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Determinacion de la calidad microbiolégica de pescado fresco comercializado en el
area de mariscos del mercado de mayoreo La Tiendona.
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Alvarenga-Artiga RF, Sanchez Ramos ME.?

RESUMEN.

La investigacion se realizo entre julio a diciembre de 2017 en el area de pescados y
mariscos del Mercado Mayorista La Tiendona en el municipio de San Salvador, El
Salvador. Se analizaron un total de 50 muestras de carne de pescado fresco
seleccionadas al azar de 10 puestos diferentes de ventas fijas de carne de pescado,
tomandose 5 muestras de cada puesto. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio
de de Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en la Salud
(CENSALUD), a cada muestra se le realizo el andlisis de 3 bacterias en base a los
parametros establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)
67.04.50:08. “Alimentos, criterios microbiolégicos para la inocuidad de alimentos,
Subgrupo 9.1 Pescados y productos pesqueros frescos. Las bacterias analizadas fueron:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. La cuantificacion de E. coli se
realizo mediante el procedimiento con placas Compact Dry EC, de S. aureus se realizo
mediante el procedimiento con placas Compact Dry XSA y la determinacion de ausencia-
presencia de Salmonella spp mediante el procedimiento detallado en el BAM. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: cuantificacion de E. coli el 66% de las
muestras analizadas no cumple con los parametros establecidos por el RTCA
67.04.50:08; cuantificacion de S aureus el 4% de las muestras analizadas no cumple con
los parametros establecidos por el RTCA 67.04.50:08; determinacion de ausencia-
presencia Salmonella spp el 100% de las muestras analizadas no cumple con los
pardmetros establecidos por el RTCA 67.04.50:08. Por lo tanto, las muestras analizadas
no son aptas para el consumo humano, por no cumplir con los parametros de inocuidad
establecidos por el RTCA 67.04.50:08.

Palabras clave: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, pescado
fresco, inocuidad de alimentos. Abstract

The research was done in the seafood area in the wholesale market “La Tiendona” in San
Salvador, El Salvador from July to August 2017. 50 samples of fresh fish meat were tested
randomly from 10 different market stalls; 5 samples were taken from each stall. The
samples were processed in CENSALUD (Laboratorio de deMicrobiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrolloen la Salud), each sample was tested for three
bacteria based in the stablish parameters by ReglamentoTécnicoCentroamericano (RTCA)
67.04.50:08. “Food, microbiological criteria for harmless food, subgroup 9.1 Fish and fresh
fish products. The tested bacteria were: Escherichia coli quantification, Staphylococcus
aureusquantification, and absence-presence of Salmonella spp. The E. coli test was made
by using the Compact Dry EC method, The S. aureustest was made by using the Compact
Dry XSA method, and the absence — presence determination of Salmonella spptest was
made by using the BAM method. The obtained results were: E. coli quantification 66% of
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the samples tested do not follow the stablish parameters by RTCA 67.04.50:08; S aureus
guantification 4% of the samples tested do not follow the stablish parameters by RTCA
67.04.50:08; absence — presence determination of Salmonella spp100% of the samples
tested do not follow the stablish parameters by RTCA 67.04.50:08. Because of these the
samples tested are not able to human consumption.

Key Words: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, fresh fish, food
safety.

1. Introduccién

Segun datos de la OMS en América Latina y el Caribe al menos el 70% de los casos de
diarreas son de origen alimentario (Calder6n 2009). Las enfermedades diarreicas son la
segunda mayor causa de muerte de nifios menores de 5 afios y cada afio ocasionan la
muerte de 525000 nifios, el poco acceso a agua potable y la falta de adecuados sistemas
de saneamiento, son el principal riesgo de contaminacion de alimentos y por ende la
causa de enfermedades diarreicas (OMS 2017).

En el 2009 El Salvador mediante el Consejo Nacional de Calidad, acepto la normativa
vigente de el RTCA 67.04.50:08 correspondiente a “Alimentos: criterios microbiolégicos
para la inocuidad de alimentos”. El cual establece los parametros de inocuidad en los
alimentos comercializados en la region. Para el caso de pescado fresco, las bacterias a
analizar para la determinacion de su calidad microbiolégica son: E. coli, S. aureus y
Salmonella spp. Estas bacterias producen cuadros de gastroenteritis de leves a agudas y
estan relacionadas a intoxicaciones por alimentos contaminados con ellas (Broooks et al
2011).

Segun datos del Ministerio de Salud de El Salvador, las diarreas ocupan el segundo lugar
en eventos de notificacién en el sistema de salud publico afectando principalmente a
nifios menores de 5 afios (MINSAL 2018).

En el 2015 se llevo a cabo una investigacion en el puerto de La Libertad, El Salvador. En
la cual analizaron muestras de pescado crudo para cuantificar E. coli, S. aures y
determinacion de ausencia presencia de Salmonella spp. La cuantificaciéon de E. coli el
100% de las muestras sobrepasaron limites establecidos para la presencia de la bacteria
en ese alimento; para la cuantificacion de S. &ureus el 100% de las muestras
sobrepasaron los limites establecidos para la presencia de la bacteria en ese alimento; y
en la determinacion de ausencia-presencia de Salmonella spp el 30% de las muestras
dieron positivo a la presencia de la bacteria (Martinez-Romero 2015)

A pesar que la normativa vigente del RTCA 67.04.50:08 fue aceptada desde el 2009,
hasta la fecha ninguna de las autoridades competentes (MINSAL, Defensoria del
Consumidor) han realizado los analisis ni las verificaciones correspondientes con respecto
a la inocuidad de la carne de pescado fresco comercializada en el Mercado de Mayoreo
La Tiendona, tomando en cuenta que es el mayor centro de abasto de la zona central de
El Salvador. Por tal motivo el objetivo de esta investigaciéon es Evaluar la calidad
microbiologica de pescado fresco comercializado en el area de mariscos del mercado de
mayoreo La Tiendona.



2. Materiales y métodos.
2.1 Ubicacioén.

La investigacion se llevé a cabo en el area de pescados y mariscos del mercado de
mayoreo La Tiendona, en el periodo de julio a diciembre de 2017. El mercado es
propiedad de la Alcaldia Municipal de San Salvador y es administrado a través de la
gerencia de mercados que esta ubicada dentro de las instalaciones del mercado. El
mercado esta ubicado en un terreno delimitado al norte por la calle Concepcién, al sur por
la Avenida Peralta, al oriente por la calle Renovacion y la comunidad Don Bosco y al
occidente con la 24 avenida norte. El 4rea de terreno del mercado es de 32550 m?
distribuidos de la siguiente manera: area construida: 6948 m?, area de parqueos: 7087 m?,
area verde: 690 m?, vias internas: 20275 m?.

2.2 Metodologia de campo.

Durante una inspeccion inicial, se observé la poblacién total del estudio, la cual
comprendia 10 puestos de ventas fijas de pescado fresco. Para la realizacion del estudio
de cada puesto se seleccionaron 5 muestras de pescado fresco, en base a criterios de
evaluacion del RTCA, contabilizando un total de 50 muestras analizadas.

El muestreo se realiz6 mediante cinco visitas al mercado la Tiendona, y en cada una de
las visitas se tomaron muestras a 2 puestos diferentes escogidos al azar. Se tomaron
cinco muestras de pescado fresco de cada puesto, en base a las especificaciones de
planes de muestreos establecidas por el RTCA 67.04.50:08 Alimentos. Criterios
microbioldgicos para la inocuidad de alimentos, grupo 9 pescados, derivados y productos
marinos. Subgrupo de alimentos pescado y productos marinos frescos. Que recomienda
hacer un plan de muestreo de 2 clases, el cual es un plan de muestreo por atributos,
donde de acuerdo con los criterios microbiolégicos puede dividirse en dos grados
“aceptable” y “no aceptable”, comprobando la presencia o ausencia de microorganismos,
o si el limite microbiol6gico es superior o inferior a un nivel critico establecido. Y se
recomienda tomar 5 muestras de cada puesto a investigar para hacer una mejor
determinacion.

2.3 Metodologia de laboratorio.
Toma de muestra

Durante cada visita, se escogio un pescado de un peso aproximado de ¥ |b para poder
realizar los andlisis correspondientes, cada muestra fue colocada en una bolsa individual
de polietileno y depositada en una hielera previamente sanitizada con alcohol etilico al
70%, se les coloco una capa de hielo y fueron transportadas al laboratorio para su
posterior andlisis, el cual se realizo en un tiempo no mayor a 2 horas desde la toma de
muestra. Debido a que este estudio se realizaba por primera vez en el sector, la prioridad
era establecer si habia contaminacién o no de bacterias nocivas para la salud de los
consumidores, razén por la cual no se considero el tipo de peces para el estudio.



Preparacion de diluciones

Dado el tamafio de las poblaciones microbianas que pueden estar presentes en un
alimento, que van desde algunos miles hasta varios millones de células por gramo, su
determinacion cuantitativa requiere la preparacion de diluciones conocidas de la muestra
(Camacho 2009).

Procedimiento

Pesar asépticamente 10 gramos de carne de pescado directamente en una bolsa de
polietileno afiadir 90 ml de solucién de agua peptonada buferada (APB) utilizar stomacher
a 260 rpm. Esta sera la dilucion 10"

Pipetear 10 ml de la dilucion anterior y afiadirlos a un frasco de dilucion que contiene 90
ml de (APB). Esta serd la dilucién 10*

Pipetear 10 ml de la dilucién anterior y afiadirlos a un frasco de dilucion que contiene 90
ml de (APB). Esta sera la dilucién 10°

2.3.1 Determinacion de Staphylococcus aureus (Andrews et al 2007).

e De las diluciones seriadas decimales 10t 102 103, inocular de la siguiente manera
en Placas compact Dry XSA (especifica para determinar Staphylococcus aureus.)

e Inocular 1 ml de la dilucién 10! con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa XSA sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

e Inocular 1 ml de la dilucion 102 con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa XSA sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

e Inocular 1 ml de la dilucién 103 con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa XSA sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

¢ Identificar y cuantificar las UFC/gramo de muestra.

e Compact Dry XSA para Staphylococcus aureus. Las colonias caracteristicas se
observan verde azuladas.

2.3.2 Determinacion de Escherichia coli (Placas compact Dry) (Andrews et al 2007).

e De las diluciones seriadas decimales 10* 102 103 realizadas inocular de la
siguiente manera en Placas compact Dry EC (especifica para Escherichia coli.)

e Inocular 1 ml de la dilucion 10! con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa EC sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

e Inocular 1 ml de la dilucion 102 con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa EC sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

e Inocular 1 ml de la dilucion 10% con ayuda de una pipeta volumétrica en el centro
de una placa EC sembrar por duplicado.

e incubar a 37° C por 24 horas.

e |dentificar y cuantificar las UFC/gramo de muestra.

e Los coliformes se observan como colonias color rojo, mientras que las colonias de
E. Coli, se observan en color azul.



2.3.3 Determinacion de Salmonella spp. (Andrews et al 2007).

Pesar asépticamente 25 g de muestra (musculo y/o visceras) directamente en una bolsa
de polietileno estéril previamente tarada.

Afadir 225 ml de caldo Lactosado y homogenizar por 2 minutos en el Stomacher a 260
rpm. Rotular como dilucién 1:10 (10%).

Transferir a un Erlenmeyer estéril de 250 ml y cubrirlo con papel aluminio. Homogenizar
por 1 min.

Incubar a una temperatura de 37° C por 24 horas.
Enriquecimiento

Transferir con ayuda de una pipeta volumétrica 1 ml de la dilucién (10*) sobre 10 ml de
caldo tetrationato.

Mezclar

Incubar a una temperatura de 37° C por 24 horas.

Transferir 1 ml de la dilucién 10* sobre 10 ml de medio rapaport vassiliadis.
Mezclar

Incubar a una temperatura de 37° C por 24 horas.

Enriquecimiento selectivo de Salmonella spp.

Agitar suavemente la muestra incubada

Tomar una muestra del inoculo de medio rapaport vassiliadis. Con la ayuda de un asa
bacteriolégica estéril en forma de anillo y sembrar en Agar Bismuto-Sulfito (BS).

Esterilizar el asa bacteriolégica y tomar nuevamente una muestra del inoculo y sembrar
en Agar Salmonella-Shigella (SS).

Tomar una muestra del inoculo de medio Caldo Tetrationato Con la ayuda de un asa
bacterioldgica estéril en forma de anillo y sembrar en Agar Bismuto-Sulfito (BS).

Esterilizar el asa bacterioloégica y tomar nuevamente una muestra del inoculo y sembrar
en Agar Salmonella-Shigella (SS).

Incubar a una temperatura de 37° C por 24 horas.

Luego del periodo de incubacion, verificar las colonias caracteristicas que indican la
presencia de Salmonella spp.

Colonias caracteristicas de Salmonella en siembra agar Bismuto Sulfito presentan brillo
metalico y color negro.

Colonias caracteristicas de Salmonella en agar Salmonella-Shigella se aprecian colonias
incoloras transparentes con centro color negro.



Aislamiento.

Seleccionar una colonia sospechosa y sembrar en TSA con la ayuda de un asa
bacteriologica estéril en forma de anillo.

Identificacion bioquimica.

Realizacién de pruebas bioquimicas (glucosa, TSI, Lisina descarboxilasa, LIA, Motilidad,
Ureasa, Indol, Voges-Proskauer, Rojo de Metilo, Citrato de Simmons).Incubar a 37° C por
24 horas, Comparar resultados con tabla de pruebas bioquimicas.

3. Resultados y discusion.

3.1 Cuantificacion de Staphylococcus aureus.

H No Cumple RTCA

B Cumple RTCA

Figura 1 Resultados obtenidos en cuantificacion de S. dureus en muestras de pescado crudo.
Mostrando el porcentaje de muestras que cumple con los requisitos técnicos de inocuidad y el
porcentaje de muestras que no cumplen.

El 4 % de las muestras que no cumplen limites maximos permitidos por el RTCA
67.04.50:08. (10°UFC/gr) Las personas sanas suelen albergar Staphylococcus aureus en
la piel, la nariz o en la garganta. La mayor parte de los brotes epidemiologicos estan
causados por contaminacion directa con los alimentos, manos contaminadas con
secreciones procedentes de nariz, boca y heridas. (Ruiter 1995).



Segun “El manual de buenas practicas de manejo y aseguramiento de la calidad de
productos pesqueros”, (Ramirez, Ishihara 2008) establece que los manipuladores de los
puntos de comercializacion deben contar con vestimenta adecuada (tapa boca, redecilla,
guantes, delantal, etc), para evitar la contaminacion con Staphylococcus aureus al
pescado, y que los encargos del personal de los puestos de comercializacién deben
asegurarse que sus empleados se realicen controles médicos frecuentes para detectar
enfermedades infecciosas y fomentar buenos habitos higiénicos.

Martinez-Romero realizaron una determinacion microbiolégica en carne de pescado
fresco en el puerto de la libertad, ElI Salvador en 2015 el 100% de las muestras
presentaron ausencia de Staphylococcus aureus. Pero encontraron presencia de
contaminacién en el pescado por otras bacterias, determinando que el pescado no era
apto para el consumo humano.

Gutierrez-Hernandez en 2011 realizaron una evaluacién de la calidad del producto
pesquero comercializado en el mercado “Teodoro Martinez”, en la ciudad de Bluefields,
Nicaragua. En el cual el 8% de las muestras excedi6 el limite permisible de 100 UFC para
la determinacién de Staphylococcus aureus, Ellos concluyeron que las muestras
analizadas no eran aptas para el consumo humano por haber alta contaminacion fecal, los
resultados se relacionaron con las malas practicas higiénico-sanitarias de los
manipuladores del pescado fresco.

3.2Cuantificacién de Escherichia coli.

B Cumple RTCA B No cumple RTCA

Figura 2 Resultados obtenidos en cuantificacion de E. coli en muestras de pescado crudo. Mostrando el porcentaje de
muestras que cumple con los requisitos técnicos de inocuidad y el porcentaje de muestras que no cumplen.

El 66 % de las muestras no cumplen limites maximos permitidos por el RTCA
67.04.50:08. para Escherichia coli (10°UFC/g) este microorganismo indica que los
productos pesqueros analizados han tenido contacto con heces fecales.



Huss(1997), establece que los principales riesgos de contaminacion de E. coli es la mala
higiene y poca educacion sanitaria de los manipuladores de los puntos de
comercializacion de pescado fresco, ya que al ser E. coli un organismo propio del tracto
intestinal del humano y animales de sangre caliente.

Al realizar la recolecciéon de las muestras se pudo observar que los manipuladores del
pescado en los puntos de venta no contaban con la vestimenta adecuada para la
manipulacion de alimentos. Y que los puestos no cuentan con conexion de agua,
lavamanos y desaglie. La mayoria almacenaba el agua para limpieza en huacales o
barriles, y no cuentan con sistema de desagle de aguas contaminadas, y el servicio
sanitario se encuentra en medio de los puestos comerciales y contiguo al cuarto frio
donde algunos comerciantes guardan el pescado que sobra del dia, y que representa un
gran riesgo de contaminacién de E. coli.

Los resultados obtenidos coinciden con los datos reportados por Martinez-Romero
quienes realizaron una determinacion microbiolégica en carne de pescado fresco en el
puerto de la libertad, El Salvador en 2015, en su caso el 100% sobrepasaron los limites de
bacterias de origen fecal permitidas por el RTCA 67.04.50:08, lo que las vuelve no aptas
para el consumo humano, relacionaron los resultados obtenidos con las malas practicas
de manejo y manipulacién por parte de los vendedores de los puestos en el puerto de la
libertad. Esto da un indicio que en el pais no se siguen las buenas practicas den
manipulacion, ya que se confirmo contaminacion por E. coli en dos puntos importantes de
distribucion de pescado en el pais.

Gutiérrez-Hernandez en 2011 realiz6 una evaluacion de la calidad del producto pesquero
comercializado en el mercado “Teodoro Martinez”, en la ciudad de Bluefields, Nicaragua.
En el cual el 86% de las muestras excedié el limite permisible de 100 UFC para la
determinacion de Enterobacterias. Ellos concluyeron que las muestras analizadas no eran
aptas para el consumo humano por haber alta contaminacién fecal, los resultados se
relacionaron con las malas practicas higiénico-sanitarias de los manipuladores del
pescado fresco. Esto da un indicio que en la regién se tiene problemas con alimentos
contaminados por E. coli, ya que hay investigaciones que lo confirman en dos paises de
Centroamerica.

3.3 Determinacion de Salmonella spp.

M ausencia M presencia

Figura 3 Resultados obtenidos en determinacién de Salmonella spp. en muestras
de pescado crudo. Mostrando el porcentaje de muestras que cumple con los



El 100% de las muestras analizadas, dieron como resultado presencia de Salmonella spp,
por lo cual no cumplen con el criterio microbioldgico establecido por el RTCA 67.04.50:08.
El cual determina ausencia total de esta bacteria, lo cual hace este producto no apto para
el consumo humano por el riesgo que conlleva su ingestion para la salud de los
consumidores.

Las Salmonellas se alojan en el tracto intestinal de los humanos, eliminandose por las
heces y transmitidas por contacto directo. Se puede presentar contaminacion cruzada por
alimentos crudos contaminados y también se pueden multiplicar en el ambiente y el
material de las diversas instalaciones de elaboracion y almacenamiento de alimentos.
(ICMSF 1996).

Al realizar la recoleccion de las muestras, se pudo observar que las instalaciones del area
de pescados y mariscos del Mercado La Tiendona, no son las adecuadas para la
comercializacion de estos productos ya que los puestos de comercializacion no cuentan
con un cuarto frio, no tienen superficies lavables, no cuentan con agua potable para cada
puesto, no hay desagiies ni un area adecuada para lavar utensilios ni equipo que se
utiliza para la venta. Todo esto representa un riesgo para la contaminacién de los
alimentos de Salmonella spp.

Los resultados obtenidos coinciden con los datos reportados por Martinez- Romero
guienes realizaron una determinacion microbioldgica en carne de pescado fresco en el
puerto de la libertad, El Salvador en 2015, en su caso, solo el 37% de las muestras dieron
positivo a presencia de salmonella relacionaron los resultados obtenidos con las malas
practicas de manejo y manipulacién por parte de los vendedores de los puestos en el
puerto de la libertad.

En 2005, Herrera-Santos, realizaron una determinacion de Salmonella spp en expendios
en el Norte de Santander, Colombia. Obtuvieron como resultado presencia de Salmonella
spp en el 12% de las muestras analizadas, ellos compararon los analisis de muestras
obtenidas en ventas de pescado fijo con ventas ambulantes, y encontraron que la
prevalencia era la misma, por lo tanto relacionaron la presencia de la bacteria al lugar de
procedencia del pescado.

4. Conclusiones.

La presencia de las bacterias en estudio en las muestras de pescado fresco indica que
hay contaminacion por mala manipulacién y que no se cumplen las normas basicas de
proteccién para productos de consumo humano.

En general, el pescado distribuido en el area de mariscos la Tiendona, no es apto para el
consumo humano por no cumplir con los pardmetros establecidos por el RTCA
67.04.50:08, principalmente en el caso de la bacteria Salmonella spp, la cual segun
indicacion del manual debe haber ausencia total de la bacteria, y estd se encontré en
todas las muestras analizadas.

Al realizar la investigacion, se pudo observar que los comerciantes del area de pescados
y mariscos del mercado municipal La Tiendona, no cumplen con las normas basicas de
higiene, vestimenta y buenas practicas de manejo. Eso se vuelve un factor de riesgo para
la contaminacién del pescado comercializado en esa area.

5. Recomendaciones.

Que las autoridades competentes realicen capacitaciones de Buenas Practicas de Manejo
a los vendedores que laboran en el area de mariscos del Mercado La Tiendona, a fin de
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minimizar el riesgo de contaminacion de los alimentos, por mala manipulacién de los
vendedores.

La administracion del mercado debe hacer una restructuracion y mejoras en la
infraestructura y disefio del area de mariscos del mercado, ya que el estado actual facilita
la contaminacién cruzada de los productos que ahi si comercializan.

La administracion del mercado debe establecer un registro y control sobre la procedencia
de los productos pesqueros, para determinar si estos vienen contaminados desde su lugar
de procedencia.

Establecer una oficina de vigilancia epidemiolégica en las instalaciones del Mercado
Mayorista La Tiendona y que cuente con personal capacitado (Médicos Veterinarios,
Microbiologos, etc.) Para asegurar la inocuidad de todos los alimentos que se
comercializan ahi asi como poder detectar de forma oportuna brotes o casos relacionados
con productos comercializados en ese mercado.

A los consumidores de pescado fresco, que los cocinen adecuadamente debido que
muchos de los microorganismos encontrados son sensibles a temperaturas altas, y eso
reduce la probabilidad de causar dafios a la salud.

Esta investigacion logro demostrar que el pescado comercializado en el mercado La
Tiendona esta4 contaminado con bacterias nocivas para el consumo humano, deberan
hacerse investigaciones mas profundas para poder determinar las diferentes fuentes que
provocan esta contaminacion a fin de poder garantizar la inocuidad de los alimentos
comercializados.
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