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RESUMEN

Se estudis la calidad bacteriolSgica y la presencia de Salmonella spp. en

el ostidn americano Crassotrea virginica (Gmelin) proveniente del

principal centro de distribucién de productos pesqueros (mercado La
Viga), en el periodo comprendido entre septiembre 1984 y enero 1985.
El aislamiento de Salmonella spp. se realizé mediante el método des-

crito por Andrews et al. 1975 con algunas modificaciones.

Los resuitados obtenidos mostraron que los valores registrados de co
liformes sobrepasaron los limites establecidos por el Public Health
Service (1965), para la venta de ostidn; resultados que coinciden con
los descritos por otros autores en cuanto a la correlacién de valores
altos de coliformes y la presencia de Salmonella spp. de la cudl se
aislaron 8 cepas correspondientes a 3 diferentes serogrupos: Cj, Cp

y Dy



INTRODUCCTION

Meéxico =2s un pais que presenta una extensa zona litoral y numerosas
lagunas costeras, cuenta con grandes recursos pesqueros, los cua-
les tienen un alto potencial de desarxrollo comercial; entre ellos se en
cuentra el ostidn, que ocupa el 57 lugar en la produccion mundial y el
42 a nivel nacional, en 1975 se obtuvo una produccidn de 31, 000 tone-

ladas y en 1982 de 34, 906 toneladas (Dpto. de Pesca, 1975 y 1982).

Aproximadamente el 10% del ostién pro%ziene de las costas del Océano
Pacifico (de Baja California a Qaxaca}, en donde se desarrollan sspe-

cies tales como: Crassostrea corteziensis C. iridescens, C. palmula

y 9; gigas, esta dltima es una especie introducida y es la d= mayor
importancia comercial en las costas de Baja California y Sonora, el

909, restante se produce en las costas del Golfo de Méxlco (de Tamau

' lipas a Yucatdn), encontrando las especies: Ostrea equestris, - - -

Crassostrea rizophorac y Ia mds imporiante econdmicamente ~ - -

Crassostrea virginica cominmente llamado'bstién americano™ elcual

se distribuye desde Canadd hasta las Antillas (Garcia-Cubas, 1981).
Si se toma en cuenta que la pulpa representa el 107 de su peso total,
su porcién comestible ocupazia el 23%lugar en la produccién nacional

(Ramirez y Sevilla, 1975); sin embargo, su valor nutritivo es alto ya



que 100 g. de ostidn contienen aproxtmadamente 90 % calorfas 14 %_

proteibas, 2.8 ¢ carbohidratos, 1.5 % de grasas y una elevada por-

cién de sales minerales, yodoy cobre (Galtaoff 1964)

Cuando este molusco alcanza la talla comercial es capturado manual
mente o por medio del arte de pesca llamado “"gafas"”, transportdndo
lo a diversas ciudades para su consumo. En 1982 el consumo per-

cdpita a nivel nacional fue de 0. 430 kg. (Dpto. de Pesca, 1982).

Por ser un producto que se desarrolla en aguas estuarinas al ser sa-
cado de su ambiente es mds susceptible a la autolisis y a la descom-
posicién microbiana, por lo que el tiempo transcurrido entre la cap-
tura, distribucién y venta requicie de un contrel sanitario, incluye_x_l
do al personal que lo manipula durante su colecta, desconchado y en
vasado. Asi, es importante vigilar su almacenamiento y refrigera-
cidn (Frazier, 1976). Ademds, el ostién deberd provenir de zonas
no contaminadas y/o legalizadas para su cultivo, pues sin el control
de estog factores, al ser consumido crudo puede originar epidemias

por contener bacterias patdgenas como: Salmonella, Vibrio, Shigella,

Clostridium, entre otros, que son agentes causales de enfermedades

entéricas, por lo tanto, cuando loz ostiones estdn contaminados con



materia fecal, el riesgo de infeccidn por los microorganismos antes
mencionados se incrementa; es por esto que se utilizan métodos indi~
recios que determinen la posible presencia de dicha contaminacitn
empleando indicadores; entre los mds frecuentemente utilizades es-
tdn: coliformes totales (CT) que reflejan la calidad sanitaria de los
productos: coliformes fecales (CF) que indican una contaminacidn fe-
cal reciente y estreptococos fecales (EF) por ser resistentes a diver
sos métodos de desinfeccidn; estos 3 tipos de indicadores‘son comuin-

mente expresados en Nidmeroe Mds Probable (NMP) (APHA, 1983).



OBJ]ETI1VO.S

tribucién de productos pesqueros (Mercado La Vi-

ga), mediante la cuantificacién de indicadores bac-
terianos, tales como: coliformes totales, fecales

y estreptococos fecales.
Aislamiento de Salmonella en las muestras de ostidn.
Observar si existe alguna relacién entre la presen-

cia de Salmonella y la concentracidn de los indica-

dores.



ANTECEDENTES: .

las investigaciones realizéda, e Mé s ca Vt_lax;i'l_aac;gef"'o’ilé_f

gica del ostidén consumido éniél,,Dils't‘J:‘ité‘ Federal; .han'sido

tes:

En 1968 Rodriguez-Castro y Escartin, analizaron ostiones con ¢oncha
y ostiones desconchados, ambas muestras procedieron de un mismo -
lote; encontrando que los ostiones desconchados fueron contaminados
durante su manejo en el mercado, el rango y promedio de los valores

obt enidos fueron:

Ostiones con Concha Ostiones sin Concha
*CT/100g. *EF *CT *BEF
300, 000 -2'000, 000 77 4'400, 000-8'600, 000 2,800

No se aislS Salmonella de las muestras del mercado, aunque la inocu
lacién de cepas de Salmonella en ostiones mantenidos a diferentes tem
peraturas: 2, 10 y 18 C por 48 horas, mostrd poca variacién en su den

gidad durante la duracidn del experimento.

Yela, (L981), analizd ostiones con concha y ostiones desconchados -

* NMP expresado en media aritmética.

10.



11.

procedentes tanto del mercado como d2 centros ostricolas (Tamiahua,

Ver., Mecoacdn y El Conchal, Tab.), obteniendo valores de:

Ostiones con Concha . S ‘ ~ Ostiones sin C(mt':l_{ai ‘
“"oT . "CT : . s "CT g ) “OF
200-29,000  5L-9,400  140,000-2'800,000 ~ 19,000-75, 000

En este estudio también hubo un incremento de los indicadores bacte-
rianos en los ostiones desconchados en el mercado, en cuanic a la - -
presencia de Salmonella, tanto en la columna de agua y ostiones, no

se obtuvieron pruebas positivas.

En ambos trabajos, gran parte de las muestras sobrepasaron el limi
te permisible para la venta de ostidn, establecido por el Public - -~

Health Service (19565).

En 1981 Nava et al. realizaron el aislamiento de bacterias patdge-
nas, encontrando que de 200 muestras d2 ostidn analizadas, 10 pre-

sentaron cepas de Vibrio parahaemolyticus y 3 de Salmonella spp.

En cuanto a la evaluacién de la calidad bacteriolSgica del agua circun-

" NMP expresado en media geométrica.



dante a bancos ostricolas, se tienen los trabajos realizados por:
Rodriguez vy Romero (1981) quienes evaluaron la calidad de los Siste-
mas fluvio-lagunares de Balchacah, Puerto Rico y Boca de Atasta (Cam

peche), obteniendo valores que fluctuaron en rangos de:

CT/100ml CF/100m1l
Balchacah 1,500-24,000 0-24, 000
Puerto Rico y .
Boca de Atasta 200-24,000 0-24,000

En 1982 Romerc y Rodriguez obtuvieron en la Laguna del Carmeny -

Machona (Tabasco), valores que fluctuaron entre:

CT/100ml CF/100m}
38.240 2-240

En estas dos investigaciones, los autores trataron de aislar Salmonella,

pero no obtuvieron resultados positivos.

12.



BIOLOGIA DEL OSTION
Ubicacisn Taxonémica del ogtidn:

Phyllum - Mollusca
Clase - Bivalvia o Delecipoda
Subclase - Pteromorphia
Orden - Pteroidea
Subfamilia - Ostracea
Familia - Ostreidae Rafinesque, 1815
Género - Crassostrea Sacco, 1817

Especie - virginica (Gmelin, 1791)

Habitat: El ostidn es considerado como unz especie tipicamonte
estuarina, se encuentra en o ncentraciones de salinidad que osci-
landesde 5 - 33 % 5, &8 un organismo filtrador que forma parte de
la epifauna cementantec y estd adaptado a fluctuaciones del medio

(Bonilla 1969, y Garcia-Cubas, 1981)

' Ciclo biolégico: La especie Crassostrea virginica es ovipara pro-

tdndrica; su actividad reproductiva se inicia de los 3 a 4 meses de

edad; cuando la gonoda estd desarrollada completamente ocupando -

13.



mds de las 3/4 partes de la masa visceral y tiene una coloracién
blanquecina esti préxima a desovar, la temperatura es uno de los
factores que influyen de una manera directa sobre esta actividad,
distribucién y sobrevivencia; con una elevacidn de la temperatura
ge inicia el dzsove de las hembras, las cuales liberan sus Svulos
al agua, egtimulando la liberacién de los espermatozoides. Gene-
ralmente el desove ocurre entre los 20-32 C y llega a suspenderse
alog 7 - 9.5 C (Loosanof y Nomejko, 1949) y disminuye cuando se
presenta un valor de pH menor de 6 y mayor de 8. Dl;rante el de-
sarrollo, el huevo fertilizado se transforma en larva trocsfora den
tro de las 24 - 36 horas, y mds tarde en larva veliger, después de
un lapso variable (aproximadamente 2 semanas) cuando la larva ha
adquirido el estadc d= larva umbonada s2 fija a un sustrato apropia-
do por medio de la emision de un pie; convirtiéndose en bentGnica

para el resto de su vida.

Con respecto a la salinidad, una elevaci6n arriba de 32°% , impedird
que las larvas leguen al estado de fijacidn, lo cual indica que es un
factor limitante para su distribucién y abundancia. Gutierrez (1973)
registrd un minimo de larvas en una salinidad de 11 - 12 %o y un

méximo de ellas d= 31.5 - 32°/«. Cuando la salinidad desciende

14.



a condiciones dulce-acuitolas, se ven afectados.tanto el ostién como

los depredadores y plagas.

Una vez que la larva se encuentra -f‘ij.ada aun sustré.tb, _se.dlimenta .
por medio de filtracién. Son esencialmente ﬁtdfégaé; su aiimento

incluye (dinoflagelados, diatomeas y bacterias}), algunas veces zoo-
plancton y rizépodos. El ritmo o intensidad con la que se alimentan
repercute directamente en su crecimiento (Coe, 1948). La concen
tracion Sptima de particulas para que realicen la filtracién es de 1 x

103 cel/ml. (Tenore y Dustan, 1973).

Despnués d= que las particulas alimenticias son seleccionadas por los
palpos labiales, pasan por el es6fago y entran al estémago, cn don-
de Ia mayor parte de las particulas son digeridas por accitn combi-
mada de los movimientos del estilete cristalino y 1a segregacidn de
enzimas gdstricas. Las pequeiias particulas que no son transporta-
das por los cilios a través de los ductos de los tiibulos digesgtivos,
son ingeridas por fagocitosis o almacenadas en el tejido conectivo ;
cuando se presentan sustancias coloidales indigeribles son expulsa-

das. (Galtsoff, 1964).

15.



16.

Una turbiedad alta produce elevados indices de mortalidad en los
bancos d= ostién, ya gue las particulas en suspensién, tales como.
arcillas y otras sustancias inorgdnicas finamente divididas, al ser
filtradas por los organismos dafan y destruyen sus hranquias, pro-
vocando interferencia en la alimentacidn y en los procesos fisiol6-
gicos propios de estas especies; adamds de que estas particulas
disminuyen el oxigeno disuelto @n el agua, La cantidad de oxigeno
consumido por un organismo durante una unidad de tiempo, depen-
de de su peso, de su grado de metabolismo y de su relaci6n con los
factores abidticos, la concentracidn consumida por un ostién varia

de 3 - 7 mg/h.

El oszti6n es considerado adulto cuando gu talla es d= 6 cm. pero la
talla comercial la alcanzan de 12.5 a 15 cm. d= 24 a 36 meses de

vida (Fig. 1).
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INDICADORES BACTERIANOS DE CONTAMINACION FECAL

Coliformes totales: Los indicadores bacterianos mds ampliamente
aceptados han sido dzl grupo coliforme (APHA, 1965; 1985) y son -
los mds frecuentemente usados para exdmenes de la calidad del agua

y alimentos.

Caracteristicas bioquimicas: Este grupo de organismos estd consti-
tuido por bacilos aerobios o anaerobios facultativos, Gram negativos,
no formadores de esporas, que fermentan la lactosa a una temperatu-

ra d= 35 C en 48 horas (APHA, 1985).

El uso de las bacterias coliformes como indicadores de contarminacidn
es restringido por su amplio rango de distribucién, ya que no dan un
indice de contaminacién de origen antropogénico (EPA, 1973), las
podemos encontrar en vegetales donde ocasionan necrosis; en el trac
to digestivo de animales, en productos alimenticios (carne, huevo, -
pescado), provocando la descomposicién de los mismos; en diferentes
tipos de suelos y ocasionalmente en el intestino del hombre (Frazier,

1976).

El grupo d= coliformes totales tiene un valor limitado como indica-

~

18.



14,

dor d= contaminacién fecal en moluscos, ya que puede multiplicarse
en estos organismos, dzpendiendo de un amplio rango de condiciones

( Savage, 1905 citado por Erkenbecher, 1981).

COLIFORMES FECALES

Caracteristicas bioquiimicas. Fermentan la lactosa a 44.5 Cy no

aprovechan el citrato como dnica fuente de carbbno {Wolf, 1971; Co-

hen y Shuval, 1973; APHA, 1985).

Estos coliformes a diferencia de los coliformes totales, son mds am
pliamente usados como indicadores de contaminacidn fecal principal

mente de origen humano, ya que se presume que la mayoria de ellos

pertenece a 1la especie Escherichia coli, Ia sobrevivencia de esta es

pecie en sedimentos y agua depende del contenido de la concentracidn

dez la materia orgdnica.

ESTREPTOCQCOS FECALES

Este grupo de bacterias esta confar mado por cocos Gram positivos
de cadenas largas o cortas, pueden crecer desde 10-45 C y resisten

#icilmente las tempertaruas de pasteurizacidn, en ciertos casos dan



mejor informacién sobre la probable presenciét dsl ﬁ;:om.énido_ de,] vr.- )

rus, que otros indicadores.’

Los estreptococos ha-n sido. prop-trlesto'sr c'orrr'riorin("licad(;j:é's de contami
nacién fecal; no obstanie, muchos investigadores encontraron gue
tenia un valor limitado, ya que su concentracion inicialmente baja en
las aguas contaminadas, es debido al fraccionamiento de sus cadenas
cuando se alejan del punto de contaminacidén. Este indicador es urtil
en conjuncidn con los CF para establecer la fuente d= contaminacion.
Geldrich y Kenner (1969) establecieron que el cociente CF/EF con
valor = 4.0 indica una contaminacién de origen humano, mientras
que un cociente menor de 0,7 indica la presencia de contaminacién
de heces d= animales silvestres y domeésticos. Por lo que es impor-
tante utilizar este cociente para detectar ¢l origen de la contamina -

cidn en agua y alimentos (ostiones ) (Wood, 1972).

Metcalf (citado por Wood, 1972), compard a los coliformes fecales v
estreptococos fecales como indicadores de contaminacidn en agua d=
mar y moluscos, resaltando que se deberia poner mds atencién a los
estreptococos como indicadores, debido a su resistencia a factores

adversos.



ASPECTOS GENERALES DE Salmonella

Caracteristicas bioguimicas. El género Salmonella se encuentra den-
tro de la familia Enterobacteriaceae, la cual estd compuesta de bacilos
Gram negativos, no esporulados, aerobiocs o anaerobhios facultativos,

generalmente mdéviles (Davis 1978), reducen los nitratos a nitritos, -

fermentan la glucosa y la maltosa pero no la lactosa ni la sacarosa, su

temperatura Sptima de crecimiento es dz2 35-36C y su pHde 5.5-5.7.

El hgbitat de Salmonella spp. es el tracto intestinal de animales de -
sangre caliente incluyendo al hombre. Se les considera parssitos obli-
gados intracelulares, se les puede encountrar en insectos, crustdceos y

moluscos que actdan como vectores.

Los microorganismos se excretan en las heces del hombre o animales
enfermos o portadores, pudiendo ser diseminados directamente por in-
sectos a los alimentos, cuando estos microorganismos llegan a su habi

tat propicio infectan al nuevo hospedero,

Para que una enfermedad se origine, intervienen 3 elementos fundamen-

tales:

21.



22,

a). - Fuente infecciosa o reservorio.

b). -  Viasg de transmisidn (ambieni:e),.‘

c). -  Susceptibilidad de la persona (hbsi)edsrd). SR

El ciclo de la transmision de enfermedadeas entéricas se inicia con
1a excrecién de microorganismos patégenos y la subsecuente con-
taminacién de agua, alimemto o diversos objetos: el ciclo puede ser

largo o corto.

enfermo o
/ portadar \

manos excrementos

alimentaciéne——— insectos / campo libre

4 (moscas) pozo negro abierto
( \
persona sana alcantarillado
moluscos cursos superficiales

crustdceos / y subterrdneos
\ mar



Para que haya im:oxicacidn_ alimentaria. por Salmonella’ es hecesaria

la ingestidn de células viables. duéndé ,erlﬁpérésrit‘:»or ée iﬁt’foduée enla
persona sana, se empieza a multiplicar‘ (fi.sidn Binaria)' en el interior
de los fagocitos del hospedero, produciendo endotoxinas, ‘las cuales -
constituyen una parte importante de la péred bacteriana y sélo son libe_
radas si se altera la integridad de esta pared. En una persona suscep-
tible de ser infectada, los sintomas aparecerdn a las 12-14 horas, aun-
que se han sefialado pericdos de tiempo mads cortogs y mds largos, estos
organismos desaparccen rdpidamente del tracto intestinal, si encuentran
condiciones propicias para sobrevivir el ciclo de infeccisn se repetird,
pero si las condiciones son adversas Salmonella morird antes de encon
trar un tracto intestinal en donde reproducirse. Un 5 @ de los pacien-
tes que sufrieron intoxicacidn alimentaria por Salmonella pueden ser -
portadores durante la convalescencia. Sin embargo, hay personas que
son resistentes a la infeccidn aunque ingieran el agente causal, debido a
una inmunidad adquirida. Las especies que parasitan al hombre, tnica-
mente son:

Salmonella typhi, § paratyphi y _§. sendai.

Salmonella no se multiplica fuera del tracto digestivo del hospedero y

su habilidad para sobrevivir varia considerablemente, debido a - -



lo cual su presencia en el medio natural es altamente vai‘ia_ble.
Los métodos -para su aislamiento no han gido estandarizados; razén-
por la cual se utilizan métodos indirectos para detectar su posible
presencia. Este es ¢l caso dela evaluaciédn de los indicadores biolé

gicos.

Un indicador biolégico muestra el grado de alteracién ecolSgica que
ha sido causada por agentes externos, de tal forma que reflejan las

condiciones de un ambiente dsterminado (Odum, 1972; James, 1978).

INTERACCION BACTERIA -OSTION

Debido ai grado de contaminacidn de corigen doméstico gue puneden -
presentar las dreas de crecimiento del ostidén, aunado con su meca-
nismo dz alimentacidn realizado por medio dz filtracién, se va acu-
mulando en sus tejidos un nimero considerable de bacterias, dentro
de las cuales predominan microorganismos, tales como: bacterias

del género Achromobacter y Flavobacterium (Frazier, 1976), tam-~

bién se pueden encontrar aquellas que son nocivas para el hombre si
estdn presentes en dichas dreas y pueden permanecer viables; se ha

repertado por ejemplo que Salmonella typhi puede sobrevivir en los

24.



ostiones durante 2 semanas y en algunos casos hasta 60 dias - -
(Krumweide et al, citado por Coetze, 1975), por lo que la flora de
los ostiones estd condicionada tanto cualitativamente como cuanti-
tativamente por las condiciones de su ambiente, pero también pue-

den ser modificadas durante su manipulacién v almacenamiento.

Desdez que los ostiones son capturados, habitualmente son arroja-
dos 2 las cubiertas de navegacién (lancha, cayuco, etc.) donde la
tablazén pucde estar contaminada, pudiendo pesrmanecer varias ho-
ras antes de gser transladados a la playa, cuando son descargados
de los navios pesqueros, vuelven a entrar en contacto con superfi-
cies como las de recipientes, pisos y paredas del medio de trans-
porte, que frecuentemente se contaminan con pacrerias y ias {rans-
miten a los productos derivados del mar durante su limpieza y mani
pualacidn, en las cooperativas ostioneras, son empaquetados en sa-
cOs de yute paia su transporte a los principales centros de distribu-

cién (Calvin, 1968).

La contaminacién adquirida por los diversos factores hasta este pun-
to, podria disminuirse por medio del lavado de las conchas con agua

corriente, la cual removeria las particulas de lodo y microorganig-

26.



mos.

La exposicién ambiental a elevadas temperaturas durante su captﬁra,
transporte y venta, contribuye a un aumento considerable de 1la flora
bacteriana del ostién, lo cual los hace excelentes reservorios ds - -
agentes causales de enfermedades entéricas. Los ostiones pueden
ser contaminados por personas enfermas o portadoras, &stas dltimas
pueden ser asintomdticas de la enfermedad; sin embargo, albergan el
agente infeccioso pudiendo servir en la transmisién de enfermedades
entéricas (Roberts, 1982), en el proceso de desconchado, estas per-
sonas y el limo externo tienen un contacto directo coa los ostiones;
otro factor que también puede contribuir a la contaminacidn, es el en
vasado (en frascos de vidrio no estériles) mediante la adicitn de una
parte de agua que la mayoria de las veces no es potable y ha estado
almacenada en algtin recipiente, y por tltimo la refrigeracién con -~ -

hielo triturado, ya que a menudo se encuentra contaminado con bacte-

rias (Fig. 2).

Lasdosis iniciales d= microorganismos en un alimento, generalmen-
te son insuficientes para causar la contaminacidn del mismo, pero la

presencia de nutrientes suficientes, humedad y calor, junto con el lap-

26.
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so de tiempo antes de su consumo, puede ocasionar que los microor-

ganismos alcancen niveles daiiinos, ILas caracteristicag del alimen-
to que puedan jugar una parte importante en la multiplicacién bacte-
riana son: el pH, la humedad, el potencial redox y el contenido de-

otros microorganismos (Frazier, 1976).

Los ostiones son organismos que contienen altas concentraciones
-d= glucSgeno; este contenido de carbohidratos es utilizado por las
bacterias coliformes para la elaboracidn de sus estructﬁras celula -
res, por lo cual el deterioro de los moluscos es bfsicamert e fermen
tativo (condicién que puede acelerar lz muerte del organismo, provo
cando una invasién de bacterias post mortem) , en cuanto al rango
de temperatura, los coliformes pueden crecer desde -2 C a 50 G;
con respecto al pH, se ha sefialado que estos organismos crecen
dentro de un amplio margen, con valores comprendidos entre 4.4.—
9.0, por lotanto, se puede esperar su proliferacién en gran nime_

ro de alimentos que presenten condiciones adecuadas.

La multiplicacion de los coliformes y los procesos metabdlicos lle-
vados a cabo dentro del ostidn (principalmente en el aparato digesti_

vo), favorecen la sobrevivencia de las bacterias entéricas patdgenas
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al hombre que fueron adquiridas en su ambiente, y también la de otras
nuevas adquiridas durante los diversos factores ds procesamiento, co
mo es el caso de Salmonella, la cual estd ixilpo;sibilitada para repro-

ducirse fuera del tracto digestivo de animales de sangre caliente.

Por lo tanto, las condiciones internas que prevalecen en el ostién son
propicias para que éste actiie como una cdmara incubadora de bacte-
rias patSgenas, gue no causan ningin efecto de parasitismo en el os~
tion, ya que unicamente actian como vectores, p2ro cuando éstos son
ingeridos por las personas, los agentes causales empiezan a multipli
carse, la proliferacidn de los organismos coliformes podria eliminar

se por medio de una refrigeracicn adecuada.

La contaminacién del ostidn origind Jue la exportacion que México rea
lizaba a los Estados Unidos cesara en 1972 (Alvarez, 1978) por las ma.
las condiciones sanitarias dz este producto, ya que la legislacidn no te
nia el amparo de una vigilancia rigurosa; perdiendo el pais una conside

rable captura de divsas.

En 1973 en la Bahia de San Quintin, B.C., fue introducido el ostién ja-

ponés Crassostrea gigas, implantdndose posteriormente en Nayarit,




Sonora y Sinaloa, esta especie en condiciones Sptimas alcanza su
desarrollo en 6 meses, desde su siembra hasta su cosecha (Islas
1975, e Islas y Miranda, 1978). Constituyendo en 1982 el 13% de
la captura global del ostién en estos litorales (Dpto. de Pesca, -

1982),

La costumbre de que este producto frecuentemente es consumido
crudo, vy el grado de contaminacién que puede @ ntener, hace indis-
pensable que la calidad de los ostiones sea tal que no represente un
peligro para la salud, generalmente los alimentos contaminados con
bacterias patégenas son los responsables de incremertar la probabi-
lidad de adquirir enfermedades intestinales, tales como fiebre ti-
foidea v paratifoidea. Ewn algimos paises del mundo. se han registra-
do brotes de esas enfermedades en adultos y en nifics, después de -
haber consumido alimentos contaminados; aunque estd reconocido que

este factor interviene en la diarrea del viajero.

México es un pais con una alta incidencia de enfermedades gastroin-
testinales, las cuales ocupan el 2do. lugar en orden de importancia y
el lro. como causa de fallecimiento. Con base en datos estadisticos

publicados por la Secretaria de Salubridad y Asistenacia - -
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(1931), s= observa que al pago de los afios hay una mayor frecuencia
de morbilidad, en donde los agentes causales son bacterias patdgenas.
Por esta razdn, es muy importante conocer y vigilar todos los posi-

bles mecanismos dz transmisién dz esas enfermedades (Fig. 3).

La manifestacién de la enfermedad pued= presenna_rse d= la siguiente

forma:

Clinica: Denotada por fiebre, nauseas y vémito, que obligan a la
persona a hacer cama.

Sub-clinica:Las manifestaciones cldsicas de la enfermedad no se ha-
cen visibles, o se pressntan como leves molestias y rara
vez obligan a la persona a hacer cama.

Inoperante: S6lo es descubierta en pruebas positivas de laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

Las muestras de ogtioh gse obtuvieron semanalmente en el prin
cipal centro de distribucién de productos pesqueros Mercado La Vi-
ga), y ocasionalmente en algiin otro centro comercial; en el periodo
comprendido entre septiembre de 1984 v enero dé 1985, obteniéndo-
se en cada muestreo 700 g. de ostién desconchado y envasado,” Las
muestras se procesaron dentro de las siguientes 2 horas de su reco-
leccién, manteniéndose en refrigeracién durante el tiempo de trans-

porte.

El andlisis bacteriolSgico de los ostiones fue realizado en condicio-
nes estériles (el material de vidrio se esterilizé en calor secoa -~ -

0 O poi [y~ L. R Ty P T £ N
17/ o poOL 4 1i0ras Yy 105 11edros de cultivo en autoclave a 15 ilblag

de presion durante 15 minutos).

Los 700 g. de ostidén se dividieron en 7 porciones de 100 g; tres de
las cuales fueron destinadas para la determinacién de coliformes to-
tales, coliformes fecales y estreptococos fecales, utilizando el mé-
todo de tubos multiples de fermentacidn o Nimero Mds Probable - -
(NMP), siguiendo las esgpecificaciones de la APHA (1970), Los 400 g.

de ostién restantes, se destinaron para la basqueda de Salmonella

—
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spp. (fig. 4). Las tres primeras porciones de 100 g. se trituraron
por separado con 100 ml, de solucidn amortiguadora de fogfatos - -
(®H 7.2) en upa licvadora durante 2 minutos. Se hicieron diluciones
desde 10—1 a 10—6 , de las cuales se eligieron 4 dependiendo de los

resultados d=l andlisis anterior.

Cuantificacioén de coliformes totales:

Prueba presuntiva. Los tubos de fermentacién con caldo lactosado,
se inocularon con 1 ml. d= la dilucién correspondiente (3 tubos por

4 diluciones), incubdndose 2 35+ O0.5C por un periodo de 24 a2 48 ho
ras; al término del cual los tubos que resultaron positivos (los que pre
sentaron produccion de gas), fueron someridos a ia pirucia confizma-~

tiva.

Prueba Confirmativa. Los tubos positivos de caldo lactosado, se agi
taron y resembraron con un asa bacteriolégica en tubos de fermenta-
c¢ién con Caldo Lactosado Verde Brillante (CLLVB), incubdndose a 35 +

0.5 C durante 24 - 48 horas, posteriormente se realizé la lectura.

Cuantificacién de coliformes fecales: Los tubos positivos de caldo
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Fig. 4 -~ PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA DE OSTION PARA LA CUANTIFICACION DE COLIFORMES
Y AISLAMIENTO DE Sdaimoneiia spp.



lactosado (prueba presuntiva de coliformes totales), fueron regsem-
brados con un asa bacteriolSgica a tubos d= fermentacidén con caldo- -
EC (especifico para el crecimiento de Escherichia coli), incubin-"
dose a bafio Mariz a 44.5 + 0.5 C por un tiempo de 48 horas, al

finalizar este perfodo, se hizo la lectura de los tubos posu:wos.

Cuantificacidn de estreptococos fecales:

Prueba Presuntiva. De las diluciones del homogeneizadq de ostidén,
se obtuvieron alicuotas de 1 ml. y se inocularon en tubos con caido
Azida Dextrosa (AD) (3 tubos por 3 diluciones); incubdndose a 35+
0.5 C por un tiempo de 24 - 48 horas, después de cada peribodo. -
Los tubos resuitaron positivos (en este caso, los que presentaron

turbiedad)y fueron sometidos a la prueba confirmativa.

Prueba Confirmativa. - Los tubos de AD se resembraron por medio
de un asa bacterioldgica en tubos con caldo Etil Violeta Azida (EVA)
y se incubarona 35+ 0.5 por un tiempo de 24 horas; los tubos re-
sultaron negativos en este lapso, se reinocularon con sus respecti-
vos tubos de la prueba presuntiva y se incubaron por 24 horas m4ds;
al término de este periodo se realizaron las lecturas de los tubos po

sitivos (formacidn de un precipitado color pirpura).



Estimacion de la densidad de coliformes y estreptococos: El NMVP/

100 ml. se obtuvo mediante el registro de los tubos positivos v 'néga-‘
tivos d= 3 diluciones, esta combinacion se localizs en la tabla del in-
dice NMP/100 ml (APHA, 1970, 1980) y se ajustS el valor de'la mues-

tra, segin las diluciones realizadas.
AISLAMIENTO DE Salmonella

Los 400 g. de ostion restantes se destinaron para el aislamiento d=
Salmonella spp; el cual fue realizado mediante el método descrito

por Andrews _e_t_a;l_. (1975) (fig. 4).

Enriquecimient . - Se realizd con la ayuda dc 4 matraces, contenien
do cada uno de ellos 900 ml. d= caldo de enriquecimiento; 2 con caldo
de Selenito, preincubados a 35y 41 C vy 2 con caldo Tetrationato, a -

los que se les agrepgaron 10 mg. de colorante verde-brillante/1 tam-

bién preincubados a 35 y 41 C.

Los 400 g. de ostién se dividieron en porciones de 100 g., cada una

de las cuales fue homogeneizada en una licuadora por 2 minutos con

150 ml. de caldo de enriquecimiento Selenito o Tetrationato a 35 y 41 C;
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los homogeneizados se vertieron a sus respectivos matraces gue con-
tenian 750 ml. de caldo 2 incubaron a las temperaturas ya establecidas,

durante 24 y 48 horas.

Crecimiento Selectivo. - Al concluir los periodos de incubacidn de los
medios de enriquecimiento, &stos se agitaron y se inocularon por me-
dio de estrias y por triplicado en los medios selectivos: Agar Verde

Brillante (AVB), Agar Salmonella-Shigella (88) v Agar Sulfito Bismuto

(SB), losg cuales ge incubarcona 35 + 0. 5 C por 24 S 48 horas (segin

el desarrollo de las colonias); después de lo cual, se procedid a ais-

lar las colonias sospechosas de Salmonella en los medios de los que se
hizo el primer cultivo, siguiendo las descripciones y pruebas bioqui-
micas especificadas por Jang 9‘;‘_31_, (1980) vy Cowan (1974); entre ésta:
Agar de Hierro v Tripe Azicar (TSI) y Agar de Hierro y Lisina (LLIA),
Unicamente las cepas que dieron reacciones caracteristicas de Salmonella
en dichos medios, se les aplicS 1a seris completa de pruebas bioquimi

cas para su identificacién.

La tipificacion serolSgica se realizé en el Departamento de Bacteriolo-
gia y Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM.
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RESULTADOS

Los resultados de la calidad bacteriolSgica de'las muestras dz. ostidn,

estdn contenidas en la fig. S y en las tablas 1 - 4.

La disiribucidn porcentual de las muestras de ostién de acuerdo con la
densidad de bacterias indicadoras de contaminacién fecal, se muestra
en la fig. 5, observandose que la mayoria de las muestras presentan
altas concentraciones de bacterias. En el 100 % de los ostiones proce-
sados se registrd un intérvalo de 160, 001 a 160, 000. 000 de coliformes
totales/100 g, en el 96 % de las muestras coliformes fecales se presen
taron entre 2,401 a 24, 000. 000 bacterias /100 g. y en el 66 9 los valo-
reg de estreptococos fecales fue ron de 16,000 a 160, 000 bacterias/100

g, siendo los niveles méds bajos que se registraron.

Aplicando el criterio bacteriolSgico establecido por el Public Health -

Service, (1965) de Estados Unidos para la venta de ostidn, se puede ob_
servar en la tabla 1 que las 30 muestras analizadas sobrepasan de 1000
a 150,000 veces los limites permisibles para coliformes totales y 29 de
ellas rebaséron d= 10 a 100,000 veces los niveles establecidos para los

coliformes fecales.



las medias geométricas de los valores de coliformes‘totayles fecales
¥ estreptococos, asi como la relacion CF/EF y los ‘s‘elro'gx_'upios de -

Salmonella aislados en cada muestra se presentan en la tabla 2; - -
Salmonella se aislé en 3 muestras con CF/EF = 4,,observﬁnd6se que
los serogrupos Dy vy C1 fueron identificados en muestras que presen
taron valores de coliformes fecales 240 X 104 y 113 X 104/ 100g res-

pectivamente, en el caso de los serogrupos C2 la concentracién de-~-

coliformes fecales fue de 4.9 X 104.

La frecuencia de los serogrupos de Salmonella aislados, junto con la
eficiencia de los medios de enriquecimiento, periodos de incubacién y
los madios selectivos empleados se muestran en la tabla 3; un total de
8 cepas fueron aisladas, cuyos serogrupos fueron: Cl, C2, y Dy et
caldo Tetrationato fue el medio d= enriquecimiento que pfoporciuué
los mejores resultados, ya que solo una cepa fué€ aislada en el caldo

de enriquecimiento Selenito; todas se recuperaron en el agar Sulfito-

bismuto.

El grupo de bacterias que se identificaron durante el andlisis de las
muestras por ser similares biogquimicamente a Salmonella spp se en

listan en la tabla 4; todas ellas pertenecientes al grupo de las entero-

bacterias.
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DISCUSION’

De comparar los resultados co:;' los liﬁéafni:eﬁtos ‘-dyers/cri-tos por el Pu-
blic Health Service (1965), las muesiras de ostidn anaiizadas sobre-
pasaron considerablemente los liinites (CT; y CF) permisibles para

su consumo. La contaminacidn de los ostiones p'uede haberse origina
do desde su hdbitat, debido a las descargas de agua residual domésti
ca, caracterizada por presentar altos contenidos de materia orgdnica
y microorganismos como son las bacterias coliformes, junto con bac
terias patSgenas (Coetza, 1975; Rosas et _z_xl 1985) o durante el ma
nejo del ostidn el cual puede favorecer su desarrollo o adicienar el -

nimero de dichas bacterias durante su transporte, desconchado y re-

frigeracion (Kelly y Arxcist, 1954; Rodriguez Escartin, 1968; Yela, -
1931).

La contaminacidn fecal en las muestras estudiadas sefialan un peligro
potencial en la transmisién de enfermedades entéricas al ser consu-
mido el ostién en forma cruda, ya que en el 309 de las muestras ana
lizadas se aislS Salmonella. Asi mismo los valores de coliformes
fecales fueron altos, 1o que concuerda con 1o mencionado por Hood

et al. (1972) y Andrews, et al. (1975) quienes encontraron uma re

-
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lacién directa entre el ntmero de coliformes fggc_ales ¥y la_probabili-
dad del aislamiento de éste patégenb, contrlbuyendo grlr-‘x”f:é:réﬁ,parte a
la alta incidencia de enfermedades kgastfo&hteéﬁr’xé.l_éé?dué prevalece
en la poblacién mexicana (Secretaria de Salubridad y Asistencia, -
1981), a pesar de que se registraron muestras con niveles altos de
coliformes fecales, sin el aislamiento de Salmonella, la posibilidad
de encontrar dicho patégeno en una muestra no dependerd solamente
de la concentracidén de coliformes sino también de la presencia de

portadores. (Van Donsel y Goldrich, 1969).

Es de hacer notar que los aislamientos de Salmonella se presentaron
en la relacién GF/EF>4 los cuales al registrarse en cuerpos de agua
o alimentos indican una contaminacién antropogénica (Geldrich, 1966).
No han sido establecidcs mdétodos especificos para la deteccidn y enu
meracién de ciertos patdgemnos, tales como Saimonella en ostién, por
lo que 1la metodologia empleada en este estudio, contribuye a su es-

tandarizacién.

La combinacién mds eficaz en el aisiamiento de Salmonella fue el

caldo de. enriquecimiento Tetrationato (incubado a altas temperaturas)

y el agar sufito-bismuto, coincidiendo con lo descrito por Andrews et al.



(L975). Los serogrupos obtenidos en éste ‘est'u‘dio sén dnicos en cada
relacién; esto es, los serogrupos Di_ solq fLE‘:I;‘Ol'»i énédnﬁradds‘en e; S
Tetrationato incubado a 41 Cdurante 48 hz.',,los Serogrupos Clr se ais-
laron en el caldo Tetrationato incubado a 41 C por 24 hr, y los sero-
grupos Cop, se detectaron tanto en Tetrationato como en Selenito con
diferentes patrones de temperatura y periodos de incubacidn, aunque
no se puede concluir categéricamente ya que no se tipificaron los sero_

grupos.

En el caldo Tetrationato se aislé una sola cepa de Salmonella spp.. (co
rrespondiente al serogrupo Cg), debido a que este caldo no parece ser
muy efectivo en inhibir a los organismos coliformes y permitir la recu
peracién de ciertas Salmonella (Greenfield, 1971 ; Snoeybons, 1972 y
Raj, 1976).

El agar sulfito-bismute resulté ser mds eficaz porque suprimié el - -
crecimiento de las bacterias coliformes y permite la recuperacion de

Salmonella spp. (Harvey y Price, 1978).

Lasg bacterias que se identificaron por dar reacciones tipicas o sospe-

chosas de Salmonella spp. fueron principalmente:
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Citrobacter spp., Proteus spp. y Enterobacter spp., todas ellas

del grupo coliforme. Edwardiella spp. y Klebsiella spp. son bac-

terias cuyo hdbitat es el tracto intestinal del hombre, mientras que

Enterobacter, Serratia y Citrobacter pueden encontrarse como sa-

profitos; Proteus spp habita el suelo, las cloacas y frecuentemente

el estiércol, y cuando alcanza algin conducto intestinal, puede produ--
cir procesos patol6gicos; constituyendo en la actualidad el agente etio
l6gico mds frecuente de diversas infecciones. Algunas especies de

Yersinia producen diarreas con necrosis en animales como conejos,
vacas y ratones (Ddvis, etal. 1983).

Los productos de la industria pesquera pueden servir como vehiculos

en las intoxicaciones alirnentarias bacterianas, tales como: las causa

das por Salmonella spp. y Escherichia coli entre otras (Sindermann,

1970); sin embargo, la causa de intoxicacidn alimentaria atribuida a -
preductos marinos (pescado y moluscos bivalvos), no ha sido estableci

da en México, la cudl requiere d= una evaluacién epidemiolSgica.

La legislacién relativa al agua y su contaminacién (SARH, 1971), dnica_
mente marca un limite de 70 coliformes totales/100 ml. para dreas de

cosecha de moluscos, limite que debe ser modificado con base en diver



sas investigaciones que deberdn de realizarse tomando en cuenta
otras variables, ya que la informacidn que aporta sste reglamento no
es suficiente para la salud ptiblica y las coliformes totales no refle-
jan una contaminacidn real. Por otro lads, el contenido bacteriano
del ostidn parece s=r independiente del nivel de microorganismos en
el agua, debido a que el bombeo de ésta a través de las branquias del
ostidn esta” influenciado por factores ambientales (Wood 1972, Timo
ney y Abston 1984) y ademds la manipulacién que se realiza en este,

altera su calidad.
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CONCLUSIONES

Dado el grado de contaminacién bacteriolégica. gue se regis- e

tré en los ostiones; es necesario un control sapitario du

rante su cultivo, ast como durante su manejo en-los centros-

de distribucidn.

El consumo de ostiones crudos, con altas concentraciones . -
de bacterias indicadoras junto con la incidencia de Salmonella,

son un riesgo potencial para la salud.

La concentracién de coliformes fecales es un mejor indica-
dor que las coliformes totales; asi mismo, la determinacidn
de estreptococos fecales en la relacién CF/EF seiialan que

cuando este es > 4 existe una alta frecuencia de aparicidn

de Salmonella,

La técnica mds eficaz para el aislamiento de Salmonella -
fue el caldo dez enriquecimiento Tetrationato incubado a 41 C

por 48 hrs.,, con el agar selectivo sulfito-bigmuto,
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TABLA 1 DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS DE ACUERDO A LOS LINEAMIENTOS ESTABLECIDOS *

PARA LLA VENTA DEL OSTION DESCONCHADO

LIMITES DE

BACTERIAS/100. g

CONDICIONALMENTE]

- ACEPTABLE
161-160, 000

'NO ACEPTABLE

CT -
.No., DE
MUESTRAS
LIMITES DE
BACTERIAS/100 g
CF

No. DE
MUESTRAS

*  Segdn Public Health Service (1965).

CT - Coliformes Totales
CF - Coliformes Fecales




TABLA

1. AISLAMIENTOS DE LOS SEROGRUPOS DE Salmonella spp. EN MUESTRAS DE OSTION

CON DIFERENTES CONTENIDOS DE COLIFORMES Y ESTREPTOCOCOS (NMP/100g).

GRUPO

FECHA SEROLOGICO
27 sep. 84 .

3 oct. 84

9 oct. 54‘ e

16 oct. 84 4.2

23 oct. 84 B VR S

8 nov. 84 111,38

15 nov. 84 428.7

15 ene. 85 '240.0
22 ene. B85 229.8

29 e;le. 85 46,8

NMP - Nimero Mds Probable
CT - Coliformes Totales

CF

- Coliformes Fecales



TABLA 1lI. ' SEROGRUPOS DE Salmonella spp. AISLADOS EN DIFERENTES MEDIOS DE EN-
RIQUECIMIENTO Y SELECTIVOS BAJO DIVERSAS CONDICIONES DE INCUBACION

CALDO DE ENRI-
AGAR QUECIMIENTO
SEL.ECTI-
VO PARA EL
AISLAMIENTO.

SELENITO

VERDE-BRILLANTE

a - Temperatura de inéu,bac':idyrkl R
b -~ Periodo de incubacién -



TABLLA 1V. BACTERIAS AISLLADAS * DE LAS MUESTRAS DE OSTION DURANTE EL TIEM-
PO DE ESTUDIO R

MUESTREO
BACTERIAS

Citrobacter o Aeromonas

Citrobacter freundii

Citrobacter intermedius

Citrobacter o Proteus

Edwardiella tarda R 1

Enterobacter cloacae 4 S22 L
Enierobacter o Proteus B o2 . : ) 1
Enterobacter o Yersinia o 1

E. coli y Proteus . o 1 o e

Klebsiella spp.

Proteus morgani . e o 2

Serratia liquefaciens o 1
Yersinia pseudotuberculosis ' o - 1 v 2
TOTAL DE ESPECIES - 0 ¢ a— I I3

* Con caracteristicas similares a_Salmonella
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