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RESUMEN

En este estudio se determinaron los niveles de Staphylococcus aureus, Escherichia coli 'y
Salmonella spp. en “sardinas” saladas-secas procesada artesanalmente en la Bahia de
Jiquilisco, El Salvador; como lo dicta el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)
67.04.50:08 de Alimentos. Dicho estudio fue realizado, con la finalidad de afirmar o negar
la efectividad del salado como método de preservacion, con respecto a la inhibicion de
bacterias patogenas en dicho producto (analizando “sardinas” frescas como saladas-secas).
Los resultados obtenidos de un total de 15 muestras de “sardinas” frescas y 15 “sardinas”
saladas-secas en los meses de abril — junio, reflejaron que con base a los niveles de
Salmonella spp. (Presencia de esta bacteria), Escherichia coli (> 3NMP/gr.) detectados en
el proceso artesanal de las “sardinas” la cantidad de muestras superan el limite maximo
permisible requerido por el RTCA, afirmando que su calidad sanitaria no es apta para el
consumo humano; aunque los niveles de Staphylococcus aureus hayan sido <10* UFC/gr.
Esta contaminacion fecal puede ocurrir por la falta de aplicacion de las Buenas Practicas de
Higiene, que durante todo el proceso de salado y secado de las “sardinas” no se emplearon
en ningun momento durante el proceso, al igual que algunos posibles factores que
influyeron en estos resultados, fueron la contaminacion orgdnica por los desagiies
residuales de afluentes de zonas aledafias, por la accion antropogénica, actividades

ganaderas, etc.



ABSTRACT

In the present study we determined the levels of Staphylococcus aureus, Escherichia coli 'y
Salmonella spp. in "sardines" salt-dried and handmade processed in Bahia de Jiquilisco, El
Salvador; according to the Centroamerical Technical Regulations (CTR) 67.04.50:08 for
food. The study was conducted in order to confirm or deny the effectiveness of salt as a
method of preservation to inhibit the development of pathogenic bacteria in the product
(analizing both "fresh sardines" and "salt-dried sardines"). The results obtained from a total
of 15 samples of "fresh sardines" and 15 "salt-dried sardines" from April to June, showed
that, based on the levels of Salmonella spp. (presence of the bacteria), Escherichia coli (>
3NMP/gr.), the local handmade process excedes the maximum permissible limit required
by RTCA, demonstrating the quality of the product is not suitable for human consumption
even when the levels of Staphylococcus aureus were <102 UFC/gr. This fecal
contamination can occur at the lack of application of good hygiene practices throughout the
process of salting and drying of the "sardines", this practices were never applied in the
process, also other factors that may have influenced this study were: organic contamination
(contamination via wastewater effluent coming from surrounding areas), anthropogenic

action, livestock, etc.



I. INTRODUCCION

En la actualidad, el océano representa para la humanidad la mayor fuente de recursos
naturales sobre el planeta (Cifuentes ez. a/ 1997). En El Salvador en 2007 en el sector pesquero, en
general, se produjeron 41.9 millones de kilogramos de productos marinos; pero en 2008, la
produccidn se redujo a 38.5 millones de kilogramos de productos, segin cifras obtenidas del Centro
de Desarrollo de la Pesca y la Acuicultura (CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (Lainez 2009).

La extraccion de productos marinos ha permitido a muchas personas la subsistencia diaria
ya sea con el consumo directo 6 la comercializacion de ellos, y para lo cual tienen que aplicar
ciertas normas de higiene como las Buenas Practicas de Manufactura (BPM o por sus siglas en
inglés GMPs Good Manufacturing Practices) y Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC o por sus siglas en inglés HACCP Hazard Analysis Critical Control Point) para ofrecer un

alimento inocuo y de calidad.

Los peces del orden Clupeiformes, que incluyen a las sardinas, anchoas o anchovetas, etc.,
constituyen uno de los grupos de peces de mayor importancia en la pesca mundial. Desde la
antigiiedad, dichos peces han sido capturados, principalmente con fines de alimentacion y obtencion

de una serie de subproductos de interés comercial (Silva & Pequeiio 2007).

En El Salvador se realiza la pesca de estos peces, con el fin de comercializarlos para ser
consumidos como alimento humano y para conservarlos deben aplicarse métodos para que estos
puedan permanecer comestibles, un método tradicional que aplican los pescadores artesanales de

“sardina” es el salado y secado al sol.

La presente investigacién es pionera para el pais y tiene como finalidad el andlisis de
bacterias patdgenas en las “sardinas” saladas-secas procesada artesanalmente en la Bahia de
Jiquilisco; para afirmar o negar la efectividad de este método de preservacion.

Con la realizacion de este estudio se benefician los pescadores artesanales que contaran con
informacion concreta de como se encuentra el producto que comercializan; ademas podran conocer

el estado bacteriologico del producto que consume la poblacion  salvadoreia.

Vi



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
v’ Analizar las bacterias patdgenas en “sardina” salada-seca procesada artesanalmente

en la Bahia de Jiquilisco.

OBJETIVO ESPECIFICOS:

v" Describir el proceso artesanal de salado-secado de “sardinas” en la Bahia de

Jiquilisco.

v’ Investigar Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. en las

“sardinas” saladas-secas procesadas artesanalmente en la Bahia de Jiquilisco.

v Comparar los resultados del estado microbiologico de las “sardinas” frescas

con el final del proceso artesanal de salado y secado.

v Exponer a los pescadores la recopilacion de recomendaciones por medio de una
charla que les sirva de apoyo para tener una mejor manipulacion de las

“sardinas” durante el proceso artesanal de salado y secado.



III. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 Microbiologia de Alimentos

La microbiologia de los alimentos es la rama de la microbiologia que se ocupa entre
otros aspectos del estudio de microorganismos que pueden afectar la calidad sanitaria de los
alimentos y el agua. El area de la microbiologia de alimentos es basta y compleja, pues
incluye ademas las caracteristicas generales de estos microorganismos, su ecologia, su
resistencia al medio ambiente, su capacidad para sobrevivir y desarrollarse en los
alimentos, las consecuencias de este desarrollo y los factores que influyen en este proceso

(Caballero 2008).

3.2 Ecologia Microbiana

La ecologia microbiana estudia como se relaciona un microorganismo con el ambiente
que lo rodea, utilizando los nutrientes que encuentra y produciendo desechos que lo alteran
de forma substancial (Rugama & Castillo 2010).

El ambiente afecta las actividades de los microorganismos a través de factores fisicos,
quimicos y bioldgicos. Conocerlos implica interpretar su distribucion en la naturaleza y

permite idear métodos para controlar los microorganismos indeseables.

3.2.1 Algunos factores fisicos y quimicos que afectan a los microorganismos en

diferentes ambientes:

a) Temperatura: Es un factor fundamental que actiia sobre los organismos vivos
aumentando, por un lado, la velocidad de las reacciones metabolicas y el crecimiento; y

mas alla de ciertos limites, actia inactivando proteinas, ADN, ARN, etc.



Los microorganismos son muy variables en cuanto a las temperaturas a las que pueden
crecer pudiendo ir estas desde —12°C a mas de 100°C, aunque un mismo microorganismo

no puede soportar estos rangos (Serrano 2011).

b) Agua: La disponibilidad del agua es uno de los factores mas importantes que afecta el
crecimiento de los microorganismos en sus ambientes naturales, ya que ésta constituye
entre el 80 y 90% de su peso. El parametro que mide la disponibilidad de agua es la
actividad de agua (ay), que es la relacion entre la presion de vapor del agua del aire sobre
una sustancia o solucion, dividida por la presion de vapor del agua pura a la misma

temperatura. La a,, se expresa como fraccion de la unidad (Benintende ef al. 2010).

¢) pH: El grado de acidez o alcalinidad de una solucion es el pH, definido como el menos
logaritmo de la concentracion de H+ (pH = —log [H+]). Cada organismo tiene un rango de
pH dentro del cual se puede desarrollar adecuadamente. Generalmente los microorganismos

crecen entre pH que varian entre 5 y 9 (Serrano 2011).

d) Radiacion: Se define como la transmision de una fuente de energia de un lugar a otro a
través del aire o espacio exterior, incluyen ondas hertzianas (sin efecto bioldgico), los rayos
infrarrojos (producen calentamiento), la luz visible (380 a 720 nm de longitud de onda). La
radiacion ultravioleta (200 a 380 nm) tiene efecto perjudicial para los microorganismos por
lo cual la radiacion UV vy las radiaciones ionizantes se emplean para el control de

microorganismos (Benintende ef al. 2010).

e) Oxigenacion: Los microorganismos son afectados por la presencia o ausencia de O2 de

manera diferente.

f) Carbono: (C) todos los organismos requieren Carbono para sintetizar los componentes

celulares.

g) Nitrogeno, azufre y fosforo: estos elementos se requieren para la sintesis de DNA,

RNA, proteinas y ATP. Las bacterias pueden obtener nitrogeno (N) ya sea fijdndolo



directamente de la atmodsfera o también pueden obtener este elemento de compuestos
inorganicos que contengan N como nitritos, nitratos, sales de amonio o amino acidos.

Las bacterias pueden obtener azufre de iones de sulfato, sulfito de hidrégeno y amino
acidos con azufre. El fosforo es esencial para la sintesis de acidos nucleicos y membranas

celulares. Una fuente para obtener fosforo son los iones de fosfato y el ATP (Serrano 2011).

3.3 Crecimiento Bacteriano

El crecimiento microbiano es un proceso autocatalitico: no habré crecimiento sin la
presencia de al menos una célula viable y la tasa de crecimiento aumentara de acuerdo con
la cantidad de biomasa viable presente. La pauta de crecimiento es la misma para bacterias
y para hongos. Por tales razones es muy importante tener en cuenta la calidad de las

materias primas para la elaboracion de los alimentos (Leyva et al. 2010).

Las bacterias requieren ciertas condiciones para multiplicarse rapidamente, esta
multiplicacion rdpida es la que causa problemas con relacion a la seguridad del alimento.
En condiciones ideales este crecimiento rapido puede llegar a un tiempo de generacion

menor de 20 minutos (Caballero 2008).

Si se adicionan a los microorganismos a un medio en el cual se incluyen todos los
nutrientes necesarios para su crecimiento (los alimentos suelen contener esos nutrientes) y
se someten a condiciones favorables, éstos se multiplican por fision binaria. Normalmente
el crecimiento de los microorganismos en el medio suele seguir cuatro fases, que se

observan en una curva de crecimiento (Ver anexo 1) (Larre 2009).

1.- Fase de latencia Cuando los microorganismos son expuestos a un nuevo medio de
crecimiento, éstos necesitan un periodo de adaptacion cuya duracion suele ser variable
segun el tipo de microorganismo. Normalmente suele rondar las dos horas y durante este

tiempo no crecen y se dedican a aumentar su tamafo y a crear nuevos materiales (Leyva et

al. 2010).
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2.- Fase logaritmica Durante esta fase los microorganismos se multiplican y aumentan
cuantitativamente de forma logaritmica. El tiempo de multiplicacion es variable segln el
tipo de microorganismo, por ejemplo, Escherichia coli es uno de los mas rapidos y se

multiplica cada 20 minutos aproximadamente en condiciones 6ptimas (Quijano 2004).

3.- Fase estacionaria En este momento, el nimero de microorganismos en el medio se
mantiene constante, porque el crecimiento ha cesado o porque el crecimiento ha decrecido,
y es igual a la muerte bacteriana. Se produce como consecuencia de un empobrecimiento de
nutrientes en el medio o bien por un enriquecimiento en los materiales de desecho

provocado por el metabolismo microbiano (Quijano 2004).

4.- Fase de declive Es la ultima fase y el nuimero de microorganismos decrece (Larre 2009).

3.4 Microorganismos contaminantes de alimentos

En los alimentos existe gran diversidad de microorganismos, en general, el nimero y

tipo de microorganismos en un producto alimenticio terminado estan influenciados por:

- El medio ambiente general del cual fue obtenido el alimento.

- La calidad microbiologica del alimento en su estado fresco o antes de ser tratado.

- Las condiciones higiénicas bajo las cuales el alimento fue manipulado y tratado.

- La adecuacion de las posteriores condiciones de envasado, manipulacion y

almacenamiento para mantener la microbiota en un nivel bajo (Caballero 2008).

En el momento de producir alimentos comerciales de buena calidad es importante
mantener los microorganismos en nivel bajo por razones estéticas, de salud publica y de

vida 1til (Caballero 2008).

Flores et al. (1996) mencionan que los grupos de microorganismos que cubren el
campo de accion de la microbiologia sanitaria son tres: 1) los que afectan las caracteristicas

organolépticas de los alimentos, 2) los patdégenos, que guardan una estrecha vinculacion
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con la microbiologia médica, y 3) los microorganismos indicadores que sefialan fuentes de

contaminacion o que sugieren practicas indeseables durante el manejo de los alimentos.

Rugama & Castillo (2010) mencionan que la seleccion de microorganismos
indicadores, bajo un enfoque preventivo, depende fundamentalmente de los riesgos
implicados y de lo que se requiera para mejorar el alimento. El andlisis microbioldgico de
alimentos suele utilizar técnicas para la biisqueda de estos microorganismos indicadores, y

estas técnicas permiten evaluar:

e (Calidad de la materia prima, problemas de almacenamiento, abuso de temperatura,

vida util (recuento de aerobios mesoéfilos)

e La potencial contaminacion fecal o posible presencia de patdgenos (Escherichia

coli, Coliformes fecales)
e (Contaminacion por manipulacion humana (Staphylococcus aureus)

e Contaminacidn post tratamiento térmico (coliformes, enterobacterias, estreptococos

fecales)

e Productos metabolicos de patdgenos que indican un peligro para la salud.

3.5 Factores que influven en las poblaciones microbianas existentes en los alimentos.

Entre los factores mas importantes que influyen en el desarrollo de las asociaciones
microbianas en los alimentos tanto bidticos como abiodticos son los siguientes:

e Intrinsecos, es decir, relativos a las propiedades fisicas, quimicas bioldgicas del
alimento.

e Efecto del tratamiento o procesado, como consecuencia del método fisico o quimico
de elaboracion del alimento.

e Extrinsecos, que resultan de las propiedades fisicas y quimicas del ambiente en el
que es mantenido el alimento.

e Implicitos que son interacciones sinérgicas o antagonicas entre los componentes de
la estructura de la comunidad microbiana primaria que se ha desarrollado bajo la

influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos (Mossol et al. 2003).
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3.5.1 Factores Intrinsecos

Los factores intrinsecos constituyen los derivados de la composicion del alimento:
actividad de agua (ay), pH, potencial redox, nutrientes, estructura del alimento, agentes

antimicrobianos presentes, etc. Y a continuacion se definen algunos de ellos:

Nutrientes. Muchos microorganismos son capaces de utilizar de los alimentos los
nutrientes y la energia que requieren para su desarrollo y en dependencia de los nutrientes
que tenga un alimento en particular, éste se considerara de mayor o menor riesgo

(Caballero 2008).

pH. Si a un alimento se le cambia el pH ya sea por encima o por debajo del neutro,
los microorganismos creceran mas lentamente. La capacidad del pH bajo para limitar el
crecimiento microbiano, ha sido aprovechada desde los tiempos mas antiguos en la
conservacion de alimentos, con la adicion de los acidos acético y lactico. En los alimentos
con pH menores a 4.0, no se produce crecimiento de microorganismos patdgenos o
indicadores de contaminacion fecal tales como, Salmonella spp., Escherichia, coli,
Staphylococcus coagulasa positiva, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio

cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Bacillus cereus, entre otros (Leyva ef al. 2010).

Potencial redox. En relacion con los microorganismos, el potencial redox indica las
relaciones de oxigeno entre los mismos y es utilizado para especificar el ambiente en que
un microorganismo es capaz de generar energia y sintetizar nuevas células. Los
microorganismos aerobios necesitan para crecer valores redox positivos (presencia de
oxigeno), mientras que los anaerobios requieren valores redox negativos (ausencia de
oxigeno). La mayoria de los microorganismos importantes para la salud publica en los
alimentos, son facultativos, o sea, pueden crecer en presencia y ausencia de oxigeno. Una
forma de reducir el crecimiento microbiano es controlando la atmodsfera de los alimentos,

creando condiciones de anaerobiosis (Rugama & Castillo 2010).

13



Actividad de agua (ay). Es el agua que se encuentra en los alimentos no
involucrada con el soluto. La mayoria de los microorganismos y especialmente las bacterias
se desarrollan a ay, cercanas a 1 (0.993-0.998); la a,, del agua pura es 1. A valores inferiores
de ay, la velocidad de crecimiento o la masa celular final disminuye y la fase de latencia
aumenta, conservandose mejor los alimentos.

Entre las practicas mas frecuentes que ha empleado el hombre para alargar la vida
util de un alimento se encuentra la deshidratacion, como es el proceso de salazonados
(utilizando sal como soluto para eliminar el agua de los alimentos, tales como carnes,
pescados); también se han utilizado azlcares para aumentar la presion osmotica del
producto, este es el caso de los dulces en almibar, las mermeladas, etc. Los alimentos se
pueden clasificar en tiempo y funciéon de su ay en perecederos (tienen una vida 1til corta y
requieren refrigeracion para detener la proliferacion microbiana; semiperecederos, (tienen
una vida util un poco mas larga que los perecederos), y no perecederos (pueden conservarse

a temperatura ambiente) (Caballero 2008).

Constituyentes antimicrobianos. La estabilidad de ciertos alimentos frente al
ataque microbiano se debe a la presencia en los mismos de determinadas sustancias, que
han demostrado poseer actividades antimicrobianas. La cubierta de algunos alimentos
proporciona una excelente proteccion contra la entrada y subsiguiente ataque de los
microorganismos productores de alteraciones. Estructuras de este tipo son la membrana
testacea de las semillas, la cubierta externa de los frutos, la cascara de las nueces, la piel de
los animales y la cascara de los huevos. Por supuesto, una vez agrietada la cubierta, los
mohos atacan su contenido. La leche fresca contiene lacteninas y una sustancia que se ha
denominado factor anticoliforme, teniendo ambas la propiedad de ser antimicrobianas. El
complejo de lactoperoxidasa de la leche cruda es activo frente a algunos estreptococos. La
lisozima esta presente en la clara de huevo. Los Lipidos y aceites esenciales, especialmente
el eugenol del clavo y el aldehido cindmico de la canela, poseen propiedades

antimicrobianas (FDA 2001).
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3.5.2 Factores Extrinsecos

Los factores extrinsecos son derivados de las condiciones fisicas del ambiente en el
que se almacena el alimento como la humedad, temperatura, agotamiento de oxigenos, etc.

(Soto 2010). Mencionando a continuacion algunos de ellos:

Humedad relativa. La humedad relativa del medio en que se realiza el
almacenamiento es importante, tanto desde el punto de vista de la ay, en el interior de los
alimentos como desde el crecimiento de los organismos en las superficies. Cuando la ay, de
un alimento es de 0.60 es importante almacenarlo en condiciones que no le permitan
recuperar humedad a partir del aire, pues si no se hace asi, aumentaria su propia ay,
superficial y subsuperficial hasta un nivel compatible con la proliferacion microbiana

(Caimanque & Escudero 2009).

Temperatura. La temperatura es uno de los parametros ambientales mas
importantes que condicionan el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. La
temperatura afecta a la velocidad de crecimiento (y por lo tanto al tiempo de generacion).
Cada bacteria (suponiendo que el resto de condiciones ambientales se mantienen
constantes) muestra una curva caracteristica de tasa de crecimiento en funcion de la
temperatura, donde podemos distinguir tres puntos caracteristicos llamados temperaturas
cardinales: a) temperatura minima: por debajo de ella no hay crecimiento b) temperatura
maxima: por encima de ella tampoco existe crecimiento. ¢) Temperatura 6ptima: permite la
maxima tasa de crecimiento.

El margen entre la temperatura minima y la maxima se suele llamar “margen de
crecimiento”, y en muchas bacterias suele comprender unos 40 grados. Por encima de la
temperatura minima la tasa de crecimiento va aumentando proporcionalmente hasta
alcanzar la temperatura Optima, debido a que las reacciones metabdlicas catalizadas por
enzimas se van aproximando a su Optimo; en dicha temperatura Optima las enzimas y

reacciones se dan a su maxima tasa posible (Quijano 2004).
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3.6 Métodos de Preservacion de los alimentos

En general los alimentos son perecederos, por lo que necesitan ciertas condiciones

de tratamiento, conservacion y manipulacion. Su principal causa de deterioro es el ataque

por diferentes tipos de microorganismos (bacterias, levaduras y mohos) (Gamboa 2010).

Muchos de los métodos empleados para preservar los alimentos se basan en retrasar

su crecimiento y no en la destruccion o eliminacion de los microorganismos, refiriendo a

continuacion algunos de ellos:

Tratamientos tradicionales: Son el salado (se utiliza por ejemplo para conservar el

arenque, bacalao, jamon serrano), el ahumado (por ejemplo el salmén ahumado), el
confitado (por ejemplo la fruta confitada) y los fermentados (pan, yogur, cerveza,
vino, quesos). El fundamento de este ultimo método consiste en qué unos
microbios no patogenos dificultan la vida de otros que si son patdgenos (Solanes

2010).

Conservacion en frio: Es la conservacion en refrigeradores, aparatos que mantienen

una temperatura entre 4 y 8 °C, en la cual los microorganismos apenas pueden
multiplicarse. También pertenece a este tipo la conservaciéon en congeladores,

aparatos que mantienen una temperatura inferior a los -18°C (Mecalco 2005).

Conservacion por calor: Son la pasteurizacion o calentamiento del alimento entre

72 y 80°C durante s6lo 15 o 20 segundos (es lo que se hace por ejemplo con la
leche fresca) y la esterilizacion o calentamiento del alimento a mas de 100°C

(Solanes 2010).

Conservacion por eliminacion de agua: Es la deshidratacion o evaporacion del agua

mediante aire caliente, y la liofilizacion o congelacion y posterior sublimacion
(extraccion) del agua helada mediante vacio. Asi se obtiene el café en polvo, la

leche en polvo, el puré de patata en polvo, las sopas en sobre, etc. (Gamboa 2010).
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e Irradiacion: Es la utilizacion de radiaciones ionizantes sobre alimentos; se usa para
retardar la maduracion de los frutos y para destruir los insectos y microorganismos

que puedan contener (Jimeno 2004).

e Aditivos alimentarios: Son sustancias quimicas que se afaden a los alimentos para

ayudar a conservarlos y mantener su aspecto (color, olor y textura) (Jimeno 2004).

3.7 Normativas que regulan la comercializacion de alimentos.

A nivel general las normativas para una buena regulacion de alimentos que pueden
estar basadas en los diferentes paises o regiones, estan la FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura) Codex Alimentarius, (Codigo de
alimentos), FDA (Administraciéon de Alimentos y Medicamentos), OMS (Organizacion
Mundial para la Salud), y el RTCA (Reglamento Técnico Centroamérica) en el que esta

basado este estudio.

3.7.1 Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)

Los organismos encargados de realizar el estudio o la adopcion de los Reglamentos
Técnicos son los respectivos Comités Técnicos de Normalizacion y de Reglamentacion
Técnica a través de los Entes de Normalizacion y de Reglamentacion Técnica de los Paises
de la Region Centroamericana y sus sucesores y estos estan conformados por representantes

de los sectores Académico, Consumidor, Empresa Privada y Gobierno (RTCA 2009).

El documento utilizado como guia en este estudio para los parametros
microbiologicos y limites de aceptacion de la inocuidad de los alimentos, fue aprobado
como Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08 Alimentos. Criterios
Microbiologicos para la inocuidad de los alimentos, por el subgrupo de alimentos y bebidas
y el subgrupo de medidas de Normalizacion. La oficializacién de este reglamento técnico
conlleva la ratificacion por el Consejo de Ministros de Integracion Econdmica

Centroamericana (COMIECO) (RTCA 2009).
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El Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08 se divide en 17 grupos para
clasificar los diferentes tipos de alimentos, siendo el grupo 9 para pescados y productos de
la pesca y esta amplia categoria se subdivide en 5 categorias para el pescado fresco y
diversos productos pesqueros elaborados; siendo el grupo 9.2 subgrupo de pescado y

crustaceos, precocidos, cocidos, salados y ahumados (RTCA 2009) (Ver anexo 2).

3.8 Microorganismos utilizados como parametros microbioldogicos por el RTCA

67.04.50:08 grupo 9 para Pescados

v’ Staphylococcus aureus es una bacteria esférica (coco), que aparecen en pares,
cadenas cortas o agrupadas como racimos de uvas; estos organismos son Gram-
positivos, algunas cepas son capaces de producir una toxina proteinica altamente

estable al calor que causa enfermedades en los seres humanos (FDA 2009).

Los estafilococos existen en el aire, polvo, aguas residuales, agua, leche, en
el equipo que manipula los alimentos, las superficies del medio ambiente, los seres
humanos y animales que son reservorios primarios de estos microorganismos. Los
estafilococos estan presentes en las fosas nasales, garganta, pelo y la piel de un 50%
o mas de los individuos sanos. Esta incidencia es ain mayor para aquellos que se
asocian con o que estdn en contacto con personas enfermas y los ambientes de

hospitales (FDA 2009).

La toxina de esta bacteria es increiblemente potente, la ingestion suficiente de la
toxina provoca nauseas, vomitos, calambres estomacales, y deseo de estar acostado
para reducir el dolor de estomago; la muerte por esta intoxicacion es rara (Oleaga

2008).

Generalmente, los estafilococos se eliminan durante la coccion, altos recuentos
en alimentos sometidos a procesos térmicos se deben a contaminacion posterior a

este tratamiento (manipulacion, contacto con equipo o aire contaminado y/o

18



conservacion inadecuada del mismo - falta de refrigeracion) (Rugama & Castillo

2010).

La presencia de Staphylococcus aureus puede indicar un riesgo potencial para la
salud. Un numero elevado de estafilococos puede indicar la presencia de toxinas
termoestables (enterotoxinas en los alimentos), no obstante, un recuento bajo no
significa ausencia de las mismas, ya que una poblacién numerosa pudo haberse
reducido a un ntimero mas pequefio debido a una etapa del proceso, por ejemplo,

calentamiento o fermentacion (Rugama & Castillo 2010).

Escherichia coli

La Escherichia coli es un habitante comun de los intestinos de todos los
animales, incluyendo el hombre. Normalmente esta bacteria tiene la util funcion en
el cuerpo humano de suprimir el crecimiento de peligrosas bacterias y contribuir a
la sintesis de un apreciable volumen de vitaminas. Una minoria de cepas de E. coli
son capaces de causar enfermedades al ser humano a través de diferentes

mecanismos (Tarragé & Acosta 1997).

Actualmente existen cuatro categorias principales de la bacteria Escherichia coli
que produce gastroenteritis en el hombre. Entre ellas estd E. coli enterohemorragica,
E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli. enteroinvasiva. Estas
bacterias son Gram-negativas, en forma de baston que pertenecen a la familia

Enterobacteriaceae (Tarragd & Acosta 1997).

La infeccion en los seres humanos generalmente ocurre por la ingestion de
alimentos contaminados. No se transmite por el aire ni a través del contacto normal
interpersonal, aunque la transmision de persona a persona en hogares, centros de
atencion de nifos y ancianos por la via fecal-oral, si puede ocurrir. Los nifios
pequetios usualmente expulsan los organismos en sus heces durante una semana o
dos después de haber rebasado la enfermedad. Los nifios mayores raramente son

portadores asintomaticos (Tarragé & Acosta 1997).
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V' Salmonella spp.

Los integrantes de este género son bacilos Gram-negativos no esporulados,
oxidasa negativa, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. La mayoria
fermentan la lactosa y son moviles, son aerobios o anaerobios facultativos,
contienen endotoxinas, generalmente son termolabiles y resisten la coagulacion

(Caballero 2008).

Los alimentos de mayor riesgo de contaminacion por Salmonella son por
ejemplo: las carnes crudas, aves de corral, pescado, camaron, huevo, leche,
productos lacteos, ensaladas, entre otros. También se incluye en el grupo de
bacterias causantes de intoxicaciones a Shigella spp., causante de la shigellosis que
corresponde a aproximadamente el 10% de las afectaciones por alimentos
contaminados. Esta bacteria raramente se encuentra en los animales y es
comunmente encontrada en aguas contaminadas con heces fecales (Rugama &

Castillo 2010).

La principal forma de contagio es la via oral, se puede transmitir de manera
directa a través del contacto de las heces fecales de personas enfermas o por medio
de alimentos (leche y sus derivados, verduras, frutas, carne, huevos, etc.) o agua

contaminada y hasta por objetos infectados por moscas o ratas (Caballero 2008).

Otro tipo de alimentos en los que recientemente se ha descubierto que existe un
riesgo de intoxicarse con Salmonella es por consumir frutas y verduras, aunque se
hayan lavado. En un estudio realizado por Heribert Hirt, de la Universidad de
Viena, analiz6 berros para esta bacteria y menciono que justamente 3 horas después
de que la bacteria entrase en contacto con la raiz, ellas habian penetrado dentro de
las células, recomendando que habria que tener un control mas estricto sobre los

fertilizantes orgénicos y el agua de riego (Oleaga 2008).
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3.9 Enfermedades Transmitidas por Alimentos ETAs

Las Enfermedades Transmitidas por medio de los alimentos (ETAs) son cualquier
sindrome originado por la ingestion de productos alimenticios y/o agua que contengan
agentes causales en ciertas cantidades que afecten la salud del consumidor a escala
individual o grupos de poblacion. Estas se producen en cualquiera de las etapas de la
cadena alimentaria (produccion, transporte, almacenamiento, elaboracion, distribucion y
consumo de alimentos) Se clasifican en intoxicaciones e infecciones (Rugama & Castillo

2010).

Los microorganismos en los alimentos pueden causar alteraciones de dos tipos,
alteracion del poder nutritivo y de las propiedades organolépticas.

Existen numerosos tipos de ETAs que presentan diferentes sintomatologias,
dependientes del tipo de contaminaciéon y de la cantidad de alimento contaminado
consumido. Los signos mas comunes son vomitos y diarreas pero también pueden
presentarse dolores abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas neurologicos, vision

doble y otros (Kopper 2009).

En general, las ETAs son determinadas por la invasién, multiplicacion y
alteraciones de los tejidos del huésped producidas por los gérmenes transportados por los
alimentos. Ejemplos tipicos de las infecciones alimentarias son la salmonelosis, la
listeriosis, la triquinosis, la hepatitis A y la toxoplasmosis, entre otras (Ver anexo 3)

(Kopper 2009).

Las enfermedades causadas por las bacterias mencionadas en esta investigacion
como lo son Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. se presentan a

continuacion:

Intoxicacion estafilocdcica: La intoxicacion alimentaria estafilococica resulta del
consumo de alimentos en los que Staphylococcus aureus se ha multiplicado hasta niveles

del orden 10% g o ml y producido enterotoxinas. Este tipo de intoxicacion alimentaria se
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caracteriza por vomito violento y diarrea profunda, que aparecen 2-8 horas después de la
ingestion del alimento que contenia la enterotoxina (Mossol 2003).

El origen de Staphylococcus aureus son las lesiones de la piel (acné, fortinculos,
heridas infectadas, etc) y la garganta del hombre y de los animales y también son

frecuentes los portadores nasales humanos (Mossol 2003).

Escherichia coli es un habitante normal del intestino de todos los animales, algunas
personas infectadas (sobre todo cuando ocurre en los nifios) pueden desarrollar el sindrome
urémico hemolitico, caracterizado por una falla renal y una anemia temporal. Esta
enfermedad puede dejar como secuela una insuficiencia renal. Los alimentos asociados son
la carne bovina cruda o molida (hamburguesas), leche cruda, lechuga, jugos de manzana y

todo alimento que se haya contaminado con materia fecal (Rugama & Castillo 2010).

Salmonelosis: La Salmonelosis es una toxi-infeccion alimentaria causada por
Salmonella, generalmente se define como el tipo menos grave de gastroenteritis febril
producida por las salmonellas de la “enteritis”, es decir, por las que no son ni Salmonella

typhy ni Salmonella paratyphi.

Los sintomas clinicos generalmente aparecen 13-36 horas (variacion de 12-48
horas) después de la ingestion del alimento con sa/monella, la enfermedad se caracteriza
por una diarrea grave, acompafnada de fiebre, y con frecuencia de dolor de cabeza y
malestar general. Su duracion varia desde unos pocos dias a algunas semanas. La mayoria
de las cepas colonizan el ileon, se fijan o adhieren al epitelio y producen enterotoxinas.

Algunas son citopatogenas y causan diarrea sanguinolenta (Mossol 2003).

Aunque en la salmonelosis esta implicada una larga lista de alimentos, la mayoria
de los casos son consecuencia del consumo de: carne de mamiferos y de aves y alimentos
marinos, otros productos de origen animal tales como ovoproductos no pasteurizados, leche

no pasteurizada y productos lacteos no pasteurizados, etc. (Mossol 2003).
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3.10 Buenas Practicas de Manufactura (BPM)

Para reducir al minimo la contaminacion de los productos alimenticios por bacterias
patdgenas u otros microrganismos indeseables en ellos, es necesario aplicar en el proceso

de produccion de alimentos las Buenas Practicas de Manufactura o Higiene.

El Codigo Internacional Recomendado de Practicas- Principio Generales de Higiene
de los Alimentos fue adoptado por la Comision del Codex Alimentarius y estos Principios
Generales siguen la cadena alimentaria desde la produccion hasta el consumidor final,
resaltindose los controles de higiene basicos que se efectuan en cada etapa (Caballero

2008)

En los Principios Generales de Higiene de los Alimentos estan descritos los
controles fundamentales que se tienen que aplicar internacionalmente para asegurar que los
alimentos sean inocuos y aptos para el consumo. Estos Principios Generales se
recomiendan a gobiernos, a la industria (incluidos los productores individuales primarios,
los fabricantes, los elaboradores, los operadores de servicios alimentarios y los
vendedores), asi como los consumidores. Todos tienen la responsabilidad de garantizar que
los alimentos son inocuos para el consumidor y de disminuir la incidencia de enfermedades
provocadas por los alimentos, asi como su deterioro y descomposicion (Caballero 2008)

Segiin Caballero (2008) las Buenas Practicas de Manufactura son etapas y
procedimientos generales que mantienen bajo control las condiciones operacionales dentro
de un establecimiento y permiten condiciones favorables para la produccion de alimentos
inocuos.

El cumplimiento de estas practicas son indispensables para garantizar la inocuidad
de los alimentos, donde se deben considerar las condiciones estructurales de los
establecimientos, la cantidad y la calidad del agua, el control de los vectores, los residuos
solidos y los residuales liquidos, la higiene y la salud de los manipuladores para lo cual es
necesario desarrollar la educacion sanitaria de los alimentos y de los productos terminados,
etc., y todo lo que directa o indirectamente tiene relacion con la calidad de los alimentos

(Caballero 2008)
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3.11 Peces Pelagicos

Los peces pelagicos tienen gran importancia a nivel ecoldgico, como organismos
exportadores e importadores de energia a lo largo de extensas zonas oceanicas. La
explotacion de que son objeto es mejor conocida dentro del &mbito de la pesca industrial,
sin embargo, también forman parte importante de la pesca artesanal de varias zonas

costeras (Guevara 2002).

3.11.1 “Sardinas” dentro del Orden Clupeiformes

Las “sardinas” se ubican en el orden Clupeiformes los cuales son de alta
importancia econémica, pues se encuentran especies de interés comercial; estas son de
apariencia fusiforme y boca filtradora para alimentarse de plancton; son cosmopolitas, es
decir, se distribuyen por todo el mundo. Algunas de estas especies son anadromas (cuando
son adultos migran a los rios para reproducirse). Su estructura es bastante esquelética,
desprendiéndose rapidamente de las escamas, algunas incluso no tienen escamas (Riedl

1996).

Dos Familias pertenecientes a este orden son la Clupeidae y la Engraulidae y son
especies marinas, aunque algunas toleran salinidades bajas; son peces generalmente
pequefios, muchas especies se agrupan en grandes cardimenes que forman la base de
importantes pesquerias comerciales; algunas especies tienen valor para el consumo

humano, mientras otras se utilizan para carnada, harina o aceites (Riedl 1996).

Clasificacion Taxonémica de las “Sardinas” seegtin Animal Diversity Web (ADW 2008):

Reino: Animal

Phylum: Chordata

Sub phylum: Vertebrata
Clase: Actinopterygii

Orden: Clupeiformes
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Familias: Chirocentridae, Clupeidae, Engraulidae, Pristigasteridae, Denticipitidae.

3.12 Composicion quimica del pescado.

La composicion quimica del pescado puede variar dependiendo de la especie (Ver
anexo 4), la edad del pescado, su ambiente y sexo, pero aproximadamente se puede decir
que su composicion quimica es la siguiente: 20% de proteina 1-2 % de componente no
proteico y un 78% de lipidos y agua, la concentracion de agua y lipidos varia
dramaticamente con la estacion del afio y la especie, sin embargo, esta variacion raramente
suele afectar la microbiologia del pescado (Morales 2007).

3.13 Composicion Microbioldgica del pescado.

A diferencia de los productos como la carne de res, de cerdo o de otros animales y
sus derivados; los pescados abarcan una gran cantidad de especies y ambientes de los que
provienen; causa por la cual, la microbiologia clasica del pescado, puede variar
principalmente por el ambiente en el que se encuentra y no tanto por la especie. (Morales
2007). En el anexo 5 se presentan principales grupos de microorganismos que se

encuentran en pescados y mariscos.

3.14 Pescado como alimento para el ser humano.

El pescado presenta una composicion nutricional que lo identifica como alimento de
excelente calidad, con valores proteicos superiores a 21%, bajo contenido de grasas
saturadas y elevadas grasas insaturadas, por lo que es un alimento muy apreciado (Morillo

2007).

Como consecuencia de su composicion quimica y de la reaccidon poco acida de su
carne, el pescado constituye un alimento altamente perecedero, debido a que sufre procesos
autoliticos de degradacion rapida y un acelerado crecimiento microbiano. El pescado, se
puede deteriorar por la accion de enzimas autoliticas endogenas y el desarrollo de una flora

contaminante variada. La flora contaminante se encuentra, basicamente, sobre la piel,
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branquias e intestino. Como consecuencia de este crecimiento aparecen los compuestos
volatiles que confieren mal olor al pescado, principalmente: trimetilamina, amoniaco,
mercaptanos, sulfuro de dimetilo, aldehidos, indol, entre otros. Las mismas son

caracteristicas del proceso de putrefaccion (Bourgeus 1994).

La trimetilamina es el producto tipico que se origina en la descomposicion; de todos
los cambios deteriorantes que pueden ocurrir en el pescado, uno de los que produce mayor
impacto sobre su calidad, es el ocasionado por la accion de los microorganismos (Bourgeus

1994).

3.14.1 Microorganismos en pescado seco-salado.

El proceso de salazon del pescado se utiliza como una técnica de conservacion del
mismo, la cual se origina por la falta de refrigeracion, sin embargo, aun sigue siendo
utilizada por la industria pesquera en muchas regiones del pais. El efecto conservador
fundamental se debe a que contribuye a disminuir la actividad del agua (ay) del pescado,
pero sino se realiza un buen método de salado se originan productos en condiciones

higiénicas inapropiadas que favorece el crecimiento de microorganismos (Bourgeus 1994).

La descomposicion del pescado seco-salado puede ocurrir debido al crecimiento de
halobacterias o mohos, entre las cuales podemos citar: Pseudomona salinaria, Pediococcus
halophylus, Serratia salinaria, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y entre los mohos

el Aspergillus terreus, Aspergillus penicillioides, Aspergillus niger (Morillo 2007).

Este tipo de microorganismo (bacterias) tiene caracteristicas proteoliticas causando
mal olor, ablandamiento de carnes. Y en el caso de los hongos y levaduras producen el
efecto “Dun”, caracterizada por la aparicion de manchas o puntos de color pardo tostado en

la superficie de la carne (Morillo 2007).
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3.15 Proceso de salado vy secado en pescados

El proceso de salar y secar el pescado, a pesar de haberse originado debido a la falta
de refrigeracion, aun sigue siendo una técnica utilizada por la industria pesquera en muchas

regiones del mundo (Barboza et al. 1999).

3.15.1 Salado
El efecto mas importante del salado es la extraccion de la carne de pescado, al punto
de retardar la accidon enzimatica y microbiana. Ciertas bacterias dafiinas no pueden vivir en
condiciones salinas, y una concentracion del 6 al 10 % de sal en los tejidos del pescado
previene su actividad. Sin embargo, hay un grupo de microorganismos (conocidos como
bacterias haldfilas) que se desarrollan perfectamente en ambientes salinos y pueden dafiar el
pescado salado. Una nueva extraccion de agua mediante el secado inhibe la accion de

dichas bacterias (Maddison et al. 1999).

La extraccion de agua que tiene lugar durante el salado del pescado ocurre porque la
solucion salina exterior al pescado tiene mayor concentracion que el agua residual en la
carne del pescado. A medida que el agua se extrae de la carne, la sal va penetrando en ella.
Si la concentracion de la sal externa del pescado es igual que la interior de la carne, no
ocurrird ningun movimiento ni de agua ni de sal. Cuando esto sucede, debe afadirse mas

sal a la solucion para que el salado pueda continuar (Maddison et al. 1999).

Seglin el mismo autor la efectividad de la operacion del salado para la preservacion

depende de:

v La concentracion de la uniformidad de la sal en la carne del pescado
v’ La concentracion de la solucion de sal y el tiempo tomado para el salado.

v La combinacion del salado con otros métodos de preservacion tales como el secado.
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3.15.2 Secado

El secado requiere de la transferencia de humedad del producto al aire circundante;
evidentemente, tanto la cantidad (flujo de aire) como la sequedad (humedad relativa) del
aire, asi como la propia naturaleza del producto, afectaran el modo en que éste se seque. La
humedad relativa del aire disminuye rapidamente con el incremento de la temperatura, y la
capacidad de absorcion de agua del aire seco con poca humedad relativa es mucho mayor
que la del aire humedo con alta humedad relativa. Hay dos etapas en el proceso de secado:
la primera corresponde a la extraccion de la humedad superficial, y la segunda, a la

extraccion de la humedad interna del pescado (Maddison et al. 1999).

El mismo autor menciona que el porcentaje de secado durante la primera etapa
depende tUnicamente de la capacidad del aire que pasa sobre el pescado para absorber y
extraer la humedad. Y la segunda etapa que se extrae el agua del interior del pescado y
depende del porcentaje de migracion de la humedad a través de los tejidos hacia la

superficie, donde se evapora.

3.16 Pesca Artesanal

Los términos, pesca artesanal o pesca a pequefia escala, generalmente se refieren a
los pescadores que trabajan con equipo y artes de pesca relativamente sencillos y que su
volumen de captura es pequeio, ya sea para su consumo individual, familiar o para venta
en el mercado local. Los pescadores artesanales también se caracterizan por sus pequefias
inversiones en cuanto a capital se refiere. El aprendizaje y la experiencia acumulada por

generaciones son transmitidos de padres a hijos (Tay & Castellanos 1998).

Las embarcaciones utilizadas en la pesca artesanal costera, pueden medir entre 7 y
15 metros de longitud, pueden ser de fibra de vidrio o de madera con revestimiento de fibra
de vidrio por lo general usan motores fuera de borda que van de 25-40 HP. los cuales
utilizan gasolina principalmente como combustible. El arte de pesca de mayor uso por los
pescadores artesanales es el trasmallo, atarrayas, anzuelos, etc. El recurso humano utilizado

durante la faena, es un promedio de 2-3 personas por embarcacion y la duracion de la faena
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es de 1- 5 dias dependiendo que producto marino se desea capturar (Tay & Castellanos

1998).

Los autores antes mencionados exponen que el paso a seguir después de haber
extraido el producto, es darle un proceso para que el producto se conserve; el proceso
artesanal se lleva a cabo manualmente sin empleo de maquinaria. Este consiste en limpiar
el producto y arreglarlo de tal manera que esté en condiciones 6ptimas para que tenga como
ultima finalidad la preservacion del producto y no su transformacion. Generalmente el
proceso que recibe el producto extraido, en el caso de la pesca artesanal, es el salado. Este
consiste en eviscerar y descabezar (depende del tamafio del pescado) en el caso de pescados
muy pequefios, como las “sardinas” se dejan enteros, estos se introducen en un recipiente
con bastante sal, y depositar en todo el cuerpo abundantes cantidades de sal, el efecto que
causa la sal en la carne es de extraer la mayor humedad posible del pescado, para luego

sacarlo y que se seque con la radiacion solar.

3.17 Placas Petrifilm™

M¢étodo microbioldgico que consiste en una familia de placas listas para usarse
disenadas para ofrecer ahorro de tiempo, incremento de productividad, fiabilidad y
eficiencia. Su disefo tiene una pelicula rehidratante cubierta con nutrientes y agentes
gelificantes, proporciona resultados en tres pasos: inoculacion, incubacion y recuento.

Las placas petrifilm™ estan disponibles para la mayoria de las necesidades de
pruebas biologicas incluyendo: recuento de aerobios, recuentos de coliformes, recuento de
E. coli/ coliformes, recuento de enterobacterias, recuento de alta sensibilidad de coliformes,
recuento rapido de coliformes, recuento de Staphylococcus aureus, recuento de mohos y

levaduras y Listeria en ambientes (Ver anexo 6) (Alonso & Poveda 2008).

3.17.1 Placa Petrifilm"™ para Recuento de E. coli / Coliformes

Placa Petrifilm™ para Recuento de E. coli/ Coliformes estd compuesta por una
lamina de papel con una cuadricula impresa recubierta de polipropileno conteniendo

nutrientes del medio VRBG (Bilis Rojo Violeta con Glucosa), el indicador 5-bromo-4-
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cloro-3-indolilbeta-D-glucurénido (BCIG) y un agente gelificante soluble en agua fria (El
area donde se desarrollan los microorganismos esta definida por una pelicula intermedia de
espuma). Se completa en la parte superior con otra ldmina de polipropileno que contiene

gel soluble en agua fria y tricloruro de trifeniltetrazolio (6 TTC) como indicador.

La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucuronidasa, la que a su
vez produce un precipitado azul asociado con la colonia. La pelicula superior atrapa el gas
producido por la lactosa que fermentan E. coli y Coliformes son colonias rojas asociadas
con burbujas de gas (Alonso & Poveda 2008).

Estas placas son incubadas por 24 + 2 horas a 35 °C para cuantificar Coliformes y
E. coli en carne, aves y mariscos. Las placas Petrifilm para E. coli y Coliformes pueden ser
usadas para la enumeracion de estos organismos en alimentos diversos asi como para el
monitoreo ambiental y superficial en areas de procesamiento y manipuladores (Alonso &

Poveda 2008).

3.17.2 Placa Petrifilm™ Staph Express para recuento de Staphylococcus aureus

El sistema de recuento 3M Petrifilm™ Staph Express consiste en una placa de
recuento Petrifilm Staph Express y un disco Petrifilm Staph Express, la placa de recuento
contiene un sistema de medio de cultivo preparado. El medio cromogénico de Baird-Parker
modificado de la placa es selectivo y diferencial para Staphylococcus aureus, quien aparece
como colonias rojo-violeta en la placa. Otras colonias que no sean de color rojo-violeta

también pueden aparecer en la placa (Alonso & Poveda 2008).

El disco Petrifilm Staph Express ha sido disefiado para la deteccion de las
reacciones de desoxiribonucleasa (DNasa) especificas de Staphylococcus aureus, aislado en
la placa de recuento Petrifilm Staph Express; contiene azul-O-toluidina que facilita la
visualizacion de las reacciones de DNasa. El disco Petrifilm Staph Express debe de usarse
siempre que aparezcan en la placa otras colonias que no sean de color rojo-violeta (Alonso

& Poveda 2008).
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IV. METODOLOGIA
4.1 Descripcion del Area de Estudio

La Bahia de Jiquilisco se encuentra ubicado en la region oriental de El Salvador en
el Departamento de Usulutan, entre los 13° 15° y 13° 18’ Latitud Norte y 88° 48’ y 88° 15’
Longitud Oeste, forma parte del sistema de paisaje "Llanura costera central" de El
Salvador; siendo declarada ademas el 31 de octubre del 2005 como sitio Ramsar, en el
marco del convenio internacional sobre humedales, debido a su singularidad y fragilidad,

por cuanto es el héabitat de la mayoria de aves marino-costeras del pais (MARN 2004)

(Figura 1).
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La altitud minima es 0 metros sobre el nivel del mar y la méxima son 40 metros
sobre el nivel del mar, en tierra firme. Los suelos cercanos a los esteros son halomorficos

(MARN/MOP 2003).

CLIMA

Posee por otro lado, un clima de sabana caliente-tropical (Segun la clasificacion de
las regiones climaticas de Copen). El clima local sigue el patron nacional y su distribucion
estd influenciada por la vegetacion de los esteros y manglares. La precipitacion anual
promedio oscila entre el rango de 1660-2019 mm, y la temperatura anual promedio es de
26.7 °C, con un nivel maximo de 34.6 °C y un nivel minimo de 20.3 °C. Los vientos
locales son muy débiles, con una velocidad promedio de 7 km/h. La humedad relativa del
aire es de 65.15% durante la época seca y de 78.15 % durante la época lluviosa y pertenece
a las cuencas hidrograficas del Lempa, El Espino, El Potrero, Nanachepa, Aguacayo, El
Cacao, El Quebrado, La Poza, Grande de San Miguel, El Convento, La Ringlera, Seca y
Mungia (MARN 2004).

VEGETACION

En cuanto a las especies de flora que existen en las formaciones de manglar se
encuentran: “mangle colorado” (Rhyzophora mangle), “mangle rojo gigante” (Rhizophora

harrisonii), ‘“madresal” (Avicennia germinans), (Avicennia bicolor), ‘“botoncillo

(Conocarpus erecta), e “istaten” (Laguncularia racemosa) (MARN 2004).

Historicamente la Bahia de Jiquilisco ha tenido una gran importancia para la
economia del pais, tanto por la produccion agricola como por la extraccion de los productos
del mar: sal, camarén y peces. Ademas la zona de la bahia en su conjunto constituye una
importante reserva de recursos naturales que presta diferentes bienes y servicios

ambientales de beneficio tanto a nivel local como nacional (MARN 2004).

4.2 Fase de Campo

Los viajes se realizaron a la Bahia de Jiquilisco que es el lugar de pesca de las
“sardinas” en El Salvador (Ver anexo 7) especificamente se dirigio al muelle artesanal de
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Puerto El Triunfo donde se observo el proceso artesanal de salado-secado, y se hicieron
recorridos con los pescadores por toda la Bahia para la busqueda de las “sardinas” por un

periodo de 3 meses haciendo un viaje por mes.

Los pescadores hacen recorridos por toda la Bahia de Jiquilisco para la busqueda de
las “sardinas” y el periodo de tiempo de este tipo de pesca depende de las mareas bajas,
siendo estas las aptas para la pesca de “sardinas”, ya que la pesca se desarrolla en lugares
de poca profundidad para el mejor manejo de la red; el tiempo maximo de pesca es de un

solo dia.

La tripulacion que requieren para esta pesca es de 4 6 5 pescadores, en el recorrido que
realizan van observando el agua para detectar los cardumenes de estos peces, una vez fijado
el objetivo los pescadores tiran la red de cedazo al agua y con la ayuda de la lancha rodean
el cardumen procurando que no escapen; luego empiezan a recoger la red donde esta la
captura y la trasladan a canastas con agujeros dentro del agua, para poder limpiarla de otras

especies de peces que no les son tutiles, hojas, raices, lodo, etc. (Figura 2).

Figura 2: Pescadores con la red de cedazo capturando las “Sardinas”

Las “sardinas” limpias son colocadas en un recipiente donde les agregan sal (todas las
capturas del dia son colocadas en el mismo depoésito y si no caben en este, preparan la
salmuera en el suelo de la lancha), la cantidad de sal depende de la cantidad de la captura, y
los pescadores por su experiencia calculan cuanto necesitan de sal, ya que no tiene una

medida determinada para agregarle a una cierta cantidad de “sardinas” (Figura 3).
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Figura 3. Pescadores limpiando y salando las “sardinas”

El proceso descrito anteriormente lo realizan en la misma jornada tantas veces
localicen cardimenes (lances), el capitin de la embarcacion decide cuando regresar al
muelle y al llegar a este desembarcan y colocan las “sardinas” que estan en salmuera sobre
redes de cedazo extendidas en el suelo para que se sequen al sol, el secado puede tardar de
unas 3 o 4 horas (dependiendo de lo soleado o nublado del dia) y estan listas para ser

vendidas a los consumidores que llegan al muelle a comprarlas (Figura 4).

Figura 4. “Sardinas” saladas y secadas al sol en el muelle de Puerto El Triunfo por los pescadores.

34



El Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 2009) menciona que la
verificacion de los parametros microbioldgicos indicados en este reglamento debera estar
limitada a 5 veces durante el periodo de vigencia (5 afios)' del registro sanitario para la
vigilancia de alimentos, pero en esta investigacion se tomaron mas muestras para tener una

mayor representatividad de los datos.

Colectando en cada viaje 10 muestras, cinco muestras de “sardinas” frescas y cinco
muestras de “sardinas” saladas-secadas al sol. Las muestras se obtuvieron segin se
desarrollo la pesca artesanal de las “sardinas” en los lugares y periodos de tiempo que
realizaron los pescadores y a la vez se fue observando paso a paso el desarrollo del proceso

artesanal de salado y secado de “sardinas” para su posterior comercializacion.

Fase 1. “Sardinas” frescas: Durante el recorrido con los pescadores se tomaron
muestras de todos los lances de cada jornada de pesca en bolsas estériles con capacidad
para un libra y se colocar6on en una hielera con hielo manteniendo la temperatura a 4 °C

para su transporte al laboratorio en un periodo menor de 24 horas (Figura 5).

Figura 5. Muestras de “sardinas” frescas embolsadas y guardadas para el traslado al laboratorio después de la pesca

a) Captura de las “sardinas” b) cinco muestras de “sardina” fresca c¢) Empaquetado y guardadas en hielera .

! Informacién proporcionada por Ing. Ana de Urbina. Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
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Fase 2. “Sardinas” saladas-secas: para que las “sardinas” se sequen los pescadores
colocan en el suelo solo las redes de pesca (el cedazo) y ahi extienden las “sardinas” que
tienen en salmuera (preparacion de las “sardinas” con sal y agua), por un lapso de 3 o 4
horas al sol para el secado (este periodo de tiempo depende de lo soleado o nublado del
dia); luego de esa exposicion al sol se tomaron las muestras y se transportaron al

laboratorio en bolsas estériles con capacidad para una libra. Estas muestras se tomaron del

Figura 6. Secado de las “sardinas” en el muelle y pesado para su posterior comercializacion en el mercado.

mismo lote de “sardinas” de las que se obtuvieron las “sardinas” frescas (Figura 6).

Todas estas muestras se tomaron el mismo dia, y el siguiente dia se llevaron al
laboratorio de CENSALUD (Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud) en la

Universidad Nacional de El Salvador en un periodo menor a 24 horas.

Se partid a la cooperativa ACOPPSEMPET (Asociacion Cooperativa de Produccion
Pesquera de Servicios Multiples de Puerto El Triunfo de R.L.) en la Bahia de Jiquilisco, el
18 de octubre de 2012 a exponerle a los pescadores la recopilacion de recomendaciones por
medio de una charla que les servird de apoyo para tener una mejor manipulacion de las
“sardinas” durante el proceso artesanal de salado y secado, luego se les entregara un copia

del documento final.
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4.3 Fase de Laboratorio

A las muestras obtenidas de “sardinas” tratadas artesanalmente en la Bahia de
Jiquilisco se les realizaron los analisis microbiologicos para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella spp. por duplicado para cada analisis, segun lo propone el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) basado en los métodos de analisis
establecidos por la FDA (Administracion de Medicamentos y Alimentos o por sus siglas en

inglés Food and Drug Administration).

Para el desarrollo de los andlisis de Staphylococcus aureus y Escherichia coli se
utiliza el Recuento de Placas Petrifilm 3M, Sistema de Recuento Staph Express y Placas
para Recuento de E. coli y Coliformes, respectivamente y para Salmonella spp. se emplea

el método tradicional.

Se utiliza el Manual de Microbiologia de Alimentos de CENSALUD (Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud), donde se muestran los procedimientos a realizar para
Salmonella spp., y para los analisis de Staphylococcus aureus y Escherichia coli se
utilizaron las placas indicadoras para recuento microbiolégico de muestras 3M Petrifilm ™,
siendo métodos oficiales para placas Petrifilm de la AOAC (Asociacion de Quimicos

Analiticos Oficiales o por sus siglas en inglés Association of Official Analytical Chemists).
4.3.1 Método de Analisis para Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli

€ pesaron r. de la muestras tanto para “sardina” fresca y “sardina” salada- seca
S 25 gr.del tras tant “sardina” fr y “sardina” salad.

y se le agregaron 225 ml de agua peptonada al 0.1 % N (Figura 7) se homogenizaron las

muestras en un Stomacher por 1 minuto (3M Petrifilm 2002) (Ver Anexo 8 y 9).

Figura 7. a) Pesado de “sardinas” frescas y saladas-secas en balanza b) Muestras homogenizadas en el 37

Stomacher nor 1 minuto ¢) Vertido a los Frlenmever de las muestras nreviamente mezcladas



Para la inoculacion en las placas Petrifilm (se haran duplicados por cada analisis)
cada una de ellas se colocaron en una superficie nivelada, se levanto el film superior con

una jeringa dispuesta de forma perpendicular a la placa Petrifilm y se puso 1 ml de la

muestra en el centro del film Inferior; se bajo el film superior con cuidado evitando

introducir burbujas de aire (3M Petrifilm 2002) (Figura 8).

Figura 8. Inoculacion de las muestras en placas Petrifilm para Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Para distribuir el in6culo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel se
utilizé un aplicador circular especifico para dicha funcion, y se esperd 1 minuto a que
solidificara el gel; luego se incubaron las placas cara arriba en pilas o columnas durante 24

+ 2 horas a una temperatura de 35 = 2 °C para Staphylococcus aureus y Escherichia coli

(Figura 9).

Figura 9. Incubacion de las placas Petrifilm durante 24 + 2 horas.
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Para Staphylococcus aureus se espera que aparezcan colonias rojo-violetas después
de 24 + 2 horas de incubacion y si aparecen colonias con esas coloraciones, se coloca el
Disco Petrifilm Staph Express para incubarlo por un periodo de 3 horas y si aparecen zonas

rosas es la confirmacion de la presencia de Staphylococcus aureus.

La presencia de Escherichia coli se indica con colonias azules con gas, al leer los
resultados se consulta con la Guia de Interpretacion 3M Petrifilm, Placas para Recuento de

E. coli y Coliformes (3M Petrifilm 2002).

Los resultados de Escherichia coli por el método Petrifilm se obtendrian en UFC/gr.,
y el Reglamento Técnico Centroamericano estipula limites en NMP/gr.; para obtener los
resultados como NMP/gr. por lo tanto se utiliza la tabla de conversion de 3M Petrifilm E.

coli para convertir las UFC/gr. a NMP/gr (Ver anexo 10)

4.3.2 Método de Analisis para Salmonella spp.

El método se basa en el analisis de 25 gr. de la muestra a una relacion de 1:9
muestra/caldo. Asépticamente se pesaron 25 gr. de la muestra de “sardina” fresca y
“sardina” salada-seca (Figura 10), dentro de un Erlenmeyer estéril, se agregaron 225 ml de
Caldo Lactosado y se homogenizaron por 1 minuto en stomacher a 260 rpm; se tapo el
recipiente con la muestra y se mezclaron, luego se incubaron 24 + 2 horas a 35 °C (Figura
11) (Gonzalez & Sanchez 2008) (Ver anexo 11)

Figura 10. Pesado de muestras de “sardinas” Figura 11. Caldo Lactosado con las muestras de
frescas y saladas- secas “sardinas” frescas y saladas- secas.
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*Aislamiento de Salmonella spp. en muestras de “sardinas” frescas y salada-secas.

Luego de haber transcurrido las primeras 24 horas de incubacion se mezclaron
manualmente en el Erlenmeyer y se transfiri6 1 ml de mezcla a 10 ml de Caldo
Tetrationato (TT) y se incubaron por 24 + 2 horas a 35 + 0.2 °C estos analisis se hicieron

por duplicados (Figura 12) (Gonzélez & Sanchez 2008)

De los tubos de Cado Tetrationato se estriaron con una asa bacteriologica
previamente esterilizada en Agar Salmonella- Shigella (SS) y en Agar Rambach (RBC), se

incubaron las placas por 24 42 horas a 35 +0.2 °C; luego se examinaron las placas

buscando colonias sospechosas de Sal/monella spp. (Figura 12)

Figura 12. a) Muestra con Caldo Lactosado después de 24 horas de incubacion, b) Tubos con Caldo Tetrationato después
de 24 horas de incubacién c) Estriados en Salmonella-shigella y Agar Rambach d) Incubacion de placas Petri durante 24
horas.

En Agar Salmonella-Shigella (SS) aparecen colonias translicidas (de color

anaranjado claro) con centro negro. Y para agar Rambach presenta colonias de color violeta.
. Identificacion Bioquimica de Sal/monella spp.

De las muestras positivas de “sardinas” tanto frescas y saladas secas en la
identificacion de Salmonella spp. se realizaron pruebas bioquimicas a las colonias con

coloraciones transparentes con centros negros para Salmonella-Shigella y violeta para Agar
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Rambach para terminar la confirmacion de este microorganismo en las muestras se

procedio como a continuacion se menciona (Ver anexo 12):

v

Agar TSI: con un asa bacteriologica se tomo una muestra del centro de la colonia
sospechosa, que luego se inoculo en un tubo con Agar TSI (Triple aztcar Hierro)
por punzada en el fondo y se estrid en la superficie y se incub6 a 37 =1 °C por
24- 48 horas (Gonzalez & Sanchez 2008).

Reaccion de Indol: De los tubos con coloraciones negras en TSI se indculo la

colonia en prueba en agua de triptona, se incubo durante 24 horas a 37 +1 °C,
luego se agregaron 0.5 ml de Reactivo de Erlich y la formaciéon de un anillo rojo
es reaccion positiva (Gonzalez & Sanchez 2008).

Rojo de Metilo: en los tubos con medio MR-VP se inocularon las colonias en

prueba de Salmonella spp. y se incubaron por 24 horas a 37 £ 1 °C luego se
agregaron 1-2 gotas de reactivo Rojo de Metilo y la aparicion de color rojo es
reaccion positiva (Gonzéalez & Sénchez 2008).

Prueba de Movilidad: De las colonias sospechosas se inocularon por punzada en

el fondo los tubos con medio SIM y se incubaron por 24 horas a 37 °C para
luego confirmar la presencia de sa/monella spp con la manifestacion en forma de
sombrilla en el medio, indicando la reaccion positiva para esta prueba (Gonzalez
& Sanchez 2008).

Voges-Proskauer: En los tubo con medio MR-VP se inocularon las colonias en

prueba y se incubaron por 24 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo de incubacion
se le agregaron 2 gotas de solucion alcoholica de alfa naftol y luego 2 gotas de
solucion de Hidroxido de potasio (KOH) y la formacion de un color rosado
desarrollado dentro de los 15 minutos indicé reaccidon positiva (Gonzdlez &

Sanchez 2008).
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V. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS

Hipotesis Nulas:

El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” cumple con los estandares
ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Staphylococcus aureus con un limite maximo de 10 UFC/gr.

El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” cumple con los estandares
ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Escherichia coli con un limite menor a 3 NMP/gr.

El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” cumple con los estandares
ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Salmonella spp .requiriendo la ausencia de este microorganismo.
Hipotesis Alternativas:

El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” no cumple con los estdndares
ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Staphylococcus aureus con un resultado mayor de 10° UFC/gr.

El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” no cumple con los estandares
ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Escherichia coli con un resultado mayor a 3 NMP/gr.
El proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” no cumple con los estandares

ordenados por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de Alimentos,

para Salmonella spp. Existiendo la presencia de este microorganismo.
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VI. RESULTADOS

6.1 Siembra en placas 3M Petrifilm para Recuento de Staphylococcus aureus.

Las muestras de “sardinas” fresca y saladas-secas fueron homogenizas en agua
peptonada incubadas a 35°C durante 24 horas, resultando las 30 muestras (con sus
respectivas repeticiones) positivas en su totalidad por la presentacion de colonias color
rojo-violeta y confirmando los resultados con el Disco Petrifilm Staph Express con la
aparicion de zonas rosadas, tomando en cuenta estas coloraciones se realizo el conteo de
colonias (Ver Anexos 13y 14).

6.2 Siembra en placas 3M Petrifilm para Recuento de E. coli y Coliformes (EC).

La siembra de las muestras extraidas en la Bahia de Jiquilisco en las placas Petrifilm,
fueron homogenizadas en agua peptonada, incubadas a 35°C durante 24 horas; se obtuvo
un total de 30 muestras positivas en su totalidad, ya que presentaron puntos de color azul
con presencia de gas, manifestado por una burbuja formada a la par de la colonia,

utilizando estos indicadores se hicieron los conteos de las colonias (Ver Anexos 14 y 15).

6.3 Siembra por el método tradicional para Presencia o ausencia de Salmonella spp.

Las 30 muestras extraidas de “sardinas” frescas y saladas- secas estuvieron en pre-
enriquecimiento en Caldo lactosado por 24 horas a 35° C. Luego estas muestras fueron
inoculadas en Caldo Tetrationato (TT) y se incubaron por 24 + 2 horas a 35 £ 0.2 °C (Ver
Anexo 16).

6.4 Resultados de aislados en Agar Salmonella Shigella.

Las 30 muestras positivas inoculadas en Caldo Tetrationato (TT) se sembraron por
duplicado y estriado en placas Petri (Ver anexo 17), cada muestra positiva con
coloraciones anaranjado con centro negro (Ver Anexo 18), que son presuntivos de
presencia de Salmonella spp, incubando estas muestras durante 24 horas a 35° C se obtuvo

un total de presencia de Sal/monella spp. en las 60 replicas en el medio.

43



6.5 Resultados de aislados en Agar RAMBACH

Las 30 muestras positivas inoculadas en Tetrationato se sembraron por duplicado y
estriado en placas petri, resultando cada muestra con coloraciones de color violeta (Ver
Anexo 19) que son presuntivos de presencia de Salmonella spp, incubando estas muestras
durante 24 horas a 35° C. Se obtuvo un total de presencia de Salmonella spp. en las 60

replicas en el medio.

6.6 Resultados de pruebas bioquimicas para Salmonella spp.

De las colonias positivas sembradas en Agar Salmonella-Shigella y Agar Rambach
se inocularon en Agar TSI por 24 horas a 35° C presentando en todos los tubos

coloraciones negras indicando reaccion positiva. (Anexo 20).

Reaccion de Indol. De los 30 tubos con agua de triptona se inoculo la colonia en
prueba, se incubo durante 24 horas a 37 +1 °C, transcurrido el tiempo se agregé 0.5 ml de
Reactivo de Erlich resultando positivos los 30 tubos, la formacion de un anillo rojo es

reaccion positiva (Ver Anexo 21).

Rojo de Metilo. En los 30 tubos con medio MR-VP se inocularon las colonias en
prueba y se incubaron por 24 horas a 37 + 1 °C luego se agregaron 1-2 gotas de reactivo
Rojo de Metilo, resultando los tubos con una coloracién roja que es una reaccion positiva

(Ver Anexo 22)

Prueba de Movilidad. De los 30 tubos con medio SIM se inoculo la colonia
sospechosa y transcurridas las 24 horas a 37°C se confirmo el crecimiento en forma de

sombrilla en todos los tubos (Ver Anexo 23)

Voges-Proskauer. El resultado 30 tubos con medio MR-VP se inoculo la colonia en
prueba y pasada las 24 horas a 37°C se agregaron 2 gotas de solucion alcohodlica de alfa
naftol y luego 2 gotas de solucion de Hidroxido de potasio (KOH) y la formacion de un

color rosado desarrollado en 15 minutos confirmo la reaccion positiva (Ver Anexo 24).
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de cada uno de los microorganismos analizados Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 'y Salmonella spp. se obtuvieron por medio del muestreo aleatorio
simple en las 2 condiciones de “sardinas” frescas y saladas-secas y fueron tratadas
individualmente en el analisis estadistico.

Se plantearon hipotesis acerca del cumplimiento o no del Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA) en el proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” en la
Bahia de Jiquilisco. Para ello se aplicaron pruebas de normalidad, con el objeto de probar si
el fendmeno en estudio se distribuye como una normal, para las bacterias Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, apoyados en las técnicas de Kolmogorov Smirnov. Luego para la
comparacion de la media muestral con los pardmetros del RTCA; se utilizaron pruebas no
paramétricas en especifico la técnica de Wilcoxon'; para determinar si existe suficiente
diferencia significativa entre los datos observados y el parametro establecido por el RTCA.

Y en el caso de Salmonella spp por tratarse de una variable cualitativa el analisis
estadistico se enfoco en determinar si globalmente existia suficiente evidencia estadistica
de ausencia o presencia de Sa/monella spp. en las muestras.

Para los resultados que se obtuvieron de Salmonella spp. con respecto a la ausencia
o presencia de este microorganismo se aplicaria una proporcién binomial®. Para la
aceptacion o negacion de hipotesis, auxiliandonos con el paquete estadistico SPSS version
15 'y Statgraphics Centurion 16.1.15 para la comparacion de resultados en las dos

.. . ., 23
condiciones (Comunicacion personal™).

?Lic. Wilson Ernesto Pacheco Jefe del Centro de opinion publica de la Universidad Francisco Gavidia.

3 Ing. Oscar Lemus. Profesor Catedratico Escuela de Matematica. Universidad de El Salvador.
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Staphylococcus aureus
Para Staphylococcus aureus intereso probar la hipotesis que si cumple con el RTCA

que pide como un limite maximo de 10* UFC/gr., es decir:

Ho: psa = 10% UFC/gr.
H: psa # 10 UEC/gr.  (Sea Sa: Staphylococcus aureus)

Donde: psa= [ 152 TH2sa TH3sa

n
Siendo:

U sa: Promedio de la suma de los 3 muestreos de “sardinas” saladas-secas para
Staphylococcus aureus.
Wisa: Promedio de muestras saladas-secas del muestro 1 para Staphylococcus

aureus.
Wosa: Promedio de muestras saladas-secas del muestreo 2 para Staphylococcus
aureus
W3sa: Promedio de muestras saladas-secas del muestreo 3 para Staphylococcus
aureus.

n: numero de muestreos.

Y se realizo6 el mismo procedimiento para las muestras frescas en los analisis de
Staphylococcus aureus.
Cuadro 1. Medidas de tendencia central y dispersion determinados por los niveles de

UFC/g de Staphylococcus aureus en el proceso artesanal de “sardina”

Estadisticos

Sardinas Sardina
Fresca Seca-salada

(UFC/gr.) (UFC/gr.)

N Validos 15 15
Perdidos 0 0

Media 121,67 130,33
Mediana 95,00 100,00
Moda 902 952
Desv. tip. 76,290 71,626
Minimo 75 45
Maximo 385 325

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Los datos de la desviacion tipica, la mediana, la moda y los niveles minimos y
maximos de la bacteria en estudio durante los muestreos en la Bahia de Jiquilisco,
demuestran que las “sardinas” frescas tienen menos niveles de contaminacion fecal que las

“sardinas saladas-secas que presentaron mayores niveles.
Pruebas de normalidad para Staphylococcus aureus

Hipotesis nula: Los datos provienen de una distribucion normal.
Hipotesis alternativa: Los datos no provienen de una distribucion normal.

Cuadro 2. Prueba de Kolmogorov- Smirnov en “sardina” fresca de Staphylococcus aureus.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Sardinas

Fresca
(UFC/gr.)
N 15
Parametros normales 2P Media 121,67
Desviacion tipica 76,290
Dif erencias mas Absoluta ,323
extremas Positiva ,323
Negativ a -,270
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,252
Sig. asintot. (bilateral) ,087

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
Cuadro 3. Prueba de Kolmogorov- Smirnov en “sardina” salada-seca de Staphylococcus
aureus.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Sardina
Seca-salada

(UEC/gr.)
N 15
Parametros normales @b Media 130,33
Desviacion tipica 71,626
Dif erencias mas Absoluta ,197
extremas Positiva ,197
Negativa =117
Z de Kolmogorov-Smirnov , 764
Sig. asintét. (bilateral) ,603

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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Los cuadros 2 y 3 representan en resumen la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para Staphylococcus aureus, presente en “sardinas” frescas y “sardinas” saladas-
secas. Demostrando que los datos provienen de una distribucion normal, puesto que el p
valor es significativo para ambas condiciones, 0.087 para “sardinas” frescas y 0.603
“sardinas” salada-seca por consiguiente aceptamos la hipotesis nula y afirmamos que los

datos provienen de una distribucion normal.

Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Staphylococcus aureus en “sardinas” frescas.

Cuadro 4. Diferencias entre el RTCA vy los datos de las “sardina” fresca para

Staphylococcus aureus.

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
RTCASaureus - Sardinas Rangos negativos 6° 11,00 66,00
Fresca (UFC/gr.) Rangos positiv os 8P 4,88 39,00
Empates 1€
Total 15

a. RTCASaureus < Sardinas Fresca (UFC/gr.)
b. RTCASaureus > Sardinas Fresca (UFC/gr.)
C. RTCASaureus = Sardinas Fresca (UFC/gr.)

Cuadro 5. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon entre “sardinas” frescas y el

RTCA.

Estadisticos de contrast®

RTCASaureus
- Sardinas
Fresca
(UFC/gr.)
Z -,8538
Sig. asintot. (bilateral) ,394

a. Basado en los rangos positivos.
b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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El cuadro 4 indica que fueron 6 la cantidad de muestras que sobrepasaron el limite
que indica el RTCA, 9 fueron las muestras que se mantuvieron debajo o igual al limite

establecido.

En el cuadro 5 utilizando la prueba de Wilcoxon resultdé que el p valor es
significativo (0.394) por lo tanto no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que las

“sardinas” frescas sobrepasan los limites permisibles para el RTCA.

Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Staphylococcus aureus en “sardinas” saladas-secas.

Cuadro 6. Diferencias entre el RTCA y los datos de las “sardinas” saladas-secas para
Staphylococcus aureus

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
RTCASaureus - Sardina  Rangos negativ os 72 9,07 63,50
Seca-salada (UFC/gr.) Rangos positiv os 6P 4,58 27,50
Empates 2°
Total 15

a. RTCASaureus < Sardina Seca-salada (UFC/gr.)
b. RTCASaureus > Sardina Seca-salada (UFC/gr.)
C. RTCASaureus = Sardina Seca-salada (UFC/gr.)

Cuadro 7. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon entre “sardinas” Saladas-secas

y el RTCA.

Estadisticos de contrastd

RTCASaureu
s - Sardina

Seca-salada
(UFC/gr.)

Z -1,2592

Sig. asintot. (bilateral) ,208

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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El Cuadro 6 indica que fueron 7 la cantidad de muestras que sobrepasaron el limite
que indica el RTCA, 8 fueron las muestras que se mantuvieron debajo o igual al limite

establecido.

En el Cuadro 7 utilizando la prueba de Wilcoxon resultdé que el p valor es
significativo (0.208) por lo tanto no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que las

“sardinas” saladas-secas sobrepasan los limites permisibles para el RTCA.

Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Staphylococcus aureus comparando “sardinas” frescas con saladas-secas.

Cuadro 8. Resumen de las diferencias entre las muestras “sardinas” frescas y saladas-
secas.

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
Sardina Seca-salada  Rangos negativ os 82 7,19 57,50
(UFC/gr.) - Sardinas  Rangos positiv os 70 8,93 62,50
Fresca (UFC/gr.) Empates 0°
Total 15

a. Sardina Seca-salada (UFC/gr.) < Sardinas Fresca (UFC/gr.)
b. Sardina Seca-salada (UFC/gr.) > Sardinas Fresca (UFC/gr.)
C. Sardina Seca-salada (UFC/gr.) = Sardinas Fresca (UFC/gr.)

Cuadro 9. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon de la comparacion entre

“sardinas” frescas y saladas-secas.

Estadisticos de contrasté

Sardina
Seca-salada
(UFC/gr.) -

Sardinas

Fresca

(UEC/gr.)
V4 -,1422
Sig. asintoét. (bilateral) ,887

a. Basado en los rangos negativos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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El Cuadro 8 indica que fueron 8 la cantidad de “sardinas” frescas que salieron con
mayor nivel de UFC/gr que las “sardinas” saladas-secas y 7 la cantidad de “sardinas”

frescas que salieron con menor nivel de UFC/gr. que las “sardinas” saladas-secas.

En el Cuadro 9 utilizando la prueba de Wilcoxon resultdé que el p valor es
significativo (0.887) por lo tanto, no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que
existe diferencia entre las “sardinas” frescas y las “sardinas” saladas-secas con respecto al

analisis de Staphylococcus aureus.

S.a. Salada-seca | + | o

S.a. Fresca H +—] ®

10 60 110 160 210 260 310 360 410
UFC/g

Figura 13. Comparacion de medias aritméticas de “sardinas” saladas-secas con sardina
fresca de Staphylococcus aureus.

La argumentacion anterior, se afirma al comparar las medias de los datos de
Staphylococcus aureus determinados para cada una de las dos condiciones durante los tres
muestreos (abril-julio 2012), se reconfirma la tendencia general en la que los valores

minimos de contaminacion ocurrieron en “sardinas” frescas (Figura 13).

Escherichia coli

Para Escherichia coli tanto de “sardinas” fresca y salada seca interesd probar la

hipétesis que si cumple con el RTCA que pide como limite menor 3 NMP/gr., es decir:

Ho: pge =3 NMP/gr.
Hi: pge #3NMP/gr. (Sea Ec: Escherichia coli)

Donde: pge= M 1gc + 1 28c TU 3EC

n
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Siendo:

u Ec. Promedio de la suma de los 3 muestreos de sardinas saladas-secas para
Escherichi coli

U 1e.: Promedio de muestras saladas-secas para Escherichia coli.

U 2rc: Promedio de muestras saladas-secas para Escherichia coli.

U 3gc: Promedio de muestras saladas-secas para Escherichia coli.

n: nimero de muestreos
Cuadro 10. Medidas de tendencia central y dispersion determinados por los niveles de

NMP/g de Escherichia coli en el proceso artesanal de “sardina”

Sardina Sardina
Fresca Seca-salada
(NMP/gr.) (NMP/gr.)
N Validos 15 15
Perdidos 0 0
Media 7,347 18,37
Mediana 6,190 6,19
Moda 6,2 6
Desv. tip. 6,0835 36,633
Minimo 3,0 3
Maximo 28,6 149

Los datos de la desviacion tipica, la mediana, la moda y los niveles minimos y
maximos de la bacteria en estudio durante los muestreos en la Bahia de Jiquilisco,
demuestran que las “sardinas” frescas tienen menos niveles de contaminacion fecal que las

“sardinas saladas-secas que presentaron mayores niveles.
Pruebas de normalidad para Escherichia coli

Hipdtesis nula: Los datos provienen de una distribucion normal.

Hipotesis alternativa: Los datos no provienen de una distribucion normal.
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Cuadro 11. Prueba de Kolmogorov- Smirnov en “sardinas” frescas de Escherichia coli.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Sardina

Fresca
(NMP/gr.)
N 15
Parametros normales @ Media 7,347
Desviacion tipica 6,0835
Dif erencias mas Absoluta ,433
extremas Positiva 1433
Negativa -,237
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,675
Sig. asintét. (bilateral) ,007

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

Cuadro 12. Prueba de Kolmogorov- Smirnov “sardinas” saladas-secas de Escherichia coli.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Sardina
Seca-salada
(NMP/gr.)
N 15
Parametros normales 2P Media 18,37
Desviacion tipica 36,633
Dif erencias mas Absoluta ,382
extremas Positiva ,382
Negativa -,337
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,479
Sig. asintot. (bilateral) ,025

a. La distribucion de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.

Los cuadros 11 y 12 representan las pruebas de normalidad, pero como el p valor es
0.007 para ““sardinas” frescas y 0.025 “sardinas” saladas-secas rechazamos la hipotesis nula,
ya que no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que los datos provienen de una

distribucion normal.
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Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Escherichia coli. en “sardinas” frescas.

Cuadro 13. Diferencias entre el RTCA y los datos de las “sardinas” frescas para

Escherichia coli.

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
RTCAEcoli - Sardina  Rangos negativ os 122 6,50 78,00
Fresca (NMP/gr.) Rangos positiv os ob ,00 ,00
Empates 3¢
Total 15

a. RTCAEcoli < Sardina Fresca (NMP/gr.)
b. RTCAEcoli > Sardina Fresca (NMP/gr.)
C. RTCAEcoli = Sardina Fresca (NMP/gr.)

Cuadro 14. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon entre “sardinas” frescas y el
RTCA.

Estadisticos de contrastd

RTCAEcoli -
Sardina
Fresca

(NMP/gr.)
V4 -3,0972
Sig. asintot. (bilateral) ,002

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
El cuadro 13 indica que fueron 12 la cantidad de muestras que sobrepasaron el
limite por lo tanto las medias de “sardinas” frescas es mayor al RTCA, 3 fueron las

muestras que se mantuvieron al limite establecido.

En el cuadro 14 utilizando la prueba de Wilcoxon resulté que el p valor es
significativo (0.002) por lo tanto hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que las

“sardinas” frescas sobrepasan los limites permisibles para el RTCA.
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Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Escherichia coli en “sardinas” saladas-secas.

Cuadro 15. Diferencias entre el RTCA vy los datos de las “sardina” salada- seca para

Escherichia coli.

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
RTCAEcoli - Sardina Rangos negativ os 1228 6,50 78,00
Seca-salada (NMP/gr.)  Rangos positivos oP ,00 ,00
Empates 3¢
Total 15

a. RTCAEcoli < Sardina Seca-salada (NMP/gr.)
b. RTCAEcoli > Sardina Seca-salada (NMP/gr.)
C. RTCAEcoli = Sardina Seca-salada (NMP/gr.)

Cuadro 16. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon entre “sardinas” saladas- secas

y el RTCA.

Estadisticos de contrast&®

RTCAEcoli -
Sardina
Seca-salada
(NMP/gr.)
Z -3,072°
Sig. asintét. (bilateral) ,002

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

El cuadro 15 indica que fueron 12 la cantidad de muestras que sobrepasaron el
limite por lo tanto las medias de “sardinas” saladas secas es mayor al RTCA, 3 fueron las

muestras que se mantuvieron al limite establecido.

En el cuadro 16 utilizando la prueba de Wilcoxon result6 que el p valor es
significativo (0.002) por lo tanto hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que las
“sardinas” saladas secas sobrepasan los limites permisibles para el RTCA. Y rechaza la
hipdtesis nula diciendo con esto que si existe diferencia significativa entre las dos

poblaciones.
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Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para el cumplimiento del RTCA de

Escherichia coli comparando “sardinas” frescas con saladas-secas.

Cuadro 17. Resumen de las diferencias entre las muestras “sardinas” frescas y saladas-

S€cas.

Rangos
Rango Suma de
N promedio rangos
Sardina Seca-salada  Rangos negativ os 22 2,00 4,00
(NMP/gr.) - Sardina Rangos positiv os ab 6,38 51,00
Fresca (NMP/gr.) Empates 50
Total 15

a. Sardina Seca-salada (NMP/gr.) < Sardina Fresca (NMP/gr.)
b. Sardina Seca-salada (NMP/gr.) > Sardina Fresca (NMP/gr.)
C. Sardina Seca-salada (NMP/gr.) = Sardina Fresca (NMP/gr.)

Cuadro 18. Resumen de la prueba de contraste de Wilcoxon de la comparacion entre

“sardinas” frescas y saladas-secas para Escherichia coli.

Estadisticos de contrast&

Sardina
Seca-salada
(NMP/gr.) -
Sardina
Fresca
(NMP/gr.)

z
Sig. asintét. (bilateral)

-2,4032
,016

a. Basado en los rangos negativos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

El Cuadro 17 indica que fueron 2 la cantidad de muestras de “sardinas” saladas-

secas que salieron con menor nivel de UFC/gr que las “sardinas” frescas y 8 la cantidad de

“sardinas” saladas-secas que salieron con mayor nivel de UFC/gr. que las ‘“sardinas”

frescas.

En el Cuadro 18 utilizando la prueba de Wilcoxon resultdé que el p valor es

significativo (0.16) por lo tanto, no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que

existe diferencia entre las “sardinas” frescas y las “sardinas” saladas-secas con respecto al

analisis de Escherichia coli.
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Figura 14. Grafica de comparacion de medias de “sardina” fresca y salada-seca de
Escherichia coli.

La argumentacion anterior, se afirma al comparar las medias de los datos de
Escherichia coli determinados para cada una de las dos condiciones durante los tres
muestreos (abril-julio 2012), se reconfirma la tendencia general en la que los valores

minimos ocurrieron en “sardinas” frescas (Figura 14).

Para Salmonella spp. tanto de “sardinas” fresca y salada seca interes6 probar la
hipotesis que si cumple con el RTCA que pide la ausencia de estos microorganismos en los
alimentos, es decir:

H,y: ps=0.5
Hp: ps#0.5 (Sea S: Salmonella spp.)
Donde: s = pys THas THss

n
Siendo:
us: Promedio de la suma de los 3 muestreos de sardinas saladas-secas para Salmonella spp.
wis: Promedio de muestras saladas-secas para Salmonella spp.
ls: Promedio de muestras saladas-secas para Salmonella spp.
us3s: Promedio de muestras saladas-secas para Salmonella spp.
n: numero de muestreos

Y se realizo el mismo procedimiento para las muestras frescas en los analisis de Sa/monella

Spp.
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Tabla 1. Porcentaje de contaminacion de bacterias, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella spp. en “sardinas” frescas y saladas- secas. En los muestreos de

abril-julio 2012.

Bacterias patdgenas % de contaminacion | % de contaminacion de
de “sardinas” fresca | “sardinas” salada- seca

Escherichia coli 80% 80%
Staphylococcus aureus 40% 46%
Salmonella spp 100 % 100%

CALIDAD SANITARIA DE LAS MUESTRAS

Considerando el valor maximo permisible para Staphylococcus aureus
(equivalente < 100 UFC /g) para consumo humano propuesto por RTCA (2009) se detectod
que el 40 % que corresponde a las 6 muestras recolectadas de “sardinas” fresca, de un total
de 15 muestras, sobrepasaron ese limite maximo. El 46% que corresponde a las 7 muestras
de “sardinas” seca — salada de un total de 15 muestras supero6 el nivel antes mencionado

(Tabla 1).

Los valores maximo permisibles para Escherichia coli (equivalentes a < 3
NMP/g) para consumo humano propuesto por el RTCA (2009), se detecto que el 80% de
las muestras recolectadas que corresponde a 12 muestras en “sardinas” frescas de un total
de 15 muestras sobrepasaron el limite maximo. El 80% del total de las muestras de
“sardinas” seca- salada que corresponden a 12 muestras sobrepaso los niveles antes

mencionada (Tabla 1).

Al agrupar las 30 muestras de las dos condiciones en Salmonella spp se determind
que el 100% del total de muestras analizadas se encuentra arriba del limite permisible,
reflejando un alto grado de contaminacion fecal en el proceso artesanal de “sardinas” en
Bahia de Jiquilisco. Ya que dicho reglamento propone la ausencia total de este

microorganismo.
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Charla de recomendaciones a los miembros de la Asociacion Cooperativa de
Produccion Pesquera de Servicios Multiples de Puerto El Triunfo de R.L.

(ACOPPSEMPET)

En la Estacion Regional de CENDEPESCA el dia jueves 18 de Octubre del 2012 se
tuvo una reunioén con los cooperativistas a las 10:00 am de ese dia, para exponerles los

resultados obtenidos del proceso artesanal de “sardinas” frescas y salada-seca (Anexo 25).

Por las observaciones desde los meses de Abril a Julio que se dieron durante el
proceso de salado y secado al sol, se les expuso que tomaran en cuenta que en uno de los
viajes durante este periodo se colocaron las “sardinas” directamente a la lancha en salmuera
y la manera de ubicar la pesca del dia sobre el cedazo sin lavar, donde son pateadas, tanto

por los pescadores, animales domésticos, que pasan por el lugar.

En dicha charla se les dio a conocer los puntos mas importantes de los objetivos del
estudio, los resultados obtenidos de las dos condiciones, se les explico que debido a la
incorrecta manipulacion de las “sardinas” aumenta la contaminacion fecal. Ya que se
presentaron valores mas altos en salada-seca y las respectivas recomendaciones para una
mejor manipulacion del producto desde el momento de la pesca hasta el proceso de salado
y secado, el proceso de transporte, los recipientes y demds utensilios a utilizar, y aplicando

algunos puntos de las Buenas Practicas de Manufacturas.

Se dio a conocer el estado actual del proceso para mejorar la calidad del producto,
se les explicaron los pasos realizados en el campo como en el laboratorio y los resultados

para los respectivos andlisis estadisticos.

Los pescadores expresaron sus opiniones acerca de la tematica siendo consientes de
la problemadtica en cierta parte ya que ellos aportaban al pleno que iban a tener un mejor
cuido de los cedazos y atribuian la contaminacion fecal a la sal (Anexo 25). Ellos
expresaban que debian de hacerse estudios a las salineras, como también aceptando que el
paso de animales domésticos a dicha area de secado al sol, es un factor de contaminacion,
después de haber expuestos sus sugerencias y concientizarse de la problematica, acordaron
tener un mejor cuidado en la manipulacion del producto y se les expuso que se les

proporcionara una copia del documento final para posteriores investigaciones.
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VIIL. DISCUSION

En general los alimentos son perecederos, y pueden estar expuestos a diversos
peligros y consecuentemente perder inocuidad por multiples agentes fisicos, quimicos o
microbiologicos, los cuales potencialmente pueden provocar un dafio en la salud del

consumidor esto segiin Caballero (2008) y De la Fuente & Barboza (2010).

Y como lo menciona medina (2008) a menudo la contaminacion de los alimentos se
debe a la incorrecta manipulacion y para ello Caballero (2008), expone que se necesitan
determinadas condiciones de tratamiento, conservacion y buena manipulacion de los

alimentos.

Por tal razén Kopper et al. (2009) sefiala que cada vez es mas importante conocer la
historia de un alimento desde su origen y produccion hasta el consumo, dar seguimiento a
las rutas que ha transcurrido el alimento desde su origen, las posibles causas de
contaminaciéon durante las fases de manipulacion, procesamiento, almacenamiento,
transporte, distribucion y la exposicion de cada alimento hasta que llega finalmente al

consumidor.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son un problema que debe
ser considerado en un ambito de caracter social, tecnologico, econémico, cultural y politico

mas aun en los paises en desarrollo segiin Kopper et. al (2009)

Loaharanu (2001) menciona que también en muchos paises industrializados, existen
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos que indican que los alimentos crudos,
incluidos la carne de ave, de res, los productos carnicos, los alimentos marinos, las frutas y
los vegetales, suelen estar contaminados con una o varias bacterias patogenas, como
Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Listeria, Shigella, Vibrio, y E. coli 0157:H7, y

parasitos como los protozoos, nematodos, etc.

Al conocer de la existencia de estas enfermedades transmitidas por alimentos la
poblacion esta interesada en consumir alimentos libres de patégenos, con la menor cantidad

de aditivos quimicos, que sean sensorialmente aceptables, con un valor nutricional elevado
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y que representen una alternativa en la prevencion de enfermedades (De la Fuente &

Barboza 2010)

Segun Kopper et. al (2009) la salud y la vida de las personas dependen en gran parte
de la calidad nutricional de los alimentos que consumen diariamente, la cual a su vez
depende de la calidad higiénica y sanitaria a que estos son sometidos en toda la cadena
productiva, desde el campo hasta la mesa del consumidor. Si bien la falta de higiene y de
sanidad en el procesamiento y preparacion de los alimentos es un problema que puede
ocurrir en cualquier lugar del mundo, la incidencia de enfermedades causadas por los
alimentos mal procesados o pobremente preparados es un problema critico, severo y que se

encuentra con mas frecuencia en los paises en vias de desarrollo.

Sola (1998) y Mecalco et. al. (2005) citan que un grupo importante de alimentos son
los marinos en especial los pescados que proporcionan un gran valor nutricional a las
personas y como lo dicen Morillo et. al. (2007) y Gallo (2004) estos alimentos son
altamente perecederos por tener alto contenido acuoso y cualquier proceso que reduzca su
contenido de humedad tendrd un efecto importante de conservacion, existiendo diversos
métodos de conservacion como la congelacion, ahumado, salado, etc. (Mecalco et. al.

2005)

Si al tratar a pescados y productos marinos por cualquier método como los de
conservacion por salado y secado no se manipulan y elaboran correctamente, el consumidor
puede correr riesgos ingiriendo alimentos contaminados con microrganismos patdgenos

(FAO, 2009 y Morillo et al., 2007)

Esta investigacion pionera para El Salvador se realizo con el propoésito de analizar
las bacterias patdgenas en las sardinas saladas-secas tomando como pardmetros
microbiologicos los establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano que sirve
para el registro y vigilancia de alimentos en Centroamérica; estos parametros son
Staphylococcus aureus con un maximo de 10° UFC/gr., Escherichia coli con un limite <3

NMP/gr. y Salmonella spp. requiriendo la ausencia de esta bacteria.

Los resultados de esta investigacion para Staphylococcus aureus en “sardina” fresca

estadisticamente segun la prueba de Wilcoxon el P-valor es de 0.394 y como este valor es

61



alto comparado con el porcentaje de probabilidad del 5% se acepta la Hipotesis nula;

estando dentro de los parametros que establece el RTCA.

En este estudio Staphylococcus aureus esta dentro de los limites permitidos por el
RTCA para “sardinas” frescas, al igual que mencionan Elotmani et al. (2003) que
analizaron la microflora de “sardina” fresca en la Costa marroqui y reportaron que los
niveles de la microflora analizados fueron significativamente inferiores al limite de 10°- 10’
UFC/gr. recomendado por el ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Food) dentro de la microflora estudiada se encontr6d la presencia de
Staphylococcus spp., en este estudio anterior como también lo mencionan Morillo et al.
(2007) la alteracion por accion microbiana en los pescados depende de factores como la
microflora inicial asociada al ambiente de procedencia, estacion del afio, arte de pesca,

procesado inicial del pescado, condiciones de almacenaje, etc.

Al igual Corrales et al. (2011) realizaron una investigacion en pescados frescos
Bagre (Pseudoplatystoma sp.) y Mojarra Roja (Oreochromis sp.) en el Municipio de
Cundinamarca, Colombia comparando los valores obtenidos con la Resolucién 776* de
2006 para productos de la pesca, en la cual se expone que el valor maximo permisible para
un producto de buena calidad es de 10 UFC/25gr y para un producto de calidad aceptable es
de 400 UFC/25gr, teniendo ambas especies de pescados <100 UFC/ 25gr para

Staphylococcus aureus.

De acuerdo con los datos proporcionados por el estudio se puede concluir que los
recuentos para Bagre aunque se encuentran dentro de la norma son bastante elevados en
comparacion con los que arrojo el analisis de la Mojarra Roja, esto posiblemente porque el
pescado Bagre tiene un proceso de cortado antes de su venta y tiene mayor contacto con el
manipulador, con superficies y utensilios contaminados exponiendo el alimento a un mayor
riesgo de proliferacion de Staphylococcus spp. situacion que puede resultar similar en las

“sardinas” frescas de la Bahia de Jiquilisco por la inadecuada manipulacion.
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Una técnica de conservacion para los pescados es el proceso de salazon siendo el
efecto fundamental que contribuye a disminuir la actividad del agua (a) del pescado, pero
si no se realiza un buen método de salado se originan productos en condiciones higiénicas

inapropiadas que favorece el crecimiento de microrganismos segiin Morillo et al. (2007)

Los valores obtenidos para Staphylococcus aureus en “sardina” salada-seca segiin
el estadistico de la prueba de Wilcoxon el P-valor es de 0.208 siendo este valor mayor al
porcentaje de probabilidad del 5% indicando con esto que se acepta la hipdtesis nula,
demostrando con esto que Staphylococcus aureus esta dentro de los parametros

microbiologicos dados por el RTCA.

Las “sardinas” saladas-secas estdn dentro de la Norma que es aplicada en el pais
(RTCA) similar es la investigacion realizada por Barboza et al. (1999) que analizaron seis
especies diferentes de pescado salado que se consumen mayormente en la ciudad de
Maracaibo en Venezuela, comparando los resultados con la Norma COVENIN® que
establece un valor menor de 1.0x10? y un valor maximo de 1.0x10* el recuento de
Staphylococcus aureus se mantuvo dentro de los valores maximos permitidos por la Norma
antes mencionada, oscilando los datos entre 3.23 log;o a 3.73 logjo a excepcion de una de
las especie que fueron analizadas (Bagre), que sobrepaso los valores permitidos con un

valor de 4.48 logo.

Otra investigacion realizada en pescados salados-secos por el contrario a este
estudio, Gutiérrez et al. (2003) menciona que se realizo la evaluacion de productos de
origen pesquero elaborados en forma artesanal en las comunidades Warao del delta del
Orinoco, Venezuela; con tal objetivo se tomaron 14 muestras de productos salados-secos
(pescado y huevas de pescado) en estas comunidades evaluando indicadores
microbiologicos como Staphylococcus aureus existiendo la presencia de estos
microrganismos en pescados secos-salados sobrepasando las Normas del COVENIN
indicando que fueron manipulados, por lo menos, sin observar las buenas practicas de

manufactura durante el proceso, pudiendo existir otros factores como heridas, contacto con

5 o o7 .
Comision Venezolana de Normas Industriales
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animales, suelo, agua u otros, que son considerados como vectores principales de
contaminacion por este microrganismo; mismos factores que pudieran estar contaminando

las “sardinas” saladas-secas.

El crecimiento de Staphylococcus aureus en alimentos, representa un peligro
potencial de salud publica, ya que dicha cepa produce una enterotoxina que produce

envenenamiento si es ingerida (Barboza et al. 1999).

En cuanto a los resultados de Escherichia coli en sardina fresca estadisticamente
segun la prueba de Wilcoxon el P-valor es de 0.002 y como este valor es mas bajo que el
porcentaje de probabilidad del 5% se rechaza la Hipotesis nula, demostrando con esto que

no cumple con los parametros establecidos por el RTCA requiriendo un limite <3 NMP/gr.

En contraste con los datos obtenidos en esta investigacion y los arrojados por
Corrales et al. (2011) en el estudio bacteriologico de la calidad del pescado fresco,
comercializado en el municipio de El Colegio, Cundinamarca (Colombia) comparando los
resultados de Escherichia coli para las 2 especies de pescados analizados (Bagre
(Pseudoplatystoma sp.) y Mojarra Roja (Oreochromis sp.)) con la Resolucion Colombiana
776 de 2006° el analisis bacteriolégico permitié confirmar que los datos obtenidos estaban

dentro de los limites permitidos por la Resolucion antes mencionada.

Pero los autores hacen la aclaracion que aunque las dos especies de pescados
estaban dentro de la Resolucion; el bagre presento recuentos mas altos que los de la
Mojarra roja esto posiblemente porque el Bagre tiene una mayor manipulacién como ya se
menciono anteriormente factores que podrian estar causando la contaminacion de las

sardinas frescas con Escherichia coli.

Los resultados obtenidos para Escherichia coli en “sardina” salada-seca segun el
estadistico de Wilcoxon el P-valor es de 0.002 siendo este valor menor al porcentaje de
probabilidad del 5% indicando con esto que se rechaza la hipotesis nula, ya que para este

andlisis estadistico hay diferencias significativa entre el valor obtenido con el establecido

* y ® Resolucién 776 de 2006. Establecimiento del reglamento técnico sobre los requisitos fisicoquimicos
y microbiolégicos que deben cumplir los productos de la pesca, en particular pescados, moluscos y
crustaceos para consumo humano, Colombia. 2006.
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por el RTCA teniendo como limites maximos < 3 NMP/gr., indicando con esto que las

muestras analizadas si sobrepasa los limites establecidos.

Confrontando los resultados de esta investigacion con los obtenidos en los estudios
realizados por Barboza et al. (1999) y Gutiérrez et al. (2003) en la evaluacion
microbiologica del pescado salado consumido en la Ciudad de Maracaibo, como en la
evaluacion de productos de origen pesquero elaborados en forma artesanal en las
comunidades Warao del Delta del Orinoco, respectivamente, ambas investigaciones hechas
en Venezuela, comparando los resultados obtenidos en cada uno de los estudios con la
Norma del COVENIN, revelaron que los pescados salados estan dentro de los limites

permitidos por la Norma (<3 NMP/gr.).

Sin embargo, los resultados de ambas investigaciones difieren con los resultados
obtenidos en “sardinas” saladas-secas procesadas artesanalmente en la Bahia de Jiquilisco
con una media geométrica de 18.37 NMP/gr. ya que estos sobrepasan los limites permitidos

por el RTCA (<3 NMP/gr.).

Referente al analisis de Salmonella spp. en “sardina” fresca los datos para esta
investigacion dieron un 100% de la presencia de esta bacteria, al igual que lo mencionan
Herrera & Santos (2005) que estudiaron la prevalencia de Salmonella spp. en pescado
fresco comercializado en mercados como en la calle de Pamplona, Colombia encontrando
una alta prevalencia de esta bacteria en muestras de pescado fresco para ambos lugares
tanto formales como los que no lo son, indicando con esto que quizas el parametro mas
importante a considerar sea el lugar de procedencia del pescado, como la contaminacion del
habitat donde se encontraba el pescado al momento de la captura; estas investigaciones
coinciden con los resultados obtenidos por Armas (1998) en pescados del Lago de
Amatitlan, Guatemala y se producen estos datos por la contaminacion fecal que existe en el

lago .

Al contrario el estudio realizado por Corrales et al. (2011) que ya se menciono
anteriormente, reportan que no se encontré Salmonella spp. en ambas especies de pescados
como lo establece la normativa con la que se rigio el estudio; al igual que Morales (2007)

revela con su investigacion la ausencia de esta bacteria en pescados crudos por lo que
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concluyo que la calidad de estos pescados que son comercializados en San Pedro Cholula
se encuentran dentro de los requerimientos de las normas oficiales Mexicanas, y por lo
tanto se pueden considerar como de buena calidad, esto se puede deber a que lo

manipuladores de los productos tienen las minimas normas de higiene.

En “sardina” salada-seca al igual que la fresca hubo presencia al 100% de
Salmonella spp. pero no se encontraron investigaciones referentes a la tematica
especificamente de pescados salados-secos; por ser esta la primera investigacion evaluando
este tipo de producto procesado artesanalmente contaminado con Salmonella spp., estos
resultados se presumen reflejan la nula aplicacion de normas higiénicas que tienen los

manipuladores del producto.

Comparando las “sardinas” frescas con las saladas-secas de los resultados de las 3
bacterias patdgenas analizadas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp.)
revelan que este producto esta contaminado desde que la “sardina” es pescada hasta el
salado-secado de la misma, aumentando la carga bacteriana a un 100% debido a la total
presencia de Salmonella spp. y que los valores de Escherichia coli sobrepasaron los limites
permisibles dados por el RTCA y esto indica que el producto tiene una alta contaminacion

fecal.

La contaminacion de las “sardinas” pudo ser por los depositos sin lavar para colocar
la salmuera, la exposicion de estas al polvo, moscas, animales domésticos y los mismos

pescadores que caminan sobre las redes de pesca donde son secadas al sol, entre otras.

Esta contaminacion fecal puede ocurrir a la falta de aplicacion de las Buenas
Practicas de Higiene que durante todo el proceso de salado y secado de las “sardinas™ no se
emplearon en ningun periodo del proceso. Como lo menciona Caballero (2008) las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) son etapas y procedimientos generales que mantienen
bajo control las condiciones operacionales dentro de un establecimiento y permiten
condiciones favorables para la produccion de alimentos inocuos, estas BPM deberian

aplicarse en el proceso artesanal de salado y secado de “sardinas” en la Bahia de Jiquilisco.
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IX. CONCLUSIONES

Esta investigacion es la primera que se realiza en el pais analizando las bacterias
patdgenas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp).presentes en el
proceso artesanal de secado y salado de “sardinas”, por lo tanto se considera importante

para nuevas investigaciones.

Los estadisticos de tendencia central reflejaron que las “sardinas™ saladas-secas en
los andlisis para E. coli presentaron mayor contaminacion fecal, considerando que los
factores que influyeron principalmente en estos resultados, fueron la contaminacion
organica por el desagiie residuales de afluentes de zonas aledafias, por la accioén

antropogénica, actividades ganaderas, etc.

Por los resultados obtenidos se demuestra que las “sardinas” saladas-secas
procesadas artesanalmente en la Bahia de Jiquilisco no cumplen con las normas requeridas
por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) ya que menciona como parametros
microbiologicos de pescados salados a Staphylococcus aureus (< 100 UFCl/gr) ,
Escherichia coli (<3 NMP/gr.) y Salmonella spp. (ausencia) y los andlisis realizados tanto
a muestras de “sardina” fresca como de “sardina” salada-seca revelaron que hay una
elevada carga bacteriana en las muestras obtenidas para ambas condiciones. Dando a
conocer con esto que el proceso de salado y secado al final no tiene un efecto inhibidor de

estas bacterias

La manipulacion y el tratamiento artesanal que se aplico durante la realizacion de
este estudio en las “sardinas” salada-secas no se ven reflejada una disminucion en la carga

bacteriana.
Con base a los niveles de Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Escherichia coli

detectados en el proceso artesanal de la “sardinas” la cantidad de muestras superan el limite

maximo permisible, afirmando que su calidad sanitaria no es apta para el consumo humano.
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Se comprueba que se aceptan las hipoOtesis nulas ya que no se detectaron
estadisticamente diferencias significativas (p<0.05) entre los valores Staphylococcus
aureus, con la excepcion de las comparaciones “Sardinas” frescas y “sardinas” salada-
secas, Escherichia coli de donde si se detectaron dichas diferencias, rechazando las
hipdtesis nulas; indicando mayores niveles de contaminacion en el proceso. Y para

salmonella spp. indicando la presencia total de esta bacteria en los dos tratamientos.
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X. RECOMENDACIONES

Desarrollar mas estudios sobre niveles de contaminacion en estas bacterias en
diferentes mercados y en otros puntos de las zonas costeras del pais, ya que este tipo de
alimentos de “sardinas” saladas-secas son consumidos por muchas personas dentro del

territorio salvadorefio.

De igual forma instituciones como el Ministerio del Ambiente y Recursos Naturales,
CENDEPESCA, Ministerio de Salud debe de crear estudios y actividades para la inocuidad

de los alimentos, y promover las Buenas Practicas de Manufacturas (BPM).

Lavar con agua potable los cedazos, los depositos donde se salan las “sardinas”, las

cestas con que se pesan y cualquier otro instrumento que tenga contacto con ellas.

Se les recomienda al sector sardinero de la cooperativa ACOPPSEMPET llevar 2 o

3 depdsitos para colocar las “sardinas” pescadas y no colocarla directamente en la lancha.

Cuando las “sardinas” se estdn secando en los cedazos, se tiene que levantar unos
centimetros del suelo, para que no tenga contacto directo con el suelo, zapatos de
pescadores, ni animales domésticos que pasen por encima de las sardinas que se estan

secando.

Para consumir las “sardinas” requiere de una buena coccion para bajar la carga de

bacterias patogenas (OMS, 2007).

Se recomienda que para proximas investigaciones se realicen estudios tanto por el

método tradicional y por el uso de placas 3M Petrifilm™ para este tipo de alimentos.
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XII. ANEXOS

Anexo 1. Curva tipica de Crecimiento de una poblacién bacteriana (Quijano 2004).
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Anexo 2. Resolucion de RTCA (2009)

ANEXO DE RESOLUCION N° 243-2009

REGLAMENTO TECNICO
RTCA 67.04.50:08
CENTROAMERICANO
ALINMENTOS. CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA

INOCUIDAD DE ALIMENTOS.

CORRESPONDENCIA: Este Reglamento técnico es una adaptacion parcial de la Norma
Samtana sobre criterios nucrobiologicos de calidad samtana e mocumdad para los almentos
v bebidas de consumo humano. Minsterio de Salud Peni: Cnaterios Microbiolégicos para
alimentos en paises de Aménca Latna que utilizan plan de muestreo: Reglamento
Samtano de los Almentos. Decreto supremo N 9771996, Muustenio de Salud. Chale:
Normas nucrobiologicas por ahmentos de Espafia. Grupos de Alimentos de la Sociedad
Espaiiola de Microbiologia.

ICS 67.050 RTCA 67.04.50:08

Reglamento Técnico Centroamericano, editado por:

*» Ministerio de Economia. MINECO

+ Consejo Nacional de Ciencia v Tecnologia. CONACYT

* Mimstenio de Fomento. Industna v Comercio. MIFIC

8. PLAN DE MUESTREO Y CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA
VIGILANCIA DE ALIMENTOS

8.1 Todo alimento que se comercialice en el territorio centroamericano debera cumplir con
los criterios microbioldgicos establecidos en el presente reglamento.

8.2 Si en un alimento se detecta la presencia de un microorganismo patégeno no
contemplado en la lista indicada a continuacion, la autoridad sanitaria podra considerarlo
alimento contaminado, conforme a la evaluacion de los riesgos que de su presencia se

deriven
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CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA VIGILANCIA

9.0 Grupo de Alimento: Pescado, derivados ¥
productos marinos. Esta amplia categona se subdivide en
categonas para el pescado fresco v para diversos
productos marinos elaborados. Se mncluyen en ella los
vertebrados acuaticos v mamaferos acuaticos (p. e)..
ballenas), los invertebrados acuaticos (p. ¢1.. medusas). los
moluscos (p. e.. almejas ¥ caracoles). los crustaceos (p
€]., camarones cangrejos. langostas). Los productos
marinos se pueden recubrir. p. ). con glaseados o
especias, antes de su comercializacion para el consume (p.
ej.. filetes de pescado congelados v glaseados). En el SCA
esto se mdica con una anotacion relativa al “uso como
glaseado o recubnmuento (tratamiento de superficie)”

9.1 Subgrupo del alimento: Pescado v productes
marinos frescos, congelados, incluidos moluscos no
bivalvos, crustaceos v equinodermos, desconchados.
frescos, empacados

ismsied Limite
muestreo
Parametro Tipo
de [clase|n|c M M
riesgo
: 5 .| 19 10
el
Ezcherichia coli . 3 3 3 vre " UFC'g
Sraphvlococcus ? = 10 3 :
pirens (Solo para ’ ! UFC/g 170RC ‘dl
pescados)
. 75
ISalmonella ssp25 5 " | o
g
Listeria
nonocyrogenes/ 2
|z (solo para
producto chudo 2 0|Ausencia| -
listo para
consumo. ejemplo
sushi v ceviche)
Vibrio cholerae A
0] 2 0|Ausencia| -—----
Vibrio
parahaemolvticus 3 - 10 10°
(solo para | UFCg | UFC/g
brvalvos)

9.2 Subgrupo del alimento: Pescado ¥ crusticeos,
precocidos, cocidos, salados ¥ ahumadeos.
Plan de Limite
muestreo
Parametro | Tipo
de |[clase mn|c M M
riesgo
Escherichia coli 2 o| o 3 -
NMP/g
\Sraphviococcus 5 10 2
aniens ’ | UFClg 171y
sp/28 .
Salmonella ssp A 3 |50l Ausencia s
|2
isteria
nonocviogenes/25| = J
g (productos s i M
ocidos)

9.3 Subgrupo del alimento: Maoluscos bivalvos v
crusticeos pasteurizados o cocidos

Plan de s
Xriin Limite
Parametro Tipo
de |clase|n|e A A
riesgo
Escherichia coli 2 0 _\H\'lii gl -
" 1 2 L3
:afmor.eda s5p/25 3 olAu - .
IStaphniococens A 3 10 2
lanrens 3 1 UFC'g 10" UFC/g
Listeria
pronocitogenes 25| 2 0] Ausencia -
£

9.5 Subgrupo del alimento: Pescados, moluscos,

equinodermos v crustiaceos enlatados.
Plan de muestreo| Limite
Parimetro | 1iP°
de |[clase|n|c M M
riesgo
Recuento de
aero!):os _ <10
mesofilo. Previo 2 vrcie|
incubacion a 35 €
°C/10 dias.
A 5
[Recuento de
auae_robm _ <10
esofilo. Previo 2 ol upes i
incubacion a 35 ‘8
“C/10 dias.
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Anexo 3. Enfermedades causadas por microorganismos detectados en alimentos

(Calderdn 2009).

S RIS P

Enfermedades causadas por microorganismos detectados en alimentos

Enfermedad (agente Penodo de Sintomas principales  Tipo de alimento Otras formas de
Md L .““ v
Calera, infeccidn por 14-20 horas Dodor abdominal, Agua, salchichas, Materia fecal en fuenies
Vibrio cholerae diarrea acuosa, jamon, mariscos de agua y entorno
Vomitos, crudos, pescado, miaring, contacto con
deshidratacion. verduras encurtidas. personas contaminadas
Rotavirus Incubacitn: Fiebre, inflamacion Agua contaminada, Transmisién persona a
4B horas en ganglios, anorexia, ensalada de hortalizas persona, mala disposicion
Sintomas: 4-8 dias vomitos, diarrea. Crudas. de excretas, agua
contaminada
Intoxicacion bacteriana 8-22 horas Diarrea, colicos, rara Carne de ave y res Del ambiente {suelo),
{Clostridium VEZ nauseas y vomitos.  insuficientemente contacto con personas
perfringens) cocida, hervida al contaminadas.
vapor, embutidos.
Infeccion 12-60 horas Diarrea liquida Carne de res cruda o anado infectado, falta
aenterchemorr agica {2-9 dias) sanguinolenta. mal cocida, leche o de pasteurizacion.
{Escherichia colf) productos lacteos.
Infeccion enteroinvasora Minimo 18 horas  Cdlicos, diarrea, fiebre. Alimentos crudos. Materias facales,
{Escherichia coli) directamente o a través
del agua.
Infeccion 10-72 horas Diarrea liquida Alimentos crudos. Materias fecales a traves
anterctoxigenica {3-5 dias) profusa, a weces Colicos, del agua.
{Escherichia coli) WOMitos.
Infeccion 3-70 dias Meningoencefaiitis, Leche, gquesa, Dl ambiente (suelo),
alimentaria (Listeria sepiicemia o meningitis hortalizas crudas, pollo  animales infactados
MonoCytogenses) oni NEonatos. crudo, embutidos, directamente, estiércol.
carnes rojas, productos
MArimos.
Infeccion alimentaria, 7-21 dias © Diarrea, dolores Huevos oudos o mal Alimentos infectados
salmonelosis 3.38 dias abdominales, cocidos, leche en polvo, de origen animal, agua
{5almonella spp.) escalofrios, carne y polio crudos 0 contaminada, roedores @
Salmonells tipha 1-10 dias fiebre, vomitos, mal cocidos, hortalizas insectos an contacto con
{fiebre tifoidea) deshidratacién crudas, mariscos, un portador.
5. paratyphi mioluscos, pescado
Aiparatifoidea A) ahumiado.
Infeccion alimentaria 26 horas o Mauseas, Embutidos, carmes, Opararios con resfrios,
{enterotoxina de Lilh diarrea y colicos. pasteleria rellena de dolor de garganta,
Staphylococous aureusy ) OTEs crema, mantaguillz, cortaduras infectadas,
astable al cator flan, productos lactess, rebanadoras de carne.
budines, mayoneasa,
ensalada de papas.
Infeccion alimentaria 2-3 dias o Diarrea, heces Alimentos himedos Agua contaminada con
{Shigedia spp.}, 12 horas — 7 dias sanguinolentas, fiebre, preparados, leche excretas, contacto con
disenteria baciiar Nauseas, 3 veceas ¥ productos |acteos portadores.
vomitos y colicos. contaminados con
excretas.
Infeccion alimentaria 111 dias Dolor abdominal, Carne picada, carne Tracto digestivo
(Campyiobacter jejuni) enteritis, diarrea, cruda de aves {en de animales, agua
vertigo, cistitis, arfritis. canales), leche sin contaminada, materia
pasteurizar. fecal.
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Anexo 4.Composicion quimica de algunos pescados (Shirai 2010).

COMPOSICION QUIMICA PORCENTUAL APROXIMADA DE ALGUNOS
PESCADOS

L] L] L4

Aiua Carbohidratos | Proteinas | Grasa | Cenizas

Peces 6seos
P. azul 746 0 205 4.0 1.2
Bacalao 826 0 16.5 04 1.2
Arenque 67.2 0 18.3 12.5 2.7
Salmoén 63.4 0 174 16.5 1.0
P. espada 758 0 19.2 4.0 1.3

Aw alta > 0.99, son considerados alimentos basicos>pH 7.0

Anexo S. Algunos microorganismos que se encuentran en los pescados (Shirai 2010).

Principales 'grupos de
microorganismos que se encuentran
pescados y mariscos

" Acinetobactert
I/ Aeromonas (agua dulce)
Alcaligenes
Flavobacterium

. Moraxella®
Gram negativas <, Fssudomonss®

] Serratia
« Bacterias Escherichis (agua dulce)
T < EBrevibacterium (agua dulce)

\ Vibrio

Micrococoussp
gr‘e,cg::'.-llyn'ococcus
Y acillus
Gram pOSItWES Clostridium (agua dulce)
Lactobacilvs (agua dulce)
| Corynebacterium

*Principales responsables de la descomposicion
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Anexo 6. Imagen del disefio de las Placas Petrifilm (Alonso & Poveda 2008).

Film superior
Film de plastico
cubierto con un
adhesivo, un
indicador y un gel
soluble en agua
fria

Film inferior

Papel cuadriculado
cubierto con un
plastico, adhesivo,

nutrientes de
métodos estandar,
gel soluble en
agua fria.

Anexo 7. Seiialamiento del drea de pesca de la “sardina” en la Bahia de Jiquilisco.

= Area de pesca artesanal de la sardina en la Bahia de Jiquilisco.
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Anexo 8. Marcha Analitica para Deteccion de Staphylococcus aureus en muestra de “sardinas” frescas y saladas-secas.

Se bajara el film
Se pesardn 25 gr. Agregaran 225 mlde Se homogenizara las Se pondrd 1 ml de la superior con cuidado
de la muestra. agua peptonada al muestras en un stomacher muestra en el centro del filtm evitando introducir
0.1% M ' por 1 min, inferior, burbujas de aire.

7 : : Sidnicamente aparecen
Para distribuir el indculo sobre la Se esperard 1 minuto a que S gparine: oot colonias fcrji:r-\ficﬂata s& contardn
superficie circular, se utilizard un solidifigué el gel; luego se después de 24 + 2 horas de como Staphylococcus awreus
splicatar .C.'erLHEFrEEpEEfﬂED DA incu baran I;s placas cara mt_uhatmn, E.I recuenta esly
dioh s St arriba en pilas durante 24 + el ensayo se dard por
; ' 2horasa 37 +1 °C. rnheliidn
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Anexo 9. Marcha Analitica para Deteccion de Escherichia coli en muestra de “sardinas” frescas y saladas-secas.

= puaarin 0 g Agregaran 225 ml de agua Se hormogenizard las Se pondra 1l de la muestra Se bajara el film
de la muestra. peptonada al0.1% N muestras en un Stomacher en el centro del film inferiar. supetior con cuidado
por 1min. evitando introducir
burbujas de aire.

Para distribuir el indculo sobre Se esperars 1 minuto a que Si aparecen otras colonias

la superficie circular, se solidifiqué el gel; luega se incubarn azules con gas eso indica la
utilizard un aplicador circular las placas cara arriba en pilas presencia de Es cherichia coli.
especifico para dicha funcion. | | yyrante 24 + 2 horasa 3621 °C.

87



Anexo 10. Tabla de conversion UFC a NMP

Table 1. MPN to Petrifilm EC Plate Results Conversion Table

MPN index (starting at Petrifilm EC Count

MPN Sequence 1:10 dilution) Plate result
0 0 0 <30 <6.0
0 0 1 301 6
0 | 0 305 ]
0 1 1 6.11 12
0 2 0 6.19 12
0 3 0 0.44 18
1 0 0 357 7

1 0 1 1.3 14
1 ] 2 11 20
1 1 0 7.36 14
1 1 [ 112 21
1 2 0 114 21
I 2 l 154 27
I 3 0 15.7 28
2 0 0 918 17
2 0 ! 143 26
2 0 2 19.9 15
2 ! 0 14.7 26
2 ! 1 205 36
2 ! 2 26.8 45
2 2 0 21.1 36
2 2 1 276 46
2 2 2 348 57
2 3 0 286 48
2 3 1 36 50
3 0 0 23.1 40
3 0 1 385 63
3 0 2 63.6 a8
3 1 0 42.7 69
3 I 1 749 114
3 ! 2 115 168
3 ! 3 159 225
3 2 0 933 139
3 2 1 149 212
3 2 2 215 295
3 2 3 292 388
3 3 0 240 325
3 3 l 462 586
3 k] 2 1100 1280
3 3 3 >1100 >1280

Note: MPN results based on a 3 tube MPN starting at a 1:10 dilution (i.c., 3 tubes at 1:10, 3 tubes at 1: 100 and 3 tubes at 1: 1000).
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Anexo 11. Marcha Analitica para Deteccion de Salmonella spp .en muestra de “sardinas” frescas y saladas-secas.

Agregar 225 ml de caldo Lactosade

m incubara 24 + 2 horasa 35 °C
L] |

-l |

‘-' / -*.II I P>
o j L3 ~

Hormogenizar por L min en Stomachera 260 rpm

Pesar 25 gr. de la muestra

horasa35+0.2°C

1m

Caldo Tetrationato (TT) Incubar 24 + 2 B
|
|

‘L l Agar Rambach

Apar salmonella-shigella (55) (ﬁ.‘) (m

Incubar por 24 £2 horas a 33 °C

Dbservar colonias Observar colonias rojas

araranjado claro
traslacicas
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Anexo 12. Pruebas Bioquimica de la Salmonella spp.

1 Agar Tsl

El tubo contiene Agar TSI
{Triple Azucar-Hierro)

>

Incubara 37 £1 "Cpor
24- 438 horas

Inocular la colonia de Salmeonella spp. sospechosa por
punzada en elfondo del tubo vy en estria en la superficie.

2 Reaccion de Indol

El tubo contiene Agua
de Triptona y se inocula
la colonia sospechosa.

i

3 Rojo de metilo

El tubo contiene medio MR-VPy
este tubo inocular la colonia en
prugba y se incuba por 24 h a 37
+1°C

4 Prueba de Movilidad

e

El tubo contiene medio SIM y se
Inecula en el tubo 1a colonia
sospechosa y se incuba por 24
horas a 37 °C

—

Incubar durante 24 horas a37x1 °C
Luego se Agrega 0.5 ml de Reactivo
de Erlich: La formacion de anillo rojo

es reaccion positiva

Luego se agrega 1-2 gotas de
Reactivo Rojo de Metilo, la
aparicién de color rojo es reaccion
positiva.

L=

5 Pruebha Voges-Proskauer

Eltubo contiene Medio MR-VP y se

y se incuba por 24 horas a 37 °C

inocula en eltubo la colonia sospechosa

—

Se confirma la prueba por la
formacion de crecimiento
en forma de sombrilla en el
medio.

Luego se agregan 2 gotas de

luego 2 gotas de solucion de
hidréxido de potasio (KOH); la
formacion de un color rosado
desarrollado dentro de los 15

minutos es reaccion positiva.

solucion alcohdlica de alfa naftol y
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Anexo 13. Placas 3M Petrifilm para Recuento de Staphylococcus aureus con colonias
color rojo-violeta y se confirma con el Disco Petrifilm Staph Express con zonas

rosadas.

Anexo 14. Conteo de Colonias Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli.
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Anexo 15. Placas 3M Petrifilm para Recuento de Escherichia coli con colonias color

azul con presencia de gas.

Anexo 16. Muestras inoculadas en Caldo Tetrationato (TT) e incubados por 24 +2
horas a35+0.2 °C
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Anexo 17. Placas de Agar Salmonella-Shigella y Agar Rambach sembradas por
duplicado y estriado en placas Petri luego de ser incubadas 24 horas.

Anexo 18. Presencia de Salmonella spp en Agar Salmonella — Shigella.
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Anexo 19. Presencia de Salmonella spp. en Agar Rambach.

Anexo 20. Pruebas positivas de presencia de Salmonella spp. en Agar TSI.

Anexo 21. Prueba positiva con la formacion del anillo rojo en reaccion de indol.
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Anexo 22. Prueba Rojo de Metilo positiva en el medio MR-VP con la aparicion de
color rojo.

¥

Anexo 23. Prueba positiva en medio SIM con el crecimiento en forma de sombrilla.

Anexo 24. Reaccion positiva en MR- VP con la aparicion de color rosado dentro de
los tubos.
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Anexo 25. Charla impartida a los miembros de la Cooperativa ACOPPSEMPET
(octubre 2012).
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XIII. Siglas y Acronimos
ALC: América Latina y El Caribe.
AOAC: Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
BPM: Buenas Practicas de Manufactura.
BAM: Bacteriologycal Analytical Manual.
COVENIN: Comision Venezolana de Normas Industriales.
CENDEPESCA: Centro de Desarrollo de la Pesca y la Acuicultura.
CENSALUD: Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud.
COMIECO: Consejo de Ministros de Integracion Econdmica Centroamericana.
ETAs: Enfermedades Transmitidas por Alimentos.
FDA: Food and Drug Administration.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

HACCP: Analisis de Riesgo y Puntos Criticos de Control.
MAG: Ministerio de Agricultura y Ganaderia.
NMP: Numero Mas Probable.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
POES: Procedimientos Operacionales Estandares de Sanitizacion.
RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano.
RAM: Recuento de Aerobios- Mesofilos.
UFC: Unidades Formadores de Colonias.

EN: Sardinas Enteras

EV: Sardinas Evisceradas-descabezadas

CT: Coliformes Totales

CF: Coliformes Fecales

EC: Escherichia coli

Ay: Actividad del Agua

HP: Horse Power

RVS: Caldo Rappaport-Visiliadis

TT: Caldo Tetrationato

SS: Agar Salmonella-Shigella

RBC: Agar Rambach

CIT: Citrato Tris6dico

VP: Piruvato Sodico

GEL: Gelatina

ADH: L-arginina

LDC: L-lisina

ODC: L-ornitina

H,S: Tiosulfato-Sodico

URE: Urea

TDA: Triptéfano

JAMES: Reactivo

VP: Voges-Proskaver

Fig. = figura

gr. =gramos

ml= mililitros

mm= milimetros

°C= grados Celcius

Seg. = segundos

min.= minutos rpm = Revoluciones por minuto.
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XIV. GLOSARIO

ALIMENTO: toda sustancia procesada, semiprocesada o no procesada, que se destina a la
ingesta humana incluidas las bebidas, goma de mascar y cualquier otra sustancia que se
utilicen en la elaboracion, preparacion y tratamiento del mismo, pero no incluye los
cosméticos, el tabaco ni las sustancias que se utilizan como medicamentos.

ALIMENTO PERECEDERO: alimento que por su composicion es susceptible de
descomponerse en un corto periodo de tiempo.

AHUMADO: procedimiento que consiste en someter el alimento al efecto del humo
originado en la combustion de madera u otros procedimientos autorizados.

AMINAS BIOGENAS: Son derivadas de aminoacidos y su presencia en alimentos
constituye un indicador de deterioro, sin embargo no siempre estan vinculadas con
variaciones de las caracteristicas organolépticas del producto, por lo que pueden
acumularse elevadas concentraciones en pescados, sin signos perceptibles de deterioro,
ACTIVIDAD DEL AGUA: se define como el cociente entre la presion parcial del agua
existente en la atmosfera en equilibrio con el sustrato (alimento) y la presion parcial de la
atmosfera en equilibrio con el agua pura a la misma temperatura.

ANADROMAS: peces que viven principalmente en agua salada y se aparean en agua
dulce.

ARPON: utensilio de forma alargada y estrecha utilizado por el ser humano desde origenes
prehistoricos para la pesca.

ASINTOMATICOS: Que no presenta sintomas.

AEROBIOS: Son microorganismos que utilizan oxigeno molecular para crecer.
ANAEROBIOS: son microorganismos que no utilizan el oxigeno molecular para crecer.
AGUA DESMINERALIZADA: es aquella a la cual se le han quitado los cationes, como
los de sodio, calcio, hierro, cobre y otros, y aniones como el carbonato, fluoruro, cloruro,
etc. mediante un proceso de intercambio idnico. Esto significa que al agua se le han quitado
todos los iones excepto el H', o mas rigurosamente H;O" y el OH, pero puede contener

pequeiias cantidades de impurezas no idnicas como compuestos organicos.

BACTERIAS: es un organismo unicelular sin nucleo, y que es procariota.

BACTERIAS CORINEIFORMES: Pueden ser aerobios y anaerobios
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CALIDAD: Grado de excelencia que posee un producto, es decir, cuan bueno es para
cumplir su finalidad.

CLUPEIFORMES: Peces teledsteos, del superorden Clupeomorpha.

COLONIAS: agrupamiento de células en forma de masas visibles, sobre el agar de cultivo
CONSERVACION ALIMENTICIA: proceso de manipulacién de los alimentos de tal
forma que sea posible preservarlos en las mejores condiciones posibles durante un largo
periodo de tiempo; el objetivo final de la conserva es mantener los alimentos preservados
de la accidon de microorganismos capaces de modificar las condiciones sanitarias y de sabor
de los alimentos. El periodo de tiempo que se mantienen los alimentos en conserva es muy
superior al que tendrian si la conserva no existiese.

CALIDAD MICROBIOLOGICA: esta referida a la ausencia tanto interna como externa
de virus, bacterias y hongos.

CONDICIONES CLIMATICAS: Se denomina tiempo meteorologico al estado de la
atmosfera caracterizado por una combinacion de elementos con valores especificos
(temperatura, humedad, presion atmosférica, precipitaciones, viento, etc.) en cierto lugar y
en un momento determinado

CEPAS BACTERIANAS: Colonia microbiana procedente de un solo germen obtenido de
una muestra, y multiplicado por pases sucesivos en diferentes medios de cultivo.
CONSERVADORES ALIMENTICIOS: Son sustancias capaces de inhibir retardar o
detener los procesos de fermentacion, enmohecimiento, putrefaccion y otras alteraciones
biologicas de los alimentos.

CARGA BACTERIANA: es la cantidad de bacterias que pueda contener una muestra a
analizar.

COSMOPOLITA: De especies animales y vegetales aclimatadas a todos los tipos de clima
y que tienen una distribucion muy amplia.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS: son el conjunto de descripciones que

pueden percibir nuestros sentidos, como por ejemplo su sabor, textura, olor, color.

DIGESTION: es el proceso de transformacion de los alimentos, previamente ingeridos, en

sustancias mas sencillas para ser absorbidos.
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DESCOMPOSICION: Accién y efecto de descomponer o descomponerse.
DIGESTIBILIDAD: Cualidad de digestible.

DESARROLLO SOCIAL: se refiere al desarrollo del capital humano y capital social en
una sociedad. Implica una evolucion o cambio positivo en las relaciones de individuos,
grupos e instituciones en una sociedad. Implica principalmente Desarrollo Econdémico y
Humano.

DESARROLLO ECONOMICO: es la capacidad de paises o regiones para crear riqueza a
fin de promover y mantener la prosperidad o bienestar econdémico y social de sus

habitantes. Se conoce el estudio del desarrollo econdomico como la economia del desarrollo.

ESCABECHADO: Consiste en la conservacion del pescado por la accion conjunta de la
sal y el vinagre. La creacion de un medio acido y la disminucién del agua disponible
consiguen aumentar la vida util del pescado.

ESTADO HIGIENICO-SANITARIO: que no se distribuyan microorganismos patdgenos
para la salud.

ENTEROTOXINAS: Toxina que colonizan el tracto gastrointestinal.

ENDOTOXINA: es un componente de la pared celular de las bacterias gramnegativas

constituida por lipidos y polisacaridos.

FOSFORO: Elemento quimico de nim. atémico 15. Muy abundante en la corteza terrestre,
tanto en los seres vivos como en el mundo mineral, se presenta en varias formas
alotropicas, todas inflamables y fosforescentes. Ademas de su importancia bioldgica como
constituyente de huesos, dientes y tejidos vivos, se usa en la industria fosforera, en la
pirotecnia, en la sintesis de compuestos organicos y, en forma de fosfatos, entra en la
composicion de fertilizantes agricolas y detergentes.

FERMENTAR: Dicho de los hidratos de carbono: Degradarse por accién enzimatica,
dando lugar a productos sencillos, como el alcohol etilico.

FLORA BACTERIANA: conjunto de bacterias.

FUSIFORME: ahusado o en forma de aguja en ambos extremo.
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HIDROLISIS: Descomposicion de sustancias organicas e inorganicas complejas en otras
mas sencillas por accion de agua.

HALOBACTERIAS: son una clase de Arqueobacterias que se encuentran en el agua
saturada o casi saturada de sal. También son llamados hal6filos, aunque este nombre
también se refiere a otros organismos que viven en medios con alta concentracion salina.
HISTAMINA: es un componente natural del cuerpo que esta relacionada con el desarrollo
de reacciones alérgicas, sin embargo, cuando se ingiere a través de alimentos puede llegar a
ser peligrosa y provocar una intoxicacion quimica.

HIGIENE DE LOS ALIMENTOS: todas las condiciones y medidas necesarias para
asegurar la inocuidad y la aptitud de los alimentos en todas las fases de la cadena
alimentaria.

HUMEDAD RELATIVA: la relacion de la cantidad de vapor de agua efectivamente
presente en el aire con la cantidad méxima de vapor de agua que el aire puede contener a la

misma temperatura.

HOMEOTERMICOS: Que tiene una temperatura corporal uniforme e independiente de la
exterior.

HOLOMORFICOS: suclos que pueden ser naturales u antropicos y se ubican tanto en
regiones aridas como humedas

HALOFILOS: microorganismos que son capaces de crecer en presencia de elevadas

concentraciones de sal.

INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS: es la garantia de que los alimentos no causaran
dafio al consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el uso a que se
destinan.

INHIBIR: Suspender transitoriamente una funcioén o actividad del organismo mediante la
accion de un estimulo adecuado.

LEGUMBRES: es un tipo de fruto seco, también llamado comunmente vaina o capi.
LOTE: cantidad de producto elaborado en un mismo lapso para garantizar su

homogeneidad.
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METODO: Procedimiento que se sigue en las ciencias para hallar la verdad y ensefiarla.
MINERAL: Sustancia inorgéanica que se halla en la superficie o en las diversas capas de la
corteza del globo terrestre.

MAGNESIO: Elemento quimico de nim. atomico 12. Metal muy abundante en la corteza
terrestre, se encuentra en la magnesita, el talco, la serpentina y, en forma de cloruro, en el
agua de mar, y entra en la composicion de sustancias importantes en los vegetales, como las
clorofilas. Maleable y poco tenaz, arde con luz clara y brillante y se usa en metalurgia, en
pirotecnia, en medicina, en la fabricacion de acumuladores eléctricos y, aleados con
aluminio, en la industria aerondutica y la automocion.

MOHOS: grupo de hongos microscopicos; que se caracterizan por tener un cuerpo
formado por estructura filamentosa con ramificaciones, que se conocen con el nombre de
hifas, el conjunto de hifas constituye el micelio, carecen de clorofila, se alimentan por
absorcion pudiendo propagarse por esporas flageladas o no, las paredes celulares pueden
ser de queratina, celulosa o manana. Crecen formando colonias en un medio selectivo a 25
°C.

MATERIA PRIMA: pescado y mariscos y/o partes de pescado y mariscos frescos y
congelados que pueden utilizarse para producir productos de pescado 6 mariscos destinados
al consumo humano.

MANIPULACION: accion de Intervenir con medios habiles en alguna situacion.
MARISCOS: Podemos definir a los mariscos como cualquier animal marino comestible
que no pertenece a la "clase" de los peces. En general, los mariscos son de bajo contenido
en grasas con apenas 1,5% por cada 100 gramos del mismo. Entre los mariscos mas
consumidos tenemos a las almejas, mejillones, calamar, camarones y langostas.
MICROBIOLOGIA: Es la ciencia que estudia los organismos demasiado pequefios para
ser percibidos a simple vista, por lo que se denominan, microorganismos. En términos
generales dentro del amplio dominio de la microbiologia se ubican todos los organismos
con diametro de 1 mm o inferior.

MUESTRA: Porcion de un producto o mercancia que sirve para conocer la calidad del
geénero.

MICROMANIPULADOR: Aparato que permite manejar objetos microscopicos.
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PROTEINAS: Moléculas mas importantes de las células, ya que tienen funciones
estructurales y de actividad catalitica, estan formadas por aminodcidos. y sirven para
reparar y renovar los tejidos musculares, la piel, el cabello, las ufias y la sangre, al igual que
contribuyen a la formacion de enzimas y hormonas.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS: las determinaciones especificas practicadas a
cada alimento, tales como, microorganismos indicadores, microorganismos patéogenos, u
otros que causen infeccion y enfermedad.

PESCADO SECO-SALADO: Pescado salado que ha sido deshidratado natural o
artificialmente.

PSICROFILOS: Son aquellos microorganismos capaces de crecer a temperaturas entre 0°
C y 7° con posibilidad de desarrollo hasta 25° C y producen colonias visibles a los siete
dias.

PERMISIBLE: Que se puede permitir.

PROLIFERACION: es la accion de multiplicarse abundantemente.

PELAGICOS: Que vive en alta mar, pero no a grandes profundidades.

RECURSOS NATURALES: conjunto de los elementos existentes en la naturaleza que se
utilizan para satisfacer las necesidades humanas.
RIESGO BACTERIOLOGICO: agente biologico presente en el alimento, o bien

condicion en que éste se halla, que puede causar un efecto adverso para la salud.

SALMUERA: Solucion de sal en agua.

SALMUERADO: el procedimiento que consiste en colocar el pescado en una solucion de
sal (cloruro sdédico) en agua durante tiempo suficiente para que el tejido del pescado
absorba una cantidad considerable de sal.

SELENIO: Elemento quimico de nim. atémico 34. Escaso en la corteza terrestre; se
encuentra nativo junto al azufre, y en forma de seleniuro, en la pirita y otros minerales.
Presenta varias formas alotropicas de color rojo y una de color gris. Por sus propiedades
semiconductoras tiene gran aplicacion en la fabricacion de equipos electronicos, y se usa
para dar color rojo en la industria del vidrio, de los esmaltes, y de la ceramica.

SARDINA: pez de cuerpo alargado, fusiforme, de unos 15 a 20 centimetros, con la parte
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superior de color verde azulado, los costados y el abdomen plateados y los opérculos
amarillentos. Presenta los ojos grandes con el parpado adiposo: la mandibula ligeramente
saliente, boca sin dientes.

SECADO: Se pueden emplear tres tipos de procesos en el secado del pescado: Secado por
aire o por contacto, en el que el calor se transfiere al pescado desde el aire o superficie
caliente, utiliza el movimiento del aire sobre el pescado para arrastrar la humedad; Secado
al vacio, en el que se aprovecha la mayor velocidad de evaporacion del agua del pescado a
presion reducida, utiliza la conduccion por contacto con superficies calientes o la radiacion
para evaporar el agua que se elimina mediante una bomba de vacio.

SALADO: Una alternativa a la reduccion de la actividad del agua del pescado por,
sencillamente, extraccion, como ocurre en la simple deshidratacién, es aumentar la
concentracion de solutos. La sal comtn es mas efectiva, inocua, corriente y barata que otros
solutos alimenticios como el azucar, incluso aunque esté presente en relativamente
pequeias concentraciones. Sin embargo, la estabilidad por largo tiempo de los productos
curados se alcanza Unicamente cuando la concentracion de sal en la carne alcanza la

saturacion.

SEGURIDAD ALIMENTARIA: Es cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico y econdmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus
necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos a fin de llevar una

vida activa y sana.

SALUBRIDAD: Cualidad de salubre.

TALUD CONTINENTAL: es una parte de la morfologia submarina, ubicada entre los 200
a 4.000 metros bajo el nivel del mar. Esta zona tiene un fuerte relieve o declive, en la que se
encuentran profundos valles, grandes montafias y gigantescos cafiones submarinos.
TOXIINFECCION ALIMENTARIA o enfermedades de transmision alimentaria son
enfermedades producidas por la ingesta de alimentos contaminados por agentes bioldgicos
(bacterias, virus, parasitos) o sus toxinas. Estos agentes y toxinas llegan a los alimentos por
una inadecuada manipulacion o por una mala conservacion.

TERMOLABILES: Que se altera facilmente por la accion del calor.
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UBICUO: que vive en continuo movimiento

UBICUIDAD: Cualidad de ubicuo.

VALOR NUTRIONAL: importancia de los alimentos por su composicion de nutrientes
beneficiosos para el cuerpo humano.

VALOR MEDICINAL: cualidad de mejorar la salud

VITAMINAS: Son sustancias vitales para el organismo humano, que ayudan a regularizar
el metabolismo, convertir las grasas y los carbohidratos en energia y colaborar en la
formacion dsea.

VALOR CALORICO: es el recuento de kilocalorias

VIRULENCIA: Cualidad de virulento

YODO: es un elemento quimico esencial. La glandula tiroides fabrica las hormonas

tiroxina y triyodotironina, que contienen yodo.

ZONAS COSTERAS: son las aguas costeras, marinas, estuarinas y cercanas a las orillas
de los grandes lagos y mares interiores, asi como, una porcion de tierra cercana a la costa,
en donde actividades humanas y procesos naturales afectan y son afectados por lo que se da

en las aguas.
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RESUMEN

En este estudio se determinaron los niveles de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp. en “sardinas” saladas-secas procesada artesanalmente en la Bahia de Jiquilisco,
El Salvador; como lo dicta el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08 de
Alimentos. Dicho estudio fue realizado, con la finalidad de afirmar o negar la efectividad del
salado como método de preservacidon, con respecto a la inhibicidn de bacterias patdgenas en
dicho producto (analizando “sardinas” frescas como saladas-secas). Los resultados obtenidos de
un total de 15 muestras de “sardinas” frescas y 15 “sardinas” saladas-secas en los meses de abril
— junio, reflejaron que con base a los niveles de Salmonella spp. (Presencia de esta bacteria),
Escherichia coli (> 3NMP/gr.) detectados en el proceso artesanal de las “sardinas” la cantidad
de muestras superan el limite maximo permisible requerido por el RTCA, afirmando que su
calidad sanitaria no es apta para el consumo humano; aunque los niveles de Staphylococcus
aureus hayan sido <10 UFC/gr. Esta contaminacion fecal puede ocurrir por la falta de
aplicacion de las Buenas Practicas de Higiene, que durante todo el proceso de salado y secado
de las “sardinas” no se emplearon en ningin momento durante el proceso, al igual que algunos
posibles factores que influyeron en estos resultados, fueron la contaminacion organica por los
desagiies residuales de afluentes de zonas aledanas, por la accidon antropogénica, actividades
ganaderas, etc.

Palabras Claves: Sardinas saladas-secas, Bacterias patogenas,  Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella spp., pesca artesanal.

ABSTRACT

In the present study we determined the levels of Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp. in "sardines" salt-dried and handmade processed in Bahia de Jiquilisco, El
Salvador; according to the Centroamerical Technical Regulations (CTR) 67.04.50:08 for food.
The study was conducted in order to confirm or deny the effectiveness of salt as a method of
preservation to inhibit the development of pathogenic bacteria in the product (analizing both
"fresh sardines" and "salt-dried sardines"). The results obtained from a total of 15 samples of
"fresh sardines" and 15 "salt-dried sardines" from april to june, showed that, based on the levels
of Salmonella spp (presence of the bacteria), Escherichia coli (> 3NMP/gr.), the local handmade
process excedes the maximum permissible limit required by RTCA, demonstrating the quality
of the product is not suitable for human consumption even when the levels of Staphylococcus
aureus were <102 UFC/gr. This fecal contamination can occur at the lack of application of
good hygiene practices throughout the process of salting and drying of the "sardines", this
practices were never applied in the process, also other factors that may have influenced this
study were: Organic contamination (contamination via wastewater effluent coming from
surrounding areas), anthropogenic action, livestock, etc.



INTRODUCCION

La extraccion de productos marinos ha
permitido a muchas personas la
subsistencia diaria ya sea con el
consumo directo 0 la
comercializacion de ellos, y para lo
cual tienen que aplicar ciertas
normas de higiene como las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM o
por sus siglas en inglés GMPs Good
Manufacturing Practices) y Analisis
de Peligros y Puntos Criticos de
Control (APPCC o por sus siglas en
inglés HACCP Hazard Analysis
Critical Control Point) para ofrecer
un alimento inocuo y de calidad. Los
peces del orden Clupeiformes, que
incluyen a las sardinas, anchoas o
anchovetas, etc., constituyen uno de
los grupos de peces de mayor
importancia en la pesca mundial.
Desde la antigiiedad, dichos peces
han sido capturados, principalmente
con fines de alimentacion vy
obtencion de una serie de
subproductos de interés comercial
(Silva & Pequefio 2007). En El ™
Salvador se realiza la pesca de estos peces, con
el fin de comercializarlos para ser consumidos
como alimento humano y para conservarlos
deben aplicarse métodos para que estos puedan
permanecer comestibles, un método tradicional
que aplican los pescadores artesanales de
“sardinas” es el salado y secado al sol. La
presente investigacion es pionera para el pais y
tiene como finalidad el andlisis de bacterias
patoégenas en las “sardinas” saladas-secas
procesada artesanalmente en la Bahia de
Jiquilisco; para afirmar o negar la efectividad
de este método de preservacion.

Montechristo

MATERIALES Y METODOS
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La Bahia de Jiquilisco se encuentra ubicada en la
zona oriental de El Salvador en el Departamento de
Usulutan (Ilustracion 1) entre los 13° 15 y 13° 18’
Latitud Norte y 88° 48’ y 88° 15° Longitud Oeste.
Presenta altitudes de 0- 40 msnm. y los suelos

cercanos a los esteros
(MARN/MOP, 2003).
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[lustracion 1. Mapa de la Ubicacion Geografica
de la Bahia de Jiquilisco, Usulutan.
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TOMA DE MUESTRAS

Fase de Campo

Se partio al muelle artesanal de Puerto El
Triunfo para embarcarse y se observo el
proceso artesanal de salado-secado. Se hicieron
recorridos con los pescadores de la Asociacion
Cooperativa de Produccion Pesquera de
Servicios Multiples de Puerto El Triunfo de
R.L. (ACOPPSEMPET); por toda la Bahia para
la bsqueda de las sardinas por un periodo de 3
meses (Abril-Junio) haciendo un viaje por mes,
para tener una mayor representatividad de los
datos, fueron un total de 30 muestras y se
colectaron 10 muestras en cada viaje (5
muestras de “sardinas” frescas y 5 muestras de
“sardinas” saladas-secadas al sol (cada muestra
de 1 1b).

Las muestras de “sardinas” fresca se obtuvieron
segin se desarrolld la pesca artesanal de las
“sardinas” en los lugares y periodos de tiempo
que realizaron los pescadores y a la vez se
observd paso a paso el desarrollo del proceso
artesanal de salado y secado de “sardinas” para
su posterior comercializacion. Durante el
recorrido por toda la Bahia con los pescadores,



se tomaron muestras de todos los lances de esa
jornada de pesca en bolsas estériles tipo Ziploc
con capacidad para una libra (en total 5 libras) y
se colocaron en wuna hielera con hielo
manteniendo la temperatura a 4 °C para su
transporte al laboratorio de CENSALUD en un
periodo menor de 24 horas.

Al llegar al muelle los pescadores colocan en el
suelo solo las redes de pesca (el cedazo) y ahi
extienden las “sardinas” que tenian en salmuera
(preparacion de las “sardinas” con sal y agua),
por un lapso de 3 o 4 horas al sol para el secado
(este periodo de tiempo depende de lo soleado o
nublado del dia) (Ver ilustracion 2); luego de
esa exposicion al sol se tomaron las muestras y
se transportaron al laboratorio en bolsas
estériles con capacidad para una libra. Estas
muestras se tomaron del mismo lote de pesca de
las que se obtuvieron las “sardinas” frescas.

Fase de Laboratorio

A las muestras obtenidas de ‘“sardinas” se les
hicieron los analisis microbiologicos para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp. por duplicado para cada
analisis, segun lo propone el Reglamento
Técnico Centroamericano (RTCA) basado en
los métodos de analisis establecidos por la FDA
(Administracion de Medicamentos y
Alimentos). Para los procedimientos realizados
para Salmonella spp. se realizd con el método
tradicional utilizando el Manual Analitico
Bacterioldgico de la FDA. Para los analisis de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli se
hizo uso de las placas indicadoras para recuento
microbiolégico de muestras, 3M Petrifilm ™
que son métodos oficiales para placas Petrifilm
aprobadas por la AOAC (Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos).

RESULTADOS

Para la pesca de ‘“sardinas” los pescadores
hacen recorridos por toda la Bahia de Jiquilisco
para la busqueda de los cardimenes de estos
peces y el periodo de tiempo de este tipo de
pesca depende de las mareas bajas siendo estas
aptas para la pesca de “sardinas”, ya que la
pesca se desarrolla en lugares de poca
profundidad para el mejor manejo de la red; el

tiempo maximo de pesca es de un solo dia. (Ver
[lustracion 3)

Placas 3M Petrifilm para Recuento de
Staphylococcus aureus

Las 30 muestras de “sardinas” resultaron
positivas por la presentacion de colonias color
rojo-violeta y confirmando los resultados con el

Disco Petrifilm Staph Express con la aparicion
de zonas rosadas, tomando en cuenta estas
coloraciones se realizo el conteo de colonias.

Staphylococcus aureus

Placas 3M Petrifilm para Recuento de
Escherichia coli

Se obtuvo un total de 30 muestras positivas en
su totalidad confirmando la presencia de
Escherichia coli, ya que presentaron puntos de

color azul con presencia de gas, manifestado
por una burbuja formada a la par de la colonia,
utilizando estos indicadores se hicieron los
conteos de las colonias.

Escherichia coli




Tlustracion 2.Secado de las “sardinas” saladas en el muelle artesanal de Puerto
El Triunfo.

Descripcion de la pesca artesanal de sardina en la Bahia de Jiquilisco.

1- Los pescadores han realizado 2- Cada ext.:remo it Ilalado ’ .
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adentro de él cerco. listo para ser lavado

- 6- Separacion de la Fauna acompanante
4- Se toma una canasta de 5- Lavado de la sardina

lo que se ha capturado para
lavarlo e

7- Salado de la sardina

Ilustracion 3. Descripcion de la pesca artesanal de sardina en la Bahia de Jiquilisco




Resultados de aislados de Salmonella spp.
en Agar Salmonella —Shigella y Agar
Rambach.

Las 30 muestras positivas inoculadas en
Caldo Tetrationato (TT) y luego inoculadas
en medio Rambach y Salmonella-Shigella, se
sembraron por duplicado y estriado en placas
Petri, cada muestra positiva con coloraciones
anaranjado con centro negro eran presuntivos
de presencia de Salmonella spp, en Agar
Salmonella-shigella y coloraciones de color
rojo en medio Rambach y se obtuvo un total
de presencia de Salmonella spp. en las 120
replicas en los medios.

Terminando de confirmar las bacterias con
todas pruebas bioquimicas y las distintas
coloraciones y reacciones resultando

positivas en su totalidad.

1 Aislado de Salmonella spp. en Agar
Salmonella-Shigella.

Aislado de Salmonella spp. en
Agar Rambach.

E_coli salada_seca | | H

Tratamiento estadistico de los datos

Para la aceptacion o negacion de hipotesis, se
utilizo el paquete estadistico SPSS version 15
y Statgraphics Centurion 16.1.15 para la

comparacion de resultados en las dos
condiciones.
Grafica de comparacion de medias

aritméticas de “sardinas” saladas-secas con
“sardinas” frescas de Staphylococcus aureus.
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Al comparar las medias de los datos de
Staphylococcus aureus (S.a.) determinados
para cada una de las dos condiciones durante
los tres muestreos (abril-julio 2012), se
reconfirma la tendencia general en la que los
valores  minimos de  contaminacion
ocurrieron en “sardinas” frescas.

Grafica de comparacion de medias de
“sardinas” frescas y salada-secas de
Escherichia coli.
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Al comparar las medias de los datos de
Escherichia coli (E.coli) determinados para
cada una de las dos condiciones durante los
tres muestreos (abril-julio 2012), se
reconfirma la tendencia general en la que los
valores minimos ocurrieron en ‘“sardinas”
frescas. Comparando las “sardinas” frescas
con las saladas-secas de los resultados de las
3 bacterias patogenas analizadas
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(Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp.) revelan que este producto
esta contaminado desde que las “sardinas”
son pescadas hasta el salado-secado de las
mismas, aumentando la carga bacteriana a un
100%  debido a la total presencia de
Salmonella spp. y que los valores de
Escherichia coli sobrepasaron los limites
permisibles dados por el RTCA vy esto indica
que el producto tiene una alta contaminacion
fecal.

DISCUSION

Segiin Caballero (2008) y De la Fuente &
Barboza (2010) los alimentos son
perecederos, y pueden estar expuestos a
diversos peligros y consecuentemente perder
inocuidad por multiples agentes fisicos,
quimicos o microbioldgicos, los cuales
potencialmente pueden provocar un dafio en
la salud del consumidor.

Medina  (2008)  menciona que la
contaminacion de los alimentos se debe a la
incorrecta manipulacion y para ello Caballero
(2008), expone que se  necesitan
determinadas condiciones de tratamiento,
conservacion y buena manipulacion de los
alimentos.

Kopper et al. (2009) sefialan que cada vez es
mas importante conocer la historia de un
alimento desde su origen y produccion hasta
el consumo, cuales son las posibles causas
de contaminacion durante las fases de
manipulacion, procesamiento,
almacenamiento, transporte, distribucion y la
exposicion de cada alimento hasta que llega
finalmente al consumidor.

Elotmani et. al (2003) analizaron la
microflora de sardina fresca en la costa
Marroqui y reportaron que en la microflora
se encontr6 la presencia de Staphylococcus
spp. pero los resultados fueron
significativamente inferiores al limite
recomendado por el ICMSF (Comision
Internacional de Especificaciones
Microbiologicas para Alimentos), al igual
que esta investigacion reportando para
sardinas frescas que los niveles de
Staphylococcus aureus estan dentro de los
limites permisibles que establece el RTCA.
Barboza et al. (1999)  analizaron seis
especies diferentes de pescado salado que se
consumen mayormente en la ciudad de
Maracaibo en Venezuela, compararon los
resultados con la Norma COVENIN®, el

recuento de Staphylococcus aureus se
mantuvo dentro de los valores maximos
permitidos por la Norma antes mencionada,
al igual que en esta investigacion en las
“sardinas” saladas-secas los niveles de esta
bacteria se mantuvieron dentro de los
parametros permitidos por el RTCA.
Gutiérrez et al. (2003) reportan que los
productos de origen pesquero elaborados en
forma artesanal en las comunidades Warao
del delta del Orinoco, Venezuela; estan
contaminados con Staphylococcus aureus
sobrepasando las Normas del COVENIN a
diferencia de las “sardinas” saladas—secas
dando como resultado niveles bajos
comparados con los indicados por el RTCA
para esta bacteria.

Los datos obtenidos en esta investigacion en
los analisis microbiologicos para Escherichia
coli en “sardina” fresca difieren con los
reportados por Corrales et al. (2011) en el
estudio bacteriologico de la calidad del
pescado fresco, comercializado en
Cundinamarca (Colombia) comparando los
resultados de Escherichia coli para las 2
especies de pescados analizados (Bagre
(Pseudoplatystoma sp.) y Mojarra Roja
(Oreochromis sp.)) con la Resolucion
Colombiana* 2006 confirmando que los datos
obtenidos estaban dentro de los limites
permitidos por la  Resoluciéon antes
mencionada.

En el andlisis de Salmonella spp. en
“sardina” fresca los datos para esta
investigacion dieron un 100% de la presencia
de esta bacteria, esto es igual a lo encontrado
por Herrera & Santos (2005) que estudiaron
la prevalencia de Sal/monella spp. en pescado
fresco  comercializado en  mercados
Pamplona, Colombia encontrando una alta
prevalencia de esta  bacteria; estas
investigaciones coinciden con los resultados
obtenidos por Armas (1998) en pescados del
Lago de Amatitlan, Guatemala y se producen
estos datos por la contaminacion fecal que
existe en el lago; se menciona esta
investigacion para destacar que los productos
pesqueros dependiendo de su procedencia de
origen pueden estar contaminados

Al contrario los estudios realizado por
Corrales et al. (2011) y Morales (2007)
revelan con sus investigaciones la ausencia
de esta bacteria en pescados frescos.

Barboza et al. (1999) y Gutiérrez et al.
(2003) manifiestan en sus resultados que los



productos  pesqueros  analizados  son
permisibles para el consumo humano a
diferencia de los resultados obtenidos de
“sardinas” saladas-secas procesadas
artesanalmente en la Bahia de Jiquilisco que
sobrepasan los limites permitidos por el
RTCA.

CONCLUSIONES

Esta investigacion es la primera que se
realiza en el pais analizando las bacterias
patogenas (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella spp).presentes
en el proceso artesanal de secado y salado de
“sardinas”, por lo tanto se considera
importante para nuevas investigaciones.

Los estadisticos de tendencia central
reflejaron que las “sardinas” saladas-secas en
los andlisis para E. coli presentaron mayor
contaminacion fecal, posiblemente por los
factores que influyeron principalmente en
estos resultados, fueron la contaminacion
organica por el desagiie residuales de
afluentes de zonas aledafias, por la accion
antropogénica, actividades ganaderas, etc.

La manipulacion y el tratamiento artesanal
que se aplico durante la realizacion de este
estudio en las “sardinas” salada-secas no se
ven reflejada una disminucion en la carga
bacteriana.

Con base a los niveles de Staphylococcus
aureus, Salmonella spp, Escherichia coli
detectados en el proceso artesanal de la
“sardinas” la cantidad de muestras superan el
limite méximo permisible, afirmando que su
calidad sanitaria no es apta para el consumo
humano.

La contaminacion de las “sardinas” pudo ser
por los depositos sin lavar para colocar la
salmuera, la exposicion de estas al polvo,
moscas, animales domésticos y los mismos
pescadores que caminan sobre las redes de
pesca donde son secadas al sol, entre otras
Esta contaminacion fecal puede ocurrir a la
falta de aplicacion de las Buenas Practicas de
Higiene que durante todo el proceso de
salado y secado de las “sardinas” mno se
emplearon en ningun periodo del proceso.

RECOMENDACIONES

Desarrollar mas estudios sobre niveles de
contaminacion de estas bacterias en
“sardinas” saladas-secas en diferentes
mercados y en otros puntos de las zonas

costeras del pais, ya que este tipo de
alimentos son consumidos por muchas
personas dentro del territorio salvadorefio.

Para promover el estudio de otros productos
artesanales de consumo humano se deberia
de solicitar el respaldo de diferentes
instituciones como el Ministerio del
Ambiente y Recursos Naturales (MARN),
Centro de Desarrollo de Ila Pesca vy
Acuicultura (CENDEPESCA), Ministerio de
Salud, para fomentar en los manipuladores
de productos alimenticios las  Buenas
Practicas de Manufactura y de Higiene.

Se propone que al secar las “sardinas” en los
cedazos extendidos en el suelo este se levante
unos centimetros para que no tenga contacto
directo con esta superficie, zapatos de
pescadores, ni animales domésticos que
pasen por encima de las sardinas que se
estan secando.

Para consumir las “sardinas” requiere de una
buena coccion para bajar la carga de
bacterias patdégenas (OMS, 2007).

Se recomienda que para  proximas
investigaciones se realicen estudios tanto por
el método tradicional y por el uso de placas
3M PetrifilmTM para este tipo de alimentos.
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