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RESUMEN. El objetivo de este trabajo es detectar la presencia de microorganismos contaminantes en productos de origen marino,
capaces de producir enfermedades transmitidas por alimentos.

Se procesaron 18 merluzas, 70 filetes de merluza, 20 milanesas de filele de merluza crudas, 17 bloques congelados de filete de
meriuza, 14 muestras congeladas de pulpa de centolla, 5 muestras congeladas de salmén en salsa, 5 bloques congelados de
minced y 20 muestras de harina de pescado.

Los microorganismos que se buscaron fueron: Staphylococcus aureus, Escherichia colf enteropatdgena, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Saimonelia sp., Shigelia sp. y Clostridium perfringens.

En muestras de pescado entero, filete de merluza, milanesas de merluza y harina de pescado desarrollaron microorganismos
potenciaimente patogenos como Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens y Pseudomonas aeruginosa. La presencia de
estos microorganismos implicaria un peligro potencial para la salud del consumidor si las condiciones de almacenamiento de los
productos alimenticios fueran inadecuadas. No se detectaron microorganismos patégenos en los productos congelados.
Palabras claves: Alimentos marinos - Palégenos - Enfermedades transmitidas por alimentos.

SUMMARY: Pathogens microorganisms in sealood manufactured in Comodoro Rivadavia. Estevao Belchior, Silvia *; Puccl,
Oscar Héctor * The occurrence of bacteria associated with foodborne diseases in seafood were investigated in this study.
Samples of fresh hakes (18), refrigerated hake fillets (70), raw scallops of hake fillet (20), frozen packed of hake fillet (17), frozen
packed of large crab (14), frozen saimon in sauce samples (5), minced samples (5) and fish meal (20), were analyzed for the
occumence of Staphylococcus aureus, enteropathogenic Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp., Shigella sp. and Closlridium perfringens, Bacteria potentially pathogen such as Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Clostridium perfringens, were isolated from fresh hakes, refrigerated hake fillets, raw
scallops of hake fillet and fish meal samples. The occurrence in these samples of these bacteria, represents a potential risk for
consumer health if the storage conditions would be incorrect.
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Introduccién

Las enfermedades transmitidas por alimentos
(E.TA.) se hanincrementado en las Lltimas tres dé-
cadas, en numero y frecuencia, tanto en paises
industrializados como en aquellos en vias de desa-
rrollo (1,2). Estas enfermedades han sido reconoci-
das como uno de los problemas de salud publica
mas extendido y una de las causas de caida de pro-
ductividad de paises, empresas e individuos. El im-
pacto socio economico es realmente importante, sien-
do necesaria la implementacion de controles sanita-
rios mas estrictos en la produccion de alimentos
(3.4).

Es sabido que los alimentos de origen marino
son de gran valor nutritivo para la alimentacion hu-
mana, debido al alto contenido de proteinas, minera-
les y vitaminas que poseen. Por este motivo, en los
lltimos anos, ha aumentado el interés comercial en
la industrializacion de los mismos y con mayor fre-
cuencia vehiculizan microorganismos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos.
(256,7,8,9,10,11).

Entre los microorganismos involucrados en
estos casos se han reportado Salmonelia sp. , Vibrio,
Escherichia coli, Shigella sp., Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Listeria y otros patégenos
considerados emergentes, siendo generalmente el
origen de los mismos el hombre y su entorno
(125,7,11,12).

Principalmente, debido a malas practicas du-
rante la conservacion de alimentos de origen mari-
no, se alcanzan condiciones de tiempo y temperatu-
ra optimas que favorecen el desarrollo en forma des-
medida y la supervivencia de los microorganismos
causantes de E.TA., siendo el pescado un medio ade-
cuado para que ello ocurra (3,5).

El objetivo de este trabajo es detectar la pre-
sencia de microorganismos contaminantes en pes-
cado capaces de producir enfermedades transmiti-
das por alimentos (E.T.A.)

Materiales y Métodos
Descripcion de los alimentos analizados
Se procesaron;
18 merluzas enteras capturadas en aguas del

Golfo San Jorge (Provincia del Chubut) que fueron
recogidas a bordo de un barco de pesca costera.
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70 muestras de filete de merluza que se co-
mercializa refrigerado; 55 unidades fueron obtenidas
en distintas bocas de expendio al consumidor y las
restantes en las plantas elaboradoras.

20 milanesas crudas de pescado, preparadas
con filete de merluza cubierto con huevo batido con
ajo y perejil y empanado. Las muestras se obtuvie-
ron en un comercio local.

17 blogues congelados a menos 20°C de filete
de merluza sin piel, obtenidos en la planta
elaboradora, cada uno envasado en cajas de cartén
parafinado de 5 kg de peso.

5 bloques congelados a menos 20°C de minced
obtenidos en la planta elaboradora.

14 muestras congeladas a menos 20°C de pul-
pa de centolla precocida, envasadas al vacio y pas-
teurizadas. Las mismas se obtuvieron en la planta
elaboradora.

5 muestras de salmon de mar cocido en salsa
de tomate. Estas se obtuvieron en distintos comer-
cios de la zona y envasadas en bandejas plasticas
cubiertas con polietileno impermeable y congeladas
amenos 20°C.

20 muestras de harina de pescado que es utili-
zada como alimento de aves de corral y otros anima-
les. Es elaborada a partir de residuos de la industria-
lizacion de pescados, mariscos y pescados enteros
no destinados al consumo humano que son tritura-
dos y prensados para extraer agua y aceite. Luego
del secado a 110°C, el producto mantiene una hume-
dad entre 7 a 17% y se almacena a granel. Para su
comercializacion se envasa en bolsas plasticas. Las
muestras se obtuvieron de la planta elaboradora.

Recoleccion y procesamiento de las muestras

Los filetes y pescados enteros fueron recogi-
dos en bolsas de polietileno asépticas y los produc-
tos restantes en los envases originales.

De los pescados enteros se obtuvieron mues-
tras de superficie mediante hisopados de 200 cm?.
Los hisopos fueron incluidos en 10 mi de la solucion
diluyente y homogeneizados por rotacion.

Para el resto de los productos analizados, se
pesaron unidades de muestra de 25 g y se
homogeneizaron en 225 ml de agua peptonada al
0,1%, como diluyente. Las mismas se obtuvieron
segun se detalla a continuacion

En los productos congelados, la unidad de
muestra se extrajo con un sacabocados estéril. So-
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lamente el cilindro de muestra fue procesado, des-
cartandose las virutas que se formaron (13),

Para cada unidad de muestra de filetes y
milanesas de merluza se obtuvieron porciones de
distintas partes de cada filete (14).

Andlisis bacteriologicos

Se determind la presencia de Staphylococccus
aureus, Escherichia coli enteropatogena (ECEP),
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Shigella
sp. y Clostridium perfringens. Para los analisis
bacteriologicos se siguieron las recomendaciones
de International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF) (15), con modifica-
ciones.

Para Staphylococceus aureus, se utilizd agar
Baird Parker, sembrandose por diseminacion en su-
perficie. Seincubd 48 hs. a 37°C y se seleccionaron
colonias negras brillantes, rodeadas de areas cla-
ras. A cada una se le realizd una coloracion de Gram
y se identificé mediante los test de de catalasa,
oxidasa, coagulasa, y produccion de 4cido a partir
de manitol.

Para el aislamiento de Escherichia coli
enteropatogena en productos congelados se realizo
un enriquecimiento no selectivo previo mediante la
incubacion durante 6 hs y a temperatura ambiente de
los homogeneizados de las muestras. 10 ml de cada
caldo se sembré en igual volumen de caldo verde
brillante doble concentracion, incubando durante 24
hs. a37°C. Aquellas muestras con desarrollo y pro-
duccidn de gas se repicaron en caldo Mc Conkey y
en caldo indol. Se incubé a 44,5 °C durante 24 hs. A
partir de los caldos Mc. Conkey con 4cido y gas e
indol positivo, se aislo en agar eosina azul de metileno
(E.M.B.) La identificacion de E. coli se realizd utili-
zando las pruebas de produccion de enzima ureasa,
fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa, pro-
duccion de sulfhidrico, indol, movilidad, utilizacion
de citrato y producci6n de acetoina. Para la identifi-
cacion seroldgica se utilizaron sueros polivalentes
aglutinantes obtenidos en el Instituto Nacional de
Microbiologia Dr. C.G.Malbran (Buenos Aires, Argen-
tina).

Para la deteccion de Vibrio cholerae y
parahaemolyticus, las unidades de muestra se
homogeneizaron en agua de peptona alcalina con
unaincubacion a 35°C durante 6 hs. y se aislaron en
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agar tiosulfato citrato sales biliares y sacarosa
(T.C.B.S.). Laincubacion se realizo durante 48 hs a
35°C. A cepas fermentadoras y no fermentadoras
de sacarosa se las identificd mediante coloracion
de Gram, prueba de oxidasa, oxidacion-fermenta-
cion de glucosa, arabinosa, manosa, manitol,
inositol, pruebas de halofilismo, hidrolisis de gela-
tina, produccién de hemdlisis, produccion de
acetoina, produccion de enzimas lisinade-
carboxilasa y ornitinadecarboxilasa, sensibilidad a
0/129 y a polimixina. Para el estudio serol6gico de
V. cholerae se utilizé antisuero polivalente 01 obte-
nidos en el Instituto Nacional de Microbiologia Dr.
C.G.Malbran (Buenos Aires, Argentina).

Pseudomonas aeruginosa se aislo en agar
Cetrimide a partir del homogeneizado de cada mues-
tra por siembra en diseminacion en superficie, con
incubacion durante 48 hs. a 42 °C. Las cepas se
identificaron mediante oxidasa, oxidacion-fermenta-
cion de glucosa, produccion de pigmentos, produc-
cion de b hemolisis, utilizacién de citrato y utiliza-
cion de distintos hidratos de carbono en un medio
base mineral.

Para Salmonella y Shigelia se realizd un enri-
quecimiento no selectivo mediante laincubacion de
la muestra homogeneizada con 225 ml de solucion
diluyente buffereada durante 24 hs. a 35°C. 10 ml de
los cultivos se sembraron en igual volumen de caldo
selenito doble concentracion y se incubaron a 37 °C
durante 18 hs. Para el aislamiento se utilizo agar
Salmonella-Shigeila (S.S.), con incubacion de 24-48
hs. a 37°C. Las colonias seleccionadas se identifica-
ron utilizando las pruebas de oxidasa, fermentacion
de glucosa, sacarosa y lactosa, produccion de las
enzimas lisinadecarboxilasa, ureasa, crecimiento
en agar citrato, produccion de indol, movilidad y pro-
duccién de sulfhidrico. La tipificacion seroldgica se
realizé mediante la utilizacion de sueros polivalentes
aglutinantes obtenidos en el Instituto Nacional de
Microbiologia Dr. C.G.Malbran (Buenos Aires, Argen-
tina).

Para Clostridium perfringens se realizaron re-
cuentos presuntivos en medio diferencial para
clostridios (D.R.C.M.) con agregado de un 0,3% de
agar, distribuido en tubos con 9 ml y esterilizados,
Una vez sembrados los medios con 1 ml del
homogeneizado de la muestra y de diluciones suce-
sivas, se colocaron durante 30 minutos a 70°C y
posteriormente se incubaron durante 7 dias a 35°C.
Las colonias negras que desarrollaron fueron conta-
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das y subcultivadas en agar sangre y agar yema
de huevo con incubacién en jarra de
anaerobiosis con sistema generador de atmas-
fera anaerobia ( Anaerocult A®, Merck). Las co-
lonias de bacilos. Gram +, productoras de
lecitinasa y b hemoliticas se identificaron con
pruebas de fermentacién de la lactosa, movili-
dad, hidrélisis de gelatina, reduccion de nitrato,
coagulacion con produccién de dcido y gas en
leche tornasolada y produccion de indol.

Para Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Clostridium perfringens se realizaron
recuentos y los resultados se sometieron a andlisis
de estadistica descriptiva y de varianza (16)

Resultados y Discusidn
Clasificacion de los productos estudiados

Existe una gran diversidad de alimentos de ori-
gen marino, que se ha categorizado de acuerdo con
elriesgo epidemioldgico de transmitir E.T.A. (14). Las
muestras analizadas en este trabajo se pueden cla-
sificar dentro de dos grupos en base al riesgo
epidemiologico (14,17,18) : *Alimentos de riesgo
sustancial, que son aquellos listos para comer,
precacidos o productos de microondas, como la cen-
tolla y el salmén en salsa. Estos productos pueden
contener patégenos microbianos, biotoxinas o com-
puestos fisico-quimicos y por tal motivo representan
un riesgo para el consumidor. * Alimentos de bajo
riesgo epidemiologico como el pescado crudo, filet
de merluza fresco o congelado, milanesas de pesca-
do y minced, que deben ser sometidos a coccitn
antes de ser consumidos y por lo tanto representan
un peligro potencial para la salud humana.

Patogenos potenciales en productos de la industria
pesquera

En los productos analizados que se comerciali-
zan congelados (blogues de filete de merluza,
minced, centolla, salmén en salsa), no se aislaron
los microorganismos investigados. Sin embargo, se
detectaron Staphylococeus aureus, Clostridium
perfringens y Pseudomonas aeruginosa en mues-
tras de meriuza y otras procedentes de su elabora-
cion. Los valores promedios de los recuentos obte-
nidos se muestran en latabla 1.
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Para Staphylococcus aureus, los recuentos
oscilaron entre 102y 10° u.f.c/g. En latabla 2 se pre-
senta la distribucion porcentual de las muestras de
pescado analizadas, de acuerdo a los niveles obteni-
dos para este microorganismo.

El mayor porcentaje de muestras contamina-
das con S. aureus pertenecieron a las procedentes
de merluzas enteras. La presencia de este microor-
ganismo en tegumento de pescado es una conse-
cuencia de la contaminacion cruzada que se produ-
ce durante las operaciones de captura, manipula-
cion y almacenamiento, dado que no se encuentra
en la microflora normal del mismo (6,11,19). Lainci-
dencia en filete de meriuza refrigerado fue baja (10%),
con un recuento promedio menor de 100 u.f.c./g, re-
sultando este valor significativamente menor con
respecto alos obtenidos en pescado entero (p<0,05).
Generalmente, Ia calidad microbiolgica de la mate-
ria prima puede ser marcadamente modificada por
diferentes procesos durante la elaboracion de la mis-
ma (18). Por otra parte, a bajas temperaturas existe
competencia entre este microorganismo y bacterias
psicrotrofas que son propias del pescade, que no
permiten su desarrollo siempre y cuando se man-
tengan las condiciones de refrigeracion (14). Ade-
mas, seaisld en el 40% de las muestras de milanesa
de filete de merluza, asociandose su presencia a
malas practicas higiénico sanitarias durante la ela-
boracidn, ya que el origen de esta bacteria son las
secreciones nasofaringeas y de piel.

Los niveles obtenidos se encuadran dentro de
los criterios establecidos por el .C.M.S.F. (14). Esta
comision recomienda para Staphylococcus aureus,
€omo microorganismo indicador para pescado fres-
¢o, congelado y productos derivados, que en 5 mues-
tras, 3 pueden tener recuentos entre 10%y 2.10%, pero
ninguna mayor de este valor (programa clase 3).

En el 22% de los ejemplares de merluza ente-
ra, se detecto la presencia de Clostridium
perfringens, con recuentos entre 102y 103 (tabla 3).
Otros investigadores reportaron una incidencia en
tegumento de pescado crudo entre 0 y 83%, depen-
diendo de la contaminacion del pescado por aguas
residuales y por contaminacion cruzada durante la
manipulacion ( 9,10,20).

Este microorganismo desarrollé a partir de
muestras de filete y milanesa de merluza, con re-
cuentos menores de 10%u.f.c./g.

La gastroenteritis por Clostridium perfringens
es una de las causas principales de enfermedades
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transmitidas por alimentos en varios paises
industrializados, como EEUU, Canad y Reino Unido
(21,22). En Argentina no se disponen de datos y rara-
mente se notifican los casos. Este microorganismo
no figura en las reglamentaciones que establecen
calidad microbioldgica de productos de pesca. En
general para producir enfermedad se requiere la
ingesta de un indculo equivalente a 108u.f.c./g (21,22).
Su presencia representa un riesgo potencial para el
consumidor, debido a que el tiempo de generacion
de esta bacteria es corto y si el almacenamiento del
alimento es prolongado e inadecuado en poco tiem-
po pueden desarrollar altos niveles de formas
vegetativas, alcanzandose la dosis infectante. (20,22).
La coccion normal de los alimentos es suficiente
para destruir las células vegetativas pero no las es-
poras, que pueden ser activadas por el shock térmi-
coy germinar. (20,21,22,23, 24).

Las harinas de pescado se emplean como ra-
cion de alimento proteico para aves de corral y otros
animales. El promedio de los recuentos de
Clostridium perfringens, en estas de muestras, fue
significativamente mayor que en los otros productos
en los que se detectd su presencia (p<0,05). Los
niveles (entre 102 y 10%) fueron similares a los obte-
nidos en otros estudios (25). Sibienlaa, esbajay el
tratamiento térmico al que se somete durante el pro-
ceso de desecacion, limitan el crecimiento de
microorganismos saprofitos y/o patégenos, un au-
mento de humedad lo convierte en un medio optimo
para el desarrollo del microorganismo (10). La pre-
sencia del mismo en harina de pescado es impor-
tante debido a que uno de los reservorios es el tracto
intestinal de las aves de corral,

Pseudomonas aeruginosa se aislé de
hisopados de tegumentos de pescado entero,
milanesa de filete y harina de pescado. En latabla 4
se presenta |a distribucion porcentual de las mues-
tras de pescado analizadas, de acuerdo con los nive-
les alcanzados.

La presencia de Pseudomonas aeruginosa en
alimentos estaria relacionada principalmente con
contaminacion cruzada en distintos hbitat, princi-
palmente en aquellos en que las condiciones de hu-
medad sean apropiados para su desarrollo. En am-
bientes humedos esta bacteria tiende a formar
microcolonias cubiertas por glicocalix que le permi-
te sobrevivir, diseminarse y contaminar distintas
superficies donde es muy dificil eliminaria. A partir
de su presencia en materias primas puede contami-

107

nar equipos y utensilios en plantas elaboradoras, in-
fectar operarios, etc (10,11,23).

El rol de Pseudomonas aeruginosa en enfer-
medades transmitidas por alimentos no esta clara-
mente establecido. Existen investigaciones que la
consideran como causa de intoxicacion alimentaria
en ancianos, ninos, desnutridos, pacientes con en-
fermedades o bajo terapias inmunosupresoras y con
administracion sistémica de antibioticos, que pre-
sentan una resistencia reducida a la colonizacion del
intestino delgado. Por ello, en los Ultimos afos se la
ha senalado como patdgeno emergente, provocando
desde enteritis leves hasta diarreas profusas que
pueden llevar a la muerte a huéspedes pertenecien-
tes agrupos de alto riesgo (2,10,11,23).

Los patdgenos emergentes también son cau-
santes de E.T.A., pero para ellos las medidas de con-
trol y epidemioldgicas existentes hasta el momento
son muy pobres (8).

En el presente estudio no se detectd la presen-
cia de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae,
Salmonella sp., Shigella sp. y Escherichia coli
enteropatdgena coincidiendo con otros trabajos en
realizados en pescado (11,17,25,26,27, 28).

Conclusiones

De 169 muestras analizadas en 75 (45%) se
aislaron microorganismos potencialmente patdgenos.
Si bien los niveles obtenidos no alcanzan las dosis
infectantes para producir E.T.A., su presencia impli-
caria un peligro potencial para la salud, si las condi-
ciones de almacenamiento de los alimentos no fue-
ran las correctas. Ademas, se pone en evidencia la
importancia de |a aplicacion de buenas practicas de
manipulacion y elaboracion de productos de pesca-
do, para disminuir la introduccion de bacterias
patégenas o0 potencialmente patdgenas debido a la
contaminacién cruzada.

Teniendo en cuenta que la formulacion de los
productos congelados analizados no incluye ningun
preservante o inhibidor, la ausencia de desarrollo de
los microorganismos investigados indicaria que los
margenes de seguridad ofrecidos por el métado de
conservacion son muy amplios y reducen las posi-
bilidades de supervivencia o crecimiento de
microorganismos patégenos.
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Nota

Este trabajo fue presentado en el VIl Congreso
Argentino de Microbiologia. Organizado por la Aso-
ciacion Argentina de Microbiologia. Buenos Aires,
Argentina del 6 al 9 de septiembre de 1998. Publica-
do en el Libro de Resimenes, Seccion Microbiologia
de Alimentos N® K-40.
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Tabla 1: Valores promedios de recuentos de microorganismos aislados, expresados en u.f.c./go o’

Tipo de muestra Merluza Filete de Harina de Milanesa de
entera meriuza pescado merluza
n=18 n=70 n=20 n=20

X D.E. X D.E. X D.E X D.E.

S.aureus 205 19242 50 169,15 s/d — 105 193,24

E. coli E.R s/d — s — s/ —_ s/d —

Pseudomonas aeruginosa 105 139,20 s/ —- 100 22941 3815 886,30

Clostridium perfringens 100 21143 15 76,68 1000 1239,2 10 16,222

Salmonelia s/d — s/ — s/d — s/d —

Shigelia s/d — s/d — s/d — s/d —

Vibrio cholerae s/d — s/ — s/d — s/d -

Vibrio parahaemolyt. s/d — s/ — s/d — s/d —

Referencias: X valor promedio de recuentos, D.E.. desviacion estindar, s/d: sin desarrollo.

Tabla 2: Distribuci6n porcentual de las muestras de pescado analizadas de acuerdo con los niveles obtenidos
Staphylococcus aureus

ufc/gocm’ Merluza entera Filet Milanesa
n=18 n=70 n=20
N° de muestras % N° de muestras % N° de muestras %
0-10 5 28 63 90 12 60
10-10° 0 0 0 0 0 0
10° - 10’ 13 72 7 10 8 40
10" - 10" 0 0 0 0 0 0
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Tahla 3: Distribuci6n porcentual de las muestras de pescado analizadas de acuerdo con los niveles obtenidos
Clostridium perfringens

ufefgo e’ Merluza entera Filet Milanesa Harina
n=18 n=70 n=20 n=20
N° de muestras % N° de muestras % N° de muestras % N° de muestras %
0-10' 14 78 67 9% 13 85 6 30
10'-10° 0 0 3 4 7 35 0 0
10°-10° 4 22 0 0 0 0 5 25
10°-10° 0 0 0 0 0 0 9 45

Tabla 4: Distribucion porcentual de las muestras de pescado analizadas de acuerdo con los niveles obtenidos
Pseudomonas aeruginosa

ufecfgo cm’ Merluza entera Milanesa Harina
n=18 n=20 n=20
N° de muestras % N° de muestras % N° de muestras %
0-10' 10 66 13 65 16 80
10'-10° 0 0 0 0 0 0
10°-10" 8 44 7 35 4 20
10°- 10’ 0 0 0 0 0 0
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