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RESUMEN

Los supermercados son uno de los establecimientos preferidos por la mayoria de
la poblacion para la adquisicion de lonjas de pescado, debido a su limpieza e
higiene. La lonja de pescado por tener un alto valor nutricional es un blanco
perfecto para la proliferacion de microorganismos, por lo que es importante
conocer su calidad microbiolégica.

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la calidad microbiolégica de la
lonja de pescado comercializada en los supermercados del distrito dos del Area
Metropolitana de San Salvador. Para este estudio se realiz6 previamente una
encuesta para determinar la preferencia de los consumidores, determinando que

las variedades mas consumidas son: tilapia, curvina y tiburoncillo.

Se determind por muestreo aleatorio estratificado el nimero de muestras y de
establecimientos. En cada muestra se evalué la presencia o ausencia de
Salmonella spp, Vibrio cholerae, recuento en placa de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Los resultados se compararon con el RTCA
67.04.50:08, Gupo 9.0, Sub grupo 9.1. Los supermercados muestreados se
evaluaron mediante una guia de observacion que ayudo a determinar parametros
de contaminacién y contaminacion cruzada. Después se realiz6 un segundo

muestreo de igual forma.

Se determiné6 que el 45.83% de las muestras cumplen con todas las
especificaciones del RTCA. Ademas se encontraron otros microorganismos
como Klebsiella spp, Enterobacter spp, Staphylococcus epidermidis, Shigella
spp, Proteus vulgaris, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, que no son
exigidos por el RTCA para este alimento, pero pueden causar dafios a la salud
del consumidor debido a que algunos son patdégenos (excepto Staphylococcus



epidermidis). Por ello se recomienda que la Defensoria del Consumidor y el
MINSAL verifiguen el cumplimiento de las buenas practicas de manipulacion de

los productos pesqueros.

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el periodo de

agosto a septiembre de 2017.



CAPITULO |
INTRODUCCION



XXiii

1.0 INTRODUCCION

En la actualidad los contaminantes biolégicos son la principal causa de
enfermedades (9, por ello es importante estar alertas en todo momento y
especialmente entre los alimentos originarios de la pesca, puesto que son muy
susceptibles al deterioro y a la contaminacion por microorganismos patdogenos
propios del medio donde viven; también debido a la manipulacién vy
almacenamiento inadecuado. Estos factores afectan directamente la salud del
consumidor manifestdndose generalmente con problemas gastrointestinales
como: diarrea, vémito y en algunos casos, pueden llegar a complicarse

provocando secuelas permanentes en el paciente, incluso la muerte.

Es importante recalcar que existen estudios acerca de la calidad del pescado
crudo-entero, pero este estudio se enfocé en el andlisis de la lonja de pescado,
porque la mayoria de la poblacién la prefiere. Por tal razén el objetivo principal
de esta investigacion fue determinar la calidad microbiol6gica de la lonja de
pescado, que se comercializa en los supermercados del distrito dos del area
metropolitana de San Salvador.

El método estadistico que se utilizo fue el muestreo aleatorio estratificado en el
cual se seleccionaron 3 de los 8 supermercados que se encuentran en el distrito
dos. De cada supermercado seleccionado se tomaron muestras al azar de las
diferentes variedades de lonja (tilapia, curvina y tiburoncillo). A cada muestra se
le determind la presencia o ausencia de Salmonella spp, Vibrio cholerae y
recuento en placa de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los
supermercados seleccionados se evaluaron aplicando una guia de observacion
en dos semanas consecutivas donde se determiné que la manipulacién

inadecuada por parte de los manipuladores origind fuentes de contaminacion.
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Los andlisis se realizaron en el Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) durante el periodo de agosto a septiembre de 2017. Los resultados
obtenidos se compararon con los criterios microbiolégicos para vigilancia, segun
Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08 de Alimentos, Criterios
microbioldgicos para la inocuidad de alimentos. Grupo 9.0 Pescados, derivados
y productos marinos; Sub grupo: 9.1. De las muestras analizadas sélo el 45.83%
cumplié con todas las especificaciones.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la calidad microbiolégica de lonja de pescado comercializada en

supermercados del distrito dos del area metropolitana de San Salvador.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Describir mediante una guia de observacion las condiciones
sanitarias de almacenamiento de lonja de pescado (tilapia, curvina,
tiburoncillo) que se comercializa en los supermercados

seleccionados, y verificar si estas inciden en los andlisis.

Identificar la presencia o ausencia de Salmonella spp y Vibrio

cholerae.

Realizar recuento en placa de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus en muestras seleccionadas.

Comparar la calidad microbiolégica de la lonja de pescado con las
especificaciones que establece el Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:08 Alimentos, Grupo 9.0 Pescados,

derivados y productos marinos, Sub grupo 9.1.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Definiciones

3.1.1. Peces )

Animales vertebrados de sangre fria: peces elasmobranquios y cicléstomos.

3.1.2 Pescados (o)

Segun el Codigo alimentario para productos pesqueros el Pescado fresco es: un
producto pesquero que no ha recibido ningun tratamiento de conservacion fuera

del enfriamiento.

3.1.3 Productos de la pesca (3

Se entiende por productos de la pesca todas y cada una de las especies
comestibles de pescado, mariscos y cefaldpodos, marinos o de agua dulce,

enteros, fraccionarios o cualquier parte de los mismos.

3.1.4 Fileteado (12

Se denomina fileteado al proceso por el cual se extraen laminas longitudinales

de diferente grosor (filetes) de musculo sin espinas.

3.2 Clasificacion

Los peces generalmente se definen como vertebrados acuaticos, que utilizan

branquias para obtener oxigeno del agua y poseen aletas con un niamero variable
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de elementos esqueléticos llamados radios (3

Los peces se agrupan en dos grandes grupos: los agnatos, peces sin
mandibulas, y los que si tienen, los gnatostomados, y que por esto pueden abrir
y cerrar la boca. Estos ultimos, engloban dos grandes clases de peces, los
condrictios y los osteictios. Hablamos de peces condrictios cuando nos referimos
a los peces con esqueleto cartilaginoso (tiburones, rayas y quimeras); y de peces

osteictios cuando nos referimos a los peces con esqueleto 6seo ).

Tabla N° 1: Caracteristicas de peces osteictios y condrictios (i1).

Peces Osteictios Peces Condrictios
Esqueleto 6seo o mayoritariamente Esqueleto cartilaginoso
osificado

Branquias cubiertas por el opérculo = Branquias cubiertas por las hendiduras

branquiales
Cuerpo generalmente revestido de Cuerpo revestido de escamas

escamas placoideas o denticulos dérmicos

Generalmente presentan vejiga No tienen vejiga natatoria
natatoria

Dientes soldados a la mandibula Dientes no soldados a la mandibula

Radios de las aletas segmentados de Radios que sostienen las aletas
origen dérmico cartilaginosas

3.3 Anatomia del musculo y su funcién

Los peces son animales acuaticos que disponen de un mecanismo capaz de
utilizar el oxigeno disponible en el agua para su respiracion (branquias). Estos

seres Vvivos poseen una estructura 6sea conformada por una columna vertebral
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que va de la cabeza a la cola y esta formada por vertebras, dichas formaciones

se prolongan lateralmente, formando las costillas (conocida como espinas) (o) (9.

La anatomia del musculo del pez difiere de la anatomia de los animales
terrestres, porque carece del sistema tendinoso (tejido conectivo) que conecta
los paquetes musculares al esqueleto del animal. En cambio, los peces tienen
células musculares que corren en paralelo, separadas perpendicularmente por
tabigues de tejido conectivo (miocomata), ancladas al esqueleto y a la piel. Los
segmentos musculares situados entre estos tabiques de tejido conectivo se

denominan miotomasm (), ver Figura N° 1.

FiguraN° 1. Masculo de pescado fresco con visualizacion de las
estructuras ).

Generalmente el tejido muscular del pez es blanco, pero dependiendo de la
especie, muchos presentan cierta cantidad de tejido oscuro de color marrén o
rojizo. El masculo oscuro se localiza exactamente debajo de la piel a lo largo del

cuerpo del animal (3.
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Figura N° 2. Musculatura esquelética del pez (1.

La proporcién entre musculo oscuro y musculo blanco varia con la actividad del
pez. En los pelégicos, es decir, especies como el arenque y la caballa, que nadan
mas 0 menos en forma continua, hasta el 48% de su peso puede estar constituido
por musculo oscuro. En los peces que se alimentan en el fondo del mar y se

mueven solo periddicamente, la cantidad de musculo oscuro es muy pequenia.

Hay muchas diferencias en la composicién quimica de los dos tipos de musculo,
siendo algunas de las mas notables el alto contenido de lipidos y hemoglobina
presentes en el masculo oscuro. Desde el punto de vista tecnoldgico, el alto
contenido de lipidos del musculo oscuro resulta importante debido a los

problemas asociados con la rancidez ().
3.4 Principales constituyentes del musculo de pescado
El pescado y los productos pesqueros contienen agua, proteinas, otros

compuestos nitrogenados, lipidos, hidratos de carbono, minerales y vitaminas. La

composicién quimica de los peces varia considerablemente entre las diferentes
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especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la
edad, sexo, medio ambiente y temporada. Durante los periodos de intensa
alimentacion, el contenido de proteinas del muasculo aumenta hasta una

extension que depende de la cantidad de proteina agotada (3.

Para el procesamiento del pescado el piscicultor debe de considerar estos
factores para obtener un buen rendimiento de la carne, en especial si el destino
es el fileteado, en dicho aspecto, el pescado seleccionado para la faena debe
estar bien alimentado, robusto para que el contenido de proteina del musculo sea
bueno y con impregnacion de lipido que le dara el sabor y terneza necesaria para
gue sea sabrosa y exquisita en el momento del consumo. El pescado es uno de
los productos con mayor tenor de fuente de sustancias nutritivas para el alimento
humano, es por dicho motivo de vital importancia conocer sus distintos

constituyentes.

En el siguiente cuadro se presentan los principales componentes quimicos del

musculo del pescado en cantidad porcentual minima como maxima.

Tabla N° 2: Principales constituyentes quimicos (porcentaje en base humeda)
del mdusculo del pescado (1.

Constituyentes Proporcion en % (intervalo)
Agua 70 a 80
Proteina 15a22
Grasa la?22
Carbohidratos 0.5
Sales minerales, fosforo, sodio, 0la1l

calcio y yodo
Vitaminas A B,DYE
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3.4.1 Agua

La carne de pescado esta compuesta principalmente en un 70 a 80% de agua,
dicho porcentaje en el musculo fresco depende principalmente de su contenido
en grasa, existiendo por lo general una relacion inversa entre estos componentes,

cuando mas graso es el pescado, menor es el contenido en agua «2).

3.4.2 Proteinas

Las proteinas del musculo del pez se pueden dividir en tres grupos:

1. Proteinas estructurales (actina, miosina, tropomiosina y actomiosina), que
constituyen el 70-80 por ciento del contenido total de proteinas
(comparado con el 40 por ciento en mamiferos). Estas proteinas son
solubles en soluciones salinas neutras de alta fuerza i6nica (¢ 0,5 M).

2. Proteinas sarcoplasmaticas (mioalbumina, globulina y enzimas), que son
solubles en soluciones salinas neutras de baja fuerza iénica (0,15 M). Esta
fraccion constituye el 25-30 por ciento del total de proteinas.

3. Proteinas del tejido conectivo (colageno), que constituyen
aproximadamente el 3 por ciento del total de las proteinas en teledsteos y
cerca del 10 por ciento en elasmobranquios (comparado con el 17 por

ciento en mamiferos) (4.

En la proteina de pescado encontramos varias sustancias importantes para el
desarrollo de ciertas funciones en el cuerpo aminoacidos esenciales (estos no
pueden ser sintetizados por el cuerpo humano) en abundancia. En la tabla N° 3
se presentan los porcentajes de los 8 aminoacidos esenciales presentes en el
pescado, en la que figura la lisina (fundamental en nifilos para el crecimiento), el

triptéfano (se utiliza para formacion de la sangre).
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Tabla N° 3: Aminoé&cidos esenciales (porcentaje) de varias proteinas (2.

Porcentaje de aminoacidos presentes en el

pescado.
Aminoacido Pescado (%)
Lisina 8.8
Triptéfano 1
Histidina 2
Fenilalanina 3.9
Leucina 8.4
Isoleucina 6
Treonina 4.6
Metionina-cistina 4

Valina

3.4.3 Grasa

Los triglicéridos son a menudo denominados depdsitos de grasa. Algunos peces
contienen ceras esterificadas como parte de sus depdsitos de grasa ...

Este componente experimenta variaciones en las especies, donde se distinguen
los peces magros y grasos, presentan un predominio de los acidos grasos
polinsaturados, destacando los omega 3 por sus propiedades antiagregantes,
vasodilatadoras y reductoras de los niveles sanguineos de triglicéridos que son

muy beneficiosas para la salud del consumidor (14).

3.4.5 Carbohidratos

En la carne de pescado el contenido de energia es poco significativo, en donde

el porcentaje de concentracion no supera el 1% ».
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3.4.5 Sales minerales

La que se encuentra en mayor abundancia en el pescado es el fosforo, sodio,
calcio y yodo. Los minerales de la carne de pescado representan unos 0,1 a1 %
de la misma. Cabe sefalar que el contenido de sodio de carne de pescado es
relativamente bajo, lo que lo hace adecuado para dietas bajas en sodio.

Tabla N° 4: Constituyentes minerales del musculo de pescado (z).

Elemento Valor promedio (mg/100g) Rango (mg/100g)

Sodio 72 30-134
Potasio 278 19 — 502
Calcio 79 19 - 881
Magnesio 38 4,5 - 452
Fosforo 190 68 — 550

3.4.6 Vitaminas

La cantidad de vitaminas y minerales es especifica de la especie. La carne de
pescado es una buena fuente de vitamina B y en el caso de las especies grasas
Respecto a los minerales, la carne de pescado se considera una fuente
particularmente valiosa de calcio y fésforo, asi como también de hierro y cobre.
Los peces contienen una cantidad considerable de vitaminas, entre las cuales
podemos mencionar a las vitaminas A, D, E, F, K, B1, B2, Bs, B12, C, la niacina, la
biotina, el acido félico, entre otros (31). Estas vitaminas desempefian funciones
muy importantes en el organismo como, por ejemplo:
- LaVitamina Ay E, poseen accién antioxidante, es decir, constituyen un factor
protector frente a ciertas enfermedades degenerativas, cardiovasculares y al

cancer.
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- Lavitamina C, ayuda a prevenir la formacion de NITROSAMINA, un poderoso

agente causante del cancer (1.

3.5 Tipos de contaminacién en los alimentos

La rapidez de la descomposicion esta relacionada a:

- Contaminacion primaria: (presencia inicial de microorganismos) a los
gue esta expuesta la carne (filete).

- Contaminacion directa: este proceso de deterioro esta relacionado con
los contaminantes llegan al alimento por medio de la persona que los
manipula. Este tipo de contaminacién posiblemente es la forma mas
simple y coman de contaminacién de los alimentos.

- Contaminacion cruzada: Esta contaminacién se entiende como el paso
de un peligro presente en un alimento a otro que se encontraba inocuo,
utilizando como vehiculo superficies o utensilios que han estado en
contacto con ambos alimentos sin la debida limpieza y desinfeccién

requerida .s).

3.6 Cambios post- mortem en el pescado

Los peces, como en todos los seres vivos, inmediatamente a la muerte acontece,
una cadena de eventos que conllevan inevitablemente al deterioro y putrefaccion
de la carne del animal. Dicha condicion obliga a mantener vivos los animales
hasta minutos antes del procesamiento y que dicha operacion sea lo mas rapida
posible para presentar al consumidor un producto de buena calidad y fresco para

la venta directa o para aplicar alguna técnica de conservacion al producto (2.

La carne del pez sufre dos tipos de proceso de destruccion posterior a la muerte,

la denominada autodestruccion (autolisis) y la destruccion por microorganismos.
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Autdlisis significa "auto-digestion”. Se sabe desde hace muchos afios que existen
por lo menos dos tipos de deterioro en el pescado: bacteriano y enzimatico. Al
momento de la muerte, el suministro de oxigeno al tejido muscular se interrumpe
porque la sangre deja de ser bombeada por el corazon y no circula a través de
las branquias donde, en los peces vivos, es enriquecida con oxigeno. Dado que
el oxigeno no esta disponible para la respiracion normal, se restringe la

produccion de energia a partir de los nutrientes ingeridos (14).

3.7 Cambios en la calidad

Al morir el pez, la musculatura es atacada por microorganismos del ambiente,
generandose la descomposicion del material hasta llegar a la putrefaccion s
Ademas, se produce otros fendmenos que son la degradacion autolitica que
acrecienta las condiciones propicias para que los microorganismos invadan y

actuen (o).

Figura N° 3. a) Pescado en franco proceso de deterioro. b) Pescado fresco (2).

3.8 Manipulacion higiénica

El manipulador debe mantener la limpieza en el local de procesamiento de
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pescado, buscando la manera de evitar que el producto entre en contacto con
superficies contaminantes, manteniendo en el lugar de trabajo la higiene. Esta
condicion es debido a que el principal factor que determina la descomposicion de
la carne, son los microorganismos. En el local el manipulador debe cuidar los

siguientes aspectos (2.

- Agua

La potabilidad del agua que se utiliza para el procesamiento es esencial para
la seguridad del pescado que va hacer utilizado como alimento. El agua no
solo es la que se utiliza para el lavado del producto o la higiene del personal
y los equipos, sino también se incluyen el hielo que se usa para el sacrificio y

el mantenimiento de la cadena de frio dentro del lugar de procesamiento.

El cloro es un producto que se utiliza para mejorar la calidad del agua que
sera utilizada en el local de procesamiento, pero es importante tener en
cuenta que su uso en forma indiscriminada puede resultar téxico para el ser

humano.

La accién del cloro en el agua radica en su alto poder oxidante en la estructura
celular de las bacterias, destruyendo las reacciones bioquimicas normales
que se generan en su organismo. Ademas reacciona con otros elementos
presentes en la misma que generan olores y sabores desagradables

mejorando su calidad.

El efecto de la aplicacion del cloro esta relacionado con las condiciones del
medio en donde se realiza el tratamiento, en dicho aspecto los factores que
lo determinan son: pH, temperatura, tiempo de contacto y la concentracién del

producto (2.
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Superficie de trabajo

Las superficies de trabajo del local de procesamiento de pescado deben ser
construidas de materiales de facil limpieza y desinfeccion (mesada de acero
inoxidable). La limpieza debe realizarse posterior a cada faena, utilizando
agua potable y utensilios adecuados como cepillos, escobas, detergentes y
una limpieza a conciencia para lograr la eliminacion de la mayor cantidad

posible de microorganismos.

La limpieza y desinfeccion constituye un procedimiento vital en el
procesamiento del pescado, ya que buscan la reduccién de los niveles de la
flora microbiana existentes a rangos seguros. Las mesas de madera no se
recomiendan, por la absorcidon de la humedad y por la dificultad para su
limpieza, generando una multiplicacibn de microorganismos que pueden

contaminar el producto y deteriorar con mas rapidez.

Figura N° 4: Superficie de trabajo construido de material de facil limpieza (2

Equipos y herramientas

Los equipos y herramientas utilizadas en el proceso de faena de los peces

deben ser de féacil limpieza y desinfeccion. Estos elementos deben ser
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limpiados y esterilizados por cada faena realizada para mantener la asepsia

de las mismas 2.

Figura N° 5: Equipos y material de facil limpieza y desinfeccién destinado al

procesamiento del fileteado ().

Limpieza personal

En el local de procesamiento de pescado se debe evitar la introduccion de
microorganismos que provoquen enfermedades a las personas que
consumen el producto. Los microbios para que llegue a la planta de
procesamiento de pescado, necesitan de un trasportador debido a que no
dispone de un sistema de locomocién, en dicho aspecto, el operario del local
es el principal elemento que utilizan estos microorganismo para llegar a la
planta, es por dicho motivo que el personal que trabaja en el procesamiento,
debe ser una persona responsable que practique reglas basicas sobre su
higiene personal, su vestimenta y sus habitos durante la manipulacion del

pescado.

Los trabajadores del local deben mantener el aseo y cumplir unos requisitos
antes de acceder al local de faena. Al respecto, se recomienda disponer en

las instalaciones de un vestuario en donde el personal pueda asearse y
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colocar sus atuendos de trabajo, para evitar introducir en el local

microorganismos, asi también, en el acceso se debe disponer de un pediluvio.

Se presenta a continuacion algunos habitos y comportamientos que el
personal debe cumplir para el procesamiento higiénico de los peces en el local
y son:

- Mantener las manos limpias

- No deben usar ningun tipo de objeto como anillos, relojes, pulseras, etc.

- Cubrir la boca con tapabocas

- Utilizar gorros (cofia) para cubrir el pelo

- Utilizar guantes de facil higienizacion

- Utilizar delantales plasticos lavables y de facil desinfeccion

- Botas de hule antiderrapantes

- Mantener ufias cortas, limpias y sin barniz

- Ropa de trabajo limpio

- Cabello cubierto

- No toser o estornudar frente al alimento

- No tocarse la nariz, el pelo y la cabeza (1.
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Figura N° 6: Personal de planta de procesamiento, equipado apropiadamente
para el trabajo higiénico de las lonjas @2
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Almacenamiento

El lugar de almacenamiento del producto debe ser construido de materiales
de facil limpieza y ubicarse en un lugar cerrado, seco y bien ventilado alejado
de lugares que puedan contaminarlo como basureros o0 agua estancada. En
los depositos de almacenamiento los alimentos deben ser ubicados segun el
criterio de PEPS (los primeros en entrar deben ser los primeros en salir para
su comercializacién o consumo) de tal forma a que el producto se mantenga

el menor tiempo posible en el lugar 2.

Instalaciones

El local de trabajo se recomienda que sean construidos de material que no
absorban el agua para evitar el crecimiento de las bacterias, las paredes de
la zona de procesamiento deben estar cubierto de material de facil limpieza
liso para no tener resquicios en donde puedan quedar microorganismos, con
una disponibilidad de abundante agua de buena calidad para la limpieza

posterior al uso.

La planta de procesamiento de pescado debe estar planificada en dos areas
bien definida de trabajo, una zona denominada sucia y la otra limpia. Estos
sitios deben estar bien separados unos con otros de tal forma a que el
producto en el procesado final (area limpia) no se contamine (ver Tabla N° 5).
El sitio de recepcion de materia prima debe estar preparado para ubicar los
peces trasladados para su procesamiento y conseguir una buena depuracion
antes del sacrificio. La zona debe contar con abundante agua para permitir la
circulacién permanente de la misma en los reservorios para la limpieza de los

peces.
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Tabla N° 5: Distribucion general de una planta de procesamiento de pescado (2
Areas Sub &reas Sitios ‘
. Vestidores
Servicio S

Sanitarios
Recepcién de materia prima

Sucia (gris) Pileta de sacrificio

Proceso del producto | Mesa de trabajo

Sala de materiales de trabajo
Oficina administrativa
Mesa de trabajo de proceso final

o Zona de empaque

Limpia (blanca) Proceso del producto : o :

Céamara frigorifica de almacenamiento

Expendio de producto terminado

El lugar debe estar ubicada cercana a la pileta de sacrificio (si se utiliza el choque
térmico) y la mesada de trabajo, de tal forma a facilitar al personal la manipulacion
de los peces para su procesamiento. Asi también, los materiales de trabajo deben
estar cerca de dicho sitio para disminuir las pérdidas de tiempo y conseguir mayor
eficiencia del trabajador.

El proceso final consiste en la recepcion del producto a través de una ventana
separadora de las dos areas, ya con la limpieza correspondiente de tal forma a
realizar los ultimos retoques para el empaque final del producto y trasladarlo en
la zona de almacenamiento de acuerdo al procesamiento de terminacion que se
desee realizar. En particular si se mantendra congelado se debe ubica en una

camara a -16°C para su acumulacion para la venta.

En las instalaciones deben evitarse presencia de insectos, roedores, perros,
gatos debido a que pueden portar enfermedades y microorganismos que generen

contaminacion del producto. En la planta de procesamiento y zonas aledafas se
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recomienda evitar la acumulacion de residuos que atraigan a las plagas, como

asi también, mantener la higiene en el area de procesamiento.

La prevencion y el control de estas plagas se pueden realizar mediante un plan
estratégico, buscando las acciones oportunas de acuerdo al problema que se
presente. La prevencion es lo mas aconsejable de tal forma a evitar los problemas

potenciales que generen perdidas a la empresa ().

Figura N° 7: Instalacion de procesamiento de lonjas de pescado acorde con
las exigencias higiénicas para la obtencién de productos de
calidad 2.

3.9 Tipos de corte en pescados

3.9.1 Cortes en rodajas

Para esta presentacion se efectlan cortes en forma transversal en pequefios
trozos que pueden ser con o sin hueso en diferentes tamafios. Esta forma de
presentacion es muy comun en peces nativos de gran tamafio. Los cortes facilitan

la venta parcial de ejemplares que normalmente pesan varios kilos.



45

Figura N° 8. Presentacion en rodajas de pescado para la venta ().

3.9.2. Fileteado

Se denomina fileteado al proceso por el cual se extraen laminas longitudinales
de diferente grosor (filetes) de musculo sin espinas. Dicha técnica es muy
utilizada en nuestro medio especialmente en tilapias, donde los consumidores
aprecian este tipo de presentacion. El fileteado se practica en muchas especies
gue se comercializan en nuestro medio. Los rendimientos de filetes son
relativamente bajos (alrededor de 30 a 40% con relacién al peso del pescado
entero), dependiendo del tamafio del ejemplar. La ventaja del fileteado para el
consumidor es la de disponer de un producto sin espinas, de excelente

presentacion a la vista, por lo que es altamente demandado.

Por su parte, los filetes ocupan un espacio relativamente pequefio que facilita la
exposicién en el mercado y abarata los costos de transporte y se ofrece con un
valor elevado. Para lograr esta presentacion, sin embargo, el productor requiere
instalaciones y equipamiento adecuados, como asi también, de personal

entrenado para realizar el proceso ().

Existen dos técnicas de fileteado: Una es la evisceracion previa y la otra sin
extraccion de las visceras. El proceso consiste en lo siguiente: el primer paso

es la extraccion de las escamas utilizando un descamador y las aletas del
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pescado, posteriormente se realiza un corte superficial de la piel delimitando el
filete en ambos lados del animal, procediendo a la extraccion de la misma.

Figura N° 9. a) Descamado del pescado. b) Extraccion de la piel del pescado
durante el proceso de fileteado (2.

Seguidamente se coloca el pescado sobre la mesa de filetear de costado con la
cabeza hacia la derecha y el lomo del lado del que procesa, luego se realiza un
corte paralelo a las espinas dorsales que va desde la cabeza a la cola, dicho
corte se recomienda que sea de una vez y que alcance la insercién de las costillas
a las vértebras y finalmente se procede a levantar con la mano opuesta el corte
anterior y se completa la separacion del filete de las costillas en el mismo sentido

del primer corte obteniendo el filete del lado izquierdo.

Figura N° 10. a) Corte en paralelo a las espinas. b) Proceso de separacion
de la carne del hueso en el fileteado (12).
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Del mismo modo se procede a la separacion del filete del lado derecho, la
diferencia radica en que los cortes se realizan de la cola hacia la cabeza. El Gltimo
proceso es la extraccion de las espinas que salen de las vértebras en direccion
a la linea lateral, préximas a la cabeza y se remueven con un corte en “v”. Los
filetes extraidos deben ser inmediatamente separados de la zona de
procesamiento para su lavado, escurrido, envasado al vacio (de acuerdo al

proveedor) y almacenado.

Figura N° 11: Filetes de tilapia listos para ser envasados en sus respectivas cajas
de transporte ().

3.10 Factores asociados a la actividad microbiana

El tipo y velocidad de deterioro microbiano en productos pesqueros se asocia
a los siguientes factores:

- Tipo de organismo: pescado, equinodermo, crustaceos, moluscos;
bentoénico, pelagico; magro, semigraso, graso.

- Tipo de grado de contaminacion bacteriana en tejido muscular o porciéon
comestible: atribuible a factores como zona de captura arte y método de
pesca.

- Tipo de manipulacién a bordo de las embarcaciones pesqueras, carga y

descarga del producto.
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- Temperatura de conservacion: en hielo, refrigeracion, congelacion,
manejo a temperatura ambiente.

- Uso de conservadores: empleo de agentes quimicos o antibiéticos en
forma de bafio o adicionados al hielo.

- Condiciones fisiolégicas del organismo: relajado, fatigado, vacuidad o

plenitud de su aparato digestivo ).

3.11 Aseguramiento de la calidad del pescado fresco

Los pescadores artesanales, pescan por algunas horas y regresan a vender sus
capturas en la playa mientras los peces continlan aun vivos o muy frescos, no

requieren un sistema complicado de aseguramiento de la calidad.

Sus compradores conocen muy bien la calidad del pescado y generalmente el
pescado es capturado, vendido y consumido en el mismo dia. Sin embargo,
ninguna compafia productora de alimentos, procesadora o distribuidora, puede
mantenerse en el medio o a largo plazo, a menos que los temas sobre la calidad
sean reconocidos apropiadamente y tratados, y sea puesto en operacién un

sistema de calidad apropiado en el establecimiento procesador.

Es importante verificar la calidad del producto en todas sus etapas de distribucion
0 procesamiento, de no ser asi pueden haber costos econémicos y en el peor de
los casos atentados a la salud de los consumidores (3

3.12 Enfermedades transmitidas por alimentos

Definicién

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001), las enfermedades
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transmitidas por alimentos se definen como «El conjunto de sintomas originados
por la ingestibn de agua y/o alimentos que contengan agentes bioldgicos
(bacterias o parasitos) o no bioldgicos (p. €j., plaguicidas o metales pesados) en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o cronica,

a nivel individual o de grupo de personas» ().

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son aquellas enfermedades
de caracter infeccioso o toxico, causadas por agentes (biolégicos, quimicos o

fisicos) que penetran al organismo usando como vehiculo un alimento @s)

Factores de riesgo

Son los factores que contribuyen a los riesgos que surgen del consumo de
alimentos y se relacionan con los tipos de poblaciones y estilos de vida de los

consumidores.

En paises como El Salvador esto ha cambiado durante las Gltimas dos décadas
en razon de conflictos de indole econdmica, social o politica que trajeron como
consecuencia un deterioro de los recursos naturales creando un medio de baja
calidad con repercusiones sobre la disponibilidad de una buena produccién

alimentaria (),

3.13 Microorganismos indicadores

Estos microorganismos son Utiles para dar informacion sobre condiciones
inadecuadas de higiene, almacenamiento y posibilidad de descomposicion del
producto. Los microorganismos que se utilizan para la determinacién de posible
contaminacion son especies de enumeracion mas facil y cuya presencia en cierto

namero se considera como un indicador de que los alimentos estuvieron
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expuestos a condiciones que pudieran determinar la llegada a los mismos
microorganismos peligrosos y/o permiten la proliferacién de especies patégenas

o toxigénicas.

Los grupos de microorganismos 0 especies se denominan organismos
indicadores y son de gran utilidad para determinar la calidad bacteriol6gica de los

alimentos como garantia al consumidor .

3.14 Microorganismos patégenos

Los microorganismos patégenos dan informacion sobre la posibilidad de que el
alimento sea responsable de producir una infeccidn o intoxicacion en el
consumidor. Por lo tanto, la presencia de estos microorganismos en el alimento
(alimento marino) constituye un gran riesgo para la salud. Estos tienen distintos
mecanismos de accion que pueden dar origen a enfermedades de tipo
alimentarias, puede ocurrir a través de una infeccion donde el microorganismo se
multiplica en el ser humano antes de que inicien los sintomas, transcurriendo por

lo general méas de 24 horas, entre la ingestion del alimento y los sintomas.

En el caso de una intoxicacion el microorganismo elabora la toxina en el alimento
y los sintomas de la enfermedad aparecen después de pocas horas de ser
ingerido. La gravedad de la enfermedad depende de varios factores como son:
el namero inicial de células, la cantidad de toxinas preformada en el alimento, la
virulencia de la cepa patdégena, y la sensibilidad de la persona que consume el
alimento. Existen grupos de personas de alto riesgo como son los nifios
pequefios, personas ancianas, y enfermos, los cuales son mas propensos a las

enfermedades de tipo alimentarias ).

Entre los microorganismos que abarca este estudio se encuentran: Salmonella
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spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Vibrio cholerae.

3.14.1 Salmonella spp.

Figura N° 12. Morfologia microscopica de Salmonella spp, vista en MEB @y,

Salmonella spp es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,
con flagelos periticos y que no desarrollan cdpsula ni esporas. Son bacterias
moviles que producen sulfuro de hidrégeno (H2S) . Fermentan glucosa por

poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa (a).

Es un agente productor de zoonosis de distribucidén universal. Se transmite por
contacto directo o contaminacion cruzada durante la manipulacion, en el

procesado de alimentos o en el hogar ).
Taxonomia
El género Salmonella spp es de taxonomia dificil, modificada en estos ultimos

afios por el aporte de estudios moleculares de homologia de ADN que han

clarificado el panorama taxonomico de las enterobacterias.
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Es un bacilo patégeno primario (como Shigella, Yersinia y ciertas cepas de
Escherichia coli). Ademas de esta se encuentra la Salmonella typhi, es la Unica

serovariedad que no produce gas en la fermentacion de los azlcares ().

Taxondmicamente, todas las cepas de Salmonella pertenecen a una especie, S.
entérica, pero esta nomenclatura no se ha capturado y el género sigue siendo
reconocido por los nombres de especies populares, muchos de los cuales se
nombran en base a serotipos y brotes: (24

- Salmonella enteritidis (enteritis)

- Salmonella typhimurium (enteritis)

- Salmonella cholerasuis (septicemia)

- Salmonella typhi (fiebre entérica, transporte asintoméatico)

- Salmonella paratyphi (fiebre entérica, transporte asintomatico)

Epidemiologia

La salmonelosis entérica esta habitualmente causada por Salmonella entérica,
es de importancia en paises en desarrollo, donde su incidencia esta en aumento,

y en algunos paises, la enfermedad es endémica ).

La salmonelosis es una enfermedad de transmision alimentaria, en especial por
alimentos de origen animal. El periodo de incubacion es por lo general entre 12
a 36 horas, a veces hasta 6 y 48 horas. La Salmonella spp habita normalmente
en la superficie de los huevos, la piel de tomates y de aquellos frutos y verduras
gue tienen contacto con la tierra. La fiebre tifoidea es otra de las enfermedades

gue pueden ser ocasionadas por bacterias del género Salmonella spp (4

Habitualmente esta enfermedad estd provocada por cepas de Salmonella

entérica subespecie entérica serotipo 56 typhi (Salmonella typhi). ElI dnico
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reservorio de la Salmonella typhi es el hombre, de modo que se transmite de una
persona a otra. Existen métodos destinados a evitar la proliferacion de este
género en los alimentos, por ejemplo, destruir la bacteria en los alimentos
mediante la coccion, evitar la contaminacion cruzada durante la manipulacién de
los mismos y almacenar los alimentos a bajas o altas temperaturas para evitar su

crecimiento (o).

3.14.2 Staphylococcus aureus

Figura N° 13: Morfologia microscopica de Staphylococcus aureus, en MEB gy,

Staphylococcus aureus es una especie bacteriana integrada por formas
cocaceas, que se dividen en mas de un plano, por lo que se agrupan
regularmente en racimos. Son inméviles y carecen de esporas. Son gram
positivas. Su metabolismo es de tipo fermentativo, son aerobios y anaerobios
facultativos, catalasa y oxidasa positivo. Son capaces de fermentar la glucosa sin
produccion de gases y producen acetil metilcarbinol. Fermentan el manitol con
formacion de acidos y puede hacerlo en anaerobiosis (16). No hidrolizan el
almidon y son capaces de crecer en presencia de un 40% de bilis. Soportan tasas
elevadas de cloruro sédico, hasta un 15%. La temperatura éptima de crecimiento
va de 35a40 °Cy el pH 6ptimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pH mucho

mas extremos (.
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Poseen una enzima, la coagulasa, que la diferencia del resto de las especies del
género; esta tiene la facultad de reaccionar con el fibrindgeno dando lugar a un
coagulo de fibrina. Poseen igualmente una desoxirribonucleasa que es una
nucleasa exocelular que depolimeriza el ADN, a esta enzima se la denomina

termonucleasa, por ser termoresistente en las cepas de aureus @)

Epidemiologia

El Staphylococcus aureus es un agente patogénico que se encuentra en la piel
del individuo sano, pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen puede
causar enfermedad. El principal grupo de riesgo son pacientes hospitalizados o

inmunocomprometidos (.

Infeccién

Infeccion de piel y partes blandas. Neumonia. Enfermedades por toxinas

(sindrome de la piel escaldada, sindrome del shock toxico y gastroenteritis) «).

3.14.3 Escherichia coli

Figura N° 14. Morfologia microscopica de Escherichia coli, vista en MEB (1),

Escherichia coli (mejor conocida por la abreviacion de su nombre, E. coli) es
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quizas el organismo mas estudiado por el ser humano se trata de una bacteria
gue se encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende en las
aguas negras. Fué descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von
Escherich, bacteridlogo aleman, quién la denomindé Bacterium coli.
Posteriormente la taxonomia le adjudico el nombre de Escherichia coli, en honor
a su descubridor. Esta y otras bacterias son necesarias para el funcionamiento
correcto del proceso digestivo, ademas de producir las vitaminas B y K. Es un
bacilo que reacciona negativamente a la tincibn de gram (gram negativo), es
anaeroébico facultativo, mévil por flagelos periticos (que rodean su cuerpo), no
forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa.

Es una bacteria utilizada frecuentemente en experimentos de genética y

biotecnologia molecular ).

Funcién normal

Escherichia coli, en su habitat natural, vive en los intestinos de la mayor parte de
mamiferos sanos. Es el principal organismo anaerobio facultativo del sistema
digestivo. En individuos sanos, actia como un comensal formando parte de la
flora intestinal y ayudando asi a la absorcion de nutrientes . En humanos,
Escherichia coli coloniza el tracto gastrointestinal de un neonato adhiriéndose a
las mucosidades del intestino grueso en el plazo de 48 horas después de la

primera comida )

Escherichia coli O157: H7

Escherichia coli O157: H7 es una de cientos de cepas de la Escherichia coli.

Aungue la mayoria de las cepas son inocuas y viven en los intestinos de los seres
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humanos y animales saludables, esta cepa produce una potente toxina y puede

ocasionar enfermedades graves como el sindrome urémico hemolitico ),

Se diferencia de las otras Escherichia coli en que no fermenta el sorbitol, no crece
a 44 °Cy no produce B-glucoronidasa. La combinacion de letras y nimeros en el
nombre de la bacteria se refiere a los marcadores antigénicos especificos que se
encuentran en su superficie y la distingue de otros tipos de Escherichia coli:

- El antigeno somatico O, proveniente del lipopolisacérido de la pared celular.
- El antigeno flagelar H, compuesto por 75 polisacaridos ).

El grupo de riesgo comprende practicamente a todas las personas
inmunocomprometidas o no. Sin embargo, los nifios menores de 5 afios y los

ancianos; son los mas susceptibles de contraer complicaciones graves (.

Patogenia

Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra-intestinales
generalmente severas, tales como infecciones del aparato excretor, cistitis,

meningitis, peritonitis, mastitis y septicemia ).

Virulencia

La Escherichia coli rica esta dividida por sus propiedades virulentas, pudiendo
causar diarrea en humanos y otros animales. Otras cepas causan diarreas
hemorragicas por virtud de su agresividad, patogenicidad y toxicidad.
Generalmente afecta a nifios entre 1 afio y 8 afios, causado generalmente por la
contaminacion de alimentos, y posterior mala coccion de los mismos, es decir, a

temperaturas menores de 70 °C )
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Infecciones urinarias

Son mas comunes en mujeres por lo corto de la uretra (25-50 mm / 1-2 pulgadas)

en comparacion con los hombres (unos 20 cm / 8 pulgadas). Entre los ancianos,

las infecciones urinarias tienden a ser de la misma proporcion entre hombres y

mujeres. Los malos habitos sanitarios pueden predisponer a una infeccién y en

muchos casos el evento iniciante de la infeccidon es desconocida )

Clasificacion

Escherichia coli enteropatogénica (ECEP) se conoce, principalmente, como
la causa de brotes de diarrea neonatal aguda, se producen con frecuencia en
instituciones infantiles con poca higiene, especialmente en épocas calurosas.
Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) produce la denominada diarrea del
viajero y es la causa principal de diarrea en paises subdesarrollados,
especialmente entre nifios.

Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) es el agente causal de la colibacilosis,
la enfermedad afecta a nifios y adultos.

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) conocido también como
Escherichia coli O157:H7 es de origen bovino y se difunde a través de la leche

y alimentos como carne picada de bovino, cordero y cerdo ) (o).

3.14.4 Vibrio cholerae

LA

=
N %

Figura N° 15: Morfologia microscopica de Vibrio cholerae vista en MEB ).
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Los Vibriones se encuentran entre las bacterias mas comunes en aguas poco
profundas en todo el mundo. Son bacilos aerobios curvos, dotados de motilidad,
poseen un flagelo polar. El serogrupo O1 del V. cholerae y los vibriones

relacionados causan el célera en humanos (s

Por lo regular, el V. cholerae fermenta la sacarosa y la manosa pero no la
arabinosa. Una prueba oxidasa positiva es una etapa clave en la identificacion
preliminar del V. cholerae y otros vibriones. Las especies de Vibrio son
susceptibles al compuesto 0O/129 (fosfato de 2,4-diamino-6,7-diisopropil-
pteridina), que las diferencia de las Aeromonas resistentes a esta sustancia. La
mayor parte de Vibrio son halotolerantes, y con frecuencia el NaCl estimula su
crecimiento.

Algunos vibriones son halofilicos y requieren del NaCl para crecer ().

Morfologia microscopica

El V. cholerae es un bacilo curvo en forma de coma, de 2-4 um de longitud.
Presenta motilidad activa por medio de un flagelo polar. En cultivo prolongado,
los vibriones pueden convertirse en bacilos rectos parecidos a bacterias entéricas
Gram negativas. El V. cholerae posee lipopolisacaridos O que le confieren
especificidad serolégica. Existen al menos 139 grupos de antigenos O. Las cepas
del V. cholerae de los grupos O1 y 0139 causan el cdlera tipico; en ocasiones,

el V. cholerae que no es O1 ni 0139, causan enfermedad similar al célera ().

El antigeno al serogrupo O1 del V. cholerae posee determinantes que permiten
una tipificacion adicional, los principales serotipos son Ogawa e Inaba. Se han
definido dos biotipos del V. cholerae epidémico: el clasico y El Tor. Este ultimo
produce una hemolisina, es positivo en la prueba de Voges-Proskauer y

resistente a la polimixina B )
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ElI'V. cholerae O139 es muy similar al V. cholerae O1-biotipo El Tor. EI V. cholerae

O1 no elabora capsula alguna.

El V. cholerae y los vibriones relacionados producen una enterotoxina termolabil
con peso molecular de casi 84000 que consta de subunidades A y B. La
activacion de la subunidad Al incrementa la concentracion de cAMP intracelular
y produce hipersecrecion prolongada de agua y electrolitos. Hay un incremento
de la secrecion de cloro dependiente de sodio, y se inhibe la absorcién del sodio
y del cloro. Aparece diarrea, hasta 20 a 30 L/d, con deshidratacion resultante,

choque, acidosis y muerte (s).

Morfologia macroscoépica

Figura N° 16. Morfologia macroscopica de Vibrio cholerae en agar TCBS (o).

El V. cholerae produce colonias convexas lisas, redondas, opacas y granulares
con luz transmitida. EI V. cholerae y la mayor parte de otros vibriones crecen bien
a 37°C sobre muchos medios, incluso medios definidos que contienen sales
minerales y asparagina como fuentes de carbono y nitrdgeno. Crece bien sobre

agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS), sobre el cual produce colonias de
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color amarillo. Los vibriones son oxidasa positivos, lo cual la diferencia de
bacterias entéricas Gram negativas crecidas sobre agar sangre. Tipicamente, los
vibriones crecen a pH muy alto (8.5 a 9.5) y los acidos los destruyen con rapidez;
por tanto, los cultivos que contienen carbohidratos fermentables se hacen

estériles muy pronto (o).

Enfermedades transmitidas

En condiciones naturales, el V. cholerae solo es patégeno para humanos. Una
persona debe ingerir 108 a 1010 microorganismos para infectarse y desarrollar

la enfermedad (s

El colera no es una infeccion invasora. Los microorganismos no alcanzan el
torrente sanguineo, sino que permanecen en el intestino. Los microorganismos
del V. cholerae virulentos se unen a las micro vellosidades del borde en cepillo
de las células epiteliales. Alli se multiplican y liberan toxinas coléricas. La
enfermedad se propaga por contacto de una persona a otra e implica a las
personas con enfermedad leve o inicial, por agua, alimentos y moscas. El estado
de portador pocas veces excede 3 a 4 semanas, y los verdaderos portadores

cronicos son raros. Los vibriones sobreviven en el agua unas tres semanas

Después de un periodo de incubacién de 1 a 4 dias se inician de manera subita
nauseas, vomito y diarrea profusa con colicos abdominales. Las evacuaciones
parecidas a “agua de arroz”, contienen moco, células epiteliales y un gran niumero
de vibriones. Hay pérdida rapida de liquidos y electrolitos que conduce a
deshidratacion profunda, colapso circulatorio y anuria. Sin tratamiento, la tasa de
mortalidad es de 25 a 50%. El biotipo El Tor tiende a causar enfermedad mas

leve que el biotipo tipico o)



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Estudio

41.1

4.1.2

4.1.3

De campo: se realiz6 una encuesta previa al estudio; para determinar
las variedades que mas consume la poblacién, posteriormente se
recolectaron muestras en supermercados seleccionados del distrito dos
del area metropolitana de San Salvador para ser analizadas (Ver anexo
N° 1 y tabla N° 10).

Experimental: porque se determind la presencia o ausencia de
Salmonella spp, Vibrio cholerae y recuento en placa de Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, en muestras de lonja de pescado. El estudio
se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad
de El Salvador.

Transversal: la investigacion se llevd a cabo en los meses de agosto a

septiembre de 2017 para el andlisis de dichas muestras.

4.2 Investigacion Bibliogréfica

La investigacion se realiz en las siguientes bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador.
- Central de la Universidad de El Salvador.

- Universidad Francisco Gavidia.

- Universidad Dr. Andrés Bello

- Universidad Modular Abierta
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- Facultad de Ciencias Agronémicas "Felix Choussy”
- Universidad Dr. Andrés Bello.
- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).

- Internet.

4.3 Investigacion de Campo

4.3.1 Universo: todas las lonjas de pescado que se comercializan en los
supermercados del distrito dos del Area Metropolitana de San Salvador,

identificados como M1y M2. (Ver Anexo N° 1y Tabla N° 6)

Tabla N° 6: Supermercados del distrito dos de San Salvador.

Cadena Comercial Supermercado

Metrocentro 62 etapa. San Salvador.

Metrocentro 82 etapa. Avenida Los Andes, Local N.
281, San Salvador.

Metrosur. Condominio Metrosur #413 planta baja San
Salvador.

Gigante. 59 Avenida Sur entre Avenida Olimpica y
Calle El Progreso.

Miralvalle Motocross. Bulevar. Constitucién y calle
Motocross.

San Luis. Calle San Antonio Abad y Avenida Izalco.

Bulevar los Héroes. San salvador.
M2 .
Escalén Norte.

Total 8

Donde:
Ma: Super Selectos

M2: Despensa de Don Juan
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4.3.2 Muestra: lonjas de tilapia, curvina, tiburoncillo o tiburdn; de los
supermercados seleccionados.

4.4 Determinaciéon del nimero de muestras (s

4.4.1 Muestreo

El muestreo se realiz6 en 3 supermercados de 2 diferentes cadenas

comerciales del distrito dos del area metropolitana de San salvador.

- El muestreo aleatorio estratificado, determiné el nUmero de supermercados a
muestrear por cada cadena comercial (ver Tabla N° 9).

- El muestreo aleatorio simple, para determinar con especificidad el nombre de
los supermercados a muestrear en cada cadena comercial (ver Tabla N° 10).

4.4.2 Determinacién y seleccion del numero de supermercados.
Para la aplicacion del muestreo aleatorio estratificado se clasificaron los ocho

supermercados del distrito dos de San Salvador por sus cadenas comerciales,

es decir en los estratos siguientes:

Tabla N° 7. Numero de supermercados por estrato.

N° de estrato Nombre de la cadena NUmero de
comercial Supermercado
2 M2 2
Total 8

Para determinar el tamafio muestreal por el método del muestreo estratificado se
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Utilizé la siguiente ecuacion:

B Z?pgN
~ d?(N-1)+ Z2pq

n

Donde:

n = Muestra

Z = Intervalo de confianza al 97.5%.

p = Poblacién que posee caracteristicas de interés.

g = Poblacion que no posee caracteristicas de interés.

N = Universo

d = Error muestreal maximo permisible en la investigacion.

En esta investigacién se asume varianza maxima por lo que los valores de py q
seran de 0.5

Asi tenemos:

~ (8)(1.96)2(0.5)(0.5)
"= 0528 1) + (1.96)2(0.5)(0.5)

n = 3 Tamafo de la muestra.
Lo cual significa que en 3 supermercados se recolectaron las muestras.

Al conocer el tamafio muestreal de supermercados, determinamos el porcentaje

representativo de cada estrato:

% = (&>X100
°~ N
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Donde:
Ni: Niomero de supermercados por estrato

N: Numero de supermercados en el universo

Asi tenemos para el estrato 1:

0% = (é)xwo
°~ \8

% =75%

Por tanto, la cadena comercial en M1 representa un 75% del muestreo.

Tabla N° 8. Porcentaje por estrato de cada cadena comercial de

supermercados.
Estrato Porcentaje (%)
1 (6/8) x 100 75
2 (2/8) x 100 25
Total 100

Para conocer cuantos supermercados se muestrearon en cada estrato se utilizé

la siguiente ecuacion:

Dénde:

ni: NUmero de supermercados que se muestrearon por cada estrato
n: Tamafo de la muestra

Ni: Niumero de supermercados por estrato

N: Numero de supermercados en el universo
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Asi tenemos para el estrato 1:

Es decir que se muestrearon 2 supermercados de la cadena comercial en M1

Tabla N° 9. Niumero de supermercados que se muestrearon por estrato.

Estrato Célculo Numero de supermercados
1 3 x (6/8) 2
2 3 x (2/8) 1
Total 3

La seleccion se realizo aleatoriamente, obteniéndose la cantidad de sucursales
gque se muestrearon de los diferentes estratos, la cual se presenta en la siguiente

tabla:

Tabla N° 10. Supermercados que se muestrearon.

Numero Cadena Comercial Sucursal
1 M1 Metrocentro 82 etapa SSM8E
2 Ma San Luis SSSL
3 M2 Bulevar Los Héroes DDJBLH

Determinacion de la cantidad de muestras a tomar por supermercado (s

Para conocer la cantidad de muestras de lonja de pescado que se tomaron en

cada supermercado se aplico la siguiente formula:
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Dénde:
n = Muestra

Z = Intervalo de confianza del 97.5%

P = Poblaciébn que posee la caracteristica de interés (asumiendo varianza
maxima)

g = Poblacion que no posee la caracteristica de interés (asumiendo varianza
maxima)

d = Error muestreal maximo permisible

Asi tenemos:

_ (1.96)%(0.5)(0.5)
B (0.5)2

n = 4 Muestras de Lonja de pescado por supermercado.

Para la toma de las muestras de cada variedad por supermercado se realiz6 de

la siguiente manera:

Tabla N° 11: Numero de muestras de cada variedad por supermercado.

CODIGO-
SUPERMERCADO/ Tilapia Curvina  Tiburoncillo TOTAL
VARIEDAD
SSM8E 2 1 1 4
SSSL 1 2 1 4
DDJBLH 1 1 2 4

TOTAL 4 Muestras 4 Muestras 4 Muestras 12 Muestras
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La toma de muestras se realizé de tal manera que se obtuvieran igual nimero de

muestras, de las tres variedades de lonja en estudio.

Los analisis se hicieron dos etapas, es decir que se realizaron dos muestreos por

cada supermercado, pero en diferentes semanas.

4.5 Metodologia parala guia de observacion.

Al momento de recolectar las muestras en los supermercados, se iban
chequeando los parametros de cumplimiento o incumplimiento, establecidos en
la guia de observacion (ver Anexo N° 4), con el objetivo de verificar las medidas
higiénicas y buenas practicas de manipulacion en cada establecimiento y

determinar si estos parametros influyeron en los analisis.

4.6 Metodologia para latomay analisis de muestras.

4.6.1 Procedimiento para larecoleccion de muestras ()

De cada supermercado seleccionado se tomaron cuatro muestras de 1/2 libra =
2279 aproximadamente, que se colocaron en bolsas plasticas estériles, estas se
introdujeron en hielera previamente limpia y desinfectada con alcohol
isopropilico; manteniendo una temperatura entre 2 °C y 7 °C de manera que no
alteraran las caracteristicas y la microbiota de las muestras. Posteriormente se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de CENSALUD para ser

analizadas.

4.6.2 Identificacién de la muestra ¢

Cada muestra se identificO con una etiqueta, la cual contenia los siguientes datos:
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lugar de muestreo, fecha, hora de muestreo, N° de muestra, cédigo, variedad,

nombre del analista y observaciones (ver Anexo N° 5).

4.6.3 Determinacion de Escherichia coli (o)

1. En balanza semianalitica pesar asépticamente 25 gramos de muestra
directamente en una bolsa Stomacher previamente tarada.

2. Anadir 225 mL de Agua Peptonada Buferada (APB) y homogenizar por 2
minutos en el Stomacher a 260 rpm.

3. Afadir el contenido a un Erlenmeyer de 250 mL. Dilucién 1:10 (10°%).

4. Pipetear 10 mL de la dilucién (101) y afiadirlos a un frasco de dilucién que
contenga 90 mL de Agua Peptonada Buferada y homogenizar. Dilucion
1:100 (10?).

5. Pipetear 10 mL de la dilucion anterior (1:100) y adicionarlo en otro frasco
gue contenga 90 mL de Agua Peptonada Buferada y homogenizar.
Dilucién 1:1000 (10°3).

6. Inocular por duplicado, 1.0 mL de cada dilucién en placas de Petri vacias.

7. Posteriormente verter de 15 a 20 mL del Agar Rojo Violeta Bilis (ABRV)
fundido, a una temperatura no mayor a 45 + 1.0°C en bafio de agua. El
tiempo transcurrido entre la preparacion de la dilucién primaria y el
momento en que se vierte el medio de cultivo, no debe exceder de 20
minutos.

8. Mezclar por técnica en ocho. Dejar solidificar el medio, posteriormente
agregar a cada placa de Petri, una sobrecapa de 4 a 5 mL del mismo
medio. La sobrecapa de agar se coloca para favorecer el crecimiento de
los coliformes, que son facultativos.

9. Solidificado el medio invertir las placas y colocarlas en la incubadora a
35°C + 2 °C, durante 24 + 2 h.

10. Después de este periodo, contar las colonias con el cuenta colonias (ver
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anexo N°9).
Caracteristicas de las colonias )0

Las colonias tipicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran
rodeadas de un halo de precipitacion debido a las sales biliares, el cual es de
color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos

con un diametro de 0.5 a 2.0 mm (ver Anexo N° 27).
4.6.4 Aislamiento y prueba confirmativa para Escherichia coli (o)

1. Romper el medio ABRV con un asa bacterioldgica para extraer las colonias
caracteristicas. Estriar en placas de Petri con Agar Tripticasa Soya (TSA)
e incubarlas a 35 £ 2°C por 24 a 48 horas.

2. De las placas que presentaron crecimiento seleccionar las colonias
aisladas y con la ayuda de un asa bacteriol6gica estéril sembrar en Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) por método de estrias en tres segmentos.
Incubar a 37° C por 24 a 48 horas.

4. Transcurrido el tiempo estipulado, observar la morfologia macroscépica.

Cuadro N° 1: Morfologia macroscoépica de Escherchia coli )

Medio Morfologia Macroscépica \

: , Las colonias son planas con
Agar Eosina Azul de Metileno - P
(EMB) coloracion verde metalico.

4.6.5 Pruebas bioguimicas para Escherichia coli (o)

- Agar-hierro-triple azucar (TSI)

1. Con un asa en punta inocular por picadura el agar TSI hasta el fondo del



tubo y por estria simple en la superficie.

2. Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 a 48 horas.

3. Posteriormente leer los resultados.

Tabla N° 12: Interpretacion de resultados para pruebas en Agar TSI

negro

RESULTADO SIMBOLOGIA INTERPRETACION
Pico alcalino/fondo Microorganismo no
alcalino (coloracion K/K fermentador de
roja) azucares

Microorganismo
Pico acido/fondo acido AJA fermentador de
(coloracién amarilla) glucosa, sacarosa y
lactosa.
Pico alcalino/fondo Microorganismo
acido (coloracion K/A fermentador de
roja/amarilla) glucosa

- Microorganismo que

PIEERIECE CC Gular H2S produce Sulfuro de

Hidrogeno
Produccién de Microorganismo que
burbujas libera gas

K: medio alcalino color rojo A: medio &cido color amarillo.

- Agar Citrato de Simmons

72

1. Con un asa en punta inocular por picadura el agar Citrato hasta el fondo del

tubo y por estria simple en la superficie.

2. Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

3. Si el medio cambia de color verde a azul indica que la prueba es positiva.

- Agar Movilidad

1. Con un asa en punta inocular por picadura el agar Movilidad hasta el fondo

del tubo.
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Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

. Si se forma una especie de sombrilla en el agar indica que si hay movilidad.

Caldo Indol

. Tomar una o dos colonias con asa bacteriologica estéril y formar una
suspension en un tubo con rosca que contiene Caldo Indol y tapar.

Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

Después de la incubacién agregar a los tubos 5 gotas de éter etilico y 5 gotas
de reactivo de Erlich.

Si se forma un anillo de color fucsia en la interfase indica que la prueba es

positiva.

Caldo Rojo de Metilo

. Tomar una o dos colonias con asa bacteriolégica estéril y formar una
suspensién en un tubo con rosca que contiene Caldo Rojo de Metilo y tapar.
Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

Después de la incubacion agregar a los tubos 5 gotas de reactivo Rojo de
Metilo (0.1%).

Si el medio cambia de color amarillo a color rojo indica que la prueba es

positiva.

Voges Proskauer

. Tomar una o dos colonias con asa bacterioldgica estéril y formar una
suspension en un tubo con rosca que contiene caldo Voges Proskauer y tapar.

Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.
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3. Después de la incubacién agregar a los tubos 3 gotas de KOH mas 2 gotas
de Alfa-naftol (5%).
Si el medio cambia de color amarillo a color rojo indica que la prueba es

positiva.
Ver fundamentos de pruebas bioquimicas en Anexo N° 21.
4.7 Determinaciéon de Staphylococcus aureus (o).

Partiendo de la dilucién 101 que se preparard para Escherichia coli realizar lo
siguiente:
1. Pipetear 0.3 mL, 0.3 mL y 0.4 mL de la dilucion y colocarlas en tres placas
gue contienen Agar Baird Parker, (esparcir con la espatula en “L”).
2. Incubar las placas a 35-37 °C por 24 a 48 horas (ver Anexo N° 11y 12).
3. Observar el desarrollo de colonias sospechosas de Staphylococcus
aureus, ver Cuadro N° 2.
4. Determinar el conteo de Staphylococcus aureus con ayuda de un cuenta

colonias y con las técnicas de conteo en placas.

Cuadro N° 2: Morfologia macroscépica de Staphylococcus aureus (.

Medio Morfologia Macroscépica \

Colonias circulares, lisas, convexas,
de 2-3 mm de diametro, de color gris
a negro, con un halo claro a su
alrededor.

Agar Baird Parker

4.7.1 Prueba de coagulasa para Staphylococcus aureus (o).

1. Seleccionar 3 a 5 colonias sospechosas y sembrar en tubo con BHI (10
mL) e incubar a 35 a 37 °C por 24 horas.
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Después de incubar el BHI sembrar en viales con plasma (0.5 mL) e
incubar.
Observar la formacion de un coagulo, que no se deshace al invertir el tubo.

Esto indica que la prueba es positiva (ver Anexo N° 14).

4.7.2 Prueba de catalasa para Staphylococcus aureus (o).

1. Con asa de platino en aro transferir dos a tres colonias caracteristicas y

colocarlas en un portaobjetos.

2. Adicionar 2 o 3 gotas de Peroxido de Hidrégeno al 3% (H202), si hay

produccion de un burbujeo indica que es catalasa positiva (ver Anexo
N° 15).

Para conocer la cifra de Staphylococcus aureus que hay en cada muestra se

utilizé las técnicas de conteo en placa (ver Anexo N° 13)

4.8 Determinaciéon de Salmonella spp (o).

A

o

Pesar asépticamente 25 g de muestra en una bolsa Stomacher.

Adicionar 225 mL de caldo lactosado.

Homogenizar en Stomacher por 2 minutos a 260 rpm.

Transferir la muestra a un recipiente estéril de boca ancha u otro recipiente
apropiado.

Incubar a 37 °C por 24 horas (ver Anexo N° 16).

6. Pipetear 1 mL y colocarlo en caldo Tetrationato e incubar a 35 + 2 °C por

24 a 48 horas.
Pipetear 0.1 mL y colocarlo en caldo Rapapport Vassiliadis e incubar a 42

+ 0.2 °C (en bafio de agua con controlador termostatico).
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8. Tomar una asada de cada tubo y estriar sobre Agar XLD y Agar Salmonella-
Shigella.
9. El crecimiento de colonias caracteristicas indica la posible presencia de

Salmonella spp.

Cuadro N° 3: Morfologia macroscoépica de Salmonella spp @)

Medio Morfologia Macroscopica |
Agar Salmonella — Shigella Colonias translicidas (de color anaranjado
claro), con o sin centro negro. Algunas
(S-S) especies de Salmonella producen colonias
incoloras, translicidas.

Agar XLD Colonias de color rojo con centro negro.

4.8.1 Pruebas bioquimicas para Salmonella spp (o).

1. Seleccionar las colonias caracteristicas de Agar Salmonella-Shigella o
Agar XLD y sembrar en Agar TSA.

2. Incubar las placas por a 37 °C por 24 horas.

3. Seleccionar una colonia sospechosa aislada del medio TSA y sembrar en
las siguientes pruebas de identificacion: TSI, Indol, Voges Proskauer, Rojo
de metilo, Movilidad y Citrato (realizar el mismo procedimiento como en
Pruebas Bioquimicas para Escherichia coli.).

4. Incubar pruebas bioquimicas por 24 horas a 37° C.

5. Leer los resultados (ver Anexos N° 20, 21,22 y 24).

4.9 Determinacidn de Vibrio cholerae ().

1. Incubar la dilucién 10 que se preparar6 para Escherichia coli a 37 °C + 2°
C por 24 a 48 horas.
2. Transcurrido el tiempo estipulado, sembrar por duplicado en Agar TCBS

con la ayuda de un asa bacteriologica estéril en forma de anillo.
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4.
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Incubar las placas con Agar TCBS a una temperatura de 35° + 2° C durante
18 a 24 horas (ver Anexo N° 18).

Después del periodo de incubacion, observar la morfologia macroscoépica.

Cuadro N° 4: Morfologia macroscoépica de las colonias de Vibrio cholerae (o).

. Medio _ Morfologia Macroscépica_
Las colonias son grandes (de 2 a 3 mm),
Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa lisas, de color amarillo y ligeramente
(TCBS) aplanado con los centros opacos Yy

translicidas en las periferias.

4.9.1 Prueba de oxidasa ().

De las colonias amarillas que crecieron en Agar TCBS, sembrar en Agar
TSA + 2% NacCl e incubar las placas a 37 °C por 24 horas.

Humedecer un trozo de papel filtro con el reactivo de oxidasa.
Seleccionar con un asa bacteriologica estéril una colonia aislada del medio
Agar TSA + 2% NacCl y transferir al papel filtro.

Observar una coloracién azul oscuro después de 10 segundos, el cual
indica prueba positiva para Vibrio cholerae; si no se produce cambio de
color o sélo adquieren un color rosado palido por el reactivo, indica prueba

negativa (ver Anexo N° 19).

4.9.2 Pruebas bioquimicas para Vibrio cholerae (o).

1.

2.

Seleccionar una colonia sospechosa de V. cholerae aislada del medio
Agar TSA + 2% NaCl y sembrar en: TSI, Indol, Voges Proskauer, Rojo de
metilo, Movilidad y Citrato (Realizar el mismo procedimiento como en
Escherichia coli).

Incubar pruebas bioquimicas por 24 horas a 37° C.
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3. Comparar resultados con tabla de Reacciones Bioquimicas para Vibrio
cholerae (ver Anexos N° 20, 21,22 y 25).



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Resultados de la guia de observacion.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos mediante la aplicacion de
la guia de observacion, donde se evaluaron las condiciones de las camaras de
almacenamiento, estado sensorial de las lonjas, limpieza de los utensilios y la

higiene del personal de despacho.

Cuadro N° 5: Resultados de la guia de observacion para la verificacion de
las condiciones higiénicas de los establecimientos de
comercializacion de lonja de pescado para primer y segundo

muestreo.
PARAMETRO/ Mi; SSM8E Mi; SSSL M2; DDJBEH
SUPERMERCADO 1° 2° 1° 2° 1° 20
Condiciones de la camaray lonjas
¢, Se encontraba la lonja con hielo? Sl Sl Sl Sl Sl Sl
¢, Se encontraba hielo en contacto
. . NO NO NO NO NO NO
directo con el producto en estudio?

Las lonjas presentan algun dafio
fisico o mucosidad excesiva en su
superficie. *

La superficie donde se manipulan los
productos presentan las siguientes
caracteristicas: lisas, de plastico

¢Se encuentra otro producto
almacenado junto a las variedades

de lonja en estudio? Si la respuesta NO NG NG NG NO NO
es Si, ¢Cual es ese producto?
Se observan limpias las superficies

P P S| sl | st | sl | s | s

de la camara.

Limpieza de utensilios del personal
Utilizan diferentes utensilios para
cada producto con el fin de evitar
contaminacién cruzada
Utilizan, utensilios limpios para la
manipulacién y ademas estos son
faciles de limpiar y desinfectar
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Cuadro N° 5: (Continuacion)

Higiene del personal de despacho

Tiene las manos limpias Sl Sl Sl Sl SI SI
P ta al heri impl
.resen a alguna herida a simple NO NO NO NO NO NO

vista
Utiliza guantes Si Si Sl Sl Sl
Tiene las ufias cortas, limpias y sin

. . Sl Sl Sl Sl Sl
barniz (en caso de mujeres).
Utiliza algun objeto como anillo,

. NO NO
relojes, pulseras, etc.
Utiliza gorro (cofia) para cubrir el Sl Sl
cabello
Tiene ropa de trabajo limpio Sl NO
Presenta algun sintoma o tipo de NO NO
enfermedad a simple vista

Nota: Casilla de color rojo, representa los parametros incumplidos.
*Seflala el incumplimiento de las caracteristicas sensoriales de la variedad de
Tiburoncillo debido que las muestras de Tilapia y Curvina si se encontraron en

condiciones normales para los dos muestreos.

- Condiciones de la camaray las lonjas.

En todos los supermercados y las variedades de lonja se observo que el hielo no
estaba en contacto directo con las lonjas. En principio, el hielo no es un producto
de alto riesgo sanitario, aunque si no se maneja de manera apropiada puede
convertirse en el origen de toxiinfecciones alimentarias, en este analisis el hielo
juega un papel importante ya que se observé que al transportar las lonjas de los
cuartos frios a las camaras, lo hacian en javas con hielo, al no conocer la
procedencia del mismo no se sabe si pudo ser un factor de contaminacion. Por
otra parte se observo que sélo la variedad de tiburoncillo presentaba ciertas
caracteristicas sensorialmente indeseables como: mucosidad excesiva y mal
olor; estas caracteristicas promueven el crecimiento de microorganismos
ocasionando que se multipliquen en poblaciones capaces de ocasionar una

toxiinfeccion. A diferencia del tiburoncillo las variedades de tilapia y curvina
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estaban congeladas, este factor es crucial, debido a que el pescado por ser un
alimento de alto valor nutricional se convierte en un blanco perfecto para las
bacterias. Al perder la cadena de frio los microrganismos pueden recuperar las
condiciones favorables y multiplicarse, produciendo caracteristicas indeseables

en las lonjas.

Otro factor que se observé fue que las superficies de corte o fraccionamiento
(tablas de picar) no reunian las caracteristicas deseables debido a que eran de
madera, estaban sucias, con residuos de sangre y con cisuras; ocasionando
acumulacion de microorganismos. Las de madera, al presentar una superficie
mas porosa y con mas ralladuras, son mas dificiles de higienizar que las tablas
de plastico, y pueden por lo tanto albergar una mayor cantidad de bacterias. Las
tablas de picar de madera representan un mayor riesgo a la hora de cuidar la
higiene de los alimentos, por lo que se recomiendan reemplazarlas por aquellas
elaboradas con plastico. Para el fraccionamiento utilizaban la misma tabla para
picar diferentes tipos de carnes (res, pollo y pescado) causando contaminacion

cruzada.

Un aspecto positivo que se observo fue que el almacenamiento de las lonjas
estaba en compartimientos separados por variedad, y las superficies de las

camaras se observaban limpias a simple vista.

- Limpieza de los utensilios del personal.

Los cuchillos utilizados para el fraccionamiento no se sanitizaban, solo se
enjuagaban con agua o se limpiaban con toalla de tela, y en algunos casos con
el delantal del despachador. Ademas no utilizaban cuchillos destinados a un solo

tipo de producto, es decir, se cortaban varios tipos de carnes (pollo, res y
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pescado) con un mismo cuchillo. El uso inadecuado de este utensilio produjo

contaminacion cruzada, debido a que tuvo contacto con otros tipos de carnes.

- Higiene del personal de despacho.

En cuanto a la higiene de los manipuladores todos presentaban las manos limpias
a simple vista, tampoco se observé que presentasen alguna herida o lesion que
pudiera aportar contaminacion a las lonjas. Este udltimo aspecto es muy
importante debido a que muchas bacterias son oportunistas (como la
Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Enterobacter spp), siendo

medio susceptible para alojar una diversidad de bacterias.

En el segundo muestreo para el caso del establecimiento Mi; SSSL, el
manipulador tenia las ufas largas con residuos de esmalte, ademas utilizé una
bolsa plastica como simulador de guante para tomar el producto. Segun las
buenas practicas de manufactura estan son faltas graves que repercuten en los
consumidores finales. Las ufias largas son los principales reservorios de
bacterias porque, aunque se ejecute un buen lavado de manos es muy dificil

limpiar por completo esas zonas.

Se observd que algunos manipuladores tenian prendas como reloj y pulsera,
objetos que son portadores de una considerable carga microbiana y posible
fuente de contaminacién a los alimentos. Asimismo, se verificd que la vestimenta
de algunos manipuladores se encontraba sucia y con manchas de sangre. En
cuanto a la salud de los manipuladores, estos no presentaban sintomas de

enfermedades a simple vista.

Los resultados demuestran que ninguna de las dos cadenas comerciales de

supermercados cumple con la totalidad de los parametros evaluados en la guia
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de observacién, esto indica que los productos han sido contaminados por la

manipulacion inadecuada.

5.2 Codificacion de muestras

Las muestras se codificaron de acuerdo a la cadena comercial, variedad, niUmero

de muestra y numero de muestreo, con el objetivo de identificarlas facilmente.

Donde:

S: Super Selectos

D: Despensa de Don Juan
T: Tilapia

C: Curvina

B: Tiburoncillo

1° muestreo: 01

2° muestreo: 02

Por ejemplo, para el caso de la muestra ST0101.

Pertenece a la cadena de Super Selectos (S), la variedad es tilapia (T), la muestra
de recoleccion es la 01 (nUmero correlativo), y corresponde al primer muestreo
(01).

Por ende el cddigo de la muestra queda de la siguiente manera.

S T 01 01 = ST0101
¥ ¥ ¥ ¥
Cadena Variedad N° de N° de

comercial  delonja muestra  muestreo



PARTE EXPERIMENTAL

5.3 DETERMINACION DE Escherichia coli.

Tabla N° 13: Resultados obtenidos en la determinaciéon de Escherichia coli en
lonjas de pescado, comparado con especificacion del RTCA
67.04.50:08; Grupo 9.0, Sub grupo: 9.1

Otros Especificacion

Cédigo Resultado microorganismos RTCA 67.04.50:08
encontrados < 10? UFC/g
RESULTADOS DE PRIMER MUESTREO
ST0101 500 UFClg | = =------ No conforme
ST0201 1,110UFC/lg | ----—-- No conforme
SC0301 80 UFCl/g Klebsiella spp Conforme
SB0401 78 UFClg Enterobacter sp Conforme
ST0501 66 UFC/lg | - Conforme
SC0601 92 UFC/g Enterobacter sp Conforme
Scovo1 74 UFClg Klebsiella spp Conforme
SB0801 96 UFCl/g Enterobacter sp Conforme
DT0901 9QUFClg | - Conforme
DC1001 58 UFC/g Klebsiella spp Conforme
DB1101 1,770UFClg | = -=--—-- No conforme
DB1201 78 UFC/g Klebsiella spp Conforme
RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO

ST1302 66 UFC/g Klebsiella spp Conforme
ST1402 47 UFClg Klebsiella spp Conforme
SC1502 690 UFC/lg | ------ No conforme
SB1602 620UFC/lg | --—---- No conforme
ST1702 64 UFC/g Enterobacter sp Conforme
SC1802 850UFClg | ------- No conforme
SC1902 1,020UFC/lg | ----—-- No conforme
SB2002 1670UFC/lg | - No conforme
DT2102 74 UFCl/g Klebsiella spp Conforme
DC2202 88 UFC/g Klebsiella spp Conforme
DB2302 1,740UFC/lg | = =-==-—-- No conforme
DB2402 1,640UFClg | ----—-- No conforme
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En la Tabla N° 13, se observan los resultados para Escherichia coli, el 41.67%
de las muestras no cumplen con la especificacion del RTCA 67.04.50:08, debido
a que presentan contaminacion de origen fecal, esto se le atribuye a una
deficiencia de higiene por parte de los manipuladores y despachadores. El lavado
de manos es una actividad que no se debe descuidar al momento de manipular
los alimentos, de no realizarse correctamente pueden ser foco de contaminacién
como en este caso. Otro factor importante fue que se utilizé el mismo cuchillo
para fraccionar diferentes carnes produciendo contaminacién cruzada. Como ya
se ha mencionado que el pescado como tal; es un alimento de alto valor
nutricional, por ello se convierte en un medio susceptible para que
microorganismos como Escherichia coli se desarrollen con facilidad. Otro factor
de trascendencia es una posible falla en la cadena de frio, propiciando

condiciones favorables para que los microorganismos se activen.

- Otros microorganismos encontrados

Al realizar las pruebas bioquimicas para E. coli, se encontraron otros
microorganismos como: Enterobacter spp y Klebsiella spp. Estos tres tienen una
relacion estrecha debido a que pertenecen a la misma familia de bacterias
(Enterobacteriaceae) 0. Enterobacter spp y Klebsiella spp no son exigidos por el
RTCA, pero pueden producir enfermedades o dafios en la salud de los

consumidores finales.

Enterobacter spp, de los cuales varias cepas como Enterobacter cloacae son
patdogenos oportunistas en personas enfermas o con defensas bajas. Este se
encuentra sobre la piel humana, plantas, suelo y agua .. El extenso habitat de
este microorganismo indica que la contaminacién no solo procede de los
manipuladores, si no de la forma en que este tipo de productos se transporta y

se almacena. Se ha observado en los supermercados que al transportar este
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producto tiene contacto con otros tipos de alimentos, causando un aumento de

la carga microbiana.

En el caso de Klebsiella spp, también pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.
Este género esta formado por varias especies, la mas frecuente es la Klebsiella
pneumoniae, este microorganismo se transmite via aérea, cuando se tienen
contacto con personas infectadas (presentan sintomas de tos con secrecién). En
la guia de observacién no se visualiz6é que los despachadores tuvieran algun tipo

de heridas o0 molestias respiratorias (o).

El origen de este patdégeno induce a que los manipuladores de alimentos de
cuartos frios y otras areas que tienen contacto con estos alimentos pudieran

transmitir esta bacteria.

- Analisis de Escherichia coli por variedad

En la Figura N° 17 se muestran los porcentajes de las tres variedades evaluadas
para Escherichia coli, donde el 75% de las muestras de tilapia cumplen con la
especificacion del RTCA, en la curvina el 62.50%, y en el tiburoncillo solo el
37.50%. Las muestras de tiburoncillo presentan el mayor porcentaje de muestras

contaminadas.

Al contrastar los resultados de la guia con los andlisis se determind que las
muestras de tiburoncillo presentaban mucosidad excesiva y mal olor, a diferencia
de las muestras de tilapia y curvina. Las muestras de tiburoncillo no estaban
semicongeladas, este factor acelera el proceso de descomposicion, favoreciendo

el crecimiento de microorganismos.
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para Escherichia coli segun RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0,

sub grupo 9.1.

5.4 DETERMINACION DE Staphylococcus aureus.

Tabla N° 14: Resultados obtenidos en la determinaciéon de Staphylococcus
aureus en lonjas de pescado comparado con especificacién de
RTCA 67.04.50:08; Grupo 9.0, Sub grupo: 9.1

88

ot ibl Especificacion
Cédigo | Coagulasa | Catalasa Mi ros posibles Resultado | RTCA 67.04.50:08
icroorganismos
<102UFC/ g
RESULTADOS DE PRIMER MUESTREO
ST0101 No se No se Ausencia Conforme
realizod realizod
ST0201 No se No se Ausencia Conforme
realizé realizd
S. epidermidis o
SC0301 () (+) Micrococcus 790UFC/ g Conforme
S. epidermidis o
SB0401 ) (+) MICrococcus 725UFC/ g Conforme
ST0501 No se No se Ausencia Conforme
realizé realizé
S. epidermidis o
SC0601 ) (+) MICrococcus 870UFC/ g Conforme




Tabla N° 14: (Continuacion)

89

S. epidermidis o

SC0701 O] (+) MICrOCOCCUS 900UFC/ g Conforme
SB0801 (+) + | DNPC * No conforme
DT0901 No se No s Ausencia Conforme
realiz6 realiz6
DC1001 ©) +) S'I\fi‘é:r‘iigmcﬁjz © | 860UFC/ g Conforme
DB1101 0 +) S'I\;’ifé:r%iggfu'z ° | 650UFC/ g Conforme
DB1201 (+) | - DNPC * No conforme
RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO
ST1302 ) ) S'Nfi‘(’:'r%ig::dljz © | 450UFC/ g Conforme
ST1402 0 +) S'lv?ig:r%igglzdﬁ © | 470UFC/ g Conforme
SC1502 0 +) S'lv?ig:r%igglzdﬁ ° | 770UFC/ g Conforme
SB1602 0 +) S'lv?ig:r%igglzdﬁ © | s80UFC/g Conforme
ST1702 0 +) S'lv?ig:r%igglzdﬁ © | 390UFC/g Conforme
SC1802 ) ) S-N?ig'r%‘zggflﬁ | 440UFC/ g Conforme
SC1902 ) ) S'Nfi‘é'r%i:)”;::dlﬁ © | 630UFC/ g Conforme
SB2002 (+) + | - DNPC * No conforme
DT2102 (+) + | - 520 UFC/ g Conforme
DC2202 ) ) S'Nfi‘é'r%i:)”;::dlﬁ © | 870UFC/g Conforme
DB2302 (+) | - DNPC * No conforme
DB2402 (+) + | - DNPC * No conforme

* DNPC: Demasiado numerosas para contar.

En la Tabla N° 14, se observan los resultados para Staphylococcus aureus

obtenidos mediante el recuento en placa, donde solo 79.17% de las muestras

cumplen con la especificacion para este microorganismo. Se observé que los

manipuladores y despachadores no usaban mascarilla, a simple vista no se

observd que presentasen heridas, sintomas de gripe o malestar de la mucosa

nasal; pero estos interactlian verbalmente con los consumidores, aumentando la

probabilidad de que ciertas particulas de saliva caigan en los alimentos y sean

contaminados.
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Las muestras de cédigo ST0101, ST0201, ST0501 y DT0901; presentaron

ausencia de Staphylococcus aureus.

Para confirmar la presencia de Staphylococcus aureus se realizo la prueba de
catalasa, obteniendo resultados positivos en todas las muestras que presentaron
crecimiento (ver figura N° 18), a su vez se realiz6 la prueba de coagulasa
obteniendo resultados positivos solo en las muestras: SB0801, DB1201, SB2002,
DT2102, DB2302 Y DB2402 (ver figura N° 19), esto indica que solo las muestras

gue presentaron coagulo firme y burbujeo son Staphylococcus aureus.

Figura N° 18: Catalasa positiva para Staphylococcus aureus

Figura N° 19: Coagulasa positiva para Staphylococcus aureus

Las colonias sospechosas que presentaron coagulasa negativa probablemente

pertenecen a Staphylococcus epidermidis debido a que este microorganismo se
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encuentra en la piel. Este no representa un riesgo para salud del consumidor
porque pertenece a la flora normal del ser humano, pero al estar presente nos

indica que los manipuladores no cumplen con las buenas practicas higiénicas (4).

En cuanto a variedades las muestras de tilapia y curvina presentaron ausencia
para este microorganismo, mientras que para el tiburoncillo solo el 37.50%
cumple con la especificacion, es decir, que solo las muestras de tiburoncillo

resultaron contaminadas por Staphylococcus aureus (ver Figura N° 20).

Variedades que cumplen y no
cumplen para Staphylococcus aureus

100% 100%

100

62,5%

80

60
%
40

0%
4

20

Tilapia Curvina Tiburoncillo

B Muestras que cumplen B Muestras que no cumplen

Figura N° 20: Grafico de muestras que cumplen y no cumplen para
Staphylococcus aureus segun RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0,
sub grupo 9.1.

En el primer y segundo muestreo se observo que las lonjas de tilapia y curvina
se encontraban recubiertas con una delgada capa de hielo (semicongeladas),
caso contrario en las muestras de tiburoncillo, aqui la contaminacién pudo tener
varios factores, primero que las lonjas de tiburoncillo hayan tenido una falla en la
cadena de frio; otro factor pudo ser, que la variedad de tiburoncillo sea mas

susceptible a la contaminacién de este microorganismo, esto se debe a esta
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variedad se deteriora mas rapidamente en comparacion con la tilapia y la curvina;
por ultimo, el aporte de bacterias por la manipulacién indiscriminada del personal
encargado. Aqui la temperatura y la variedad fueron factores claves para el
crecimiento de este microorganismo debido a que solo la variedad de tiburoncillo

presento crecimiento.

5.5 DETERMINACION DE Salmonella spp.

Tabla N° 15: Resultados obtenidos en la determinacién de Salmonella spp
en lonjas de pescado comparado con especificacion RTCA
67.04.50:08; Grupo 9.0, Sub grupo: 9.1

otros Especificacion

Cédigo Resultado microorganismos | RTCA 67.04.50:08

encontrados AUSENCIA

RESULTADOS DE PRIMER MUESTREO
ST0101 Ausencia Shigella sp Conforme
ST0201 Presencia | No conforme
SC0301 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SB0401 Ausencia Shigella sp Conforme
ST0501 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SC0601 Ausencia Proteus vulgaris Conforme
SC0701 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SB0801 Ausencia Klebsiella spp Conforme
DT0901 Ausencia Klebsiella spp Conforme
DC1001 Ausencia Proteus vulgaris Conforme
DB1101 Ausencia Klebsiella spp Conforme
DB1201 Ausencia Klebsiella spp Conforme
RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO

ST1302 Ausencia Klebsiella spp Conforme
ST1402 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SC1502 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SB1602 Presencia | No conforme
ST1702 Ausencia Enterobacter spp Conforme
SC1802 Ausencia Shigella sp Conforme
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Tabla N° 15: (Continuacion).

SC1902 Ausencia Klebsiella spp Conforme
SB2002 Presencia | - No conforme
DT2102 Ausencia Shigella sp Conforme
DC2202 Ausencia Klebsiella spp Conforme
DB2302 Ausencia Klebsiella spp Conforme
DB2402 Ausencia Enterobacter spp Conforme

La Salmonella spp se encuentra con regularidad en los aparatos
gastrointestinales de animales, por ello las fuentes primarias de la contaminacién
son animales y sus heces. Este microorganismo es capaz de sobrevivir en las
carnes sin procesar, tal es el caso del pescado fresco. La higiene y el buen lavado
de manos de los manipuladores son clave para evitar que este microorganismo

llegue a los alimentos.

En la Tabla N° 15 se muestran los resultados para Salmonella spp, aqui se refleja
gue solo el 87.5 % de las muestras analizadas cumplen con la especificacion,
excepto las muestras con cédigo: ST0201, SB1602 y SB2002. En escala
porcentual representan el 12.5 % de incumplimiento, esto indica que hay
contaminacion cruzada y malas practicas higiénicas por parte de los

manipuladores, por lo tanto no son aptas para el consumo humano.

Todas las muestras presentaron crecimiento de colonias sospechosas en Agar
Salmonella-Shigella (Agar S-S) y Agar XLD (ver figura N° 21 y 22); pero mediante
pruebas bioguimicas se logr6 comprobar que so6lo 3 muestras resultaron
positivas. También se encontraron otros microorganismos como: Klebsiella spp,
Proteus vulgaris, Enterobacter spp y Shigella sp; estos no son exigidos por el
RTCA pero producen patologias en los consumidores finales. En cuanto a
Klebsiella spp y Enterobacter spp ya se mencionaron los posibles focos de

contaminacion.
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Figura N° 21: Colonias sospechosas de Salmonella spp de color
anaranjado claro con centro negro en Agar Salmonella —
Shigella.

Figura N° 22: Colonias sospechosas de Salmonella spp de color rojo con
centro negro en Agar XLD.

Shigella spp se transmite a los alimentos a través de las manos de los portadores
o enfermos que han tenido contacto con heces, vegetales, frutas y agua
contaminada. Para el caso de Proteus vulgaris, por naturaleza se puede
encontrar en la tierra, el agua, materia organica, flora intestinal de humanos y
animales. La presencia de estos microorganismos es obvia debido a que hay
muchas muestras que han sido contaminados por Escherichia coli, siendo este
al igual que Proteus y Shigella de origen fecal, esto nos indica que los
manipuladores no se lavaban bien las manos después de ir al bafio, tampoco
cuando realizaban otra actividad relacionada con alimentos que tenian la bacteria

como: frutas y verduras, algunos de estos alimentos tienen contacto con la tierra
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por lo tanto pueden ser portadores de esta bacteria, generando de manera

indirecta una contaminacién a otros alimentos.

Todo esto se puede evitar siempre que se mantenga una buena higiene personal
de los manipuladores; proporcionando educacion sanitaria completa y razonada
a estas personas; mantener un tratamiento correcto del agua (cloracion); realizar
un tratamiento sanitario adecuado para las aguas residuales y, sobre todo, evitar
que las personas enfermas con manifestaciones entéricas, manipulen los

alimentos.

Variedades que cumplen y no cumplen para
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Figura N° 23: Grafico de muestras que cumplen y no cumplen para
Salmonella spp segiin RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo
9.1, segun la variedad.

En cuanto a variedades se puede mencionar que solo el 87.50% de las muestras
de tilapia cumplen con la especificacion, en la curvina el 100% y en el tiburoncillo
solo el 75 %. La Figura N° 23 nos muestra que solo la curvina present6 ausencia
de Salmonella spp.



5.6 DETERMINACION DE Vibrio cholerae

Tabla N° 16: Resultados obtenidos en la determinacion de Vibrio cholerae en
lonjas de pescado comparado con especificacion de RTCA
67.04.50:08; Grupo 9.0, Sub grupo: 9.1

- brueha de ~ Otros Especificacion
Cddigo Oxidasa Resultado microorganismos | RTCA 67.04.50:08
encontrados AUSENCIA
RESULTADOS DE PRIMER MUESTREO
ST0101 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
ST0201 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC0301 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SB0401 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
ST0501 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC0601 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC0701 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SB0801 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DT0901 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DC1001 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DB1101 +) Ausencia Vibrio spp Conforme
DB1201 +) Ausencia Vibrio spp Conforme
RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO
ST1302 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
ST1402 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC1502 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SB1602 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
ST1702 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC1802 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
SC1902 (+) Presencia | = = - No conforme
SB2002 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DT2102 (+) Presencia | = - No conforme
DC2202 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DB2302 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
DB2402 (+) Ausencia Vibrio spp Conforme
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En la Tabla N° 16 se puede verificar que el sélo el 91.67 % de las muestras
cumplen con lo especificado en la norma. Todas las muestras presentaron
crecimiento en las placas de medio TCBS, por ello se les realizo la prueba de
oxidasa que es caracteristica del género Vibrios, resultando positivo en todas (ver
Figura N° 24).

Figura N° 24: Prueba de oxidasa, resultado positivo para Vibrio spp.

Se observd que en el medio TCBS crecieron dos tipos de colonias: unas verdes
y otras amarillas (ver Figura N° 25 y 26); segun la morfologia macroscépica que
presentaban las colonias verdes, pertenecen a cepas de Vibrio parahaemolyticus

y Vibrio vulnificus @e), mientras que las amarillas a Vibrio cholerae.

La confirmacion de Vibrio cholerae se realiz6 por pruebas bioquimicas (ver Anexo
N° 25), donde se tomaron solo las colonias amarillas, resultando positivas solo

las muestras de cédigo: SC1902 y DT210; que corresponden a muestras de

curvina y tilapia respectivamente, representando el 8.33%. De las placas donde
crecieron colonias de dos tipos de color (ver Figura N° 26) sélo se tomaron las

colonias amarillas, debido a que estas poseen las caracteristicas de interés.
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Figura N° 25: Colonias sospechosas de Vibrio cholerae de color amarillo en Agar
TCBS.

Figura N° 26: Colonias sospechosas de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus de color verde en Agar TCBS.

El crecimiento de Vibrio cholerae se produjo por varios factores: primero por el
habitat, los peces viven en los océanos, rios y lagos; aqui tienen contacto con
otro tipo de fauna como: camarones, cangrejos, mejillones, ostras, conchas, entre
otros, siendo estos portadores de bacterias como el Vibrio cholerae, facilitando
asi el alojamiento de microorganismos tanto en su organismo como en las

escamas. Este foco de contaminacién se puede reducir siempre y cuando se
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ejecuten buenas practicas higiénicas por parte de los manipuladores,
acompafnado de un buen lavado, eviscerado y descamado del mismo. Si en estas
fases se elimina este microorganismo, no habria problema en la fase del

fileteado.

Otro foco de contaminacion fue el uso de cuchillos y tablas de picar para

fraccionar varios tipos de carnes, produciendo asi una contaminacion cruzada.

Variedades que cumplen y no cumplen para
Vibrio cholerae

100%

87.5% 87.5%
100

80

60
%
40

20 0%

Tilapia Curvina Tiburoncillo

B Muestras que cumplen B Muestras que no cumplen

Figura N° 27: Gréafico de muestras que cumplen y no cumplen para Vibrio
cholerae segun RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1.

En lo que corresponde a variedades, en las muestras de tilapia y curvina solo el
87.50% de las muestras cumplieron con la especificacién para Vibrio cholerae,
mientras que las de tiburoncillo presentaron ausencia en su totalidad (ver Figura
N° 27).

5.7 Resumen global de las muestras analizadas

A continuacion, se presenta un cuadro resumen de los andlisis efectuados a las
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muestras con sus respectivas especificaciones, de acuerdo al RTCA 67.04.50:08,

grupo 9.0, sub grupo 9.1.

Cuadro N° 6: Resultado aeneral de andlisis microbioléaicos de lonias de
pescado en el primer y segundo muestreo.

Codigo Escher.chia Staphylococcus | Salmonella Vibrio Cumple con las
de = e permitido por ol RTCA RO especificaciones
Muestras <10? UFC/g <1O3pUFC/g i Ausencia | Ausencia del RTCA
RESULTADOS DE PRIMER MUESTREO

ST0101 Ausencia Ausencia Ausencia

ST0201 Ausencia Ausencia

SC0301 80 UFC/g 790 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
SB0401 78 UFC/g 725 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
ST0501 66 UFC/g Ausencia Ausencia | Ausencia Conforme
SC0601 92 UFC/g 870 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
SC0701 74 UFClg 900 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
SB0801 96 UFC/g Ausencia Ausencia

DT0901 90 UFC/g Ausencia Ausencia | Ausencia Conforme
DC1001 58 UFC/g 860 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
DB1101 650 UFC/ g Ausencia | Ausencia -
DB1201 78 UFClg Ausencia Ausencia

RESULTADOS DE SEGUNDO MUESTREO

ST1302 66 UFC/g 450 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
ST1402 47 UFClg 470 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
SC1502 770 UFC/ g Ausencia Ausencia

SB1602 580 UFC/ g Ausencia

ST1702 64 UFC/g 390 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
SC1802 440 UFC/ g Ausencia | Ausencia

SC1902 630 UFC/ g Ausencia

SB2002 Ausencia

DT2102 74 UFC/g 520 UFC/ g Ausencia

DC2202 88 UFC/g 870 UFC/ g Ausencia | Ausencia Conforme
DB2302 Ausencia | Ausencia
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Cuadro N° 6: (Continuacién)

DB2402 Ausencia Ausencia

En el Cuadro N° 6, se pueden observar 2 colores distintos de casillas, en donde:

- Casillas color Rojo: representa los analisis que no se cumplen.
- Casillas color Celeste: muestras que cumplen con todas las

especificaciones, por lo tanto, son aptas para el consumo humanao.

Se observa que solo 11 muestras de las 24 cumplen con todas las
especificaciones del RTCA, es decir las de cddigo: SC0301, SB0401, ST0501,
SC0601, SC0701, DT0901, DC1001, ST1302, ST1402, ST1702 y DC2202; estas

representan el 45.83%, por lo tanto, son aptas para el consumo humano.

RESUMEN PORCENTUAL POR
MICROORGANISMO.

100 87.5% 91.67%

79.17%
8 58.33%
60 1.67%
%
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o

B Conforme ™ No conforme

Figura N° 28: Gréfico porcentual de muestras que cumplen y no cumplen para
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Vibrio
cholerae segun RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1.

En la Figura N° 28, se presentan los resultados por cada microorganismo, donde
Escherichia coli presenta el mayor porcentaje de “No conformidad” con un

41.67%, es decir, que tiene el mayor nimero de muestras contaminadas en
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comparacion con los demas patégenos en estudio; seguido por Staphylococcus

aureus con 20.83%, Salmonella spp con 12.5% y Vibrio cholerae con un 8.33%.

RESUMEN PORCENTUAL DE NO CONFORMIDAD POR
MICROORGANISMO PARA PRIMER Y SEGUNDO
MUESTREO
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Figura N° 29: Grafico porcentual de muestras que no cumplen con
especificaciones para lonja de pescado segun RTCA
67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1; de primer y segundo
muestreo.

La Figura N° 29, presenta un grafico resumen con el respectivo “porcentaje de no
conformidad” de cada muestreo y para cada microorganismo en estudio, se
observa que la Escherichia coli presenta el mayor porcentaje de muestras
contaminadas tanto para el primer y segundo muestreo con 25% y 58.33% de
“‘No conformidad” respectivamente. Aqui la higiene personal de los
manipuladores fue crucial debido a que Escherichia coli por ser un
microorganismo de origen fecal, induce a que los manipuladores no se lavan bien
las manos después de ir al bafio, a todo esto se le afiaden las malas practicas
higiénicas de manipulacion y almacenamiento del producto. La practica de malos

habitos higiénicos contribuye al crecimiento de otras bacterias en los alimentos,
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afectando directamente la salud de los consumidores, por ello no son aptas para

consumo humano.

Variedades que cumplen y no cumplen segin
RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1
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Figura N° 30: Gréafico porcentual de las variedades que cumplen y no
cumplen con especificaciones para lonja de pescado segun
RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1.

En la Figura N° 30, se puede ver que en cuanto a las tres variedades analizadas
el 62.50% de las muestras de tilapia pueden ser consumidas, es decir, las
muestras de codigo: ST0501, DT0901, ST1302, ST1402 y ST1702. En las
muestras de curvina al igual que en las de tilapia también solo el 62.50% cumplen
con todas las especificaciones, las muestras de codigo: SC0301, SCO0601,
SC0701 DC1001 y DC2202. Por ultimo, en lo que corresponde a las muestras de
tiburoncillo sélo el 12.50% cumplen con los parametros que sefiala el RTCA
siendo Unicamente la muestra: SB0401; esto determina que las muestras de

tiburoncillo fueron las mas contaminadas por los patdogenos estudiados.

Los aspectos estudiados en la “Guia de observacién para la verificacion de las
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condiciones higiénicas de los establecimientos de comercializacion de lonja de
pescado” se ven reflejados en los andlisis, esto es causa de las malas précticas
higiénicas tanto de los manipuladores, despachadores y condiciones de
almacenamiento de la lonja, el resultado de todo esto fue el aumento de la carga

microbiana en las muestras desde un inicio.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

. Con la guia de observacion de buenas practicas de manufactura se determiné
gue ninguna de las dos cadenas de supermercados cumple con la totalidad
de los parametros evaluados, como consecuencia de ello se produce un
aumento de la carga microbiana en las lonjas, por tal razén no son aptas para

el consumo humano.

Escherichia coli presenta el 41.67% de no conformidad, esto se debe a que
fueron contaminados por materia fecal ya sea de origen humano o animal,
producto de malas practicas de manufactura e higiene del personal

manipulador.

. Staphylococcus aureus presenta el 79.17 % de muestras de cumplen con la
especificacion (<1000 UFC/g), mientras que el 20.83 % de inconformidad es
representado solo por las muestras de la variedad tiburoncillo; aqui el factor
principal fue la temperatura, debido a que las muestras de esta variedad no

estaba semicongeladas.

Para la determinacion de Salmonella spp, solo el 12.5 % de las muestras
analizadas presentan este microorganismo, lo que indica que hubo

contaminacion cruzada y mala higiene de los manipuladores.

. Vibrio cholerae presenta el 91.67% de las muestras que cumplieron con la

especificacion, siendo el que menos incidencia presento en los analisis.

Escherichia coli presenta el mayor porcentaje de muestras contaminadas en

el primer y segundo muestreo con 25% y 58.33% de “No conformidad”
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respectivamente, esta bacteria por ser de origen fecal indica que
posiblemente los manipuladores no se lavan adecuadamente las manos
después de ir al bafio o después de ejecutar alguna actividad que incluya

contacto con dicho microorganismo.

7. En el desarrollo de los andlisis se encontraron otros microorganismos que no
son exigidos por el RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1; pero que si
pueden provocar ciertas patologias cuando son ingeridos, entre estos estan:
Klebsiella spp, Enterobacter spp, Staphylococcus epidermidis, Shigella spp,

Proteus vulgaris, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus.

8. Segun datos obtenidos en la guia de observacion juntamente con los analisis
microbiolégicos demuestran que las malas condiciones de almacenamiento e
inadecuadas practicas higiénicas de los manipuladores en los
supermercados, dan origen a fuentes de contaminacion, influyendo en que

este tipo de alimentos no sean inocuos y aptos para consumo humano.

9. En general 11 de las 24 muestras analizadas cumplen con todas las
especificaciones del RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo 9.1 de
alimentos listos para comer, esto representa el 45.83%.

10.En cuanto a las tres variedades analizadas la variedad que mostré mayor
carga microbiana fue la variedad de tiburoncillo con el 87.5% vy las variedades
de tilapia y curvina con 62.50% respectivamente que pueden ser consumidas
segun los parametros exigidos por el RTCA 67.04.50:08, grupo 9.0, sub grupo
9.1.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

. Que las instituciones pertinentes realicen charlas de buenas préacticas de
manufactura a los manipuladores de alimentos, y que verifiquen segun
especificaciones, las condiciones de limpieza de las cémaras de
almacenamiento, los utensilios, y la higiene de los manipuladores, para

conservar la calidad del producto que se comercializa.

. Que las instituciones pertinentes como: Defensoria del Consumidor y el
MINSAL promuevan a la poblacién que consume esta clase de productos,
que cocinen adecuadamente este tipo de alimento, de esta manera se
eliminaran muchos microorganismos sensibles a temperaturas altas, por
ende, habra menos probabilidad de causar dafios en la salud del

consumidor.

. Que el RTCA 67.04.50:08 de alimentos, grupo 9.0, sub grupo 9.1, incluya
la determinacion de microorganismos como Klebsiella spp y Enterobacter

spp; ya que estos inciden en los andlisis.

. Que futuras investigaciones den seguimiento al presente trabajo realizado,
abarcando mayor cantidad de muestras y lugares de muestreo en

productos similares.

Determinar en posteriores estudios el serotipo de Vibrio cholerae O1,
debido a que en este estudio se determind el Vibrio cholerae de forma

general.

. Que los establecimientos promuevan el manual de Buenas Practicas de

Manufactura para que el manipulador pueda obtener una certificacion.
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Figura N° 31: Ubicacién de los supermercados en el Distrito dos,
departamento de San Salvador.

Donde:

Super Selectos, Metrocentro 62 etapa.
Super Selectos, Metrocentro 82 etapa.
Super Selectos, Metrosur.

Super Selectos, Gigante.

Super Selectos, San Luis.

1

2

3

4

5. Super Selectos, Miralvalle Motocross.

6

7. Despensa de Don Juan, Bulevar los Héroes.
8

Despensa de Don Juan, Escalon Norte



ANEXO N° 2

Tabla N° 17. Tabla de Distribucion Normal Estandar s

000 0.01

0.02

0.03

.04

.05

0.06

.07

0.08

0.09

0.50000
0.53583
0.57926
0.E1791
0.65542
0.65146
0.72575
0.75804
0.768814
0.81594
0.84134
086433
0.88493
0.90320
0.51524
093319
0.94520
095543
096407

0.50399
0.54380
0.58317
062172
0.65910
0.69497
0.72907
0.76115
079103
0.81859
0.84375
0.86650
0.BB6EE
0.90490
0.92073
0.93448
0.94630
0.95637
0964835

o
0.97778
0.98257
0.98645
0.98956
0.99202
0.99396
0.99547
0.99664
099752
0.99819
0.99869
0.99906
0.99934
0.99953
0.99968
0.99978
0.99985
0.99990
0.,99993
0.99995
0.99997

L L]
097725
098214
0.98610
0.98928
0.99180
0.88379
0.99534
0.99653
0.85744
0.99813
0.89865
0.89503
0.99931
0.89952
0.99866
0.99977
0.99984
0.99989
0.99993
0.99995
0.99997

0.50798
0.54776
0.58706
0.62552
0.66276
0.69447
0.73237
0.76424
0.79389
n.e2121
0.84614
0.86864
0.BBBTT
0.90658
082220
0.93574
0.94738
0.895728
096552

.3
0.97831
0.98300
0.98679
0.98983
0.99224
0.99413
0.99580
0.99674
0.99760
0.99825
0.99674
0.55910
0.99936
0.99855
099969
0.99478
(0.95585
0.99990
0.99993
099356
0.99257

0.51187
0.55172
0.59085
0.62830
0.66640
0.70194
0.73565
0.76730
0.79673
0.82381
084849
087076
0.59065
0.90824
0.92364
0.93698
0.%4845
0.95818
0.96638
L3

0.97882
0.98341
0.98713
0.99010
0.99245
0.99430
0.99573
0.99683
0.99767
0.99831
0.99878
0.99913
0.99938
0.99957
0.99370
0.99979
0.99986
0.999%0
0.99954
0.99996
0.99997

0.51595
0.55567
0.59483
063307
0.67003
0.70:540
0.73891
077035
0.79955
0.82639
0.85083
0.87286
0.89231
0.90988
0.92507
093822
0,94950
0.95907
0.96712
0.87932
0.98382
0.98745
0.99036
0.99266
0.9%446
0.98585
0.5%693
0.9%774
0.55836
0.99882
0.99316
0.99940
0.99958
029871
0.92980
0.99986
0.999%
0.99354
0.999%6
0.99957

0.51954
0.55962
0.59871
0.63682
0.67364
0.70884
0.74215
0.77337
0.80234
0.82894
0.85314
087493
0.85435
091149
0.92647
093243
0.95053
0.95994
0.96784
097982
098422
0.98778
0.990&1
0.99286
0.99461
0.989598
0.99702
0.99781
0.98841
0.99886
0.99918
0.99842
0.99860
0.98972
0.99981
0.99887
0.999N
0.99594
0.99996
0.99597

0.98809
0.99086
0.99305
0.99477
0.99602
099711
099788
0.99846
0.99889
0.99921
0.59944
0.9%961
0.99973
0.9%981
0.99987
0.9%992
0.95994
0.99994
0.99%98

0.527490
0.56749
0.60642
064431
0.68082
0.71566
0.74857
0.77935
0.80785
0.833%8
0.85769
0.87900
0.89796
0.91466
0.92922
0.894179
0.95254
0.96164
0.96926
0.97558
098077
0.98500
0.98840
089
0.99324
0.99492
0.99621
0.93720
0.99795
0.99851
0.99893
0.99924
0.99946
0.99962
0.99974
0.99982
0.99988
0.99992
0.99935
0.959996
0.95998

0.53188
0.57142
0.61026
0.64803
0.68439
0.71904
0.75175
0.78230
0.e10s7
0.83646
0.85893
0.88100
0.89973
091831
0.93056
0.84295
085352
0.96246
0.96995
097615
0.58124
0.98537
0.98870
0.99134
0.99343
0.99506
0.99632
0.99728
0.99801
0.99856
0.99896
0.99926
0.99948
0.99964
0.99975
0.99983
0.99988
0.99992
0.999395
099997
0.95998

0.53586
0.57535
0.61409
0.65173
0.68793
0.72240
0.75490
0.78524
0.81327
0.83891
0.86214
0.88298
0.90147
0.91774
0.93189
0.94408
0.95449
Q.96327
0.97062
0.97670
0.95169
0,98574
0.95899
0.99158
0.99361
0.99520
0.99643
0.99736
0.9%807
0.99861
0.99%00
0.99929
0.99%50
0.99%65
0.99975
0.99983
0.99989
0.99992
0.99955
0.99997
0.99938

Nota: Z = 1.96; para un intervalo de confianza de 97.5% se busco en la tabla de
distribucion normal el valor de 0.9750 (Ver Anexo N° 2), en la columna el valor es
de 1.9 y en la fila es de 0.06 por lo que la suma de estos dos valores equivale a
Z=1.96.



ANEXO N° 3

FORMATO DE ENCUESTA

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Encuesta para conocer las preferencias del consumidor de pescado dentro de los

supermercados del Distrito dos de San Salvador.

Fecha:

Preferencia del consumidor de pescado fresco

¢ Prefiere consumir el pescado

entero o en filetes/lonja? Explique.

¢ Qué variedad de pescado

prefiere?

¢ Por qué prefiere comprar este tipo
de producto en estos

establecimientos?




ANEXO N° 4
GUIA DE OBSERVACION

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Guia de observacion para la verificacion de las condiciones higiénicas del
establecimiento de comercializacion de lonja de pescado y preferencias del consumidor

dentro de los supermercados del Distrito dos de San Salvador.

Cadena comercial: Sucursal:

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Fecha: N° de muestreo:

PARAMETRO

Cumple parametro

sl | NO

Condiciones de la cdmara y lonjas

¢, Se encontraba la lonja con hielo?

¢, Se encontraba hielo en contacto directo con el producto
en estudio?

Los pescados presentan algun dafio fisico o mucosidad
excesiva en su superficie.

La superficie donde se manipulan los productos presentan
las siguientes caracteristicas: Lisas, de plastico

¢, Se encuentra otro producto almacenado junto a las
variedades de Lonja en estudio? Si la respuesta es Si,
¢, Cudl es ese producto?

Se observan limpias las superficies de la cadmara.

Pardmetros a verificar en despachador

Utilizan diferentes utensilios para cada producto con el fin
de evitar contaminacién cruzada

Utilizan, utensilios limpios para la manipulacion y ademas
estos son facil de limpiar y desinfectar

Higiene del personal de despacho

Tiene las manos limpias

Presenta alguna herida a simple vista

Utiliza guantes

Tiene las ufias cortas, limpias y sin barniz (en caso de
mujeres).

Utiliza algun objeto como anillo, relojes, pulseras, etc.

Utiliza gorro (cofia) para cubrir el cabello

Tiene ropa de trabajo limpio

Presenta algun sintoma o tipo de enfermedad a simple
vista.




ANEXO N° 5

FORMATO DE ETIQUETA

Etiqueta para recoleccion de datos de las muestras en los supermercados.

Cuadro N° 7: Formato de etiqueta para identificaciéon de muestras.

Datos de la muestra de Lonja de pescado recolectada

Lugar de muestreo

Fecha

Hora de muestreo

N° de muestra

Cddigo

Variedad

Nombre del analista

Observaciones:




ANEXO N° 6

Cuadro Ne° 8: Codificacion de muestras por supermercados.

Sucursal | Cadigo Descripcién
PRIMER MUESTREO

ST0101 Tilapia

Super Selectos ST0201 Tilapia

Metrocentro 82 etapa SC0301 Curvina
SB0401 Tiburoncillo

ST0501 Tilapia

Super Selectos SC0601 Curvina

San Luis SC0701 Curvina
SB0801 Tiburoncillo

DT0901 Tilapia

Despensa de Don Juan DC1001 Curvina
Bulevar Los Héroes DB1101 Tiburoncillo
DB1201 Tiburoncillo

SEGUNDO MUESTREO

ST1302 Tilapia

Super Selectos ST1402 Tilapia

Metrocentro 82 etapa SC1502 Curvina
SB1602 Tiburoncillo

ST1702 Tilapia

Super Selectos SC1802 Curvina

San Luis SC1902 Curvina
SB2002 Tiburoncillo

DT2102 Tilapia

Despensa de Don Juan DC2202 Curvina
Bulevar Los Héroes DB2302 Tiburoncillo
DB2402 Tiburoncillo

Donde:

S: Super Selectos

D: Despensa de Don Juan

T: Tilapia

C: Curvina

B: Tiburoncillo
1° muestreo: 01

2° muestreo: 02




ANEXO N° 7

Tabla N° 18: Criterios Microbiologicos de Vigilancia aplicados a Pescado,
derivados y productos marinos segun RTCA 67.04.50:08, grupo

9.0, sub grupo 9.1.

Muestra: Lonja de tilapia, curvina y tiburoncillo.

9.1 Subgrupo del alimento: Pescado y productos marinos frescos, congelados, incluidos moluscos
no bivalvos, crustaceos y equinodermos, desconchados, frescos, empacados.
Parametro Plan de Muestreo Limite
Tipo de
] Clase N m M
riesgo
Escherichia coli 3 10 UFC/g | 102UFC/ g
Staphylococcus aureus (Solo para
3 10 UFC/g | 10°UFC/ g
pescados)
Salmonella spp/25 g 2 Ausencia | = -----
Listeria monocytogenes/25 g (Solo A .
para producto crudo listo para 2 Ausencia | = -----
consumo, ejemplo sushiy ceviche)
Vibrio cholerae O1 2 Ausencia | = -----
Vibrio parahaemolyticus (Solo
] 3 10 UFC/g | 10°UFC/ g
para bivalvos)

Nota: La parte sombreada indica los andlisis que se le realizaron a las muestras.




ANEXO N° 8

Pesar asépticamente en una bolsa de Afadir 225 mL de solucion Agua
Polietileno estéril 25 g de muestra. Peptonada Buferada (APB) y

homogenizar por 2 min. En Stomacher a
260 rpm. Esta sera la dilucion 10-1.

Transferir la solucién a un frasco estéril

Pipetear Pipetear
10 mL 10 mL

Adicionar
90 mL APB,
homogenizar

=

1mL 1mL

DD DD D

Adicionar 15 a 20 mL de Agar Rojo Violeta Bilis (ABRV) y agitar por técnica
de ocho. Dejar que solidifique y posteriormente adicionar 4 a 5 mL del mismo
medio para formar una sobrecapa. Dejar que solidifique nuevamente.

¥

Incubar a 37° £2 °C por 24 a 48 horas. Realizar recuento en placa con
las colonias rojo oscuro, con halo rojo claro o rosa y determinar el conteo
de las colonias caracteristicas.

ABRV

Figura N° 32: Esquema para el aislamiento y conteo de Escherichia coli (20).



ANEXO N°9

Tabla N° 19: Conteo en placa de Escherichia coli.

Dilucion  N°de placa N°de colonias tipicas Recuento presuntivo

por placa (UFCl/g)
101 Placa 1 51 510
Placa 2 59 590
10 2 Placa 3 10 1000
Placa 4 9 900
10 3 Placa 5 0 0
Placa 6 0 0
Muestra: Total 3000
ST0101 Promedio (X) = Recuento Total 500

Pasos para el conteo de Escherichia coli.

1. Contar el numero de colonias tipicas o caracteristicas por cada placa.

2. Realizar un recuento presuntivo utilizando la siguiente férmula:

Recuento presuntivo (UFC/ g) = N2 de colonias tipicas por placa * (inverso de la dilucion)

Donde:

10 = Inverso de la dilucién 101
100 = Inverso de la dilucién 102
1000 = Inverso de la dilucién 103

3. Cuando ya se tienen los calculos de todas las placas, se realiza un
promedio, se utiliza la siguiente ecuacion:

Yn; +n, +n3+n, +ng+ng

X =
6

Donde:

n; = Recuento presuntivo (UFC/g)
X = Recuento de Escherichia coli (UFC/g)

4. Realizar redondeo de acuerdo a las normas de aproximacion.



ANEXO N° 10

De las colonias que crecieron en ABRV, seleccionar 2 a 3
colonias color rojo oscuro que generalmente se
encuentran rodeadas de un halo de precipitacién debido a
las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa. Y
con ayuda de un asa bacterioldgica inocular en Agar

Tripticasa Soya (TSA)

Incubar a 37° £2 °C por 24 a 48 horas

Con ayuda de un asa bacteriologica
tomar 2 o 3 colonias que crecieron en
Agar Tripticasa Soya (TSA) e
inocularlas en Agar Eosina Azul de

Metileno (EMB)

Incubar a 37° +2 °C por 24 a 48 horas

A 4

Observar la morfologia macroscopica,
para E. coli lo cual deben ser colonias
planas con centro oscuro con brillo
metélico. Tomar las  colonias
caracteristicas y sembrar en Agar TSA
para Pruebas Bioquimicas

Figura N° 33: Esquema para la determinacion y confirmacion de Escherichia
coli (20).



ANEXO N° 11

Figura N° 34: Esquema para el aislamiento de Staphylococcus aureus (o).



ANEXO N° 12

Placas de Agar Baird Parker con colonias sospechosas de Staphylococcus
aureus (sefaladas en circulo blanco).

Proceder a realizar el conteo de las colonias con ayuda de un Cuentacolonias

Figura N° 35: Esquema para la determinacion y conteo de Staphylococcus
aureus (o).



ANEXO N° 13

Tabla N° 20: Conteo en placa de Staphylococcus aureus.

Cantidad N° de colonias Recuento
Dilucion N° de placa inoculada tivicas bor placa presuntivo
(mL) picas porp (UFC/g)
10 Placa 1 0.3 234 702
(Inverso = 10)
Placa 2 0.3 233 699
Placa 3 0.4 240 960
Muestra: Total 2361

Promedio (X) = Recuento total 787 = 790

Pasos para el conteo de Staphylococcus aureus.

5. Contar el nimero de colonias tipicas o caracteristicas por cada placa.

6. Realizar un recuento presuntivo utilizando la siguiente féormula:

Recuento presuntivo (UFC/g) = N2 de colonias tipicas por placa * Ci (mL) * 10

Donde:
Ci = Cantidad inoculada en mL
10 = Inverso de la dilucién 10!

7. Cuando ya se tienen los calculos de todas las placas, se realiza un promedio,
se utiliza la siguiente ecuacion:

Yn; +n, +n;g

X =
3

Donde:
n; = Recuento presuntivo (UFC/g)
X = Recuento de Staphylococcus aures (UFC/g)

8. Realizar redondeo de acuerdo a las normas de aproximacion.



ANEXO N° 14

Figura N° 36: Esquema para la identificacion de Staphylococcus aureus
por prueba de Coagulasa (o).



ANEXO N° 15

Con ayuda de un asa bacteriolégica
tomar una colonia tipica de cada placay
colocarlas en un portaobjetos.

Adicionar sobre la colonia 2 o
3 gotas de Peroxido de
Hidrégeno al 3% (H2032)

CATALASE TEST

Prueba positiva: Formacion
de burbujeo

Figura N° 37: Esquema para la identificacion de Staphylococcus aureus
por prueba de Catalasa (o)



ANEXO N° 16

Transferir la solucién a un frasco estéril

Figura N° 38: Esquema para tratamiento de la muestra en la determinacién de
Salmonella spp (o).



ANEXO N° 17

Después del periodo de incubacién proceder asi.

Pipetear 1 mL y 7 Pipetear 0.1 mLy
colocarlo en caldo | colocarlo en caldo
Tetrationato. Rapapport.

Figura N° 39: Esquema para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp (o).



ANEXO N° 18

Partiendo de las dilucién 101 que se preparé para la determinacion
de Escherichia coli, proceder de la siguiente manera para Vibrio
cholerae.

!

Incubar a una temperatura de 35° C £ 2° C por 24 horas.

Sembrar por duplicado con
ayuda de un asa
bacteriologica en anillo

Incubar a una temperatura de 35° C £ 2° C por 24 horas.

{4

Observar las colonias grandes (de 2 a 3 mm), lisas, de color amarillo y
ligeramente aplanado con los centros opacos y translicidas en las
periferias. Tomar las colonias caracteristicas del Agar TCBS y sembrar
en Agar TSA + 2% NacCl para Pruebas Bioquimicas.

Figura N° 40: Esquema para el aislamiento de Vibrio cholerae (x).




ANEXO N° 19

Figura N° 41: Esquema, prueba de oxidasa para Vibrio cholerae (o).



ANEXO N° 20

TSI Citrato Movilidad Indol Rojo de Voges
Metilo Proskauer

B Bt g
\_'_’
Sl

Figura N° 42: Esquema de pruebas bioquimicas para Escherichia coli,
Salmonella spp y Vibrio cholerae (o).




ANEXO N° 21

Tabla N° 21: Pruebas Bioquimicas () ).

formacién de indol.

PRUEBA RESULTADO RESULTADO
BIOQUIMICA FUNDAMENTO POSITIVO NEGATIVO
Resultado Interpretacion
Bisel
alcalino/fondo | Microorganismo
alcalino (bisel no fermentador
rojo/fondo de azlcares
rojo), K/IK
Bisel Microorganismo . .
; . Segun sea el Segun sea el
FB IS%I/ a}c!go/ f‘;?‘d? fermtlantador de caso para cada | caso para cada
ondo acido (bise glucosa, microorganismo | microorganismo
amarillo/fondo sacarosay
amarillo), A/A lactosa.
Bisel
Agar alcalino/fondo | Microorganismo
Hierro 4cido (bisel fermentador de
Triple rojo/fondo glucosa
Azlcar amarillo), K/IA
Rl:ﬁ;lérig 3el El medio no
Gas Produccion de Gas presencia de presenta
. burbujas
burbujas
El tiosulfato de sodio es el
sustrato necesario para la
produccion de acido sulfhidrico, el
HoS sulfato de hierro y el amonio, es la Se produce No se produce
2 fuente de iones Fe3*, los cuales se | ennegrecimiento | ennegrecimiento
combinan con acido sulfhidrico y
producen el sulfuro de hierro de
color negro.
Evalla la presencia en las L
. ; Formacion de
bacterias de la enzima )
iotof ; | | un anillo de No presenta
Indol triptofanasa, mediante la cual, color rojo o ningun anillo en
ocurre la hidrélisis y desaminacion . X
L 2 fucsia en la la interfase.
oxidativa del triptéfano, con .
interfase.

Rojo de Metilo

Esta prueba se realiza para
determinar la capacidad de un
microorganismo de fermentar la
glucosa con produccion de acido
por la via &cido mixta. Se
acumulan acidos (acético,
férmico, etc.), relativamente
fuertes y bajan el pH del medio
hasta 4-5. Dicho cambio de pH se
detecta afiadiendo un indicador
(rojo de metilo) al cultivo.

Coloracion roja

Medio amarillo




Tabla N 21: (Continuacion).

Bacterias que producen acetoina
o acetil metil carbinol por

Vvoges descarboxilacién de dos Coloracion roja Medio amarillo
Proskahuer moléculas de acido pirdvico
(producto final de la glucdlisis).
Determina si un microorganismo
Citrato de puede crecer utilizando citrato Medio de color | Medio de color
Simmons como unlca,fuen'te de carbono azul verde
debido a la sintesis de la enzima
citrato permeasa.
Movilidad Determinar sj un micrqorganismo Formacién de No presente}
es movil o inmovil. sombrilla ningun cambio
Determina la presencia del
citocromo C. El citocromo C oxida
. al NNN'N', tetrametil 1-4 s No presenta
Oxidasa fenilendiamina (solucién acuosa al Coloracion azul coloracion
1% (p/v)). La oxidacion se detecta
como color azul.
La catalasa es una enzima que
poseen la mayoria de las Formacion de No se observa
Catalasa bacterias aerobias. Descompone

el peréxido de hidrégeno en agua
y oxigeno.

burbujeo

ningun cambio




ANEXO N° 22

Tabla N° 22: Tabla de pruebas bioguimicas para: Escherichia coli, Salmonella
spp y Vibrio cholerae (o).

PRUEBAS - _ -
BIOQUIMICAS/ Escherichia coli Salmonella spp  Vibrio cholerae
BACTERIAS
Bisel A6 K K K
Fondo A A A
TSI ] ]
Gas +0 - +0 - -
H.S - + -
Indol + - +
Rojo de Metilo + + +
Voges Proskauer - - +6 -
Citrato - +0 - -
Movilidad +0- + +
Oxidasa e e +
Donde:
K: color rosa

A: color amarillo
En Pruebas positivas se observa lo siguiente:

Gas: produccion de burbujas

H2S: ennegrecimiento

Indol: formacion de un anillo en la superficie del medio
Rojo de metilo: Formacion de color rojo
Voges-Proskauer: Formacion de color rojo

Citrato: Coloracién azul

Movilidad: Crecimiento alrededor del inéculo.
Oxidasa: Coloracion azul oscuro.



ANEXO N° 23
RESULTADO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Escherichia coli.



Tabla N° 23: Resultados de pruebas bioquimicas para Escherichia coli.

PRUEBA TSI Rojo de Voges . - . .
BIOQUIMICA/ Indol . Citrato | Movilidad | Microorganismo
N° de Muestra | Bisel | Fondo | Gas H2S Metilo | Proskauer

ST0101 A A + - + + - - + Escherichia coli

ST0201 A A + - + + - - + Escherichia coli

SC0301 A A + - - + - + - Klebsiella spp

SB0401 A A + - - - + + + Enterobacter spp

ST0501 A A - - + + - - + Escherichia coli

SC0601 A A + - - - + + + Enterobacter spp

SC0701 A A + - - + - + - Klebsiella spp

SB0801 A A + - - - + + + Enterobacter spp

DT0901 A A + - + + - - + Escherichia coli

DC1001 A A + - - + - + - Klebsiella spp

DB1101 A A - - + + - - + Escherichia coli

DB1201 A A + - - + - + - Klebsiella spp

ST1302 A A + - - + - + - Klebsiella spp

ST1402 A A + - - + - + - Klebsiella spp

SC1502 A A + - + + - - + Escherichia coli

SB1602 A A + - + + - - + Escherichia coli

ST1702 A A + - - - + + + Enterobacter spp

SC1802 A A + - + + - - + Escherichia coli

SC1902 A A - - + + - - + Escherichia coli

SB2002 A A + - + + - - + Escherichia coli




Tabla N° 23: (Continuacion).

DT2102 A A + - - + - + - Klebsiella spp
DC2202 A A + - - + - + - Klebsiella spp
DB2302 A A - - + + - - + Escherichia coli
DB2402 A A + - + + - - + Escherichia coli




ANEXO N° 24
RESULTADO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Salmonella spp.



Tabla N° 24: Resultados de pruebas bioquimicas para Salmonella spp.

PRUEBA TSI Rojo de Voges . - . .
BIOQUIMICA/ Indol . Citrato | Movilidad | Microorganismo
N° de Muestra | Bisel | Fondo | Gas H2S Metilo | Proskauer

ST0101 K A - - + + - - - Shigella spp
ST0201 K A + + - + - + + Salmonella spp.
SC0301 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SB0401 K A - - + + - - - Shigella spp
ST0501 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SC0601 K A + + + + + + + Proteus vulgaris
SC0701 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SB0801 A A + - - + - + - Klebsiella spp
DT0901 A A + - - + - + - Klebsiella spp
DC1001 K A + + + + + + + Proteus vulgaris
DB1101 A A + - - + - + - Klebsiella spp
DB1201 A A + - - + - + - Klebsiella spp
ST1302 A A + - - + - + - Klebsiella spp
ST1402 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SC1502 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SB1602 K A + + - + - + + Salmonella spp.
ST1702 A A + - - - + + + Enterobacter spp
SC1802 K A - - + + - - - Shigella spp
SC1902 A A + - - + - + - Klebsiella spp
SB2002 K A + + - + - + + Salmonella spp.




Tabla N° 24: (Continuacién).

DT2102

A

Shigella spp

DC2202

Klebsiella spp

DB2302

Klebsiella spp

DB2402

> | > | >

A
A
A

Enterobacter spp




ANEXO N° 25
RESULTADO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Vibrio cholerae.



Tabla N° 25: Resultados de pruebas bioquimicas para Vibrio cholerae.

PRUEBA TSI Rojo voges
BIOQUIMICA/ N° Indol de 9 Citrato | Movilidad | Oxidasa | Microorganismo
de Muestra Bisel | Fondo | Gas H2S Metilo | Proskauer

ST0101 K A - - + + - + + + Vibrio spp
ST0201 K A - - + + - - + + Vibrio spp
SC0301 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SB0401 K A - - + + - + + + Vibrio spp
ST0501 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SC0601 K A - - + + - - + + Vibrio spp
SC0701 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SB0801 K A - - + + - + + + Vibrio spp
DT0901 K A - - + + - + + + Vibrio spp
DC1001 K A - - + + - - + + Vibrio spp
DB1101 K A - - + + - + + + Vibrio spp
DB1201 K A - - + + - + + + Vibrio spp
ST1302 K A - - + + - + + + Vibrio spp
ST1402 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SC1502 K A - - + + - - + + Vibrio spp
SB1602 K A - - + + - + + + Vibrio spp
ST1702 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SC1802 K A - - + + - + + + Vibrio spp
SC1902 K A - - + + + - + Vibrio cholerae
SB2002 K A - - + + - + + K Vibrio spp




Tabla N° 24: (Continuacién).

DT2102 K A - - + + + - + + Vibrio cholerae
DC2202 K A - - + + - + + + Vibrio spp
DB2302 K A - - + + - + + + Vibrio spp
DB2402 K A - - + + - + + + Vibrio spp




ANEXO N° 26
RESULTADO DE ENCUESTA DE PREFERENCIAS



Resultados de encuesta de preferencias.

Encuesta para conocer las preferencias del consumidor de pescado dentro de los

supermercados del Distrito dos de San Salvador.

Pregunta N° 1: ¢ Prefiere consumir el pescado entero o en filetes/lonja?

¢ Prefiere consumir el pescado entero o en
filetes/lonja?
100
%0 86.67 %
80
70 %
60
50
40
30
20 13.33 %
10
0
Entero Filete / Lonja

Figura N° 43: Gréfico de resultados de preferencia de consumo de pescado
entero o en filetes / lonja.

Como puede reflejarse en la Figura N° 17, la mayoria de la poblacién prefiere
consumir el pescado en filetes / lonja debido a que viene fraccionado les resulta
mas facil de preparar y se cocina mejor, porque cuando el pescado esta entero

muchas veces no se logra cocinar totalmente.



Pregunta N° 2: ¢ Qué variedad de pescado prefiere?

¢Qué variedad de pescado prefiere?
45.00 40.00
40.00
35.00 33.33
30.00
25.00
xX

20.00
15.00 13.33 13.33
10.00
5.00
0.00

Tilapia Curvina Tiburoncillo Otros

Variedades

Figura N° 44: Gréfico de preferencia de variedades de pescado.

El grafico de la Figura N° 18, muestra que las variedades de pescado de mayor
consumo son: tilapia, curvina y tiburoncillo o tiburén; debido al sabor, frescura,
textura y calidad. Otro aspecto que la mayoria de los encuestados mencion6 fué
que influian los precios debido a que algunas especies tenian precios mas

elevados que otras.

Pregunta N° 3: ¢ Por qué prefiere comprar este tipo de producto en estos

establecimientos?

La mayoria de los consumidores expres6é que la preferencia por estos
establecimientos era por encontrar productos de mayor calidad, frescura y
confiabilidad; ademas por la limpieza, higiene, amabilidad y atencion de los
despachadores.



ANEXO N° 27

Caracteristicas macroscopicas de colonias tipicas de Escherichia coli en los

diferentes agares.

Figura N° 45: a) Colonias sospechosas de E. coli en ABRV.
b) Verde metalico de E. coli caracteristico en Agar EMB.
c) Colonias de E. coli aisladas en TSA.



