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RESUMEN

El consumo de ostras crudas (Pinctada imbricata) y pepitonas
(Arca zebra), representa un alimento tradicional en Cumana,
estado Sucre, Venezuela, y ellos son preparados sin control
sanitario. Muestras de esos bivalvos para estudios bacteriolo-
gicos, fueron tomadas con el fin de determinar su condicion
sanitaria. Los coliformes fecales (CF) fueron determinados me-
diante el recuento en placa (COVENIN 1086-84) y la presencia
de Escherichia coli enteropatégena (ECEP) de acuerdo a Hit-
chins y col. La serologia de cepas sospechosas a ECEP se
realizé por la técnica de aglutinacién en lamina con antisueros
polivalentes. Los ensayos mostraron los siguientes valores de
CF: las ostras 1,2 x 10° — 3,9 x 10’ UFC/g y las pepitonas 1,2
x 10% — 1,2 x108 UFCl/g. Fueron aisladas 80 cepas de E. coli,
de las cuales un 67,5% fueron cepas comensales y un 32,5%
aglutinable con los antisueros. La presencia de posibles E. coli
enteropatdgenas en ambas muestras, y el elevado conteo de
coliformes, evidencia practicas inadecuadas durante la prepa-
racion, venta al detal y consumo de los encurtidos.
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ABSTRACT

The consumption of raw oysters (Pinctada imbricata) and hard
clams (Arca zebra), represents a traditional food in Cumana, Sucre
state, Venezuela, and they are prepared without sanitary control.
Samples of oysters and hard clams were taken for bacteriological
studies, in order to determinate sanitary condition. Faecal coliforms
(FC) (COVENIN 1086-84) and presence of enteropathogenic E.
coli (ECEP) according Hitchins et al. were evaluated. Serology of
suspicious strains was determined by agglutination with polivalent
antisera. The samples showed the following results: oysters 1.2 x
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10° - 3.9 x 107 UFC/g, clams 1.2 x 10* — 1.2 x10® CFU/g. Eighty
strains of E. coli were isolated, being 67.5% comensal and 32.5%
agglutinated with the used antisera. The presence of possible en-
teropathogenic E. coli in both samples and the high coliform counts
evidences unadecuate practices during the preparation; retail and
consumption of the pickles.
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INTRODUCCION

Los moluscos bivalvos representan unos de los alimentos
marinos de mayor consumo en el mundo. En Venezuela y en es-
pecial en el estado Sucre, la comercializacion de este rubro ali-
menticio es hecho de forma industrial o tradicional, y se ubica en-
tre unas de las principales actividades econémicas del estado.

La capacidad de los moluscos bivalvos de concentrar y
acumular materiales del ambiente, constituye un riesgo potencial
para la salud el consumidor. Varios agentes etiologicos de enfer-
medades en humanos, pueden ser arrastrados dentro de los ma-
teriales que pueden ser acumulados por estos organismos [1].

Los coliformes fecales es un grupo particular que puede
estar presente en el ambiente que rodea a los moluscos bival-
vos. La utilizacion de estos microorganismos como indicadores
de calidad microbiolégica, ha sido una practica establecida
desde hace muchos afios [2].

El grupo de los coliformes fecales esté restringido a or-
ganismos que crecen en el tracto intestinal de animales de
sangre caliente y humanos. Incluye a los miembros de tres gé-
neros de la familia Enterobacteriaceae: Escherichia, Klebsiella
y Enterobacter, y se pueden encontrar en productos marinos
contaminados [3, 4].

El tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente,
esta colonizado por Escherichia coli pero este microorganismo
puede ser ingerido a partir de alimentos o agua contaminada
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[5]. Se ha establecido que cepas resistentes de E. coli pueden
persistir por muchos meses o afios en el ambiente.

En la actualidad, se reconoce una sola especie en la
cual hay varios cientos de tipos antigénicos, entre los que se
destacan Escherichia coli del tipo enteropatégena, el cual re-
presenta una variedad patdgena que se presenta fundamental-
mente en lactantes y nifios pequefios ocasionando gastroente-
ritis aguda, producida por determinados serotipos pertenecien-
tes a 17 grupos O. Su mecanismo de patogenicidad no esta
relacionado con la produccién de toxinas termlabiles o toxinas
termoestables. Produce una lesion intestinal y es capaz de
destruir las microvellosidades intestinales La adherencia reali-
zada sobre las células epiteliales es muy cerrada, de manera
que al ser observadas dan la impresion de estar cubiertas por
una “taza de bacterias”. Este fendmeno es conocido como “At-
taching-Effacing” (adhesién y borrado), y es mediado por una
adhesina no fimbrial denominada intimina, una proteina de la
membrana externa que media el estado final de adherencia,
dando origen a modificaciones severas en la ultraestructura de
las células epiteliales, con la produccion de cuadros diarreicos
gue se manifiestan con la presencia de una diarrea acuosa
gue va desde simple a moderada, y puede ir acompafiada con
fiebre [4, 6]. La frecuencia y gravedad de las infecciones por E.
coli enteropatégena han sido reportados desde 1960, en los
paises menos desarrollados. Del mismo modo, ha sido confir-
mada como el agente causal de la llamada diarrea de los via-
jeros en el Norte de Africa, México y Santiago de Chile [7].

En la actualidad los brotes por este patdgeno son espo-
rédicos, y por lo general su incidencia se hace presente en
aquellos paises donde las practicas de saneamiento son mini-
mas, y por ende la contaminacion a partir del consumo de
agua y/o alimentos infectados directa o indirectamente (mos-
cas o por las excretas de enfermos o portadores sanos), se
ubican como los principales vehiculos de transmision de este
patégeno [8].

Dado el riesgo asociado con el consumo de los molus-
cos bhivalvos; se llevd a cabo la presente investigacion para
evaluar la calidad sanitaria de estos productos marinos de ma-
yor consumo en el estado Sucre, utilizando el grupo de los co-
niformes fecales y Escherichia coli enteropatégena, como indi-
cadores de contaminacion fecal.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y tratamiento de las muestras

Durante un periodo de seis meses, se obtuvieron 60
muestras de 200 g cada una de ostras (Pinctada imbricata)
crudas y de pepitonas (Arca zebra) cocidas, a partir de los di-
ferentes expendios ubicados en la Avenida Perimetral de Cu-
mana, estado Sucre, Venezuela. Una vez en el laboratorio de
microbiologia del Departamento de Biologia de la Universidad
de Oriente, las muestras fueron tratadas segin recomendacio-
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nes del Compendio de Métodos para la Examinacion Microbio-
l6gica de Alimentos [6].

Recuento de coliformes fecales

En la determinacion cuantitativa de bacterias coliformes
fecales en ostras crudas y pepitonas cocidas, se utilizé el mé-
todo para recuento de bacterias coliformes fecales en placa de
petri, segin pautas de Vanderzant y col. [9].

Aislamiento de E. coli.

Para el aislamiento de E. coli, se trabaj6é con la metodo-
logia de Hitchins y col. [6], la cual involucra un enriquecimiento
previo en caldo triptéfano fosfato de doble concentracion a
44°C, durante un periodo de 2 horas. Al cabo de las 2 horas,
se procedio6 al aislamiento de E. coli a partir de siembras por
estrias en superficies con réplica de placas con agar Levine
(Merck) a una temperatura de 37°C, durante 24 horas. La
identificacion se realizé a través de pruebas bioquimicas con-
vencionales [10] y confirmandose la especie mediante el em-
pleo de galerias ID 32E (BioMeriuex- Zuoz Pharma).

Serologia

La caracterizacion serolégica, se llevé a cabo mediante
la técnica de la aglutinacion en lamina con antisueros poliva-
lentes elaborados por la Fundacion Venezolana para el Estu-
dio de la Salud Infantil (FUVESIN) [11]. Los antisueros utiliza-
dos estuvieron conformados por cuatro polivalentes con anti-
cuerpos especificos para serogrupos enteropatégenos de E.
coli. El polivalente | incluye los serogrupos (026; 055; 0111 y
0145); el polivalente 11 (086; 0119; 0127 y 088), el polivalente
111, los serogrupos (0125; 0126 y 0128) y el polivalente 1V, con
los serogrupos (0114; 0142 y 0158).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento de coliformes fecales

La distribucion promedio de bacterias coliformes mostra-
das en la (FIG. 1), revelaron valores relativamente elevados
para ambos productos, lo que permitio inferir que la presencia
de posibles fuentes de cepas patdégenas de E. coli, estaban
presentes. En las ostras los valores oscilaron entre 1,2 x 10% a
3,9 x 10’ UFC/g de bacterias coliformes fecales, a diferencia
de las pepitonas cuyos valores presentaron 1,2 X 10* a
1,2 x 108 coliformes/g, siendo éstos los valores mas altos ha-
llados en ambos productos. Segun el maximo permitido por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
[12] cuyo valor es < 23 UFC/g de bacterias coliformes fecales
para moluscos bivalvos, ambos productos estuvieron por enci-
ma de este valor, en especial las muestras de pepitonas, las
cuales luego de ser sometidas a un tratamiento previo de coc-
cién, no debieron presentar flora natural sensible al calor. Es-
tos resultados sugieren que, ademas de tomar en cuenta los
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FIGURA 1. INDICE DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES PRESENTES EN MUESTRAS DE PEPITONAS COCIDAS
Y OSTRAS CRUDAS PROVENIENTES DE EXPENDIOS UBICADOS EN LA AVENIDA PERIMETRAL
DE LA CIUDAD DE CUMANA.

mecanismos de filtracién y acumulacién bacteriana, los cuales
permiten que la flora microbiana de los bivalvos guarden una
relacion directa con el tipo y nimero de microorganismos pre-
sentes en el agua [13] también es cierto que la posibilidad de
un proceso de recontaminacién y proliferaciéon de microorga-
nismos se efectla, primordialmente en las pepitotas, en las
cuales la poblacién de coliformes fecales se expandi6 rapida-
mente, posterior al proceso de coccidn, y produjo en corto
tiempo, una gran masa de microorganismos, hecho evidente
en el analisis microbioldgico de este producto marino.

Deteccion de E. coli enteropatégena

El interés en la deteccion de E. coli patégena no se ha li-
mitado a muestras clinicas. La deteccién directa en muestras
de alimentos carnicos cocidos y pocos cocidos, leche cruda,
frutas, ensaladas de vegetales, mayonesa, etc., han estimula-
do las investigaciones dirigidas a establecer los posibles ali-
mentos que puedan servir como vehiculos de cepas patoge-
nas de E. coli [14, 15, 16].

La deteccion tradicional de E. coli enteropatégena, se
realizé utilizando antisueros mono o polivalentes o evidencian-
do el efecto citopatico en cultivos celulares. La eficacia de la
serologia como herramienta de diagndstico versus las pruebas
de lineas celulares, ha sido discutida por varios autores, los
cuales enfatizan que este método es un excelente marcador
epidemiologico que permite la reproducibilidad de los resulta-
dos [16, 17].

La recuperacion de las posibles cepas enteropatégenas
de E. coli a partir de ostras y pepitonas analizadas, reflejaron
un porcentaje de cepas positivas para la prueba de aglutina-
cién en lamina. De un total de 80 cepas de E. coli, un 67,5%
fueron identificadas serol6gicamente como cepas comensales
y un 32,5% como cepas enteropatdgenas. Del 32,5%, un 15%

de las cepas fueron recuperadas de las ostras y un 17,5% de
las pepitonas cocidas (FIG. 2). En las ostras se encontr6 un
mayor predominio de cepas positivas a los polivalentes | y II,
frecuencias que coinciden con las reportadas por otros autores
[18]. En las pepitonas, hubo un mayor predominio de cepas
positivas a los polivalentes | y IlIl. (FIG. 3).

Se destaca el hecho de que en las pepitonas, el por-
centaje de cepas positivas enteropatégenas fueron superio-
res a las halladas en las ostras crudas, lo que permite inferir
que la manipulacién tal como se realiza en cada uno de los
expendios: sin agua potable, sin sistemas de refrigeracion,
falta de higiene por parte del vendedor, asi como los utensi-
lios; estan afectando negativamente en la calidad de cada
uno de los cocteles que son preparados a partir de estos pro-
ductos marinos, aumentando de manera significativa la pro-
babilidad de que otros microorganismos de origen fecal, in-
cluyendo patégenos, puedan estar presentes, convirtiéndose
el consumo de estos alimentos, en fuentes potenciales de
brotes alimentarios.

CONCLUSIONES

Las ostras y pepitonas, estan siendo comercializadas
con niveles de coliformes fecales por encima de los limites es-
tablecidos para moluscos bivalvos.

Cepas comensales inocuas y enteropatdgenas de E. coli
se aislaron en ambos productos, lo que indica una contamina-
cién de origen fecal.

Las pepitonas previamente cocidas presentaron el ma-
yor porcentaje de cepas positivas de E. coli enteropatdgena,
indicando una contaminacion posterior por inadecuada mani-
pulacion del producto, después del proceso de coccion.
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FIGURA 2. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE E. coli NO
PATOGENICA Y ENTEROPATOGENICA EN PEPITONAS
COCIDAS Y OSTRAS CRUDAS PROCEDENTES DE EX-
PENDIOS UBICADOS EN LA AVENIDA PERIMETRAL DE
LA CIUDAD DE CUMANA.
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FIGURA 3. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LOS
POLIVALENTES HALLADOS EN PEPITONAS COCIDAS Y
OSTRAS CRUDAS PROCEDENTES DE EXPENDIOS
UBICADOS EN LA AVENIDA PERIMETRAL DE LA CIUDAD
DE CUMANA.
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