 2 min. y la mezcla se pasa a un frasco-
estéril, representando la dilucién 1:10 (contiepe 1l g. de ali-~
mento) .

Usando pipetas estériles en cada operacifén, se prepararon
‘diluciones de 1:100, 1:1000, que contienen 0.1 g y 0.01 g de -
alimento respectivamente. 0.1 ml de la dilucién 1:1000 represer
ta la dilucién 1:10,000, o ska 0.001 g de alimento.

Se iroculan tres de sulfato de lauril triptosa LST, con -
1 ml de la dilucién 1:10; otros tres tubos, con 1lml de la dilu
cién 1:100 cada uno; y tres tubos también con 1 ml de la dilu-
cién 1;1000 cada uno; y finalmente se inoculan con 0.1l ml de -
la dilucidén 1;1000 otros tres tubos..Los tubos con caldo LST -
contienen una campana para observar la produccién de gas. Se -
incuban los tubos por 48 h a 35°C. .

Se examinan los tubos, la presencia de gas en cualquier -
cantidad, dentro de las primeras 48 horas, es una prueba posi-
tiva presuntiva de organismos coliformes.

Prueba confirmativa para coliformes.

Se agitan suavemente los tubos de LST pbsitivos. Con una-

varilla estéril para cada tubo, se transfiere el inéculo a tu-
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bos de verde brillante lactosa bilis (VBLB) al 2% y a tubos de
caldo E. coli (EC), para cada uno de los tubos positivos.

Los tubos de VB se incuban 48 h a 35°C, los tubos de cal
do EC se incuban en bafio maria por 48 h a 45°C.

Los tubos positivos de VB representan la prueba confirma
tiva para 6rganismos coliformes. Se leen los tubos positivos-
para determinar el nfimero de organismos de acuerdo con la ta-
bla NMP (nGmero més probabie), reportando a los coliformes =--
por gramo.

Los tubos‘pbsitivos de caldo EC, tambien se leen para --
obtener los coliformes por gramo, mediante la tabla de NMP.
(18).

DETERMINACION DE LA CUENTA ESTANDAR, BACTERIAS MESOFILAS
AEROBIAS.

Con las diluciones preparadas para la determinacién de - .
coliformes se inocul;n con 1 ml de cada dilucién, tres cajas-
de Petrif marcadas con el nlmero de muestra y las diluciones-
1:100, 1:1000 y 1:19,900. Se agregan a cada caja 12 a 15 ml -
gelosa triptona e¥£racto.de levadura fundida. Se incuban 48 h
a 35°C.

Se seleccionan p;}a el recuento agquellas placas que ten-
gan entre 30 y 200 colonias. Para determinar el n@mero total-
de colonias por. gramo de alimento, se multiplica el nimero de
colonias de la placa por la inversa de la dilucién a que co--

rresponda. (18)



€2.

CAPITULO V.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Se analizaron 200 muestras de ostiones, las cuales se re-
cogieron del mercado de pescados y mariscos de la Viga; cada --
- muestra contenfa de 10 a 12 ostiones Yy se procesaron,siggiendo-
las técnicas seflaladas en el capitulo anterior.

El trabajo experimental, como ya se indicé se desarrolld-
en el Laboratoric Nacional de Salud Pdblica de la SSA, en su de
partamento de Microbiologfa de Alimentos; se efectué en dos épo
cas diferentes del afio, las primeras 96 muestras se realizaron-
entre los meses de julio a octubre (verano), y las otras 90 ---
muestras se analizarén de enero a marzo (invierno). Se realizé-
de esta manera para observa; cémo influyen la; éstaciones del -
afio en la incidencia de Vibrio gar;haemolygicug.

A las primeras 99 muestras se les efectué la cuenta en --
pl#ca de mes6filos aerobios, coliformes fecales, V. parahaemoly

ticus y Salmonella; a las muestras restantes se les analizé Gni
<

camente para V. parahaemolvticus y Salmonella.

Las cuentas obtenidas en las 99 primeras muestras e iden-
tificacién de los dos microorganismos patégenos aparecen en la-

Tabla NGm 1.



TABLA NGm. 1
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Resultados de los andlisis efectuados a las 99 primeras muestras

de ostiones:

Muestra Cuenta de - Cuenta de-
organismes- coliformes
. mesofflicos fecales
aerobios
colonias /g NMP /g
1 45 000 2 400
2 390 000 4_600
3 520 000 | + de 11 000
4 650 000 + de 11 000
5 3 900 000 + de 11 000
6 90 000 230
7 10 000 0
8 35 400 + 150
9 71 000 2 400
10 500 000 + de 11 000
ir 1 100 000 + de 11 000
12 48 000 2 100
13 322 000 + de 11 000
14 3 260 000 + de 11 000
15 ; 9 500 000 | + de 11 000
16 + @e 10 000 000 | + de 11 000
17 & 100 000 11 000
18 210 000 1 500
19 3 900 000 | + de 11 000
20 570 000 11 000
21 704 000 4 600
22 21 000 72
23 41 000 110
24 2 100 000 11 000
25 7 700 000 | + de 11 000
26 850 00Q. 4 600
27 + de 10 000 000 | # de 11 000
28 2 600 000 11 000
29 800 000 + de 11 000
30 1 100 000 2 900
31 3 200 000 11 000
32 3 400 000 4 600
33 210 000 430
34 21 700 91
35 15 600 36

Vibrio
parahae

molyticus

§almonella
- L ]
- »
- »
- £y
= .
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Muestras Cuenta de~ Vibrio Salmonella
organismos- coliformes parahae
mesofilicos fecales molyticus
aerobios
colonias/g NMP /g
36 22 000 230 - -
37 3 100 000 11 000 - -
38 590 000 2 400 - -
39 100 000 930 - -
40 20 500 91 - - *
41 + de 10 000 000 + de 11 000 - -
42 370_000 2 900 + -
43 41 000 280 + -
44 5 200 000 11 000 - -
45 + de 10 000 000 + de 11 000 - - -
46 + de 10 000 000 + de 11 000 - -
47 715 000 11 000 - -
48 1 600 000 4 600 - -
49 370 000 2.400 - -
50 + de 10 000 000 + de 11 000 - -
51 1 200 000 i = 11 000 - -
52 Z_ 700 GO0 11 000 - -
53 710 000 530 - -
54 46 000 1 500 - -
55 15 200 230 - -
56 14 000 0 - - *
57 100 000 0 + -
58 240 000 36 - -
59 33 000 0 - - *
60 9 100 000 + de 11 000 - -
61 560 000 4 600 - -
62 61 500 2 900 - -

.63 88 000 0 - - *
64 12 000 91 - . - *
65 54 000 73 - - *
66 7 150 000 11 000 - -

67 8 160 000 + de 11 000 + -
638 32 100 91 - - *
69 21 000 36 - - *
70 82 000 150 - - *
71 140 000 2 400 - ~
72 1 080 000 4 600 - =
73 7_700 000 4 600 - -
74 820 000 2 400 - -
7 foe 710 000 1 500 - -
76 629 000 930 - =
77 310 000 2 100 - -
78 6 400 000 11 000 - —
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Muestra Cuenta de - Cuenta de- Vibrio Salmonella
organismos- coliformes parahae
mesofilicos fecales molyticus
aerobios
colonias /g NMP /g
79 810 000 2 400 - -
80 5 700 000 2 400 - - s
81 32 000 36 - - *
82 5 000 000 230 - -
83 82 000 930 - -
84 1 200 000 4 600 - -
85 9 100 000 + de 11 000 - -
86 21 700 280 - -
87 20 500 150 - - *
88 + de 10 000 000 + de 11 000 - -
89 .4 600 ) 1 500
20 30 60O 930 - -
91 + de 10 000 000 + de 11 000 - -
92 240 000 + de 11 000 - -
93 140 000 + de 11 000 - -
94 7_700 000 + de 11 000 - -
95 i 100 000 : 11 000 - -
96 90 000 + de 11 000 - -
97 90 000 + de 11 000 - -
98 45 000 4 600 - -
99 88 000 4 600 - -
Nota:
* Muestra aceptada para su consumo
- Negativo para la prueba
+ Positivo para la prueba

La muestra no se acepta por rebasar
la norma de calidad.



prueba efectuada y para su consumo.

Tabla NGm. 1. a.

Muestras aceptadas para cada

65 bis

Total de mueg Muestreas %
tras analizadas aceptadas
Cta. sténdar 99 33 33.3
Coliformes 99 19 19.1
fecales
Salmonella 200 3 1.5
V. parahaemoly 200 10 5.0
ticus
Muestras acepta 99 17 17.7
das para su --- :
consumo




TABLA NGm.

2.

CALCULO ESTADISTICO PARA LOS RESULTADOS DE

CUENTA DE MESOFILOS AEROBIOS

Clase Xi Frec. xixl(54 XiF (x-%) (x=-x) ¢ r (x=x) 3 S
10,000 - 100,000 45,000 36 4.5 162 -227.82 56558.35 [2036100.6 36.36
100,001 - 200,000 149,500 ' 2 14.95 2959 -227.37 51697.11 103394.23} 2.02
200,001 - 300,0G0 249,500 4 24.95 99.8 -217.37 47249.71 188998.86| 4.04
300,001 - 400,000 349,500 5 34.95 174:55 ~207.36 43002.31 215011.56| 5.05
400,001 - 500,000 4;9,500 1 44.95 44.95 | -197.37 38954.91 38954.91| 1.01
500,001 - 600,066 5&9,500 4 54.95 219.80 | -187.37 35107.51 140430.06| 4.04
600,001 - 700,000 649,500 2 64.95 129.90 =179.37 31460.11 62920.23] 2.02
700,001 - 800,000{‘T 749,500 5 74.95 374.75 | -167.37 28012.71 1400€3.58| 5.05
800,001 - 900,000 849,500 3 84.95 254.85 | -157.37 24765.31 74295.94; 3.03
900,001 -1,000,000 949,500 0 94.95 0 0 0 0 0
1,000,001-10,000,000 | 4,999,999 29 499.99 14499.71 | 257.67 66393.82 192542.1 29.29
+ de 10,000,006 10,000,000 g 1000.00° 8000.00 757.68 574078.98 |4592631.8 8.08
=
99 7785343.5

99



% - _XF . 242.32x10% = 2423200 T = X-M
N
= Desviacibén estandard= FSx—SE)z ~ 280.42x104 = 2804200 s/ n
2 ) ) .
= Varianza = F(x-xz2 = 78639.82x104 = 786398200 T = 2423200-100 000 = 8.24
i N 2804200 99
col . :
M= norma=100 000/ g. Si T > T :Los ostiones son
te6rica praética aceptables
By ' = 2.576 Si T < T : :Los ostiones no son
tebrica para 95% probabilidad ‘tebrica prictica aceptables.
T = 8.24 © 2.576 <8.24 : Los ostiones no son aceptables
préctica

L9



CALCULO ESTADISTICO PARA LOS RESULTADOS DE COLIFORMES FECALES.

TABLA NGm. 3.

Xi Xi x10° F FXi (x-%) (x~%) < F (x-X) - acum %
0 0 5 ) 0 ) 0 5 0

36 0.36 4 1.44 -54,21 2938.72 11754.88 9 5.05

73 0.73 2 1.46 -53.84 2898.74 5797.48 11 4.04

91 0.91 4 3.64 -53.66 | 2879.39 | 11517.56 15 2.02

110 1.10 1 1.10 -53.47 2859.04 2859.04 16 4.04

150 1.50 3 4.50 -53.07 2816.42 8449.26 19 101

230 2.30 4 9.20 w52.27 2732.15 10928.60 . 23 3,03

280 2.80 2 5.60 =-51.77 2680713 5360.26 25 4.04

430 4.30 1 4.30 -50.27 2527.07 2527.07 26 2.02

530 5.30 1 5.30 ~49.,27 2427.53 2427.53 27 1.01

930 9.30 4 37.20 -45.27 2049.37 8197.48 31 4.04

1500 15.00 4 60.00 -39.57 1565.78 6263.12 35 2.02

2100 21.00 2 84.00 -33.57 1126.94 2253.88 37 8.08

2400 24.00 8 192.00 -30.57 934.52 7476.16 45 3.03

2900 29.00 3 87.00 =-25.957 653.82 1961.46 48 11:12

4600 46 .00 11 506.00 - 8.57 73.44 807.84 59 13.13

11000 110.00 13 1430.00 «55.43 | 3072.48 | 39942.24 72 27.27

+ de 11000 | + de 110.00 | 27 2970.00 55.43 | 3072.48 | 82956.96 99

= 99 5402.74 3116306 [211480.88

89



X = Xif = 5402.74 = 54.57 x 102 = 5457
N 99

; - 2 :
Desviacién estandar = (X-X) F = 211480.82 = 4621
N 99
2 22 '
Varianza = (X -X) F = 211480.82 = 213616
N 99

M = Norma = 160 NMP/gr =  T=X = M = 5457 - 160
s/ N .4621/ 99

T e 11,72 2.576 < 11.72

S

Tiebrica = 2.576 pa-

" ra 95% probabilidad

Si

i

Tbréctica = 11.76

T ¢ T

te6r1ca> préctica
Los ostines son acep
tables

T ’ T .
tebrica < préctica
Los ostiones no son -

aceptables

Los ostiones no son -
aceptables

69
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Bas&ndose en los indices sanitarios sefialados por el pro
yecto de norma para mariscos, los cuales son para cuenta de ~
meséfilos aerobios 100 000 col/g y para coliformes fecales --
160 NMP/g: en la tabla anterior se subrayaron las cuentas que
estdn por encima de los indices sanitarios, as{ también se --

marcaron con + o - las muestras en las cuales se aislé Vibrio

parahaemolyticus y Salmonella. Las muestras que estén sefiala-
~das con un asterisco, son las muestras aceptables para su con
sumo, ya que no rebas;n los . 1lfmites sanitarios.

Se efectuaron los calculos estadfsticos consuitando las-
tablas de probabilidades de la prueba de Students (5) para --
concluir conforme a los resultados obtenidos experimentalmen-
te, y de esta manera determinar la caliéad bacteriolégica de-
los ostiones con respecto a la cuenta de mestfilos aerobios y
coliformes fecales. Estos calculos se presentan en la tabla 2
y tabla 3, de donde es fdcil concluir que los ostiones se en-
cuentran muy lejos de corresponder a los fIndices sanitarios -
que los rigen; éstos estén excesivamente contaminados con or-
ganismos fecales, Gnicamente 19 muestras de las 99 muestras -
analizadas son aceptables con respecto a los coliformes feca-
les, lo que nos indica que los ostiones que consumimos estén-
en contacto con desechos humanos,.o sea contaminaciones posteg
riores a su cosecha, pudiendo contaminarse durante sﬁ trans--

porte, en el desconchado que se realiza en condiciones total-
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mente antihigiénicas, pues se utiliza instrumentos sucios pa-
ra abrir las conchas qué se encuentran cubiertas con una grue
sa capa de lodo, y de esta manera contaminar los moluscos, =-
aumentando m&s dicha contaminacién al caer el ostién en cube-
tas sucias con agua de donde se llenan los frascos que se ven
dén en tiendas de autoservicio. Aumentando mds la cuenta de -
bacterias si los frascos no se manfienen én refrigeracién. --
Ahora bien existe la posibilidad de que adem&s de contamina--
ciones posteriores, los esteros donde se producen los ostio--
nes se encuentren cerca de salidas de aguas negras contaminan
dolos peligrosamente con coliformes fecalss y Escherichia —--
coli patégeno.

Con respecto a la cuenta de organismos meséfilos aero--
bios, s6lo 33 muestras est&n por debajo del lfmite de acepta
cién, del resto de las muestras se obtuvieron cuentas altas,
lo que indica que han existido condiciones que pudieran ha--
ber favorecido el que ciertos organismos patégenos hayan ---
‘proliferado considerablemente y se encuentren en el alimento
en gran nfimero. Como las especies patégenas y las sospecho--
sas de serlo son casi todas mes6filas, como V. parahaemolyti

cus y Salmonella, es importante la cuenta est&ndar. Ademés,

los recuentos altos indican que el alimento va a alterarse -
miy pronto, y conforme a nuestros resultados se puede obser-
var-que los ostiones que consumimos est&n a punto de descom-

ponerse y €sto puede notarse con el desagradable olor gue de
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ellos se desprende v que se enmascara con el 1imén, cilantro,

cebolla y otros ingredientes queiles acompafian en su prepara-
cién.

De las 200 muestras gnalizadas para la identificacién de
V. parahaemolyticus, Gnicamente en 10 muestras se aislé, co--
rrespondiendo 7 muestras a las procesadas durante el verano,-
y las otras 3 muestras corresponden a las muestras analizadas
durante el invierno. .

Para asegurar de que las cepas aisladas eran V. parahae-
molyticus, ademéds de las p:ueﬁas biogquimicas efectuadas, las-
cuales iesultaron tipicas para este microorganismo y se pre--
sentan en el capitulo IV, cuadro ntm 4, fué posible obtener -
una cepa de V. parahaemolyticus en la Facultad de Medicina en
el departaﬁento de Ecologfa Humana de la Divisién de Estudios
Superiores: entonces las cepas caracterizadas como V. parahae
molyticus y la cepa ae referencia o'patrén se corrieron simul
téneamente en todos los medios de cultivo con los que se tra;
bajé, obteniendose resultados semejantes con todos los culti-
vos aislados. Puesto que no se contaba con el suero necesario
para efectuar la prueba serolégica se recurrif a conseguir --
una cepa patrén.

Siguiendo la técnica seflalada, trabajando con los medios
de cultivo adecuados, ajust&ndolos a una concentracién de sal

del 3%, el pH a 7.0 - 7.2, preparédndolos con sumo cuidado, =--
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asi como vigilando los tiempos y temperaturas de incubacién,-
tanto en el aislamiento como en las pruebas biogquimicas para-
su identificacién, se pueden recuperar los cultivos de V. pa-
rahaemolyticus de las muestras de ostiones. Dé la misma mane-
ra es esencial para su aislamiento utilizar’caldo peptonado -
al 3% de NaCl como un medio de enriquecimiento antes de utili
zar el medio selectivo TCBS, ya que se favorece el desarrollo
de este microorganismo en un caldo de enriquecimiento; tam---
bién es importante la prueba de halofilismo para observar el-
crecimiento en un caldo peptonado con 6 y 8% de NaCl caracte-
ristico de este microorganismo haléfilo. e

En realidad los 10 cultivos aislados de mm total de 200-
muestras nos sefialan que nuestros ostiones no estdn contamina
dos coﬁ este organismo patégeno; ahora bien, afin cuando no se
encuentran en grandes proporciones como para provocar una in-
toxicacién, si se puede decir que en los meses de verano pue-
den aislarse cultivos que pueden reproducirse a miveles altos
si el producto (pescado o mariscos) no se almacena ;n condi--
ciones adecuadas, llegando al consumidor altamente contamina-
do y siendo un vehiculo m&s de intoxicacién alimentaria.

Vibrio parahaemolyticus es un microorganismo patégeno --

cuya identificacién no es necesario efectuarla de rutina. Su-
identificacién es importante en casos de intoxicaciones donde

esté involucrado algfin alimento marino o producto del mar y -
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donde los sintomas observados sean similares a los provocados-

por este microorganismo. En estos casoOs también seria importan

te su identificacién en las heces de los pacientes.

Se aislaron tres cepas de Salmonella, dos del grupo B y -
una del grupo c} esto fué posible ya que se cuenta con los ---
sueros para tipificar cepas de Salmonella. Se identificaron --
Gnicamente 3 cepas de esta enterobacteria patégena, ya que el-
caldo tetrationato utilizado se incubd inicialmente a 35°C por
24 h, sin aislar ninguna Salmonella, esto se realizé con las -
99 primeras muestras analizadas, y se puede observar en la ta-
bla 1 gque no se identificé ninguna sg;mgﬁgila.vEﬁ las muestras
restantes analizadas, se incugs el caldo tetrationato a 43°C -~
por 24 h y de esta manera se identificaron las 3 cepas.

AGn asi, de 100 muestras procesadas a 43°C, tres muestras
contaminadas con Salmonella, es un nivel bajo gue indica que -
tal vez por la alta salinidad y composicién de los mariscos no
son tan fAcilmente contaminados por esta enterobacteria.

Para la recuperacién de Salmonella es recomendable utili-

zar un medio de preenriquecimiento que puede ser caldo lactosa
do, un caldo de enriquecimiento como el éaldo tetrationato y -
varios medios selectivos, los cuales se encuentran indicados -
en el eapitulo IV. Es muy importante incubar el caldo tetratip
nato a 43°C por 24 h en vez de 35°C como esta seﬁalado'- para =-

llevar a cabo una identificacién completa es esencial realizar
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la prueba serolégica, ya que con las pruebas bioguimicas pue-

den confundirse con Citrobacter, pues sus bioguimicas son si-

milares.

De las entercbacterias que mds se identificaron y por lo
tanto contaminan mids a los ostiones son: Proteus; P. morcganii
P. mirabilis, P. vulgaris. En todas las muestras se aislaron-
Proteus,siendo P. morganii y P. mirabilis los de m&s inciden-
cia. También se identificaron cultivos de Entercbacter ------

aerogenes. Igualmente se aislaron cepas de Klebsiella y Citro

bacter.

Como se ha observado, 195 ostiones que se venden en el -
D. F. no cubren las cualidades gue se requieren para ser con-
sumidos. Por las pruebas realizadas se ve que, su calidad ---
bacteriolégica es infima, lo cuél es una léstima, ya que el -
ostién es un alimento de alto nivel nutritivo, con un elevado
contenido de proteina que constituirfa un excelente alimento,
puesto que con sblo consumir media decena se recibirian los -
nutrientes necesarios para una buena alimentaciém: pero todas
estas cualidades del ostién no tienen valor algumc si al inge
rirlos se provocan enfermedades elimin&ndose més nutrientes -
requeridos de los recibidos, por vémito y didrrea causados =--

por una intoxicacién.
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RECOMENDACIONES

El manejo de los ostiones antes, durante y después de su
cosecha, se realiza sin higiene, De la misma manera el des--
conchado de los ostiones se efectfia sin lavar previamente las
conchas, las cuales se encuentran cubiertas completamente con
una capa negra de acumulaciones de tierra y desechos que con-
taminan al molusco al abrir la condhé.

Como no es posible bajaf el valor de los fndices sanita-
rios, pues disminuirfa atn mfs la calidad bacteriolégica del-
ostién, es necesario planear una nueva organizacién en los --
centros de distribucién de pescados y mafiscos para manejar--
los y transportarlos en conditiones higiénicas. De igual for-
ma, desarrollar nuevas técnicas que sean précticas y senci---
llas para evitar contaminaciones al abrir las conchas y por -
ende obtener cuentas menores a los fndices sanitarios sefiala-
dos.

Pero mientras evoluciona el manejo de los ostiones en el
~ mercado, seria de gran utilidad comprar los ostiones en su --
concha y en el hogar lavarlos con un cepillo de cerda gruesa-
tratando de dejar las conchas lo més limpias posibles, abrir-
la concha y enjuagar nuevamente el molusco, procurando comer-
los ostiones cocinados en sopas, gratinados, o tien hervirlos
ligeramente cuando se consumen en cocktel, para destruir los-

mitroorganismos que pudiesen contaminar el ostién. En el caso
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de V. parahemolyticus y Salmonella, asi como de coliformes -
fecales, todos son muy sensibles al calor y se eliminarfia el
riesgo de una intoxicacibén o enfermedad al cocinarlos. Asi -
también, la costumbre tan comin de comer el pescado y los ma
riscos baﬁados.con juge de limén, ayuda a eliminar los micro
organismos patégenos presentes aunque no con la eficacia de-
un calentamiento. E1 1limén disminuye el pH del alimento a -~
niveles tan bajos gue no pueden sobreviyir las bacterias.
Mediante esta tesis se desea contribuir a mejorar la --
calidad bacteriolégica de los ostiones y_2§risco§ en general
asi como a conocer e identificar a ﬁn micféorganismo patége-
no desconocido en nuestro pais, para poder aislarlc en caso-
necesaric, ya que puede ser el causante de grandes intoxica-
ciones como lo ha sido en otros paises; y qﬁe POX no ser co-
nocidas ni estudiadas sus caracteristicas puede pasar desa--

percibido y no determinarse la causa real de intoxicaciones.
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