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RESUMEN

En el afio 2020 la Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) represent6 el mayor porcentaje de
produccién y comercializacion en pescado de agua dulce de El Salvador. La tilapia forma parte
de la dieta de los salvadorefios, ya que es una fuente proteica ideal por su bajo costo de
produccion y alto nivel nutricional, esta se distribuye y comercializa en altas cantidades en
mercados y supermercados de todo el territorio nacional. En el Area Metropolitana de San
Salvador los mercados municipales representan el 29% del comercio total del area y el centro
urbano significa el 27% de la poblacién total del pais por lo que la cantidad de usuarios que
registra estos recintos diariamente es muy grande siendo una problematica debido a que en estos
mercados se han mantenido durante afios malas practicas de manipulacion, almacenamiento y
comercializacion de los alimentos, precaria infraestructura que promueve la exposicion de los
pescados a agentes externos, contaminacion cruzada y contaminacion por el manipulador dando
lugar a la transmision de patdgenos que provocan infecciones gastrointestinales como la
Escherichia coli que posee una alta incidencia en infecciones intestinales en todos los estratos
poblaciones.

Por ello con el proposito de evaluar la inocuidad de la tilapia comercializada en los mercados
del municipio de San Salvador y determinar la presencia de E. coli como patdgeno patrén de
contaminacion se llevo a cabo un diagndstico acerca de la aplicacién de las buenas préacticas en
el manejo y almacenamiento de los productos pesqueros a una muestra de puestos de venta
utilizando una guia de observacion, en los seis mercados muestreados se observaron
deficiencias en la aplicacion de las buenas précticas en almacenamiento y distribucion, lo que
va en relacion a que en el periodo de agosto a septiembre de 2023, se encontraron muestras
contaminadas con E. coli en tres de los seis sitios de muestreo evaluados, ademas en cinco de
estos lugares se detectaron otros organismos coliformes como Serratia odorifera, Raoultella
ornithinolytica y Enterobacter cloacae. Solamente en el Mercado Central de San Salvador no
se detectaron muestras contaminadas.

La frecuencia de la presencia de E. coli en las 45 muestras seleccionadas oscil6 entre las una 'y
cinco muestras infectadas, siendo la semana del 21 al 26 de agosto del 2023 la de mayor
frecuencia del patégeno. Ocho muestras se identificaron como Escherichia coli,
fenotipicamente similares al control positivo a través de pruebas bioquimicas APl 20E,

representando un 18 por ciento del total de muestras analizadas.



Por lo que se recomienda que se contemple por parte de la Alcaldia correspondiente asi como
del Ministerio de Salud y de Agricultura la concientizacion a través de capacitaciones a los
vendedores Yy distribuidores de tilapia de los mercados del Municipio de San Salvador acerca
de las Buenas Préacticas de Manejo y Aseguramiento de la Calidad de Productos Pesqueros que
recomienda el manual del Centro de Desarrollo de la Pesca y la Acuicultura (CENDEPESCA)
del Ministerio de Agriculturay Ganaderia de El Salvador; también la implementacion de planes
de mejora de las condiciones de infraestructura de los locales donde se almacena y comercializa

la tilapia .

Los resultados obtenidos fueron entregados al Centro de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura
(CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador quienes los
utilizaran como referencia y reflejo de la problematica ya que actualmente la informacion
respectiva es escasa. Ademas, el conocimiento generado puede ser utilizado para la creacion de
marcos regulatorios o modificaciones de ley que puedan abonar en buscar garantizar la

inocuidad de los alimentos.



CAPITULO |
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1.0 INTRODUCCION
La tilapia (Oreochromis niloticus) forma parte de la dieta de los salvadorefios, ya que es una
fuente proteica ideal por su bajo costo de produccion y alto nivel nutricional, por su alta
demanda y consumo, es imprescindible conocer su grado de inocuidad en la comercializacion
en los mercados del municipio de mayor concurrencia en todo el pais.
Escherichia coli es una de las principales bacterias causante de enfermedades entéricas en el
ser humano por el consumo de alimentos contaminados, posee una alta incidencia en
infecciones intestinales, sindrome urémico hemolitico y septicemias en distintas poblaciones.
E. coli es considerado el indicador méas adecuado para contaminacion fecal.
Mediante esta investigacion se determind la presencia de Escherichia coli aplicando un método
propio, analizando muestras de musculo de tilapia recolectadas en los diferentes mercados del
municipio de San Salvador donde se comercializa este producto en los meses de agosto y
septiembre del 2023.
El nimero de mercados a muestrear se eligi6 por medio de un método estadistico no
probabilistico por conveniencia, donde también se identifico a través de una hoja de cotejo el
grado de inocuidad del alimento y se evaluaron sus condiciones de manejo y almacenamiento
del producto. A diferencia del método oficial (Manual de Bacteriologia Analitica de la FDA,
capitulo 4) se utilizé6 solamente un caldo de pre-enriquecimiento, y se realizaron pases
consecutivos en dos medios diferenciales, se verificaron reacciones indicativas en nueve medios
de deteccion para E. coli y dos de deteccién para Salmonella, finalmente se realizé la
identificacion mediante kit de pruebas bioquimicas miniaturizadas. Las muestras recolectadas
se procesaron en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud de la Universidad de El Salvador. Con los resultados obtenidos se
demostrd la presencia del patdégeno en el alimento, se identificaron sus caracteristicas
bioquimicas y se evalud su frecuencia en tilapia comercializada en los mercados del municipio

de San Salvador en los meses de agosto y septiembre del 2023.

Los resultados obtenidos seran proporcionados al Centro de Desarrollo de la Pesca y
Acuicultura del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador para que estos puedan
servir como referencia y reflejo de la problematica ya que actualmente la informacion
respectiva es escasa. Ademas, el conocimiento generado puede ser utilizado para la creacion de
marcos regulatorios o modificaciones de ley que puedan abonar en buscar garantizar la

inocuidad de los alimentos.



CAPITULO Il



2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Determinar la presencia de Escherichia coli en tilapia (Oreochromis niloticus) comercializada

en mercados del municipio de San Salvador.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Identificar el grado de aplicacién de las buenas practicas en el manejo y almacenamiento
de tilapia (Oreochromis niloticus) en los diversos puestos de venta de los mercados del

municipio de San Salvador.

2.2.2 Establecer la presencia o ausencia de Escherichia coli a través de medios de cultivo
selectivos, diferenciales y pruebas bioquimicas APl 20 E en muestras de tilapia
(Oreochromis niloticus) recolectadas en los diferentes mercados del municipio de San

Salvador.

2.2.3 Evaluar la frecuencia de la presencia de Escherichia coli en tilapias (Oreochromis
niloticus) comercializados en los mercados del municipio de San Salvador en el periodo
de los meses de agosto y septiembre del afio 2023.

2.2.4 Proporcionar los resultados obtenidos al Centro de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura
(CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador.



CAPITULO I1I
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3.0 MARCO TEORICO

3.1. Oreochromis niloticus

Es una especie de pez de la familia Cichlidae en el orden de los Perciformes.
Los machos pueden llegar alcanzar los 60 cm de longitud total y los 4.3 kg de peso.
Como es tipico de la tilapia, los machos alcanzan un tamafio mayor y crecen mas rapido que las

hembras, son de color marron o grisaceo en general.

3.1.1 Caracteristicas taxondmicas

Presenta bandas negras verticales en la aleta caudal; pecho blanco; extremo de la aleta
abdominal anterior al ano; aleta dorsal con 16 a 18 espinas duras y 12 a 13 restantes suaves. Se
suma la aleta caudal con 3 espinas duras y restantes 8 a 11 suaves, 31 a 35 escamas a lo largo
de la linea lateral, 5 escamas hacia arriba y 12 hacia abajo de la linea lateral Cuando se

reproducen, los machos se vuelven rojizos, especialmente en sus aletas.

Longitud Total
Longitud Standard
—  Espinas Duras e
Linea Lateral Superior
— Cabeza [R—
ﬂ’, p / —
Capsula 4 Y =,
T Offatoria % i <o S
Y
—
==
Altura de
Cuerpo 5
Z .
e
: Aleta Caudal
Arco. Espinas Espinas
Branquial Suaves Suaves ——] Linea
I Lateral
Mandibuia Ojo Espinas Aleta Inferior
Inferior Duras ARO Anal
Aleta Papila Genital
Mandibuta Aleta Pectoral
Superior Abdominal

Figura N° 1 Morfologia externa de O. niloticus *


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Peces
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Cichlidae
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Perciformes
https://es.wikipedia.org/wiki/Macho
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Figura N° 2 Morfologia interna de tilapia O. niloticus *
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Figura N° 3 Espécimen de Tilapia Nilotica *

3.1.2 Cultivo de Oreochromis niloticus

Aunque se conocen mas de 100 especies de tilapia en el mundo, s6lo diez especies son de
importancia economica y de produccion de proteina animal para mejorar la alimentacion de la
poblacion. Normalmente las 10 especies con potencial importante se producen en condiciones

controladas en las aguas tropicales y subtropicales del mundo. Por sus caracteristicas favorables
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de adaptacion, la tilapia es muy apropiada para la piscicultura. Tiene rapido crecimiento, es
facil su reproduccidn y tiene resistencia a enfermedades.

Otras bondades de la tilapia es su tolerancia para desarrollarse en condiciones de alta densidad,
su habilidad para sobrevivir a bajas concentraciones de oxigeno y soportar un amplio rango de
salinidades, por las condiciones extremas del agua marina.

En El Salvador la tilapia es bastante cultivada, dicha actividad acuicola se lleva a cabo en los

14 departamentos del pais. !

3.2 Microbiota intestinal de Oreochromis niloticus

De manera general los peces poseen ciertos filos bacterianos, las tilapias poseen bacteroidetes,
proteobacterias como el orden de las Bdellovibrionales, Firmicutes y Fusobacteriota.

Las funciones de las comunidades microbianas intestinales dependen de su estructura, que esta
influenciada por varios elementos asociados con el huésped, como la composicion genética, la
estacion, el estrés y la ubicacion geografica. La disponibilidad de recursos alimentarios en
diferentes entornos geograficos es variable y, por tanto, afecta significativamente a la diversidad

y composicion de la microbiota intestinal del huésped. 2

3.3 Inocuidad

La inocuidad es el término utilizado para manifestar la garantia de que un alimento evidencia
condiciones adecuadas y que a su vez no causara ningun dafio al consumidor, en ninguna fase
de la cadena productiva , ademas, es una condicion necesaria para fomentar la seguridad
alimentaria, que se alcanza cuando todas las personas, poseen acceso tanto fisico, social y
econdmico a alimentos con las condiciones higiénicas y nutritivas adecuadas, logrando
satisfacer sus necesidades alimenticias sin ninguna afeccion irregular que genere problemas en

su organismo. 3

3.3.1 Inocuidad en el pescado

La inocuidad en cuanto al pescado se contempla bajo la definicion de un método que ejerce el
buen manejo de los procesos de manipulacion, preparacion, elaboracion, transporte y
almacenamiento, previniendo enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA). Ademas, se
relaciona con la frescura y apariencia adecuada, cuando presenta ausencia de agentes
perjudiciales, que generan deterioro en el alimento, por la accion de enzimas autoliticas.

Denotando, que la mayoria de las veces la pérdida de inocuidad se presenta desde el momento
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en que se genera la muerte del pescado, ya que aumentan los procesos microbianos, enzimaticos
y quimicos; los cuales se encuentran controlados por factores ambientales y procesos de

manipulacion inadecuados aumentando asi las ETA en el consumidor. 3

3.4 Contaminacion bioldgica de peces de agua dulce

En la tabla 1 se enlistan las bacterias que se encuentran de forma natural en el medio acuatico
como Clostridium botulinum tipo E, especies patogenas del género Vibrio, Aeromonas y
Plesiomonas y Listeria monocytogenes.

Estos patdgenos pueden encontrarse en el pescado recién capturado. Sin embargo, no suelen
constituir un riesgo importante porque estan presentes en unos niveles no muy elevados. La

excepcidén se produce cuando se genera una acumulacion mayor de microorganismos.

La aparicion de otras bacterias patdgenas no autoctonas del medio acuatico como Salmonella,
Shigella, E. Coli o Staphylococcus aureus que aparecen en la segunda columna de la tabla 1
para las que el hombre y los animales funcionan como reservorio, es consecuencia de la
contaminacion por aporte de aguas residuales exdgenas al pescado y a los productos de la pesca,
o0 bien por la manipulacién incorrecta en etapas posteriores al proceso de comercializacion del

pescado, es decir, en manos del consumidor final.

Las Enterobacterias como E. coli son habituales comensales del intestino de las tilapias;
También estos microorganismos pueden llegar a puertas de entrada en el pez por medio de la

contaminacion fecal de las aguas o la falta de higiene en el procesamiento industrial. *

Tabla No 1: bacterias patdgenas transmitidas por pescados de agua dulce *

Bacterias autdctonas Bacterias no autéctonas
Clostridium botulinum Salmonella sp.
Vibrio sp. Shigella
V. Cholerae E. coli
V. Parahaemolyticus Staphylococcus aureus

Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides

Listeria monocytogenes
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3.5 Fuentes de contaminacion del pescado

Innatas: son los contaminantes quimicos o bioldgicos que provienen de los propios pescados y

mariscos, debido a alteraciones en su microbiota, o de toxinas que estos mismos producen.

Del hébitat: son los que provienen de algas y plancton (toxinas que producen), trazas de metales
pesados, contaminantes organicos que forman parte de la contaminacion de aguas dulces y
marinas, aguas residuales y demas que interfieren en el habitat donde se desarrolla el pez.
También forman parte de esta fuente de contaminacion los antimicrobianos, antiparasitarios y

demas compuestos quimicos utilizados en la acuicultura. *

Humanas: contaminantes provenientes de la manipulacién del pescado desde su captura,
transporte, distribucion, almacenamiento, comercializacion hasta la elaboracion de los
alimentos, en esta fuente se incluye al manipulador, material de embalaje, equipos, maquinarias,

instalaciones, agua y demas compuestos utilizados. °

3.6 Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, no
esporulante, productor de indol a partir de triptofano, no utiliza citrato como fuente de carbono
y no produce acetoina. Ademas, fermenta la glucosa y la lactosa con la produccion de gas. Esta
bacteria coloniza el intestino del ser humano pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patogenas y
causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos.

La morfologia microscopica de esta bacteria es bacilos rectos generalmente flagelados
peritricos, mdviles mientras que su morfologia macroscépica en agar E.M.B(Eosina azul de
metileno por sus siglas en inglés) es de 2 a 4 mm de diametro, un centro grande de color oscuro
e incluso negro, y tienen brillo verde metalico cuando se observan con luz refleja y en agar

MacConkey se presenta con colonias color rojo con halo turbio. °

3.6.1 Estructura antigénica de E. coli

E. coli asi como las demas Enterobacteriaceae poseen los antigenos O que son la parte mas
externa de la pared de la célula bacteriana y constan de unidades repetidas de polisacaridos.
Algunos polisacaridos O contienen azlcares Unicos. Los antigenos O son resistentes al calor y
al alcohol, generalmente se detectan mediante aglutinacion bacteriana. Los antigenos K son
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antigenos O externos sobre algunas, pero no todas, las enterobacteriaceae. Algunos son
polisacéridos, los antigenos K pueden interferir con la aglutinacion por antisuero O, y a veces
se asocian con virulencia.

Los antigenos H se localizan sobre los flagelos y se desnaturalizan mediante calor o alcohol.
Estos antigenos H se aglutinan con anticuerpos H. Los determinantes de los antigenos H son
una funcion de la secuencia de aminoacidos en la proteina flagelar. Los antigenos H sobre la

superficie de la bacteria a veces interfieren con la aglutinacion por anticuerpos anti-O. 8

3.7 E. coli y Oreochromis niloticus

Las Enterobacterias son habituales comensales del intestino de los animales y en ciertos casos
son causantes de patologias graves y pueden contaminar con facilidad los alimentos, en especial
la carne de tilapias; También estos microorganismos pueden llegar a puertas de entrada en el
pez por medio de la contaminacién fecal de las aguas o la falta de higiene en el procesamiento
industrial. pueden ser transmitidos a los humanos por: la ingestion, manipulacién de la carne
contaminada y por heridas traumaticas que frecuentemente se presentan al estar en contacto con
las evisceraciones del animal sacrificado.

Las bacterias mas frecuentes en Oreochromis niloticus que pueden transmitirse a humanos son:
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila,

Pseudomonas fluorescens entre otras. *

3.8 Epidemiologia

En algunos casos probablemente la bacteria se transmite al hombre principalmente por el
consumo de alimentos contaminados, como productos de carne picada cruda o poco cocida,
pescado crudo o no cocinado debidamente, leche cruda, hortalizas y semillas germinadas crudas
contaminadas; asi mismo por contaminacion cruzada debido a asepsia inadecuada de utensilios
de cocina. La higiene deficiente, junto con la diseminacion secundaria por contacto
interpersonal, constituye otra via de transmision. La transmision en personas sucede a baja dosis
infectiva (50 — 100 UFC). ’

Dicha concentracion microbiana de dosis infectiva es contemplada dentro del rango admisible
que especifica el RTCA 67.04.50:08 para el grupo de los alimentos: Pescado, derivados y
productos marinos que oscila entre las 10 y 100 UFC/g para la E. coli al tratarse de un alimento

de la categoria 4, riesgo nivel A, y que fuera de los limites de la especificacion del reglamento,
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la tilapia no es apta para el consumo humano debido a que supera el umbral de la dosis infectiva
de la Escherichia coli.

La infeccion del torrente sanguineo es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
por enfermedades infecciosas en todo el mundo. Escherichia coli es el patdgeno mas
comunmente asociado a aquéllas adquiridas en la comunidad y en la poblacion hospitalizada
causa aproximadamente 30% de los casos de bacteriemia.

La bacteriemia por E. coli también se ha asociado a la prolongacion de la estancia hospitalaria
y a las dificultades del tratamiento con antibidticos debido a las cepas resistentes. Todos estos
factores incrementan los costos de atencién médica y tienen un impacto clinico y econémico
sustancial. Como resultado, ha habido una serie de iniciativas internacionales centradas en la
lucha contra las infecciones por patdgenos relacionados con la resistencia a los antibidticos.
Uno de ellos es el reporte de resistencia antimicrobiana de la Organizacion Mundial de la Salud,
que sefiala a América Latina como una region donde las bacteriemias por bacterias
gramnegativas MDR representan hasta 40% de los casos. En cuanto a las infecciones por E.

coli, en 48% de los casos eran BLEE y en 58% resistentes a fluoroquinolonas.

3.9 Patologia

Signos y sintomas

En general la infeccion comienza en forma aguda, con célicos abdominales fuertes y diarrea
acuosa, que puede transformarse en sanguinolenta dentro de las 24 h. Algunos pacientes
perciben la diarrea como "toda sangre y nada de heces", lo que ha originado el nombre de colitis
hemorragica. La fiebre, que suele estar ausente o ser baja, en ocasiones alcanza los 39° C. La

diarrea puede durar entre 1y 8 dias en infecciones no complicadas. 8

El Ministerio de Salud salvadorefio reportan méas de 3 mil casos de diarrea y gastroenteritis por
cada 100 mil habitantes en el afio 2022 y una prevalencia en la totalidad del territorio y estos

cuadros clinicos se relacionan con la presencia de Escherichia coli. °

3.10 Importancia clinica de E. coli e incidencia en la salud publica

El sindrome hemolitico urémico, complicacion frecuente en infecciones de esta bacteria se da
en particular en los nifios y presenta una elevada letalidad. La transmisién a través de los

alimentos y la capacidad de producir brotes epidémicos junto a la gravedad de las
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complicaciones de las enteritis confieren a este microorganismo una gran importancia en salud

publica.

La bacteria es frecuente en paises desarrollados, sin embargo, en paises del tercer mundo como
los latinos incluido EI Salvador suele estar ligada a infecciones por consumo de carnes de res y
cerdo, consumo de pescado, hortalizas, leche, frutas y aguas de consumo contaminadas; por lo

tanto, es un agente infeccioso habitual al cual se le confiere gran interés. 1011

3.11 Factores de desarrollo de E. coli en pescado

Los factores que influyen en el desarrollo de un microorganismo en pescados de agua dulce en
donde se incluye a tilapia se clasifican de la siguiente manera:

Factores intrinsecos: Son aquellos que dependen de las caracteristicas del sustrato de
crecimiento. Se toman en cuenta parametros quimicos, tales como la cantidad de agua
disponible (aw), los tipos y niveles de nutrientes disponibles, y las sustancias antimicrobianas
naturales de la matriz alimentaria. Ademas, son importantes los factores bioldgicos intrinsecos,
es decir, resultantes de la estructura de los tejidos de los alimentos. En el caso de E. coli la
actividad de agua minima para su crecimiento es de 0.95 mientras que el aw de las tilapias

frescas es de 0.98 o superior. *

Factores de procesado: Son aquella consecuencia de los tratamientos aplicados durante la
elaboracion de los alimentos pesqueros, tanto a escala industrial como a escala doméstica, que
modifican primariamente la composicion de la microflora. Entre ellos: los tratamientos fisicos
que ocasionan la muerte de los microorganismos, por ejemplo, el calor y en el caso de las células
de Escherichia coli que son resistentes a temperaturas de refrigeracion y congelacion, que solo
se destruyen cuando son sometidas a temperaturas superiores a 71° C; los cambios similares
Ilevados a cabo por la adicién de compuestos quimicos, por ejemplo, los cambios de pH , o por
inoculacion de organismos que producen acidos, en el caso de la E.coli que puede proliferar
hasta un pH de 4.4, o por las presiones selectivas creadas como consecuencia de la adicion de

agentes conservadores.®

Factores extrinsecos: La temperatura de almacenamiento, la humedad de la atmosfera y la
composicion de la fase gaseosa. En el caso de las tilapias cuyo almacenamiento adecuado es

por cadena de frio desde su captura hasta la comercializacion disminuye el riesgo del
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crecimiento de E. coli ya que Escherichia coli crece a temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50
oC 12

Factores implicitos: estos efectos dependen de la microflora particular dominante que
inicialmente se desarrolla en respuesta a los factores intrinsecos, del tratamiento y extrinsecos.
Los efectos implicitos pueden ser sinérgicos o antagonicos. Los efectos sinérgicos implican la
alteracion de las condiciones por un grupo de microorganismos de modo que otro grupo resulta

favorecido. 13

3.12 Buenas practicas en la manipulacion del pescado

Las personas dedicadas a la comercializacion, almacenamiento, transporte y distribucion de
alimentos estan obligadas a cumplir una serie de requisitos y normas en cuanto a la higiene de
los productos que comercializan. Un procedimiento clave a tener muy en cuenta, es la
aplicacion de buenas practicas en la manipulacion e higiene del producto.

Por la naturaleza de los productos pesqueros, es indispensable darle un buen manejo al pescado
y mariscos, como garantia para obtener un alimento seguro, que también goce de buena
apariencia comercial y calidad nutricional. Hablar de buena apariencia comercial, implica que
el producto tenga un alto grado de frescura. Respecto a la calidad nutricional, se debe tener en
cuenta que los pescados y mariscos mantengan sus propiedades nutricionales, mismas que son

muy generosas. *2

Buenas practicas de manipulacién bésicas: El lavado de manos, antebrazos y ufias, antes y
después de empezar la jornada laboral, evitar toser o estornudar en direccion a los productos
manipulados. No comer, beber, mascar chicles o fumar durante la manipulacién de alimentos.
La ropa laboral debe ser ligera, amplia y lavable y debera guardarse limpia y totalmente
separada de la ropa de calle. El calzado debe ser el adecuado, antideslizante y también debe
separarse de la ropa de calle, no llevar joyas y otros efectos personales que puedan estar en
contacto con los alimentos a manipular. Evitar los perfumes, lociones de afeitar o cualquier

producto que pueda transmitir olor a los alimentos, proteger las heridas.

Herramientas de trabajo: Para la manipulacion del pescado se requiere la utilizacion de
herramientas cortantes como tijeras o cuchillos. Estos utensilios deben ser limpiados y

esterilizados tras finalizar la jornada y guardar en un lugar higiénico.
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Salas de manipulacion: El pescado es un alimento muy sensible a la descomposicion por parte
de las bacterias, por ello hay que manipularlo lo menos posible y a temperaturas muy bajas,
evitando asi la reproduccion de microorganismos. Se recomienda que las salas de manipulacion
del pescado, marisco y crustaceos estén climatizadas o en su defecto utilizar depdsitos con hielo,
frigorificos y hieleras.

Temperatura adecuada: La regulacion de una temperatura adecuada es fundamental para evitar
la reproduccién de microorganismos. El pescado debe mantenerse a una temperatura en torno
a los 0°C, mientras que el marisco y crustdceos a una temperatura entre los 4°C y 5°C. Los
pescados congelados deben conservarse a una temperatura inferior a -18°C y deberan estar

envueltos para evitar que se resequen y se quemen con el hielo.

Contaminacion cruzada: para evitar la contaminacion cruzada deben almacenarse
correctamente por separado los productos procesados y sin procesar y los productos crudos de
los cocidos 0 ahumados. Deben estar muy bien protegidos y separados del suelo, paredes y

techos, permitiendo la circulacion de aire.

Envasado el producto: El producto debe estar perfectamente envasado con una hermeticidad
adecuada en el sellado y en los productos envasados al vacio hay que asegurarse la ausencia de

burbujas de aire. 2

3.13 Acondicionamiento del pescado post-captura o postcosecha

Se lleva a cabo en seis pasos indistintamente si se trata de un proceso a gran escala comercial o

domeéstico:

- Lavado (eliminar suciedades y fango).

- Separacion de agallas.

- Cuidadosa evisceracion.

- Lavado en agua limpia para eliminar sangre, mucosidad, etc.

- Almacenamiento o estibado adecuado.

- Mantener la altura de estibas. En esta altura, alternando con hielo, el pescado no debe exceder

los 45 centimetros en total. 2
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3.14 Métodos de conservacion

Basicamente, la conservacion de los alimentos consiste en la aplicacion de diferentes procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos que, realizados en forma adecuada, permiten prolongar la vida
atil del alimento. La conservacion permite mantener los alimentos bajo condiciones apropiadas
de manejo y almacenamiento, por un determinado periodo de tiempo, sin que sufran
alteraciones. La conservacion se puede obtener mediante uno o varios métodos. Luego es

asegurada por el uso de un empaque apropiado. 2

Hielo: Es un medio portable de preservacion o refrigeracion, que puede ser facilmente
transportado y usado hasta el lugar que se requiere y en la cantidad necesaria. En el mercado
existen varios tipos de hielo como el de escama o escarcha, picado, en marqueta o bloque. El
de mayor uso y mas eficiente es el de escama o escarcha, porque tiene mayor capacidad de
contacto, es decir, mayor facilidad para cubrir més superficie, convirtiéndose en el mas
apropiado para un enfriamiento rapido. El intercambio de calor se realiza rapido y, por ende,

hay un enfriamiento mas eficaz.

Entre las ventajas del uso del hielo se tiene que:
- El hielo posee una gran capacidad de enfriamiento.
- No contamina, ya que es inocuo, siempre y cuando sea producido bajo esas condiciones.
- El hielo es relativamente barato.
- Al entrar en contacto directo con el pescado, el hielo lo enfria rapidamente.
- Se transporta con facilidad, convirtiéndose en un método de enfriamiento portatil.

- Elagua derretida del hielo mantiene el pescado himedo, lavado y de apariencia atractiva.

La relacion adecuada de hielo, equivalente al manejo del pescado es 1-1. Es decir que para
enfriar un kilo de pescado se requiere un kilogramo de hielo. La temperatura éptima de
mantenimiento de la frescura y calidad del producto es no mayor a los 4 grados °C. Los
pescados enteros deben estar rodeados y cubiertos de hielo, para mantenerse a temperaturas
adecuadas (entre 0 y 4 grados centigrados).

Estiba de pescado con hielo: Se coloca una capa de hielo de 5 cm de espesor en la parte inferior
de la caja, seguido de una capa de pescado. A continuacion, se agrega otra capa de hielo, que

se entremezcle con el pescado y lo cubra con 5 cm de espesor.
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En el caso de los filetes de pescado, no pueden estar en contacto directo con el hielo, ya que
estos pueden perder algunos nutrientes y sabor, ademas de producirse ablandamiento de la
textura y la alteracion del aspecto fisico superficial. Un mal manejo del filete de pescado puede
producir “un quemado” del mismo, que equivale a provocar una decoloracion de la carne. Por
las razones anteriores, es conveniente que los filetes se envuelvan en pléstico y estén rodeados

de hielo.

Almacenamiento en camaras frigorificas: Si bien es cierto que el aire frio ayuda a disminuir las
temperaturas del pescado, se recomienda agregar hielo al producto, antes de ingresarlo a la
camara. De esta forma se previene que el producto no se deshidrate. Cerciorarse que la estiba
se realice de forma adecuada. Los productos no deben estar pegados a la pared, ni apilados muy
altos, ya que no permiten una circulacion de aire adecuada. Los productos no deben estar en
contacto directo con el piso. Se recomienda almacenarlos sobre pallets o tarimas de plastico o
bien cajas vacias. Los mariscos deben almacenarse en un lugar fresco y evitar que el producto
esté a temperaturas superiores de 8 grados centigrados o inferiores a dos grados centigrados.
No junte mariscos con pescados, ni menos con filetes de pescados. Si se almacena pescado
entero y filetes, se debe procurar que las cajas con filetes siempre estén sobre las cajas con
pescado entero, y nunca al revés. Tome en consideracion, el principio de rotacion del producto,

es decir, primero que entra, primero en salir. *2

Salazon: Se trata de una antigua técnica de conservacion muy popular, sobre todo en la region
del Mediterraneo. EI método de la salazon consiste en cubrir el pescado con sal, con el proposito
de que éste absorba el agua y se produzca la deshidratacion para impedir el desarrollo de

gérmenes patdgenos.

Ahumado: Es un método que se utiliza especialmente para el salmon, el bacalao y la trucha. Es
una técnica que consiste en la conservacién gracias al curado con humo. No es una técnica muy
comun en los hogares, sino que es una practica mas habitual en restaurantes y grandes empresas

de alimentacion.

En conserva: Como su propio nombre indica, es la técnica de conservacién mas popular. Para
hacer conservas de pescado, se debe cocinar el pescado con escabeche, aceite u otra salsa y
almacenarlo en un tarro de cristal con cierre hermético. Para asegurar que queda totalmente
esterilizado, se coloca el recipiente cubierto en agua hirviendo durante 15-20 minutos y luego

se introduce la conserva dentro del bote.


http://pescadomariscoonline.com/Profesionales.html
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3.15 Transporte y distribucion del pescado

Durante el transporte de productos pesqueros, se debe mantener la temperatura adecuada en
ellos y garantizar que el hielo utilizado, mantendré el producto a una temperatura de entre 0 y
4 grados centigrados, hasta llegar a su destino. Claramente depende del contenedor o nevera
que se utilice. Se debe realizar el transporte segun la capacidad, sin que haya excesivo sobrepeso
de hielo o cualquier otro aislante sobre el producto. Asi se evitara dafios por la presion. El
transporte de pescado debe ser en vehiculos cerrados para prevenir su contaminacion.

Antes de colocar el producto en las neveras o cajas isotérmicas, es preferible que se realice un
preenfriamiento de estas, para lograr mantener la temperatura del producto y no causar altibajos.
De esta forma, se previenen posibles choques térmicos, que van en detrimento de la calidad de
los productos pesqueros. Durante el transporte de pescados y mariscos, es muy importante no
romper con la cadena de frio, porque los productos son altamente perecederos; es imperativo
mantener la temperatura éptima. En caso de que la operacion no se realice en el propio lugar de
desembarque, se debe trasladar el pescado lo mas rapido posible, hacia las plantas o lugares de
procesamiento o empaque.

Para el acarreo de productos, utilice neveras o hieleras, de material apropiado, que permitan el
aislamiento del frio. El disefio de las neveras o hieleras tiene que prever llaves de drenado. El
drenado posterior a la descarga, se debe realizar solo en sitios apropiados donde no se produzca
contaminacion ambiental, si en la unidad del transporte terrestre, la nevera o hielera esta
dividida en compartimentos, se recomienda prever entonces un colector comun, la superficie
de la nevera debe ser de material liso, impermeable, facil de limpiar y desinfectar y con pintura
libre de plomo y otros metales tdxicos, las dimensiones de la nevera deben permitir las
operaciones desde fuera de la misma. Aproximadamente una altura interna de 1.20 m, Los bines

y neveras, deben ser lavados y desinfectados después de cada operacion. 2

3.16 Caracteristicas para la exhibicion y venta de alimentos marinos y acuicolas para un puesto

de venta (lo ideal para su funcionamiento) en mercados municipales

- Espacio suficiente para albergar uno o dos vendedores.
- Cajas isotérmicas con pescado.
- Material de trabajo cuchillos, tableros para cortar.

- Material de empaque.
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Sin recovecos que dificulten las operaciones de limpieza y desinfeccion del piso -
Instalaciones de agua y desagte y un lavadero adecuado para lavar el pescado.

Lugar iluminado con luz diurna o artificial, que permita una buena apreciacion del
pescado.

La superficie de los mostradores debe ser de un material que facilmente se limpie y
desinfecte (acero inoxidable, plasticos de alta densidad, maydlicas de alto grado de
dureza en perfectas condiciones).

Pisos con terrazos o losetas, con resumideros al colector de desaglie, para que permita la
eliminacién de liquidos después de una operacion de limpieza.

En caso de tener alguna pared, debe ser recubierta por un material lavable y resistente
(pinturas epoxicas, etc.) y de color claro.

Ubicados en lugares protegidos contra moscas y otros insectos.

En caso de existir espacio, se recomienda tener un exhibidor de pescado, que es una
especie de mesa que tenga en la parte superior, un cajon preferiblemente de metal
inoxidable, abierto e inclinado, donde se coloca el pescado entre una capa gruesa de

hielo, este cajon debera tener un drenaje para eliminar el hielo fundido. *2

Para los materiales y equipo utilizados:

Tablas para cortar el pescado de polietileno de alta densidad (no usar madera).
-Cuchillos con hojas de 20 a 25 cm de largo y con mangos de material lavable, afiladores
de cuchillos.

Recipientes con tapa lavables para la recoleccion de desechos, visceras y otros
desperdicios.

Balanzas electrdnicas, de resortes u otro tipo, operativas y calibradas con capacidad por
lo menos para 5 kilogramos.

Baldes, escobas y escobillones para la limpieza de pisos.

Detergentes y desinfectantes para la limpieza y desinfeccion de todas las superficies que
entran en contacto con el pescado.

Botiquin de primeros auxilios. 1?



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

Transversal.

Se verifico la presencia de E. coli en muestras de tilapia comercializada en los mercados del
municipio de San Salvador en el periodo comprendido entre los meses de agosto y septiembre
del afio 2023.

De campo.
Se visitaron las instalaciones donde se vende tilapia fresca en mercados municipales
seleccionados del municipio de San Salvador. Donde también se verificaron las condiciones de

manipulacion y almacenaje de productos través de una hoja de cotejo.

Descriptivo.
Se realizaron una serie de procedimientos microbiolédgicos con el fin de identificar la presencia
0 ausencia de E. coli en las diferentes muestras de masculo y visceras de tilapia recolectadas en

los diferentes locales seleccionados de venta de los mercados del municipio de San Salvador.

En la siguiente tabla se observan las variables de cada objetivo especifico y su clasificacion
segun su tipo y como fueron medidas estas para constatar el cumplimiento del objetivo

planteado.



Tabla N° 2: Variables segln objetivos planteados
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OBJETIVO

VARIABLE

TIPO

MEDICION

Identificar el grado de aplicacion de
las buenas préacticas en el manejo y
almacenamiento de tilapia
(Orechromis niloticus) en los
diversos puestos de venta de los
mercados del municipio de San

Salvador.

Grado de aplicacion de
las buenas préacticas de

manejo y
almacenamiento de
tilapia (Orechromis

niloticus).

Cualitativa

Se registré mediante

persona que tomo la

(NC) NO CUMPLE

la guia de

observacion de la

muestra
(C) CUMPLE o

con las buenas
practicas de
almacenamiento y
manejo del Manual
de CENDEPESCA

Establecer la presencia o ausencia
de Escherichia coli a través de
medios de cultivo selectivos,
diferenciales y pruebas bioquimicas
API 20 E en muestras de tilapia
(Oreochromis niloticus)
recolectadas en los diferentes
mercados del municipio de San
Salvador.

Presencia de E. coli

Cualitativa

nominal

Determinacion por
cambios en las
caracteristicas de los
medios de cultivo
selectivos y
diferenciales y los
cambios en el color y
las condiciones en los
depdsitos de la
galeria API 20E

Evaluar la frecuencia de la
presencia de Escherichia coli en
tilapias (Oreochromis niloticus)
comercializados en los mercados

del municipio de San Salvador en el

periodo de los meses de agosto y

Frecuencia de
Escherichia coli
aislado de tilapia

(Orechromis niloticus)

Cualitativa

nominal

Evaluacion de la
frecuencia de la
presencia del
patégeno.

septiembre del afio 2023.

Fuente: Elaboracion propia
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4.2 Investigacion bibliogréfica

Se realizd en libros y tesis, en las bibliotecas de:
Facultad de Quimica y Farmacia, "Dr. Benjamin Orozco”, Universidad de El Salvador.
Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Escuela de Biologia, Universidad de El Salvador.

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

Editoriales cientificas consultadas:
- Science Direct
- Scielo
- Latindex
- Nature

- Journal of Biological Chemistry

4.3 Investigacion de campo:

Universo
Todos los puestos de venta que comercializan tilapia en los mercados del municipio de San

Salvador.

Disefio y tamafio de la Muestra.

El nimero de mercados muestreados se eligid6 por medio de un método estadistico no
probabilistico por conveniencia, bajo criterios especificos, tomando Unicamente asi los
mercados que comercializan tilapia fresca en el municipio de San Salvador. Por lo tanto, se
tomaron muestras unicamente de 6 mercados, a lo cual corresponde: Mercado la Tiendona,
Central, San Miguelito, Tinetti, Montserrat, San Jacinto.

Posteriormente se realizd un muestreo estratificado para determinar la cantidad de puestos
comercializadores en cada mercado mencionado anteriormente, de la cantidad de puestos
anteriores, se procedio a seleccionar las muestras de musculo de tilapia y se realizé un muestreo
aleatorio simple para determinar el namero total de muestras a tomar por cada mercado.

El muestreo estratificado se realizo clasificando los mercados en orden de relevancia segun las
referencias conocidas, teniendo en cuenta afluencia de personas y tamafio de este, asignandole

un codigo a cada uno de los 6 estratos. *
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En la siguiente tabla se clasifican los mercados asignandoles un numero de estrato segln su
grado de relevancia y a su vez asignandoles un cédigo, también se muestra informacion acerca

de la cantidad de puestos que comercializan tilapia en cada mercado.

Tabla N°3: Estratos, codigo, cantidad de puestos comercializadores de tilapia.

L= Estrato | Relevancia Mercado Cddigo | Nio ndmero de puestos
gue comercializan
tilapia

1 1° Tiendona LTA 5
2 2° Central CL 4
3 3° S. Miguelito SM 4
4 4° Tinetti TI 8
5 5 San Jacinto SJ 1
6 6° Montserrat MT 1

N= 18

Fuente: Elaboracidn propia

Para seleccionar el nimero de puestos a muestrear por estrato, se utilizd un muestreo aleatorio
simple, en donde fue elegido al azar.

Se utilizaron las siguientes ecuaciones:

_ NZ?p(1-p)
 e2(N-1)+z%p(1-p) (1)
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Donde:

n = muestra
Z = Estadistico al 95%
p = Proporcion de individuos con la caracteristica

N = Poblacion

e= Error muestral maximo permisible en la investigacion

(se utilizo la incidencia del 5% debido a que es el mas adecuado para un estudio microbiolégico

ya estos son estudios no exactos).

Asi tenemos que:

(18)(1.96)? (0.05) (1—0.05)

Asl tenemos: n = (0.05)2(18-1)+(1.96)2 (0.05)(1-0.05)

()

n= 15

NUmero de puestos a muestreados

El porcentaje representativo de cada estrato se representa asi:

% =25 X 100 3)

Donde:
Ni = NUmero de puestos por estrato

N = NUmero de puestos en el universo

Asi tenemos:
Estrato 1
% =5/18 x 100 = 27.77%



Tabla N°4: Porcentaje de representatividad de los puestos.

Estrato Calculo Porcentaje

1 % =5/18 x 100 27.77

2 % = 4/18 x 100 22.22

3 % = 4/18 x 100 22.22

4 % = 3/18 x 100 16.66

5 % = 1/18 x 100 5.55

6 % = 1/18 x 100 5.55
TOTAL 100

Fuente: Elaboracion propia

La unidad muestreada por cada estrato se obtuvo de la siguiente forma:

ni=n(NilN)  (4)

Donde:

Ni: NUmero de puestos por estrato
N: NUmero de puestos en el universo
n: Tamafo de muestra

ni: Ndmero de puestos a muestrear por estrato

Asi por estrato 1, tenemos:

ni = 15(5/18) = 4 puestos a muestreados en el estrato 1.
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Tabla N°5: Cantidad de puestos muestreados por estrato

Estrato Calculo Cantidad
1 ni = 15(5/18) 4

2 ni = 15 (4/18) 3

3 ni = 15 (4/18) 3

4 ni = 15 (3/18) 3

5 ni = 15 (1/18) 1

6 ni = 15 (1/18) 1

Total 15

Fuente: Elaboracion propia

Para conocer la cantidad de muestras de musculo y visceras de tilapia que se tomd por cada

estrato se desarrollé la siguiente formula.

Se utilizo la siguiente ecuacion:

_ NZ*p(1-p)
T e2(N-1)+ Z2p(1-p)

(5)
Donde:

n = muestra

Z = Estadistico al 95%

p = Proporcion de individuos con la caracteristica

N = Poblacién del estrato

d = Error muestral maximo permisible en la investigacion.

Para el estrato 1

(4)(1.96)? (0.05) (1-0.05)

Asi tenemos: n = (0.05)2(4—1)+(1.96)2 (0.05)(1-0.05)

=384=4 (6)

Se tomaron 4 muestras de tilapia por puesto.
Asi tenemos, en el estrato 1 que se tomaron 4 puestos:
nt="n x nimero de puestos por estrato

nr=4x4 = 16
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nt = 16 muestras de tilapia

Se tomaron 16 muestras de tilapia en el estrato 1, es decir, 4 muestras de tilapia por cada uno

de los 4 puestos.

Tabla N°6: Cantidad de muestras tomadas por estrato

Estrato | Muestras de tilapia

por estrato
1 16 muestras
2 9 muestras
3 9 muestras
4 9 muestras
5 1 muestras
6 1 muestras

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de céalculos:

Se declara que cada muestra estuvo representada por un pescado. Los nimeros de muestras
tomadas segun el estrato o mercado fueron los siguientes; 16 muestras en Mercado La
Tiendona, 9 en Mercado Central, 9 en Mercado San Miguelito, 9 en Mercado Tinetti, 1 en
Mercado San Jacinto, 1 en mercado Montserrat, sumando un total de 45 muestras recolectadas

en todo el muestreo.

4.4 Parte experimental

4.4.1 Metodologia para la guia de observacion

Se realizaron visitas a los diferentes mercados mencionados anteriormente y se verificaron las
condiciones higiénicas haciendo uso de una lista de chequeo (Ver Anexo N°1) para evaluar el
grado de cumplimiento de las Buenas Préacticas de Almacenamiento y Comercializacion de los
puestos de venta y sus condiciones higiénicas entre las cuales se comercialice la tilapia

especificamente la especie Oreochromis niloticus.
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4.4.2 Selecciony recoleccion de la muestra

Se recolectaron las muestras de pescados frescos debidamente identificadas y respetando la

cantidad de muestras por mercado en cuestion de la siguiente manera:

El vendedor dispenso el pescado fresco, entero, eviscerado y en buen estado en las bolsas
estériles para muestreo.

Se identificaron las muestras segun etiqueta correlativa. (ver Anexo N°2)

Se colocaron las muestras en una hielera para mantener la cadena de frio resguardandolos

hasta su preparacién no mas de 6 horas a una temperatura de 4 a 8 -C. 5

4.4 .3 ldentificacion de las muestras

Las muestras se identificaron por medio de una etiqueta. Cada etiqueta con un cédigo

correlativo. (Ver Anexo N°2)

4.5 Procedimiento de aislamiento e identificacion de Escherichia coli en las muestras de carne

de Oreochromis niloticus

4.5.1 Preenriquecimiento de la muestra (Ver Anexo N° 3,4) °

Con un cuchillo estéril se diseccion6 al ejemplar y se extrajo el musculo de cada muestra,
se colocd en bolsas plasticas estériles y se pesé un equivalente a 25.0 g de cada muestra.
Se agreg6 un volumen de 225 mL de agua peptonada buferada,

Homogenizo6 por 2 minutos a velocidad alta (aprox. 260 rpm) en el Stomacher

Esta se considera la dilucion 107 .

Se tomd 10 mL de la dilucion 107 y se afiadio a 90 mL de agua peptonada buferada en
un frasco de dilucion para asi preparar la dilucion 1072.

Se repitio el paso anterior para obtener la dilucion 107,

4.5.2 Determinacion de E. coli en muestras de musculo de tilapia (Oreochromis niloticus). (Ver
Anexo N°5)°

Por cada una de las diluciones se vertié 1ml por duplicado en placas Petri vacias.

Se agreg0 por vertido en placa aproximadamente 25 mL de Agar VRBA MUG a 48 °C
y se homogenizé por medio de la técnica del ocho, se dejo solidificar.

Para evitar el crecimiento superficial y la propagacion de colonias, se cubrié con 5 ml de
VRBAy se dejo solidificar.
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Se invirtieron las placas solidificadas e incubaron en aerobiosis a 35 °C de 18 a 24 horas.
Se llevo a cabo el recuento de colonias color rosado rodeadas por una zona de &cidos
biliares precipitados las cuales confirman la presencia de coliformes totales.

Luego se expusieron las placas a la luz ultravioleta de longitud de onda de 366 nm, y se
Ilevé a cabo el recuento de colonias con fluorescencia positiva las cuales confirman la
presencia de E. coli.

Se transfirié una colonia con produccion de fluorescencia a un tubo que contenia caldo
EC y una campana de Durham para confirmar las caracteristicas de E. coli.

Se incub6 24 a48 ha44.5°C £0.2°C.

La produccion de gas y una turbidez del medio confirma la presunta identidad de la

colonia seleccionada como E. coli.

4.5.3 Prueba completa para E. coli. (Ver Anexo N°6)°

Siembra en agar EMB

De los tubos positivos en caldo EC para coliformes fecales se inoculd con asa y se estrio
por el método de estrias en agar EMB.

Se Incubaron a 35 °C + 0.5°C durante 18-24 horas.

colonias verdes con centro negro y brillo metalico confirma la presencia de Escherichia
coli.

Se transfirieron de las colonias positivas para Escherichia coli en Agar EMB a Agar
TSA.

Siembra en agar TSA

De las placas de EMB con colonias caracteristicas, se inocularon con asa y se estriaron
por el método de estrias en agar TSA.

Se Incubaron a 35 °C + 0.5°C durante 18-24 horas.

colonias redondas, opacas, elevadas, suaves, lisas y blancas confirma la presencia de

Escherichia coli.
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Tincion de Gram. (Ver Anexo N°7) °

Se coloco una fina gota de agua sobre un portaobjeto.

Luego del periodo de incubacion se tomd una colonia del medio TSA con un asa
previamente esterilizada y se extendi6 la colonia sobre la gota de agua.

Se llevo el portaobjeto cerca de la Ilama para acelerar la evaporacion pasando por encima
de la llama tres veces y luego se dejo enfriar.

Se tifio con cristal violeta por 30 segundos.

Se elimino el exceso de colorante.

afiadié Lugol por un minuto.

Se decolor6 con alcohol-acetona al alrededor de 30 segundos.

Se lavo con agua.

Afadioé Safranina y se esper6 un minuto.

Se lavo con agua.

Se observé en el microscopio al objetivo de 100x.

Bacilos color rosado (Gram negativos) presumen la presencia de Escherichia coli.

4.5.4 Criopreservacion de colonias confirmativas de E. coli. (Ver Anexo N°8) 16

Del crecimiento del medio TSA se transfirié una asada a 10 ml de Caldo Nutritivo y se
incubo a 36 °C + 1°C durante 20-24 horas.

Transfiri 0.5 ml de Caldo nutritivo incubado a un criovial.

Se transfirio 0.5 ml de glicerol al 50% esterilizado por filtracion por membrana de 0.2
micras al criovial.

Se criopreservd a -80 °C en congelador.

4.5.5 Pruebas complementarias para E. coli

Se transfirié una colonia del crecimiento del medio TSA del paso 2.5.3 mediante la
técnica de estriado a los siguientes medios de cultivo sélidos y una colonia a los
diferentes medios de cultivo liquidos (caldos), para constatar la pureza y viabilidad de
las cepas aisladas de las muestras con presunta identidad de E. coli.
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Tabla N° 7: Medios de cultivo utilizados en las pruebas complementarias para E. coli

SELECTIVOS NO SELECTIVOS
SOLIDOS CALDOS SOLIDOS
EMB LMX SS
Chromocult EC BS
SMAC
ENDO
MacConkey
VRB
E. coli 0157: H7
VRBA-MUG

Fuente: Elaboracion propia

Los medios seleccionados y clasificados como SELECTIVOS y NO SELECTIVOS forman
parte de nuestro propio protocolo (Ver Anexo N° 23) proyectado en el que se tomaron en cuenta
los doce medios procurando un buen crecimiento y caracteristicas esperables favorables para
los SELECTIVOS o desfavorables para los NO SELECTIVOS de las colonias aisladas;
Incluidos algunos medios utilizados en la determinacion y prueba completa de E. coli.

- Seincub6 de 18 a 24 horas a 36 °C £+ 2°C. Y para el caso del caldo EC se incubé de 18
a 24 horas a44.5 °C £ 0.5°C.
- Se hicieron las lecturas correspondientes luego del periodo de incubacion.

Se observaron las caracteristicas especificas de cada medio de cultivo. (Ver Anexo N°9)

4.5.6 Identificacion bioquimica para colonias positivas de Escherichia coli a traves de API 20E.
(Ver Anexo N°10) %/

- Del agar TSA del paso 2.5.3 se transfirio a otro agar TSA y se incub6 un maximo de 18
a 24 horas.

- Se agreg6 aproximadamente 5 mL de agua destilada a las cAmaras de incubacion.

- Se transfirio del medio TSA joven una colonia a un vial de incubacién con 5 mL de agua
destilada y se sometio0 a agitacion en Vortex.

- Sesaco la galeria de su envase y se colocé en la camara de incubacion.
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Se inoculd en cada una de las camaras de incubacién con ayuda de una micropipeta
inclinando ligeramente la camara de incubacion hacia adelante para evitar la formacion
de burbujas.

Para las pruebas CIT, VP, GEL se llend hasta la cupula.

Para las otras pruebas se llen6 Gnicamente los tubos, no las cupulas.

Para las pruebas ADH, LDC, ODC, A2S, URE crearon una atmosfera anaerobia llenando

la cUpula con aceite de parafina.

Se cierra la camara de incubacion.

Se incub6 a 36 °C £ 2°C por 18 a 24 horas.

Se realizaron las lecturas correspondientes y su requerimiento seguln tabla.

Se obtuvo el perfil numérico y se identificd al microorganismo con la ayuda de la base
de dato.

4.6 Estandarizacion de cepas control. (Ver Anexo N°11) 18

Para la cepa control positivo ATCC 8739 de E. coli y la cepa control negativo ATCC 10031 de

Klebsiella pneumoniae, se realizo el procedimiento siguiente:

Del vial inicial de cada cepa, se sembr6 en TSA y se incubo un maximo de 18 a 24 horas
a36 °C £ 2°C.

De la placa con crecimiento en TSA se transfirio a un tubo de fondo plano con 10 ml de
solucion salina 0.9% un numero de colonias suficientes para generar una turbidez que
alcanzara una transmitancia de 3% a la longitud de onda de 620 nm en el
espectrofotdmetro, esta serfa la solucion madre [1017].

De la solucion madre se transfiriéo 100 ul con micropipeta a 9.9 ml de solucion salina
0.9% en un tubo de fondo plano y se homogenizd, esta seria la solucién con
concentracion [108].

De la solucién con concentracion [108] se transfirié 100 ul con micropipeta a 9.9 ml de
solucion salina 0.9% en un tubo de fondo plano y se homogenizo, esta seria la solucién
con concentracion [10°].

Se repitid el paso anterior hasta alcanzar solucion con concentracion [10°].

Se tomd 1 ml de la solucién con concentracion [108] a [10°] por duplicado y se inoculd
en una placa de VRBA MUG por medio de la técnica de vertido en placa.

Se incubo6 un maximo de 18 a 24 horas a 36 °C + 2°C.
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- Para la cepa control positivo ATCC 8739 de E. coli y la cepa control negativo ATCC
10031 de Klebsiella pneumoniae se realizaron recuentos y lecturas correspondientes y se
selecciond la dilucion en la cual se evidenciaran apropiadamente las caracteristicas de
los microorganismos coliformes. (Colonias color rosado rodeadas por una zona de &cidos
biliares precipitados), y en la cual se pudiera llevar a cabo un recuento que permitiese

comprobar la concentracién de la solucién madre.

4.7 Cepa control positivo ATCC 8739 de Escherichia coli

La cepa control positivo se analizé simultdneamente con la cepa aislada de las muestras de
tilapia llevando a cabo los procedimientos descritos desde el punto 4.5.2 en la determinacion
de E. coli en donde a partir de la suspension estandarizada que contiene entre 100 y 1000 UFC
se inoculaba 1 ml por vertido en placa en Agar VRBA MUG por duplicado hasta el punto 4.5.6

en el cual se identificd bioquimicamente la cepa.

4.8 Cepa control negativo ATCC 10031 de Klebsiella pneumoniae

La cepa control negativo se analizo simultdneamente con la cepa aislada de las muestras de
tilapia llevando a cabo los procedimientos descritos desde el punto 4.5.2 hasta 4.5.6 de igual

forma que con el control positivo.

4.9 Control de medio

Desde el punto 4.5.2 hasta 4.5.5 se realiz6 un control de medio para poder contrastar las
caracteristicas de un medio puro con un medio con crecimiento y a su vez para evidenciar la

esterilidad de dicho medio.



CAPITULO V
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5.0 RESULTADOS

5.1 Resultados y discusion de resultados.

5.2 Identificar el grado de aplicacion de las buenas practicas en el manejo y almacenamiento de
tilapia (Oreochromis niloticus) en los diversos puestos de venta de los mercados del municipio
de San Salvador.

5.2.1 Evaluacién del grado de aplicacion de las buenas précticas en el manejo y almacenamiento
de tilapia (Oreochromis niloticus) de los diferentes establecimientos muestreados.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos mediante la aplicacion de la guia de
observacion, donde se evaluaron las condiciones de almacenamiento y dispensacion del

producto, indumentaria de los vendedores, material y equipo utilizado por estos e instalaciones.

Tabla N°8: Resumen de los resultados obtenidos mediante la guia de observacion de los

diferentes establecimientos inspeccionados en los mercados seleccionados.

Mercado LTA CL TI SM SJ MT
N° de establecimientos 4 3 3 3 1 1
ALMACENAMIENTO

Parametro

¢El producto esta almacenado a baja temperatura

antes de venderlo?

¢Para almacenarlo se utiliza refrigerador?

¢Para almacenarlo se utiliza Hielera?

¢La temperatura de almacenamiento es menor o
igual a 0°C?

¢Utilizan los vendedores al menos la indumentaria
basica (guantes, mascarilla, delantal, gorro,

zapatos antideslizantes)?

¢La persona que dispensa el producto tiene las

manos limpias?

¢Las persona que dispensa el producto usa anillos,
pulseras o algun tipo de accesorio?
MATERIAL

¢Los utensilios utilizados (cuchillo, afilador, tabla

de corte, recipientes, son de acero inoxidable)?




Tabla N°8: (continuacién)
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¢El recipiente que contiene los pescados posee

purga de agua?

¢ Los utensilios utilizados estan protegidas de los
agentes contaminantes externos cuanto no se

encuentran en uso?

¢El vendedor utiliza el mismo cuchillo para mas de

un producto?

¢La superficie dispensadora es de acero
inoxidable?

¢Existe en el puesto un area designada para los

desechos?

¢El puesto de venta tiene fuente de agua potable?

¢El puesto de venta tiene desague lejos de los

productos?

¢ El pescado se dispensa en bolsas de plastico

nuevas?

¢Los clientes tienen contacto fisico con el pescado

antes de comprarlo?

¢El vendedor presenta algin sintoma visible de

alguna enfermedad contagiosa?

Fuente: Elaboracién propia.

Nota: Casilla de color rojo, representa los parametros incumplidos

Casilla de color verde, representa los parametros cumplidos

Las abreviaciones arriba escritas representan los distintos mercados en donde fueron obtenidos

los datos, y se lee de la siguiente manera:
LTA: La Tiendona

CL: Central

TI: Tinetti

SM: San Miguelito

SJ: San Jacinto

MT: Monserrat

Ademaés de las abreviaciones:

C: “cumple”

NC: “no cumple”
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En la tabla N° 8 se resumen los resultados de los aspectos evaluados en la guia de inspeccion,
donde se evallan parametros relacionados a las buenas practicas en el manejo de tilapia (\Ver
Anexo N°21, N°1), que se llen6 mediante lo observado durante el muestreo realizado a los
mercados en estudio, se detallan los requisitos que establece el manual de buenas practicas de
manejo y aseguramiento de calidad de productos pesqueros del CENDEPESCA para un
establecimiento comercializador de tilapia en cuanto a infraestructura, instalaciones, disefio y

medidas higiénicas, equipo y utensilios, entre otros.

- Almacenamiento:

En los diferentes mercados visitados a lo largo de la investigacion de campo se observaron
condiciones de almacenamiento y manejo del producto deficientes.

Las condiciones en las que se mantiene el pescado a la venta son totalmente insalubres
debido a que el producto se mantiene expuesto al ambiente sin ningun tipo de refrigeracion
eléctrica, ni el resguardo de este dentro de hieleras u aplicacion de otro método que permita
mantener la cadena de frio, exceptuando dos puestos de venta ubicados en el mercado central
los cuales si almacenan sus productos dentro de una hielera hermética.

Dicha deficiencia en el almacenamiento permitié observar algunos pescados en mal estado,
donde sus caracteristicas fisicas manifestaron mucus opaco, mal olor, 0jos concavos
lechosos, branquias amarillentas, dicho estado de descomposicion incide directamente sobre
el grado de inocuidad del producto, pudiendo desencadenar cualquier tipo de contaminacion
por patdgenos infecciosos. (Ver Anexo N°12)

- Indumentaria:

Ninguno de los vendedores encargados de dispensar el pescado en los puestos de venta de los
diferentes mercados porta la indumentaria adecuada e incluso bésica, como por ejemplo
guantes, delantal, gorro, mascarilla, pudo constatarse que en todos los puestos dichos
operadores dispensan y manipulan el producto con vestimenta comun sin utilizar ninguna
barrera fisica para proteger al producto de cualquier tipo de contaminacién humana.

Cabe mencionar que no pudo observarse en ninguno de los puestos de ningin mercado, que el
vendedor tuviese las manos limpias, ya que en la totalidad de los casos manipulaban méas de un
tipo de pescado, dinero, desechos, metales, utensilios, material de empaque, etc. Lo cual puede

conducir a una propagacion de distintos tipos de agentes infecciosos.
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A su vez, es importante destacar el incumplimiento de un requisito establecido por la guia de
inspeccion, por parte de algunos vendedores, el cual evalla si el dispensador porta anillos,
pulseras u otro tipo de objeto en las manos, ya que pudo identificarse el uso de estos en algunas

personas. (Ver Anexo N°12)

- Material y Equipo:

No se observo en ninguno de los casos la implementacion de utensilios de acero inoxidable
involucrados en todo el proceso de comercializacién del pescado y estos no se encuentran
protegidos o resguardados de los agentes contaminantes externos, como, por ejemplo: moscas,
humo de vehiculos automotores, fluidos fisioldgicos de clientes y dispensadores,
contaminacion cruzada de otros productos, etc.

Los Unicos mercados en los cuales algunos puestos cuentan con recipientes almacenadores que
poseen purga de agua fueron La Tiendona y Central, en el resto de estos mercados no pudo
identificarse esa caracteristica, lo cual por varios factores puede influir directamente en la
inocuidad de los pescados almacenados dentro de estos, ya que los fluidos de estos y el agua
estancada puede llegar a actuar como un factor importante de contaminacion cruzada para los

otros productos. (Ver Anexo N°12)

- Instalaciones:

No se observo en ninguno de los puestos alguna superficie dispensadora de acero inoxidable,
dichas superficies donde se comercializaba el pescado eran en lavaderos plasticos, lavaderos de
concreto, guacales plasticos, tablas, hieleras de durapax y plastico. Hay que aclarar que el
pescado se encontraba aglomerado, en algunas ocasiones mezclados con algun otro tipo de
mariscos, y en su mayoria el pescado fresco estaba en contacto con desechos de viseras de otros
pescados.

Las fuentes de agua potable solo pudieron ser identificadas en dos mercados, La Tiendona y
Tinetti, dichos puestos contaban con un grifo y una valvula corriente de donde se extraia agua
a conveniencia. El resto de los puestos en los diferentes mercados utilizan la estrategia de
almacenar agua en distintos recipientes, pero no puede comprobarse la potabilidad ni la
procedencia de esta.

Los desagies lejos del producto pudieron ser observados Unicamente en mercado La Tiendona

y San Miguelito, donde en ambos casos se encontraban aproximadamente a 10 metros del



54

puesto comercializador, captando el agua de desechos en un tragante comun, compartido con
los demaés puestos de la cercania. (Ver Anexo N°12)

- Dispensacion del producto:

Un punto a favor para la inocuidad del pescado que se observd es la utilizacion de bolsas
plasticas nuevas para la dispensacion de este, en la totalidad de los puestos evaluados, lo cual
es un requisito de las buenas préacticas en el manejo de productos pesqueros.

En este apartado, también se contempla el contacto fisico del cliente con el producto antes de
comprarlo, y segln lo observado en todos los puestos los clientes tienen contacto directo e
incluso llegan a manipular con sus manos el producto antes de elegirlo, dicha mala practica
contribuye a la propagacion de agentes patdgenos infecciosos que tienen como vector al ser
humano.

No fue observado ningin vendedor con sintomas visibles de alguna enfermedad contagiosa.
(ver Anexo N°12)

Tabla N°9: Porcentaje de cumplimiento de buenas précticas en el manejo y almacenamiento
de tilapia (Oreochromis niloticus) por mercado.

MERCADO % DE CUMPLIMIENTO
La Tiendona 26.39
Central 31.48
Tinetti 16.67
San Miguelito 12.96
San Jacinto 16.67
Monserrat 16.67

Fuente: Elaboracién propia.

Los célculos de los porcentajes de cumplimiento presentados en la tabla N°9 fueron obtenidos

de la siguiente manera:

Para Mercado La Tiendona:
# total de “Cumple”
18 parametros observados por puesto X 4 puestos de venta = 72
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# “Cumple” obtenidos

19

% cumplimiento:

19/72 X 100 = 26.39%

Y asi sucesivamente bajo el mismo calculo para el resto de Los mercados

Porcentaje de cumplimiento e incumplimiento de buenas practicas
en el manejo y almacenamiento de tilapia

87.04
ﬁ H 129 IR 155
LA TIENDONA CENTRAL TINETTI SAN MIGUELITO SAN JACINTO MONSERRAT

® % de cumplimiento de las Buenas Practicas ™ % de incumplimiento de las Buenas Practicas

Figura N°4: Gréfico de porcentaje de cumplimiento e incumplimiento de buenas practicas en
el manejo y almacenamiento de tilapia por mercado

Fuente: Elaboracion propia.

En Figura N°4 puede observarse el porcentaje de cumplimiento por cada mercado de los
requerimientos establecidos por CENDEPESCA, se observa que el mercado La Tiendona posee
un grado de cumplimiento del 26.39%, el mercado Central 31.48 %, Tinetti con 16.67 %, San
Miguelito con 12.96 %, y finalmente San Jacinto y Monserrat ambos con un 16.66 %.

Se debe tener en cuenta que el 100% del cumplimiento de los requisitos esta determinado por
el cumplimiento de los 18 pardmetros de evaluacion de la lista de inspeccion por cada uno de

los puestos de venta.



56

5.2.2 Establecer la presencia o ausencia de Escherichia coli a través de medios de cultivo
selectivos, diferenciales y pruebas bioquimicas API 20E en muestras de tilapia (Oreochromis
niloticus) recolectadas en los diferentes mercados del municipio de San Salvador.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes pruebas microbiolédgicas
realizadas a las muestras de tilapia (Oreochromis niloticus) recolectadas en los diferentes

mercados para determinar la presencia o ausencia de Escherichia coli.



5.2.2.1 Recuentos de colonias en Agar selectivo VRBA-MUG

Tabla N° 10: Resultados obtenidos de recuentos de colonias presuntivas de Escherichia coli (fluorescentes en Agar VRBA-MUG)

= = = = = 3.0x 102

0

0 = = = = = 3.0x 102
0 = = = = = 3.0x 102
0

0

- - - - - 3.0x 102
- - - - - 3.0x 102

1.0 x10? 2.0 x 102 0
8.5 x 102 = = = = = 2.0 x 102 0
0 = = = = = 2.0 x 102 0

4.7 x 102 = = = = = 2.0 x 102 0
4.4 x 10? = = = = = 2.0x 102 0
2.5x10? = = = = = 2.0x 102 0
0 = = = = = 2.0x 102 0

0 = = = = = 2.0x 102 0

7.7 x 102 = = = = = 2.0x 102 0
0 = = = = = 2.0x 102 0

0

0

0

0

0




Tabla N°10 (continuacién)

20230828-16 0 = = = 3.0x 102 0
20230828-17 = 0 = = 3.0x 102 0
20230828-18 = 0 = = 3.0x 102 0
20230828-19 = 0 = = 3.0x 102 0
20230828-20 = 0 = = 3.0x 102 0
20230903-21 = 0 = = 5.0 x 102 0
20230903-22 = 0 = = 5.0 x 102 0
20230903-23 = 0 = = 5.0 x 102 0
20230903-24 = 0 = = 5.0 x 102 0
20230903-25 = 0 = = 5.0 x 102 0
20230903-26 = = 0 = 5.0 x 102 0
20230903-27 = = 0 = 5.0 x 102 0
20230903-28 = = 0 = 5.0 x 102 0
20230903-29 = = 0 = 5.0 x 102 0
20230903-30 = = 0 = 5.0 x 102 0
20230911-31 = = 6.8 x 102 = 2.0 x 102 0
20230911-32 - - 2.3x10° - 2.0x 102 0
20230911-33 - - 0 - 2.0x 102 0
20230911-34 - - 0 - 2.0x 102 0
20230911-35 = = = 0 2.0 x 102 0
20230911-36 = = = 25x10° 2.0 x 10? 0
20230911-37 = = = 1.8 x10° 2.0 x 10? 0
20230911-38 = = = 0 2.0 x 10? 0
20230911-39 = = = 0 2.0 x 102 0
20230911-40 = = = 0 2.0x 102 0
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Tabla N°10 (continuacion)

Fuente: Elaboracion propia.

- 1.4 x10° - - 3.0 x 102 0
- 1.4 x10° - - 3.0 x 102 0
- 1.6 X 102 - - 3.0 x 102 0
R - 1.3 x103 - 3.0 x 102 0
- = - 3.1x103 3.0 x 102 0
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Nota: las abreviaciones arriba descritas se leen de la siguiente manera:

C(+): control positivo Escherichia coli ATCC 8739

C(-) : control negativo K.pneumoniae ATCC 10031

Todas las medidas corresponden a UFC por cada 25 gramos de muestra de masculo.

El valor reportado de UFC/25g de muestra, corresponde al promedio de las 3 diluciones seriadas
por duplicado 107, 102y 107 del paso 2.

En la tabla N°10 puede observarse el promedio de UFC por cada 25 gramos de musculo para
las muestras que presentaron colonias con produccion de fluorescencia a la exposicion de luz
ultravioleta en Agar VRBA-MUG, en donde de las 45 muestras, 15 presentaron recuentos
positivos siendo estas las muestras: 20230821-1, 20230821-2, 20230821-4, 20230821-5,
20230821-6, 20230821-9, 20230911-31, 20230911-32, 20230911-36, 20230911-37,
20230925-41, 20230925-42, 20230925-43, 20230925-44, 20230925-45.

Las colonias con produccion de fluorescencia y su posterior recuento de UFC por cada 25
gramos fueron comparadas con el control positivo de E. coli ATCC 8739 cuyos UFC oscilan
entre los 2 - 5 x 102

También estos recuentos son comparados con los limites permisibles establecidos por el RTCA
67.04.50:08
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Tabla N° 11: Recuentos de colonias con produccidon de fluorescencia a la exposicion de la luz
UV en el medio VRBA-MUG, célculo para un gramo de muestra y su comparacion frente al
limite permisible del RTCA 67.04.50:08 Alimentos, Criterios microbioldgicos para la

inocuidad de alimentos. 22

Fuente: Elaboracién propia

Nota: Casilla de color rojo, representa las muestras que sobrepasan las concentraciones

permisibles del reglamento.

Casilla de color verde, representa las muestras con recuentos de E.coli por debajo del

limite del reglamento.

Muestras Recuento de colonias con
produccion de
fluorescencia

Especificacion RTCA 10% UFC/g

20230821-1 4.0x10° UFC/g

20230821-2 3.1x10'UFCl/g

20230821-4 1.8x10! UFC/g

20230821-5 1.7x10* UFC/g

20230821-6 1.0x10* UFC/g

20230821-9 3.0x10' UFC/g

20230911-31 2.7x10' UFC/g

20230911-32 9.2x10' UFC/g

20230911-36 1.0x10? UFC/g

20230911-37 7.2x101 UFC/g

20230925-41 5.6x10' UFC/g

20230925-42 5.6x10' UFC/g

20230925-43 5.2x10° UFC/g

20230925-44 5.2x101 UFC/g

20230925-45 _
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Comparado con los limites microbioldgicos permisibles por el RTCA que es de 100 UFC/g de
muestra, por lo tanto 14 de las 15 muestras que presentaron fluorescencia en el agar VRBA

MUG estan dentro de los limites establecidos por el reglamento 2! (Ver Anexo N°3)

I T
TeReaaE—

Control positivo E. coli
ATCC 8739

20230821-5. dilucién 102 Control positivo E. coli
’ ATCC 8739

placa 2

Figura N°5: Recuento de E. coli en medio VRBA MUG, para la muestra cédigo 20230821-5,
dilucion 10-2.
- a,b) colonias color rosado sin la exposicion a luz uv de la muestra y control positivo.

- ¢,d) colonias con fluorescencia bajo luz uv de muestra y control positivo.

Las colonias de las 15 muestras positivas presentaron una coloracion rosada caracteristica para
E. coli en el medio VRBA MUG, como se observa en la figura 5a y 5b debido a que la bacteria
en cuestion es fermentadora de lactosa y que normalmente forma un precipitado rojo de bilis.
Posteriormente fue necesario utilizar una cabina de luz UV para revelar el namero de estas
colonias, que por su composicién fisica y quimica permite evidenciar algunas caracteristicas
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fenotipicas y quimicas de E. coli, que se traducen en una fluorescencia de cada colonia bajo los
efectos luminicos ultravioletas, como se observa en la figura 5c, debido a que estas cepas tienen
actividad glucoronidasa y son capaces de metabolizar el 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronido
(MUG). %

5.2.2.2 Prueba complementaria en caldo EC para las muestras con fluorescencia en medio de
cultivo VRBA MUG.

Tabla N° 12: Resultados de colonias caldo EC

MUESTRA DILUCION 10 DILUCION 107? DILUCION 107
Gas Turbidez Gas Turbidez Gas Turbidez
20230821-1 + + A A 1 +
20230821-2 + + A A 1 +
20230821-4 + + A A 1 +
20230821-5 + + A A 1 +
20230821-6 + + A A 1 +
20230821-9 + + A A 1 +
20230911-31 + + A A 1 +
20230911-32 + + + + + +
20230911-36 + + + + + +
20230911-37 + + + + + +
20230925-41 + + + + + +
20230925-42 + + + + + +
20230925-43 + + + + + +
20230925-44 + + + + + +
20230925-45 + + + + + +
C(+) E. coli ATCC 8739 + + + + + +
C(-) K. pneumoniae ATCC
10031
Control de medio

Fuente: Elaboracion propia
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Nota: El signo (+) representa gas y turbidez observada en el interior del tubo, el signo (-)
representa gas y turbidez ausente.
Casillas color verde representan caracteristicas evaluadas positivas, casillas color rojo

representan caracteristicas evaluadas negativas.

En la tabla N°12 se presentan los tubos positivos para la presencia de turbidez y gas en caldo
EC de las colonias procedentes con fluorescencia positiva en agar VRBA MUG, sometidos a
incubacion (37.5°C por 18-24h), donde se verificd si existia algin tipo de crecimiento
bacteriano por medio de la manifestacién de turbidez del medio junto con la formacién de gas
dentro del tubo Durham en donde todas las muestras presentaron turbidez y produccion de gas,
comparandose con el control positivo de Escherichia coli ATCC 8739y con el control negativo
de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031.

W M |

k"i“

Figura N° 6: Tubos de caldo EC con formacion de turbidez y gas.
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a) Control positivo E. coli ATCC 8739 y control de medio comparado con muestras
positivas 20230911-31, 20230911-32, 20230911-36, 20230911-37

b) Tubo con control positivo E. coli ATCC 8739, tubo con control negativo K. pneumoniae
ATCC 10031 comparados con muestra 20230903-26.

¢) Control negativo, control positivo y control del medio comparado con muestras
20230925-41, 20230925-42, 20230925-43.

d) Control negativo, control positivo y control del medio comparado con muestras muestra
20230925-44, 20230925-45

Después de la previa incubacion las 15 muestras presentaron buena turbidez y formacion de gas
en el tubo Durham, tal y como muestra la figura 6a, cuyos inoculos tienen similares
caracteristicas al control positivo, consecuencia del metabolismo caracteristico de E. coli en
este caldo de cultivo, el cual genera como un metabolito secundario al COg, estas fueron
comparadas con el control positivo E. coli ATCC 8739 el cual también presento turbidez y gas
y frente al control negativo K. pneumoniae (figura 6¢) que carecia de la formacion de turbidez
y produccion de gas, el control de medio corresponde a tubos con caldo EC sin inoculacién
(Figura N°6).



5.2.2.3 Prueba completa de Escherichia coli.
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Tabla N°13: Resultados de la prueba completa de colonias presuntivas de Escherichia coli en

agar EMB
MUESTRA AGAR EMB
Colonias Centro negro y
negro brillo metalico
azulado
20230821-1 + +
20230821-2 1 +
20230821-4 1 +
20230821-5 + +
20230821-6 + +
20230821-9 + +

20230911-31

20230911-32

20230911-36

20230911-37

20230925-41

20230925-42

20230925-43

20230925-44

20230925-45

C(+) E. coli ATCC
8739

C(-) K. pneumoniae
ATCC 10031

Control de medio

Fuente: Elaboracidn propia.
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Nota: El signo (+) y color verde representa crecimiento de colonias color negro azulado con
centro negro y caracteristico brillo metalico, el signo (-) y color rojo representa colonias de

diferente color o nulo crecimiento.

En la Tabla N°13 se observan los resultados obtenidos de la inoculacion en agar EMB por el
método de estrias, resultando positivas en este medio de cultivo las muestras 20230821-1,
20230821-2, 20230821-4, 20230821-5, 20230821-6, 20230821-9, 20230911-31, 20230911-32,
20230911-36, 20230911-37, 20230925-41, 20230925-42, 20230925-43, 20230925-44,
20230925-45, comparandolas con el control positivo Escherichia coli ATCC 8739, dichas

muestras mostraron idénticas caracteristicas frente al control positivo.

%ol positivo E. coli
ATCC.8739

Figura N° 7: Colonias caracteristicas de E. coli en medio de cultivo EMB, mostrando color

negro azulado con centro negro y un peculiar brillo metélico.
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a) 20230821-6,
b) 20230911-31,
c) 20230911-36,
d) Control positivo E. coli ATCC 8739.

En las 15 muestras inoculadas se observd crecimiento de colonias color negro azulado con
centro negro y un caracteristico brillo metalico como se evidencia en la muestra 20230821-6
(figura 7a), debido a la rapida fermentacion de la lactosa del medio por parte de la presencia de
E. coli en este medio especialmente, comparandose con el control positivo las caracteristicas
de las colonias son idénticas, observandose estas caracteristicas del control positivo en la figura
7d.
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5.2.2.4 Pruebas complementarias para Escherichia coli en diferentes medios de cultivo.
Tabla N°14: Resultados en diferentes medios de cultivo selectivos y no selectivos de colonias

presuntivas de Escherichia coli.

MEDIO PRIMER CARACTERISTICA DEL | SEGUNDA CARACTERISTICA DEL
CRECIMIENTO Y MUESTRAS | CRECIMIENTO Y MUESTRAS QUE
QUE LO PRESENTAN LO PRESENTAN

EMB Violeta, brillo metélico
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739
CHROM | Azul oscuro

OCULT 20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739

SMAC Incoloro — rojo
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739
ENDO Rojo — Brillo metalico
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739
MACCO | Rojo

NKEY 20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739
VRB Rojo
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739




Tabla N°14: (Continuacion)

E.COLI
0157:H7

Incoloro — amarillo
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739

VRBA-
MUG

Rojas — fluorescencia
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739

CALDO
LMX

Azul — fluorescencia
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45

C(+) E. coli ATCC 8739

C(-) K. pneumoniae ATCC 10031

CALDO
EC

Turbidez y gas
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739

BS

Marrén — verde
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45
C(+) E. coli ATCC 8739

SS

Rosado - rojo
20230821-1,2,4,5,6,9
20230911-31,32,36,37
20230925-41,42,43,44,45

C(+) E. coli ATCC 8739

C(-) K. pneumoniae ATCC 10031

Fuente: Elaboracién propia.
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En la tabla N°14 se presentan los resultados en cuanto a crecimiento y caracteristicas de las

colonias aisladas de las quince muestras presuntivas para Eschericha coli en diferentes medios

de cultivo. De las quince muestras analizadas y comparadas con el control positivo Eschericha

coli ATCC 8739, quince dieron positivas para todas las caracteristicas presuntivas para



71

Eschericha coli en los diez medios target y dos no target (ver Anexo N°20) representando el
100% de las muestras que presentaban colonias presuntivas de Eschericha coli.

Asi mismo en la columna segunda de la tabla N°14 se aprecia que ninguna muestra presento
reacciones indicativas no esperadas para la Escherichia coli (ver Anexo N°20) representando
el 0.0 % de las muestras.

5.2.2.5 Tincion de Gram
Tabla N°15: Resultados de la morfologia microscopica de las colonias aisladas analizadas.

MUESTRA MORFOLOGIA
Forma: Bacilos
cortos Gram (-)

20230821-1 +

20230821-2 +

20230821-4 +

20230821-5 +

20230821-6 +

20230821-9 +

20230911-31 +
20230911-32 +
20230911-36 +
20230911-37 +
20230925-41 +
20230925-42 +
20230925-43 +
20230925-44 +
20230925-45 +

C(+) E. coli ATCC +

8739
Control de medio _

Fuente: Elaboracion propia.
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Nota: El signo (+) representa positivo para la morfologia en forma de bacilos cortos Gram
negativos.

La informacion presentada en la tabla anterior corresponde a las colonias aisladas de las
diferentes muestras que presentaron morfologia microscopica caracteristica como se muestra
en la figura 8 comparandola con el control positivo de Escherichia coli ATCC, mostraron
bacilos cortos Gram negativos caracteristicos de Escherichia coli, todas las colonias aisladas

presentaron morfologia microscopica similar a la del control positivo.

20230911-32

C(+)E.coliATccs7as A C() K pneumoniae
~ - ATCC 10031

Figura N° 8: Bacterias color rosado con forma de bacilos o bastoncillos, morfologia
caracteristica de E. coli, observadas al objetivo 100x en microscopio. a) 20230925-42, b)
20230911-32 c¢) C(+) E. coli ATCC 8739, d) C(-) K. pneumoniae ATCC 10031.



5.2.2.6 ldentificacion mediante pruebas bioguimicas API 20E

Tabla N°16: Resultados obtenidos en la identificacion con API 20E

MUESTRA /CODIGO MERCADO BIONUMERO % DE SIMILITUD PATOGENO
20230821-01 La Tiendona 5046553 99.4 Serratia odorifera
20230821-02 La Tiendona 5044553 99.6 Escherichia coli.
20230821-04 La Tiendona 5144552 99.9 Escherichia coli.
20230821-05 La Tiendona 5144552 99.9 Escherichia coli.
20230821-06 La Tiendona 5044553 94.7 Escherichia coli.
20230821-09 La Tiendona 5144553 66.7 Escherichia coli.
20230911-31 San miguelito 7345573 56.4 _
20230911-32 San miguelito 5146572 87.7 Escherichia coli.
20230911-36 Tinetti 5346553 98.7 Serratia odorifera
20230911-37 Tinetti 5346573 99.6 Serratia odorifera
20230925-41 Tinetti 5044572 99.9 Escherichia coli.
20230925-42 Tinetti 5044572 99.9 Escherichia coli.
20230925-43 Tinetti 5345773 92 ‘
20230925-44 San Jacinto 7345773 90.5 ‘
20230925-45 Monserrat 5345773 92 —‘

C(+) E. coli ATCC 8739 - 5044553 99.9 Escherichia coli.

C(-) K. pneumoniae ATCC 10031 - 1005773 99.9 Klebsiella pneumoneae

Fuente: Elaboracién propia.
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Nota: Escherichia coli esta representada con el color verde, Serratia odorifera representada con el color amarillo, Raoultella ornithinolytica con

color rojo, Enterobacter cloacae con color azul, Klebsiella pneumoneae con color agua
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La tabla N° 16 refleja la identidad de las bacterias analizadas mediante las pruebas de galerias
API 20E, las cuales tiene como fundamento las interacciones entre los diferentes substratos
deshidratados contenidos en los 20 microtubos y las suspensiones bacterianas inoculadas dentro
de estos, lo cual permite la reconstitucion de los test, posteriormente en el periodo de incubacién
se llevan a cabo reacciones bioquimicas que se traducen en cambio de color espontdneos o
revelados mediante la adicion de reactivos. Mediante la tabla de lectura se lleva a cabo la
identificacion de los colores resultantes y su comparacion, finalmente se obtiene el bionumero
utilizando el software especial para la prueba.

.......

Figura N°9: Comparacion de los resultados de la galeria API 20E para la muestra 20230821-
02y el control positivo E. coli ATCC 8739.

Los resultados mostrados en la figura N°9 indican que 8 de las muestras presuntivas mas el
control positivo fueron positivos a las reacciones enzimaticas especificas de E. coli:

(ONPG): B-galactorsidasa 2-nitro-fenil-BD-galactopiranosida

(LDC): Lisina Decarboxilasa

(IND): Produccion de indol

(GLU): Fermentacion de glucosa

(MAN): Fermentacion de manitol

(SOR): Fermentacion de sorbitol

(RHA): Fermentacion de ramnosa

(SAC): Fermentacion de sacarosa
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(MEL): Fermentacion de melibiosa
(ARA): Fermentacion de arabinosa

Los resultados obtenidos de estas pruebas en la galeria fueron utilizados para generar un cédigo,
el cual fue introducido en el software del fabricante para generar un informe (ver Anexo N°13)
donde se especifican los porcentajes de similitud, tal y como se muestran en la tabla N°16. los
resultados obtenidos de la galeria, méas los datos obtenidos en los recuentos en agar VRBA
MUG, medios de cultivo selectivos y diferenciales y demas pruebas complementarias nos

permitieron obtener la identificacion de las bacterias aisladas.

Ocho de las quince muestras analizadas que presentaron colonias caracteristicas y fluorescencia
en agar VRBA-MUG siendo las muestras 20230821-2, 20230821-4, 20230821-5, 20230821-6,
20230821-9, 20230911-32, 20230925-41, 20230921-42, se identificaron como Escherichia coli
comparandose con el control positivo ATCC 8739, tres muestras como Serratia odorifera, las
cuales corresponden a 20230821-1, 20230911-36, 20230911-37. Tres como Raoultella
ornithinolytica las cuales son 20230925-43, 20230925-44, 20230925-45 y una como

Enterobacter cloacae la cual coreesponde a 20230911-31.

A Muestras con presencia de E. coli y otros
40 patogenos frente al total de muestras
¢ correspondientes

, K . .

LATIENDONA  CENTRAL SAN TINETTI SAN JACINTO MONSERRAT TOTAL
MIGUELITO
® Muestras con presencia de E. coli y otros patogenos Muestras totales

Figura N°10: Gréafico de nimero de muestras con presencia de Escherichia coli y otros
patdgenos frente al total de muestras correspondientes a cada mercado seleccionado ademas del
respectivo total.

Fuente: Elaboracion propia
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En la Figura N° 10 se observa el nimero de muestras con presencia de patdgenos incluido E.
coli por mercado determinados luego de las pruebas bioquimicas API 20E vy las lecturas en

medios de cultivo selectivos, diferenciales y demas pruebas complementarias.

A pesar de su especificidad, el medio diferencial de VRBA-MUG al haberse utilizado después
del preenriquecimiento con APB el cual no fue selectivo para E. coli y sin un paso previo de
aislamiento en algin medio selectivo pudo haber permitido el crecimiento de otros patdgenos
no deseados en las mismas colonias caracteristicas debido a que para purificar estos aislados de
las muestras se necesitaban mas siembras en otros medios selectivos bajo la técnica de estriado,
lo que posiblemente dio lugar a mezclas de colonias con diferentes entidades pero similar
caracteristica macroscopica en los medios lo que desembocd en la identificacion de mas
coliformes y no solo de la E. coli en cuestion, esta situacién se observd también en los
porcentajes de similitud de algunas muestras en la prueba bioquimica de las galerias AP1 20E
como la 20230821-09y la 20230911-31 que poseen porcentajes bastante cercanos al 50% y en
los que la segunda identidad del patégeno puede corresponder con la entidad que el proceso de
aislamiento y purificacién no fue capaz de inhibir debido a similitudes en metabolismo y

caracteristicas micro y macroscopicas ya que todos forman parte del grupo de las coliformes®

Para el mercado La Tiendona se observa que el 38% de las muestras correspondientes presentan
patdgenos siendo las muestras 20230821-02, 20230821-04, 20230821-05, 20230821-06,
20230821-09 positivos para E. coli y la muestra 20230821-01 positiva para Enterobacter
cloacae.

Ambos patdgenos presentes en estas 6 muestras denotan que existe un manejo deficiente de los
alimentos en el mercado la Tiendona ya que dichos patdgenos al formar parte del grupo de las
Enterobacterias son indicadores directos de contaminacién fecal. En paralelo, los resultados del
grado de cumplimiento de las Buenas Practicas en el Manejo y Almacenamiento de la tilapia
para este mercado son de apenas 26.39% Yy segun la guia de observacion se incumplen varios
parametros en cuanto al almacenamiento, manipulacién, en todos los puestos donde se llevé a
cabo el muestreo los clientes tienen contacto fisico con el pescado o bien no utilizan los
materiales o equipos adecuados lo que indica que la inocuidad se ve seriamente afectada, que
Su consumo no sea apto, a pesar que cumpla con los limites de RTCA 2'y a su vez que los
productos estan expuestos a agentes infectocontagiosos provenientes de la pobre y
desorganizada infraestructura o de la cadena de distribucion del producto. Estas pésimas

condiciones de almacenamiento y manejo influyen de manera directa en la calidad de productos,
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lo que a su vez influye en la salud de los consumidores, debido a que las altas concentraciones
de flora deterioradora como E. coli, responsable de infecciones gastrointestinales, aparecen
cuando no existe una cadena de frio que resguarde el producto y hay contaminacion cruzada de
productos frescos con desechos y visceras. 12

Para el mercado Central cero por ciento de las muestras resulté contaminadas con patdgenos,
lo que esta directamente relacionado con el grado de cumplimiento de las buenas précticas del
manejo y almacenamiento de productos pesqueros, el mercado Central posee el mayor grado
de cumplimiento de todos los mercados seleccionados con un 31.48% y los puestos en los que
se llevo a cabo el muestreo cumplen en mayor medida frente al resto de mercados los
pardmetros como los referidos al almacenamiento, a la indumentaria del dispensador y
materiales utilizados.

En el caso del mercado San Miguelito el 22% de las muestras tienen presencia de patdégenos
siendo las muestras 20230911-31 que presenta a Enterobacter cloacae y 20230911-32 que es
E. coli y dichas identificaciones tienen relacion directa con el mas bajo grado de cumplimiento
de las Buenas Préacticas en el Manejo y Almacenamiento de tilapia de todos los mercados
seleccionados el cual es de apenas 12.96%, parametros como los de almacenamiento y
resguardo de la cadena de frio son incumplidos en su totalidad y a esto se le suma las
dificultades en cuanto a parametros relacionados a la instalaciones que posee el mercado debido
a que opera en la intemperie mientras es remodelado tras un incendio que dejé inhabilitadas sus
instalaciones.

Para el caso del mercado Tinetti que es el que presenta la mayor diversidad de patégenos siendo
correspondientes a las muestras 20230911-36 y 20230911-37 para Serratia odorifera,
20230925-41 y 20230925-42, identificados como E. coli y 20230925-43 como Raoultella
ornithinolytica. Dicha diversidad esta ligada al muy bajo cumplimiento de Buenas Practicas de
Manejo de los alimentos en parametros de almacenamiento; en el caso de Serratia odorifera la
cual no demuestra tener potencial patdégeno ni resistencia antimicrobiana, al no producir
betalactamasa en la mayoria de cepas, pero que debe ser bastante vigilada debido al uso
indiscriminado de antimicrobianos en la acuicultura y la resistencia que puedan llegar a
desarrollar las cepas susceptibles 23, y que también los ambientes favorables de este patgenos
son los reservorios pobres en nutrientes como el agua potable y las cafierias, pero sobre todo en
la flora intestinal de los animales, su presencia directa en el musculo no indica mala calidad del
pescado, sino mas bien; un manejo inadecuado de los desechos y visceras de este, lo que indica
una clara contaminacion cruzada 2, también la alta diversidad de patdgenos del mercado Tinetti

se debe a la indumentaria del personal dispensador que no utiliza el equipamiento correcto,
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inexistente resguardo de la cadena de frio en el almacenamiento y el contacto fisico de los
clientes con el producto.

En el mercado San Jacinto se identificé a Raoultella ornithinolytica en la muestra 20230925-
44, este patdgeno esta relacionado con contaminacion fecal y se debe a las pobres condiciones
de almacenamiento y dispensacion del producto en este mercado, la guia de observacion indica
que ningun puesto donde se llevd a cabo el muestreo utiliza los materiales o recipientes
adecuados para manipular a la tilapia, a su vez las instalaciones también son bastante deficientes
conllevando a la proliferacion de R. ornithinolytica y otros patdgenos.

La muestra del mercado Monserrat 20230925-45 tiene presencia de Raoultella ornithinolytica
y al igual que en el caso del Mercado San Jacinto se debe a las pobres condiciones de
almacenamiento y dispensacion del producto y al minimo grado de aplicacion de las Buenas
Précticas en el Manejo y Almacenamiento de los productos pesqueros. Las instalaciones son
deficientes, no tienen areas designadas para desechos y no poseen desagle los recipientes
utilizados. La presencia de este patdgeno puede provocar intoxicaciones si sus concentraciones

son muy altas, debido a que es capaz de producir histaminas 2

Proporcion de muestras positivas para
E. coli

35
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15 31.25%
10 1| 22.22%
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0 «r T T T T
LATIENDONA CENTRAL SAN MIGUELITO TINETTI SAN JACINTO MONSERRAT

Figura N°11: Porcentaje de muestras positivas de E. coli frente al total de muestras por
mercado.

Fuente: Elaboracién propia

De las 45 muestras que fueron analizadas en la investigacion, solamente 8 de ellas presentaron
contaminacion con E. coli, dichas muestras provinieron Gnicamente de 3 diferentes mercados.

El 31.25% de las muestras positivas fueron recolectadas de mercado la Tiendona, siendo este
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el mercado que mayores muestras con contaminacion mostro, seguidamente por el mercado
Tinetti, con un 22.22% de muestras positivas para la bacteria en cuestion y finalmente el
mercado San Miguelito con el 11.11% de las muestras.

Los mercados La Tiendona, San Miguelito y Tinetti, debido a su bajo grado de cumplimiento
de las buenas préacticas en el manejo y almacenamiento de productos pesqueros, presentaron
estos resultados con el patdgeno en cuestion, el cual es un indicador directo de contaminacion
fecal, caracteristica que coincide con las condiciones en las que se almacenaba y manipulaba el
producto, las cuales son deficientes y afectan de manera drastica la calidad e inocuidad del
producto. Por otro lado, el mercado central mostro un grado mayor de cumplimiento de las
buenas practicas, lo que se tradujo en que ninguna de sus muestras se encontrara E. coli.

Para el caso de mercado San Jacinto y Monserrat, a pesar de que E. coli no fue identificada, la
Unica muestra que correspondia a cada uno presento patogenos diferentes a E.coli, que también

indican contaminacion fecal y grado bajo de inocuidad.

5.3 Evaluar la frecuencia de la presencia de Escherichia coli en tilapias (Oreochromis niloticus)
comercializados en los mercados del municipio de San Salvador en el periodo de los meses de

agosto y septiembre del afio 2023.

A continuacion, se presentan los resultados de los célculos para determinar la frecuencia de la
presencia de Escherichia coli en tilapia comercializada en los diferentes mercados donde fueron
recolectadas las muestras analizadas a lo largo de esta investigacion.
Tabla N° 17: Resultados de muestras positivas para E. coli en el periodo de agosto a
septiembre del 2023

las muestras

positivas

20230821-04
20230821-05
20230821-06
20230821-09

Semana 1 2 3 4 5
Periodo 21/08/23 28/08/23 04/09/23 11/09/23 25/09/23
26/08/23 02/09/23 09/09/23 16/09/23 30/09/23
N° de 5 0 0 1 2
muestras
positivas
Cadigos de 20230821-02 20230911-32 20230925-41

20230925-42

Fuente: Elaboracion propia.
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Frecuencia relativa porcentual de Escherichia coli
Esta medida se calcula relacionando el numero de muestras positivas a Escherichia coli
(numerador) con el nimero total de muestras analizadas en una semana las cuales componen la

poblacion (denominador). 2

# mx positivas

x 100 (7)

E ; =
relativa porcentual # mx totales

Frecuencia relativa porcentual con respecto al tiempo de la semana 1: lunes 21 agosto — sdbado
26 agosto
Fr=5/10 x 100 =50 %

Tabla N° 18: Frecuencia relativa porcentual de la presencia de E. coli en tilapia por periodo
de tiempo, calculadas segun la férmula 7

Semana 1 2 3 4 5
Periodo 21/08/23 28/08/23 | 04/09/23 11/09/23 25/09/23
26/08/23 02/09/23 09/09/23 16/09/23 30/09/23

N° de 5 0 0 1 2
muestras
positivas
Caodigos de 20230821-02 20230911-32 20230925-41
las muestras 20230821-04 20230925-42
positivas 20230821-05

20230821-06

20230821-09
F, porcentual | 50 % 0% 0% 10 % 40 %
por Semana

Fuente: Elaboracion propia.
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Frecuencia relativa porcentual vs tiempo de la presencia
de E. coli en muestras de tilapia.

50

40

10

Frecuencia de E. coli

(semana 1) (semana2) (semana3) (semana 4) (semana 5)

Figura N°12: Frecuencia relativa porcentual de identificacion de E. coli
Semana 1 corresponde al periodo desde el 21/08/23 al 26/08/23
Semana 2 corresponde al periodo desde el 28/08/23 al 02/09/23
Semana 3 corresponde al periodo desde el 04/09/23 al 09/09/23
Semana 4 corresponde al periodo desde el 11/09/23 al 16/09/23
Semana 5 corresponde al periodo desde el 25/09/23 al 30/09/23

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°18 se muestra la frecuencia relativa porcentual de la presencia de Escherichia coli
en las muestras que fueron recolectadas, analizadas en las diferentes semanas de muestreo a
través de las diferentes pruebas microbioldgicas donde se comprobé la presencia de este
patdgeno y en la figura N°12 se muestra la tendencia por semanas de muestreo de la frecuencia
relativa porcentual de la presencia del patégeno en las tilapias comercializadas, donde en la
semana del 21 al 26 de agosto del 2023 se present6 el mayor porcentaje de contaminacion por
Escherichia coli en el producto que fue del 50% que representa de diez muestras de carne de
tilapia analizadas, cinco estaban contaminadas con Escherichia coli y esto se debe a que las
muestras provenian del mercado La Tiendona, recinto que mostrd un grado de cumplimiento
de las Buenas Préacticas en el Manejo y Almacenamiento de productos pesqueros bastante
deficiente, de la semana del 28 de agosto al 02 de septiembre y del 14 al 09 de septiembre no
se obtuvo presencia del patdgeno esto es debido a que dichas muestras provenian del Mercado

Central en su gran mayoria y en menor parte de la Tiendona y San Miguelito. Cabe mencionar
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que en el Mercado Central las condiciones de almacenamiento y manejo del producto pesquero
son medianamente mejores que el resto de los recintos con un 31%; esto en concordancia a la
nula presencia del patdgeno contaminante en dicha semana de muestreo. Mientras que en la
semana del 11 al 16 de septiembre se presentd una frecuencia porcentual del 10% es decir una
muestra de 10 resulto estar contaminada. Para la semana del 25/09/23 al 30/09/23 la frecuencia
porcentual fue del 40%, correspondientes a 2 muestras de 5, debido a que provenian del
mercado Tinetti, en €l pudo observarse un mal manejo en el almacenamiento y la manipulacion

de la tilapia.

La frecuencia de la presencia de E. coli con respecto a las cinco semanas de muestreo y respecto
a la calidad e inocuidad del producto va mas en relacion a los recintos en los cuales se
recolectaron las muestras y sus condiciones de almacenamiento y manejo en el proceso de
comercializacion de la tilapia que a condiciones ambientales, humedad, temperatura o
precipitaciones que se hayan presentado en dichas semanas; ya que como se contempla desde
los resultados anteriores, en esta investigacion la inocuidad se ve directamente afectada por las

pésimas condiciones de almacenamiento y precario manejo de los productos pesqueros.

5.4 Proporcionar los resultados obtenidos al Centro de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura
(CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador

Los resultados obtenidos fueron entregados al Centro de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura
(CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador quienes los
utilizaran como referencia y reflejo de la problematica, ya que actualmente la informacion
respectiva es escasa. Ademas, el conocimiento generado puede ser utilizado para la creacion de
marcos regulatorios o modificaciones de ley que puedan abonar en buscar de garantizar la

inocuidad de los alimentos (Ver Anexo N°27).



CAPITULO VI
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6.0 CONCLUSIONES

Con la guia de observacion del grado de cumplimiento de las buenas précticas en el
manejo y almacenamiento de tilapia (Oreochromis niloticus) se determind que los
mercados en estudio no cumplen con aproximadamente 68% al 88% de los
pardmetros definidos para este tipo de establecimientos, como: El almacenamiento,
indumentaria, materiales y equipos, instalaciones, dispensacion. Como
consecuencia de ello se produce un aumento de carga bacteriana en la tilapia que se

comercializa convirtiéndose en un peligro para los consumidores.

Se aislaron y se identificaron presuntivamente colonias de Escherichia coli en
quince de cuarenta y cinco muestras de tilapia fresca (Oreochromis niloticus),
fenotipicamente similares al control positivo de de Escherichia coli atcc 8739 en los
recuentos en agar VRBA MUG, agar EMB, medios de cultivos selectivos y

diferenciales y tincion al Gram.

De las 15 muestras con presuntamente E. coli se confirmé la presencia de este
patégeno en Unicamente 8 de ellas y el resto correspondia a otros patdgenos
gramnegativos.

Se identifico la presencia de otros patdgenos presentes en siete muestras de tilapia
fresca (Oreochromis niloticus) a traves de la galeria APl 20E como son: S. odorifera
en tres muestras, R. ornitholytica en tres muestras y E. cloacae en una muestra, todas
estas representando el dieciséis por ciento del total de las muestras analizadas en la

investigacion.

Segun datos obtenidos en la guia de observacion juntamente con los analisis
microbioldgicos demuestran que las malas condiciones de almacenamiento e
inadecuadas practicas higiénicas de los manipuladores en algunos establecimientos
de los mercados dan origen a fuentes de contaminacion, influyendo en que la tilapia
no sea un alimento inocuo y apto para consumo humano al ingerirse de manera cruda
0 poco cocida. A pesar de que los recuentos de E. coli no excedan los limites
permisibles del RTCA 67.04.50:08 excepto 20230925-45 las muestras presentan

diversos patogenos coliformes capaces de provocar infecciones gastrointestinales.
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6. El Mercado La Tiendona fue el que dentro de sus locales o establecimientos de venta
de tilapia presentdé mayor contaminacion con Escherichia coli en las muestras
analizadas representado por un once por ciento del total de las muestras analizadas

en la investigacion.

7. EIl mercado que aparentemente cumplié con mas requisitos segun lo establecido en
la guia de observacion del grado de cumplimiento de las Buenas Précticas en el
Manejo y Almacenamiento de tilapia (Oreochromis niloticus) fue el Mercado
Central, ya que aunque este no cumplio con la totalidad de los requerimientos, pudo
observarse una mejor higiene y orden respecto al almacenamiento, indumentaria del
personal, materiales y equipos, instrumentos y dispensacién del producto a
comparacion de los otros mercados evaluados, por tal razon puede observarse que
ninguna de las muestras analizadas de este mercado resulté contaminada con ningun

patdgeno.

8. Se determind que la mayor prevalencia de Escherichia coli, fue en el mercado la
Tiendona, esto esta relacionado directamente con las malas condiciones y deficiente
higiene en los cuales se almacena y manipulan los productos pesqueros en este
mercado, su exposicion al ambiente y contaminantes externos, contacto con los

clientes y presencia de desechos en las cercanias del producto.



CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Salud de El Salvador, a la Alcaldia de San Salvador, Defensoria del

consumidor:

1. Contemplar la implementacion de concientizacion a través de capacitaciones
informativas utilizando material didactico y contenido audiovisual a los vendedores
y distribuidores de tilapia de los mercados del Municipio de San Salvador acerca de
las Buenas Practicas de Manejo y Aseguramiento de la Calidad de Productos
Pesqueros que recomienda el manual del CENDEPESCA del Ministerio de

Agricultura y Ganaderia de El Salvador.

2. Implementar un plan de mejora de las condiciones de infraestructura de los locales
donde se almacena y comercializa la tilapia desde la organizacion estratégica de los
puestos de venta en el edificio clasificando zonas dedicadas dependiendo el producto
comercializado, designar un area para los desechos y proporcionar a todos los
puestos de venta el acceso al agua potable para asi reducir el riesgo de fuentes de

contaminacion al producto.

3. Establecer de manera periddica monitoreos de vigilancia y evaluacion de la calidad

de este producto para evitar posibles enfermedades a la salud de la poblacién.

4. Seguir implementando programas de educacién para la buena preparacion y coccion

de tilapia para evitar enfermedades provocadas por este patdgeno.

A futuras investigaciones:

5. Realizar un estudio mas amplio de todos los mercados del departamento de San
Salvador donde se vende tilapia debido a la similitud de la pobre infraestructura y

desorganizacion con la que cuentan estos recintos.

6. Que se contemple la posibilidad de ampliar la investigacion a cadenas de
supermercados para constatar que se estan cumpliendo las buenas préacticas en

manejo y aseguramiento de la calidad de los productos pesqueros que comercializan.
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7. Darle continuidad a la investigacion evidenciando la resistencia antimicrobiana que

puedan presentar estos patdgenos aislados.

8. Que las futuras investigaciones contemplen la determinacién de la temperatura de
coccion adecuada para preparar los alimentos que contengan carne de tilapia,
evidenciando la resistencia térmica que presentan los patogenos aislado, asi como el
tiempo y las condiciones de almacenamiento de estos alimentos, y la presencia de
sustancias que no pueden ser eliminadas con la temperatura como las toxinas o las

histaminas.

9. Que se tome en cuenta el uso de méas y mejores técnicas de identificacion, deteccion
y cuantificacion de microorganismos que aporten exactitud y precision a las
determinaciones como puede ser el uso de PCR o MALDI-TOF MS, ELISA vy Kits

de pruebas rapidas y precisas de antigenos para E. coli y otros patdgenos aislados.
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ANEXOS



ANEXO N°1
LISTADE COTEJO O CHECK LIST

¢El producto esta almacenado a
baja temperatura antes de

venderlo?

¢Para almacenarlo se utiliza

refrigerador?

¢Para almacenarlo se utiliza
Hielera?

¢La temperatura de
almacenamiento es menor o igual a
0°C?

¢Utilizan los vendedores al menos

la indumentaria basica (guantes,
mascarilla, delantal, gorro, zapatos
antideslizantes)?

1. ¢Lapersona que dispensa el
producto tiene las manos limpias?

¢Las persona que dispensa el
producto usa anillos, pulseras o
algun tipo de accesorio?

¢ Los utensilios utilizados utilizadas
(cuchillo, afilador, tabla de corte,
recipientes, son de acero
inoxidable)?

¢El recipiente que contiene los
pescados posee purga de agua?

¢Los utensilios utilizados estan
protegidas de los agentes
contaminantes externos cuanto no

Se encuentran en uso?

¢El vendedor utiliza el mismo

cuchillo para méas de un producto?




¢La superficie dispensadora es de

acero inoxidable?

¢Existe en el puesto un area

designada para los desechos?

¢El puesto de venta tiene fuente de

agua potable?

¢El puesto de venta tiene desagiie

lejos de los productos?

¢El pescado se dispensa en bolsas
de pléastico nuevas?

¢ Los clientes tienen contacto fisico
con el pescado antes de comprarlo?

¢El vendedor presenta algin
sintoma visible de alguna
enfermedad contagiosa?

Figura N°1: Lista de cotejo o check list

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N°2
ETIQUETA PARA IDENTIFICACION DE MUESTRA

Codigo de muestra:

Mercado:

Hora y Fecha de muestreo:

Recolector de muestra: Firma:

Observaciones:

Figura N°2: Etiqueta para identificacion de muestra
Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 3
CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA INOCUIDAD DE ALIMENTOS.
PRODUCTOS DE LA PESCA. PESCADOS FRESCOS-REFRIGERADOS Y
CONGELADOS (RTCA 67.04.50:08)

9.0 Grupo de Alimento: Pescado, derivados y productos marinos. Esta amplia categoria se subdivide en categorias para el
pescado fresco y para diversos productos marinos elaborados. Se incluyen en ella los vertebrados acuaticos y mamiferos acudticos (p.
€]j., ballenas), los invertebrados acuéticos (p. ej., medusas), los moluscos (p. ., almejas y caracoles), los crusticeos (p. €j., camarones
cangrejos, langostas). Los productos marinos se pueden recubrir, p. €]., con glaseados o especias, antes de su comercializacion para el
consumo (p. €]., filetes de pescado congelados v glaseados). En el SCA esto se indica con una anotacidn relativa al “uso como glaseado
o recubrimiento (tratamiento de superficie)”

9.1 Subgrupo del alimento: Pescado y productos marinos frescos, congelados, incluidos moluscos, crusticeo y
equinodermos, empacados.

Parimetro Categoria Tipo de riesgo Limite miximo
permitido
Escherichia coli 4 10?*UFC/g
Staphylococcus aureus (solo para pescados) 7 10° UFC/g
Salmonella ssp25 g 10 A Ausencia
Listeria monocytogenes/25 g (solo para producto 10 Ausencia
crudo listo para consumo, ejemplo sushi y ceviche)
Vibrio parahaemolitycus (solo para moluscos 8 10° UFC/g
bivalvos)

Figura N°3: Limites microbioldgicos permisibles del Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) para los productos pesqueros frescos
Fuente: RTCA 67.04.50:08



ANEXO N°4

PROCEDIMIENTO DE PREENRIQUECIMIENTO DE LA MUESTRA

Muestras Homogenizar a 260 rpm por

2 min. en Stomacher

.

Agregar 225 mL
de Agua
Peptonada

Pesar 25 g de
musculo

+10 ml dilucién 101
+90 ml APB

ﬂ Se obtiene dilucion 102

Repetir mismo
procedimiento para
obtener dilucion 103

Se obtiene dilucién 10!

Figura N°4: Preenriquecimiento de las muestras

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°5
DETERMINACION DE E. coli EN MUESTRAS DE MUSCULO DE TILAPIA

(Oreochromis niloticus).

101 102 1073

Verter 1 ml por

% ﬂ duplicado de cada
dilucion
Homogenizar en

Q \ : forma de ocho, dejar:::
solidificar e invertir

Agregar por vertido las placas
en placa 25 ml
VRBA-MUG /
! Incubar en aerobiosis
‘ , a 35 °C + 2°C durante
] 18-24 h

Colonias rosadas con
precipitado de acidos
biliares confirman presencia
de coliformes

Colonias con
fluorescencia positiva
confirman presencia de

E. coli
La produccion de gas ;
confirma la presencia de
coliformes fecales Incubar en aerobiosis a
44.5°C + 0.2°C durante <:I Transferir una colonia

confirmativa a tubo con
caldo E.C y campana de
Durham

24-48 h

Figura N°5: Determinacién de E. coli en muestras de musculo de tilapia (Oreochromis
niloticus).

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°6
PRUEBA COMPLETA PARA E. coli

De los tubos con caldo Incubar en aerobiosis a
E.Cy campana de 359C + 0.5°C durante
Durham positivos estriar 18-24 h

y transferir a EMB

= \ Colonias verdes con
k centro negro y brillo
metalico confirman

presencia de E. coli

De las colonias presuntivas
para E. coli transferir a agar
TSA

Figura N°6: Prueba completa para E. coli

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N°7
PROCEDIMIENTO PARA LA TINCION DE GRAM

Colocar una fina gota Extender una colonia
de agua sobre el |:> sobre la gota de agua
portaobjeto

= e

*..  Pasar el portaobjeto
sobre la Ilama 3 veces

hasta evaporar
S Lavar el
. L2~ P exceso
Tefiir con : o S
cristal =
violeta
N S Decolorar con
W o alcohol -
Afiadir Lugol ) — : = 4 acetona por 20
y esperar 1 / v = seg
minuto
/ (R
Afadir : S S>> &= Lavar con
Safranina y = IS agua
esperar un 2

minuto & ‘

objetivo de 40x y

100x
Figura N°7: Tincion de Gram para colonias positivas de Escherichia coli

’ Observar al
% microscopio al
N

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°8
PROCEDIMIENTO PARA LA CRIOPRESERVACION DE LAS COLONIAS
POSITIVAS DE Escherichia coli

Del crecimiento del medio TSA

transferir una asada a 10 ml de Caldo
Caldo Nutritivo e incubar a 36 Nutritivo
°C * 1°C durante 20-24 horas

Figura N°8: Criopreservacion de las colonias positivas de Escherichia coli

Fuente: Elaboracién propia

= ° =

-M:

T

{

Transferir 0.5 ml de Caldo
nutritivo incubado a un
criovial

Transferir 0.5 ml de
glicerol al 50%
esterilizado al mismo
criovial

2 .

Criopreservar a -
80° centigrados



ANEXO N°9
CARACTERISTICAS POSITIVAS DE E. coli EN LOS MEDIOS DE CULTIVO
SELECTIVOS Y NO SELECTIVOS SELECCIONADOS PARA LA PRUEBA
COMPLEMENTARIA



Tabla N°1: Caracteristicas positivas de E. coli en los medios de cultivo Selectivos.

MEDIO caracteristicas imagen
positivas
Violeta, brillo
EMB metélico
CHROMOCULT Azul oscuro
SMAC Incoloro-rojo
ENDO Rojo
brillo metalico
MACCONKEY
Rojo




VRB Rojo

E.COLI O157:H7 Incoloro amarillo

VRBA-MUG Roja

Fluorescencia

Fuente: Elaboracion propia



Tabla N°2: Caracteristicas positivas de E. coli en caldos de cultivo Selectivo

MEDIO CARACTERISTICAS IMAGEN
POSITIVAS
LMX Azul

Fluorescencia

EC Gas
Turbidez

Fuente: Elaboracién propia

Tabla N°3: Caracteristicas positivas de E. coli en los medios de cultivo no selectivos

MEDIO CARACTERISTICAS IMAGEN
POSITIVAS
BS Café
Verde
SS Rosado
Rojo

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°10
PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION BIOQUiMICA PARA COLONIAS
POSITIVAS DE Escherichia coli

J‘L" Del crecimiento del medio TSA
=T joven transferir una colonia a un
vial de incubacion con 5 ml de agua

l destilada y someterlo al Vortex

API NaCl 0.85 % Medium 5 ml /
API Suspension Medium 5 ml

|
Inocular en cada una de las camaras de incubacion con ayuda de una micropipeta

(88888888088 6666088860
API20 E

Yy 36°C Incubar a 36 °C + 2°C
18:00-24:00/48:00 | 6 ¢ + por 18a24 h

v

(XX 2°0
[UuseusEEs SussEuEYY)
API 20 E
1]
Realizar las lecturas y obtener roket
el perfil numérico e identificar ]

al microorganismo
H ==

Figura N°9: Procedimiento de identificacion bioquimica para colonias positivas de
Escherichia coli

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 11
ESTANDARIZACION DE LAS CEPAS ATCC CONTROL POSITIVO PARA
Escherichia coli ATCC 8739 Y CONTROL NEGATIVO Klebsiella pneumoniae ATCC
10031



Estandarizacion de la cepa ATCC control positivo para Escherichia coli ATCC 8739
Tabla N°4: Recuentos de UFC por cada dilucion seriada proveniente de la solucion madre de
Escherichia coli ATCC 8739

CONCENTRACION | [109] [109] [104 [107] [109]
Crecimiento en DNPC DNPC DNPC P1: 324 P1:0,0
medio VRBA-MUG P2: 328 P2:0,0

Se realiza una lectura de la transmitancia de la solucion madre en el espectrofotometro a 620
nm (Ver figura N° 13) la cual alcanza un 3%, pudiendo de esta manera afirmar que se encuentra
a una concentracion de [10'°] UFC, para comprobar dicha concentracion se realizan recuentos
de colonias con coloracion rosada en el medio VRBA-MUG correspondientes a E. coli en
diferentes diluciones seriadas que parten de la solucion madre.

En la tabla anterior pueden observarse las concentraciones de estas diluciones seriadas. La
dilucion [10?] es la tnica en la cual fue posible realizar un recuento y tras los célculos se puede
confirmar que la solucion madre posee una concentracion de 3.2 x 10'° UFC, el control positivo
es utilizado a la concentracion de [10%] partiendo de la solucion madre para realizar todas las
comparaciones con las muestras analizadas.

Calculo de Concentracion de Solucion Madre

Promedio de colonias a concentracion [10%] o dilucién 1078
P1: 324 UFC/ml

P2: 328 UFC/ml

Promedio: 326 UFC/ml

Célculo de UFC:
326 x 108= 3.2 x 10'° UFC en la solucién madre



Estandarizacion de la cepa ATCC control negativo para Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

Tabla N°5: Recuentos de UFC por cada dilucion seriada proveniente de la solucion madre de
Escherichia coli ATCC 8739

CONCENTRACION | [109] [109] [104 [107] [109]
Crecimiento en DNPC DNPC DNPC P1: 345 P1:0,0
medio VRBA-MUG P2: 317 P2:0,0

Al igual que con el control positivo de E. coli ATCC 8739 se realiza una lectura de la
transmitancia de la solucién madre en el espectrofotdmetro a 620 nm (Ver figura N° 13) la cual
alcanza un 3%, consiguiendo la concentracion de 10 UFC y también se llevan a cabo los
recuentos de colonias con coloracién rosada en el medio VRBA-MUG correspondientes a K.

pneumoniae en diferentes diluciones seriadas que parten de la solucion madre.

Célculo de Concentracion de Solucién Madre

Promedio de colonias a concentracion [102] o dilucién 10°8;
P1: 345 UFC/ml

P2: 317 UFC/mlI

Promedio: 331 UFC/ml

Célculo de UFC:
331 x 108= 3.3 x 10'° UFC en la solucién madre



Figura N° 10: Espectrofotémetro y la lectura a 620 nm de la suspension madre de ambos
controles

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°12
MUESTREO EN LOS MERCADOS SELECCIONADOS PARA RECOLECCION DE
MUESTRA

'
%

3

(]

A |-
M\“Wn
“lm&iy”‘_'h; I

\‘.

¥ 1 MERCADO
) MONSERRAT

e
>

Figura N°11: Muestreo en los mercados seleccionados para recoleccion de muestra.

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N° 13
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS API 20E, LECTURA DE BIONUMERO CON
APIWEB Y TABLA DE LECTURA.
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Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°13: Ficha de resultados de identificacion de la tabla de lectura API 20E para las
muestras 20230821-05, 20230821-06, 20230821-09.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°14: Ficha de resultados de identificacion de la tabla de lectura API 20E para las
muestras 20230911-31, 20230911-32, 20230911-36.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°15: Ficha de resultados de identificacion de la tabla de lectura API 20E para las
muestras 20230911-37, 20230925-41, 20230925-42.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°16: Ficha de resultados de identificacion de la tabla de lectura API 20E para las
muestras 20230925-43, 20230925-44, 20230925-45.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°17: Ficha de resultados de identificacion de la tabla de lectura API 20 E para el

control positivo E. coli ATCC 8739 y control negativo K. pneumoniae ATCC 10031.
Fuente: Elaboracion propia



"
APIWEB

AP 20 EVED

- - - - - + - + # = - + + -

£ -+ ¥ = | (*

| e | | | D e D | 1 |
JJ:‘J POV OO0 U090 999 JEJJ P
ONPG ADH LDC | 000 CIT He3 | URE TDA [MD | WP GEL GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA OX

Tz, 112141

NG My md| | Mes OF-0 OFF

@ @

REFERENCIA FECHA
Faculad da Quimica y Farmacia - CENSALUD 2EMINZS
COMENTARKY

Fuesira 20230021-01 de mercado La Tiendona.

MUY BUENA IDENTIFIC ACION

Galeria AP 2] E V.0

Perfl 5046553

Mota

Tawan slgnificative e 1D T Prushas an contra

Serratia adorifera 2 g0.4 | o5z [oar esu[mo sen] |
Tawdn slgulents % 10 T Prushas an contra

Escherichia coll 1 3 nig [GEL 0% [amy 3% |

Figura N°18: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230821-01

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMCIA FECHA
Facultad de Quimica v Farmacia - CENSALUD 26110023
COMENTARID

Muestra 2023082104 de mercado La Tiendona.

EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API20 EVS.D0

Perfil 5144552

HNota

Taxan significativo % 1D T Pruebas en contra

Escherichia coli 1 389 | 10 | | |

Taxdn siguiente % 10 T Pruebas en contra

Kluyvera spp 0.1 028 |Loc 25% [ sor 2su |sac sow |amy oo

Figura N°19: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230821-04

Fuente: Elaboracion propia
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REFERENCLA

FECHA
Facultad da Quimica y Farmacis - CENSALLID 26123
COMENTARID

Muestra 20230821-05 de marcado La Tendona,

EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria AP 20 E WAD
Berfil 1448632
Mota

Taxon significativo % 10 T Pruebas en contra
Escherichia col 1 EX T [ [

Taxan siguianhs % 10
Fhiyvers spp &l 028

Pruahbas an conlra
LDC  25% [ 50R 25% | sac Ao [ Ay s

Figura N°20: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230821-05

Fuente: Elaboracién propia
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REFERENCIA
Facultad da Quimica y Farmacis - CENSALLID
COMENTARID

FECHA
26D

Muesira 20230821-06 de mercado La Tendona,

BUEMA IDENTIFICACION

Galaria APl E Wa.D

Parfil BE044551]
| Nota
| Taxon significativo %% 10 Pruebas en contra
| Escherichia coli 1 247 | 048 [amy 3% [ [
| Taxdn aiguianis e 1D T Pruahas an camlra
[ Khayvera spp 21 038 |LDC 25% [DDC 90% [SOR 25% [ sac 8%

Figura N°21: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para las
muestras 20230821-06

Fuente: Elaboracién propia
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REFERENCIA FECHA
Facultad da Quimica y Farmacia - CENSALLID 26N
COMENTARID

Muestra 20230821-08 de marcado La Tendona,

BAJA DISCRIMINACION

Galeria APLE) E WAD
Parfil B144863
Mota
Taxdn significativa % 1D T Pruebas en contra

|_E=cherichia coli 1 &7 075 [aMY 3%

| Kluyvera app 328 0E7 [LDC 25% [ SOR 25% | SAC B9%

| Taxdn siguianis % 10 T Pruahas an canira

| citrohacter kosariTammari o1 022 [Loc 0% [sac aom [
Fruehas complementarias(s| CELac ASCORE a0 MDGac ESC (HYD.)
Escherichia coli P HT 0% 20%
Kluyvera ascorbata 100% + 8 8%
Kluyvera crycoresoons 100% - ] 100%

Figura N°22: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para las
muestras 20230821-09

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMNC]A FECHA
Facultad de Quimica y Farmacia - CENSALUD 2BMVZ3
COMENTARIO

Mluesira 20230011-31 de mercado San Miguelita.

PERFIL DUDOSO

Galeria AP| 20 E V5.0

Parfil 73455673

Nota POSIBILIDAD DE Enterobactar cloacas

Taxan significative 1D T Pruebas en contra

Emerobacter cloacae S6a4 048 [LDC 1% | IND 0%

Raoultella ornithinolytica 327 0.1 ADH 0% | URE 85% | INO o909
Cronobactar spp T3 002 |LDC 0% |IND  25% [IND  75% |S0OR 1%
Serratia odorifera 1 2.5 0.0 ADH 0% | GEL 99% [IND 90%

Taxén siguiente %10 T Pruebas en contra

Khuyvera spp 0.3 0.0 ADH 0% |LDC 25% | WP s | 30R 25%
Pruebas complementarias|s) DMAsa AMARILLD 5HG MOT
Enterchacter cloacae Lk 0% 8% 94%
Racultella ornithinolytica 0% 0% 100%: %

Serratia odorifera 100% 0% 0% 100%
Cronobacter spp U] 8% 0% B

Figura N°23: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230911-31

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMC]A FECHA
Facultad de Quimica ¥ Farmactia - CEMSALUD 2EADEZE
COMENTARIO

Bluestra 20250911-32 de mercado San Miguealile.

PERFIL DUDOSO

Galeria AP| 3] E W50

Parfil 51465672

Nota

Taxén significative w10 T Prushas en contra

Escherichia coli 1 BT.7 048 | GEL 0%

Serratia odorifera 1 11.8 023 [ CIT  95% | INO  99% | AMY &0%
Taxén siguiente w10 T Prugbas en contra

Khuywera spp 0.3 003 | LDE 25% | GEL 0% | SOR  25% | AMY 95%
Prushas complemantarias(s) DNAsa CELac

Escherichia coli 0% 2%

Serratia odorifera 100%: 100°%

Figura N°24: Resultados de identificacibn APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230911-32
Fuente: Elaboracion propia



TECNO DIAGNOSTICA - SAN SALVADOR

APIWEB™

- R TaToONaIone -

JUDUIs BEEuEnusE UEY uE .

ONPG ADH LOGC | ODC CIT HzS | URE TOA IND | WP GEL GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA OX

3

11, 21" 4. 12" 4.

MOy My MOB | Mol OF-0 OF-F

*—©

i

REFERENCIA FECHA
Facultad de Quimica y Farmacia - CENSALUD 2610123
COMENTARIO

Mueatra 20230911-36 de mercado Tinetti,

= AL : L Rl
Galeria APLZ0 E V5.0
Parfil H346553
Nota
Taxdn significativo G0 | T Pruebas en contra
Serratia odorifera 1 64,4 043 |INO  99% | SAC 99%
Serratia odorifera 2 34.3 0,39 |ODC 1% | INO 99%
Taxdn siguiente % 1D T Pruebas en contra
Kluyvera spp 12 02 |ibc 25%|GEL 0% |somr 25%|sac sow

Figura N°25: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230911-36

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMCIA FECHA
Facultad de Quimica v Farmacia - CENSALUD 26110123
COMENTARID

Muestra 20230971-37 de mercado Tinett.

MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria APIZDEVED

Perfil E346673

Nota

Taxon significativo % 1D T Pruehas an contra

Serratia odorifera 1 99.6 | o072 |INO 99% | | |
Taxdn siguiente % 1D T Pruebas en contra

Kluyvera spp 0.2 034 |Loc 25% |GEL 0% ]| sor 25% |

Figura N°26: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230911-37

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMC|A FECHA
Facultad de Quimica y Farmacla - CENSALUD 26/10/23
COMENTARIO

Muestra 2023092541 de mercado Tinetl,

EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria APLE0 E V50

Perfil 5044572

Hota

Taxon significativo % 1D T Pruehas an contra

Escherichia coli 1 93,9 | 03 | | |

Taxdn siguiente % 10 T Pruebas en contra

Kluyvera spp 0.1 025 [Loc 25% | opc gu% [ sOR 25w | amy sesw

Figura N°27: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230925-41

Fuente: Elaboracién propia
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REFEREMCIA FECHA
Facultad de Quimica y Farmacia - CENSALUD 26110023
COMENTARID

Muestra 20230925-42 de mercado Tinett,

EXCELEMNTE IDENTIFICACION
Galeria AFPI20 E V5D

Perfil E044572

Nota

Taxon significativo % 1D T Pruebas an contra

Escherichia coli 1 99.9 | 03 | | |

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra

Kluyvera spp 0.1 0256 |Loc 25% | opc 99w | SOR 25% | AMY go%

Figura N°28: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230925-42

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMCIA FECHA
Facultad de Quimeca v Farmacia - CENSALLD 2610523
COMENTARID

huesira 2023092543 de mercado Timetl.

BUENA IDENTIFICACION
Galeria APIZ0 E V50

Perfil 5345773

Nota

Taxdn significativo % 1D T Pruebas an contra

Raoultella ornithinolytica 92.0 | 0.8 |URE 85% | | |
Taxén siguiente % 1D T Pruebas en contra

Serralia odorifera 1 1.2 0.72 | GEL 99% | | |

Figura N°29: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230925-43

Fuente: Elaboracion propia
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REFERENCIA FECHA
Facultad de Quimica y Farmacia - CENSALUD 2681023
COMENTARID

Muestra 20230925-44 de mercado San Jacinto.

PERFIL DUDOSO
Galeria APIZOE VS0

Perfil 7345773

Nota

Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra

Raoultella ornithinolytica 90.5 | 038 |ADH 0% | URE 85% | |
Tawdn siguiente 4 1D T Pruehas en contra

Serratia odorifera 1 7.0 022 |apH 0% | GEL 90w | |

Figura N°30: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionimero para la
muestra 20230925-44

Fuente: Elaboracion propia
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REFEREMNCIA FECHA
Facultad de Quimica y Farmacia - CENSALUD 2610523
COMENTARIO

Muesira 2023092545 de mercado Monserral.

BUENA IDENTIFICACION
Galeria AP 20 E V5.0

Perfil 5345773

Nota

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra

Raoultella ornithinolytica 92.0 | 088 |URE 85% | | |
Taxbn siguiente % 1D T Pruebas en contra

Serratia odorifera 1 7.2 072 | GEL 9u% | | |

Figura N°31: Resultados de identificacion APIWEB y generacion de bionumero para la
muestra 20230925-45

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°14
CONDICIONES EN LA QUE SE ALMACENA'Y DISPENSA LA TILAPIA EN
MERCADO LA TIENDONA.

o L.OEED

Figura N°32: Condiciones de almacenamiento y dispensacion de tilapia

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 15
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Figura N°33: Procesamiento de las muestras en el laboratorio de CENSALUD de la
Universidad de El Salvador.
Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 16
MUESTRAS CON FLUORESCENCIA POSITIVA EN MEDIO VRBA MUG BAJO
CAMARA DE LUZ UV

20230821-5

_ C(-) K. pneumoniae ATCC
C(+) E. coli ATCC 8739 10031

Figura N°34: Muestra 20230821-5 con fluorescencia positiva en medio VRBA-MUG, C(+)
E. coli ATCC 8739 Y C(-) K. pneumoniae ATCC 10031.
Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°17
TUBOS CON CRECIMIENTO BACTERIANO EN CALDO EC, FORMANDO
TURBIDEZ Y GAS.

‘ |
20230925-44, C(-), C medio,
20280925-45

Figura N°35: C(+) E. coli ATCC 8739, C(-) K. pneumoniae ATCC 10031, muestras 20230925-44,
20230925-45 positivas y C medio en caldo EC.
Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°18
MUESTRAS CON CARACTERISTICAS DE E. COLI EN AGAR EMB

20230925-43

20230911-31

Figura N°36: C(+) E. coli ATCC 8739, muestra 20230925-43 y 20230911-31 positiva en
medio EMB.
Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 19
APLICACION DE GALERIAS API 20E A LAS MUESTRAS
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Figura N°37: Aplicacion de galerias API 20E a las muestras 20230821-01, 20230821-02,
20230821-04, 20230821-05
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°38: Aplicacion de galerias API 20E a las muestras 20230821-06, 20230821-09,
20230911-31, 20230911-32
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°39: Aplicacion de galerias API 20E a las muestras 20230911-36, 20230911-37,
20230925-41, 20230925-42
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N°40: Aplicacion de galerias API 20E a las muestras 20230925-43, 20230925-44,
20230925-45, C(+) E. coli ATCC 8739
Fuente: Elaboracion propia



Figura N°41: Aplicacion de galerias API 20E a control negativo K. pneumoniae ATCC
10031

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 20
PRUEBAS COMPLEMENTARIAS PARA E. COLI UTILIZANDO DIFERENTES
MEDIOS SELECTIVOS Y NO SELECTIVOS.
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Figura N°42: Diferentes medios target y no targets utilizados en la prueba complementaria
de E. coli y el crecimiento de esta en dichos medios

Fuente: Elaboracion propia

Figura N°43: Procesamiento de las muestras en la prueba complementaria para E. coli,

equipo de trabajo.

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 21
LISTAS DE COTEJO UTILIZADA EN MUESTREO EN LOS DIFERENTES
MERCADOS
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Figura N°44: Lista de cotejo aplicada en Mercado La Tiendona

Fuente: Elaboracién propia



LISTA DE COTEJO O CHECK LIST
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Figura N°45: Lista de cotejo aplicada en Mercado Central

Fuente: Elaboracion propia






Figura N°46: Lista de cotejo aplicada en Mercado San Miguelito

Fuente: Elaboracién propia






Figura N°47: Lista de cotejo aplicada en Mercado Tinetti

Fuente: Elaboracion propia






Figura N°48: Lista de cotejo aplicada en Mercado San Jacinto

Fuente: Elaboracién propia






Figura N°49: Lista de cotejo aplicada en Mercado Monserrat

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N°22
MORFOLOGIA DE LAS MUESTRAS BAJO EL MICROSCOPIO CON TINCION DE
GRAM

20230821-2

Figura N°50: Fotografias de tincion de Gram al objetivo de 100X del control positivo E. coli
ATCC 8739y la muestra 20230821-02

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N°23
BITACORA PARA LA CARACTERIZACION DE E. COLI EN MEDIOS DE
CULTIVO SELECTIVOS Y NO SELECTIVOS



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Bitacora para la caracterizacion de
E. coli en medios de cultivo SELECTIVOS y NO
SELECTIVOS

02/10/23

04/10/23
Oscar

03/10/23
04/10/23

DETERMINACION DE Escherichia coli
EN TILAPIA (Oreochromis niloticus)
COMERCIALIZADA EN MERCADOS
DEL MUNICIPIO DE SAN SALVADOR

Medio de preenriquecimiento: Agua Peptonada Buferada

Medios Selectivos

Violeta, brillo Violeta, brillo metalico
metélico
Azul oscuro Azul oscuro
Incoloro-rojo Incoloro-rojo
Rojo Rojo
brillo metalico brillo metalico
Rojo Rojo
Rojo Rojo
Incoloro amarillo Incoloro amarillo
Roja Roja
fluorescencia fluorescencia




Caldos (Selectivos)

Azul Azul
Fluorescencia fluorescencia
Gas Gas
Turbidez Turbidez

Medios No Selectivos

Café
verde verde
Rosado Rosado
rojo rojo

Figura N°51: Bitacora para la caracterizacion de E. coli en medios de cultivo selectivos y no
selectivos

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N°24
UBICACION GEOGRAFICA E IMAGEN DEL RECINTO.



Tabla N°6: Ubicacion de los mercados

DIRECCION

MERCADO

PR2C+C7M, 24a Avenida Nte., San Salvador

Mercado la Tiendona

7a Avenida Sur final, San Salvador

Mercado Central

S.S, Av. Espafia, San Salvador

Mercado San Miguelito

MRWS8+XCG, Calle Delgado, San Salvador

Mercado Tinetti

Avenida Cuba, Barrio San Jacinto

Mercado San Jacinto

MQMP+82H, Pje Pamplona, San Salvador

Mercado Monserrat

Fuente: Elaboracién propia
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Figura N° 52 y 53: Ubicacién geogréafica y aspecto del mercado.

Mercado Central
Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 54 y 55: Ubicacion geogréafica y aspecto del mercado.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 56 y 57: Ubicacién geogréafica y aspecto del mercado.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 58 y 59: Ubicacién geogréafica y aspecto del mercado.

Fuente: Elaboracion propia



Mercado Monserrat.

..... T G aviujcs v

SAN MATEO TSEPTIEMBRE | s
PALACIOS
a o vy, SENROMME
COLONIA LA
FLORESTA COLONIA DINA
RESIDENCIAL Calle
urnentotlegnano €3 @ colonia Monserrat COLINAS DE
5 Mercado Municipal MONTISERRAR Zo
= B N2 de Monserrat CONDOMIN
) HOLANDA 2C
Parroquia Nuestra
3 @ Senora de Monserrat
an
RESIDENCIAL COL DOLORES
ALTAVISTA @

e TEXACO - Navarra Q

COL SAN RA

A COMUNIDAD
PN ARAGAON 2

MERCADO
MONSERRAT

Figura N° 60 y 61: Ubicacion geografica y aspecto del mercado.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 62 y 63: Ubicacion geografica y aspecto del mercado.

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO N°25

FICHAS TECNICAS DE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS



TECHMNICAL SHEET
TS510048
Rev. 0 of 20.10.2006

Page 1 of 2

E.M.B. LEVINE AGAR
Selective medium for isclation of enteric Gram Negative bacteria

TYPICAL FORMULA (g/l)

Peptone. 10.0
Lactose.. . 10,0
Potassium phosphate. .. 2.0
Eosine Y__._........ 0.4
Methylene blue . 0.065

Agar.. e 140
pH =7.1+032

DESCRIPTION
E.M.B. LEVINE AGAR is a selective medium for izolation of enteric Gram Megative bacteria.

PRINCIPLE

Eosin and methylene blue, contained in the medium, inhibit the growth of Gram positive bacteria. The good comelation between the two
dyes permits to discriminate between Enferobactenaceae lactose fermenting and non fermenting on the basis of microrganism  ability
to adsorbe dye .

TECHMIQUE
Inoculate the faecal sample or rectal swab onto a small area of a plate and streak for isolation. Incubate at 36+/-1°C for 18-24 hours
and examing colonies with morphology associate to potential pathogens.

INTERPRETATION of RESULTS

The coliforms, lactose-fermenting microrganisms, cultivate with blue/black colonies with a black centre and a metallic sheen | other
coliforms, as Enfevobacter, cultivate with pink and mucoid colonies. Salmoneila and Shigella, non lactose fermenting, appear colorless,
trasparents or amber colour .Strains as Enterococcus faecalis are partly inhibited and appear as colorless colonies.

STORAGE
10-25°C away from light, until the expiry date on the label or until signs of deterioration or contamination are evident.

WARNING and PRECAUTIONS
The product is not classified as hazardous by current legislation. It is nevertheless recommended that the Safety Data Sheet be
consulted on its comect use The product is designed for In witno diagnostic use and must be used only by properly trained operators.

DISPOSAL of WASTE
Disposal of waste must be carried out according to national and local regulations in force.

REFERENCES

- Levine, M.M_, (1918). Differentiation of E. coli and B. aerogenes on a simplified Eosin-Methylene Blue Agar. J. Infect. Dis. 23:43.

- Holi-Harrs, J.E., and O. Teaguwe. (19716). A new culfure medium for isolation of Bacikllus fyphosa from stools. J. Infect. Dis. 18:
596-600.

Liofilchem s.r.l Bactericlogy Products

Via Scozia-Zona industriale - 64026 Roseto degli Abruzzi Tel. +39.085.8930745 - Fax +39.085.8930330
Web site: http/fwwow liofilchem. niet E-mail: liofilchem@licfilchem.net



NAME
E.M.E. LEVINE AGAR

PRESENTATION
Ready plates (90 mm) containing 204/-1 ml of medium.
STORAGE
10-25°C
PACKAGING
Code | Content Packaging
- 5 plates in thermically soldered film
10048 | 20 plates - 4 x 5 plates in cardboard boxes
- 5 plates in thermically soldered film
10042* | 100 plates - 2 x 5 plates in thermically soldered bag
- 10 piles {2 x 5 ps) in box

pH OF THE MEDIUM

71 +0-02
USE

TECHNICAL SHEET
TS10048
Rev. 0 of 20.10.2006
Page Z of 2

E.M.B. LEVINE AGAR is a selective medium for izolation of enteric Gram Megative bacteria.

TECHNIQUE

Refer to technical sheet of the product.
APPEARAMNCE of the MEDIUM

Purple Medium, slightly opalescent with precipitate orange-greenish colour..

SHELFLIFE
& months.

QUALITY CONTROL
1. Control of general characteristics, label and print

2. Sterility control

T days at 25 + 1°C, in aercbiosis
T days at 36 + 1°C, in aerobiosis

3. Microbiclogical control

Inoculum for productivity: 10-100 UFCiml
Inoculum for selectivity: 10°-10¢ UFCimil
Inoculum for specificity: < 10¢ UFC/mi
Incubation conditions:18-24 h at 36 £ 1°C

Microorganism ATCC Growth Characteristics

Enterococcus faecalis 189433 Partial inhibiticon Coloress colonies

Escherichia coli 25922 Good Blue /black colonies with black centres and metallic sheen
Salmonella typhimurium 14028 Good Colorless colonies

TABLE of SYMBOLS
Symbol Meanings
i vitro Diagnostic Medical Device
wl Manufacturer

Catalogue number

Use by

Temperature limitation

Do not reuse

Contaings sufficient for <n> tests

Consult accompanying documents

Batch code

Fragile, handle with care

Liofilchem s.r.l Bacteriology Products

Via Scozia-Zona industriale - 64026 Roseto degli Abruzzi Tel. +39.085.8930745 - Fax +39.085.8930330

Web site: .

E-mail: liofilchem@liofilchem. net
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Violet Red Bile Agar MUG

Medio para la deteccion de Escherichia cali y coliformes totales en agua, alimentos y derivados lacteas.

FORMULA (g
Peptona 7.0
Lactosa 10.0
Cloruro Sédico 5.0
Extracto de Levadura 30
Sal de bilis Nomero 3 1.5
Violeta de cristal 0.002
Rojo neutro 0.03
MUG 0.1
Agar 15.0

pHfinal 7.4 £ 0.2 a 25°C

DESCRIPCION
Violet Red Bile Agar MUG es un medio utilizado para la deteccidn de organismos coliformes y para la deteccidn fluorogénica de E. coil.

PRINCIPIO

La Peptona proporciona nitrégeno, carbono, minerales y otros componentes necesarios para el crecimiento de los microorganismos. La
Lactosa es la fuente de energia. El extracto de Levadura sirve como fuente de vitaminas, especialmente de vitaminas hidrosolubles del
grupa B. La mezcla de sales de bilis v 8l violeta de cristal inhiben a las bacterias Gram-positivas. El rojo neutron es el indicador de pH.
El MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido) es un susirato para la deteccidn de la actividad de la glucuronidasa. El Agar es el agente
salidificante

PREPARACION

Suspander 41,6 g del polvo deshidratado en 1 litro de agua destilada o desionizada. Mezclar bien. Calentar hasta la ebullicion |
un sobrecalentamiento) removiendo frecuentemente hasta la completa disolucidn

NO AUTOCLAVAR. Enfriar hasta 45-50°C. Dispensar asépticamente en placas Petri

TECNICA
Inocular e incubar las placas a 35 + 2°C durante 22-26 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los microarganismos fermentantes de la Lactosa producen colonias rojo-rosaceas rodeadas normalmente de una zona roja de
precipitade de bilis. Los microorganismos no fermentantes de la Lactosa producen colonias incoloras. Las cepas Beta-glucuronidasa
positivas de E, coll s& muestran con halos flusrescentes cuando se controlan bajo una luz UV,

ALMACENAMIENTO

El polvo deshidratado es muy higroscdpico, almacenar a 10-30°C. en un entoma seco, en su frasco onginal correctamente cerrado,
Almacenar el material preparado & 2-8°C fuera del contacto de la luz. Mo utilizar el producto fuera de la fecha de caducidad descrita en
la etiqueta o =i el producto presenta alguna muestra de deterioro o contaminacisn.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este producto no contiene sustancias peligrosas en conceniraciones gue excedan los limites fijados por |a legislacidn actual y no esta
clasificado como pealigreso. Se recomienda de todas formas 1as lectura de la hoja de seguridad para el uso apropiado. El producto esta
pensado para un uso exclusivo profesional y debe ser utilizado sélo por operadores debidamente adiestrados.

DESECHO DE RESIDUOS
El desecho de los rezslducs debe realizarse segln la regulacidn nacional y local vigente.

REFERENCIAS
. American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Dairy Products, APHA, Washington, D.C.
2. APHA Technical Committae on Microbiological Methods for Foods. Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods, APHA, Washington, D.C.
3. American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, APHA, Washington, D.C.
4. U.S. Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. AOAC, Arfington, VA,

LIOFILCHEM®S.r.l.

Via Scozia, Zona Ind.le - 64026, Roseto degll Abruzzi (TE) - ITALY
Tel +39 0858930745 Fax +39 OB58930330 Website: wwnw liofikchem.net E-mail: ofilchem@liofilchem_net
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PRESENTACION Formute Embalaje Ref.
Tryptic Sow Agar Placa 90 mm 20 placas 10057
Tryplic Soy Agar [TIpTp— 100 placas 10037+
Tewplic Sow Agar Placa 60 men (colocacidn de momiora) 20 placas 163682
Tryptic Soy Agar Tobsow semidendidon 10 x 9 el nalxen SO0
Trvptic Sow Agar Tubow wrmnidendidon 20 x 9 ml buben 31062
Trvplic Sow Agar Tubxon 100 x 20 md s 26475
Teyptic Soy Agar Botelan 6 x 500 md bosellay 470010
Tryptic Sow Agar Bonelias 6 x 225 mi bosellas 414110 »
Tryptic Soy Agar Botollas & x 200 md bosellas 43¥22%0
Tryptac Sow Aglar Beotw 25 x 200 rd botdlas 452290
Tryptic Soy Agar Bote s & x 100 il ioselles 442290
Tevptic: Sov Agar Modios desbickatad os 500 g de poh H10052
Trvptic: Sow Agar Medios debickatados 100 g e polva A20052
Tryptic Sow Agar Medion desbideatad on 5 kg & pobea 6100525
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Figura N°64: Fichas técnicas de medios de cultivo utilizados
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INFORME BRINDADO AL CENTRO DE DESARROLLO DE LA PESCAY
ACUICULTURA (CENDEPESCA) DEL MINISTERIO DE AGRICULTURA'Y
GANADERIA DE EL SALVADOR
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RESUMEN
En el afio 2020 la Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) represento el mayor porcentaje de

produccién y comercializacion en pescado de agua dulce. La tilapia forma parte de la dieta de
los salvadorefios, ya que es una fuente proteica ideal por su bajo costo de produccién y alto
nivel nutricional, estas se distribuyen y comercializan en altas cantidades en mercados y
supermercados de todo el territorio nacional. En el Area Metropolitana de San Salvador los
mercados municipales representan el 29% del comercio total del area y el centro urbano
significa el 27% de la poblacidn total del pais por lo que la cantidad de usuarios que registra
estos recintos diariamente es muy grande siendo una problematica debido a que en estos
mercados se han mantenido durante afios malas practicas de manipulacion, almacenamiento y
comercializacion de los alimentos, precaria infraestructura que promueve la exposicion de los
pescados a agentes externos, contaminacion cruzada y contaminacion por el manipulador dando
lugar a la transmision de patdgenos que provocan infecciones gastrointestinales como la
Escherichia coli que posee una alta incidencia en infecciones intestinales en todos los estratos
poblaciones.

Por ello con el proposito de evaluar la inocuidad de la tilapia comercializada en los mercados
del municipio de San Salvador y determinar la presencia de E. coli como patégeno patrén de
contaminacion se llevo a cabo un diagndstico acerca de la aplicacién de las buenas préacticas en
el manejo y almacenamiento de los productos pesqueros a una muestra de puestos de venta
utilizando una guia de observacion, en los seis mercados muestreados se observaron
deficiencias en la aplicacion de las buenas practicas tanto en almacenamiento y distribucion lo
que va en relacién a que en cinco de estos recintos se identificaron patégenos asociados a
contaminacion fecal en 45 muestras seleccionadas luego de aplicar las técnicas microbiolédgicas
utilizando medios de cultivo selectivos y diferenciales y pruebas bioquimicas con la galeria API
20E. Escherichia coli en ocho muestras del Mercado La Tiendona, San Miguelito y Tinetti.
También fueron identificadas las entidades coliformes de Serratia odorifera, Raoultella
ornithinolytica y Enterobacter cloacae en el resto de los mercados menos en el Mercado Central
el cual no presento tilapias infectadas

La frecuencia de la presencia de E. coli en las 45 muestras seleccionadas oscilo entre las una 'y
cinco muestras infectadas, siendo la semana del 21 al 26 de agosto del 2023 la de mayor
frecuencia del patégeno. Ocho muestras se identificaron como Escherichia coli,
fenotipicamente similares al control positivo a través de pruebas bioquimicas APl 20E,
representando un 18 por ciento del total de muestras analizadas. Segun datos obtenidos en la

guia de observacion juntamente con los analisis microbioldgicos demostraron que las malas



condiciones de almacenamiento e inadecuadas practicas higiénicas de los manipuladores en
algunos establecimientos de los mercados dan origen a fuentes de contaminacion, influyendo
en que la tilapia no sea un alimento inocuo y apto para consumo humano al ingerirse de manera

cruda o poco cocida.

Por lo que se recomienda que se contemple por parte de la alcaldia correspondiente asi como
del Ministerio de Salud y de Agricultura la concientizacion a través de capacitaciones a los
vendedores y distribuidores de tilapia de los mercados del Municipio de San Salvador acerca
de las Buenas Practicas de Manejo y Aseguramiento de la Calidad de Productos Pesqueros que
recomienda el manual del CENDEPESCA del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El
Salvador; también la Implementacion de planes de mejora de las condiciones de infraestructura
de los locales donde se almacena y comercializa la tilapia y también monitoreos de vigilancia
y evaluacion de la calidad de este producto para evitar posibles enfermedades a la salud de la
poblacion.

Los resultados obtenidos fueron entregados al Centro de Desarrollo de la Pesca y Acuicultura
(CENDEPESCA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador quienes los
utilizaran como referencia y reflejo de la problematica ya que actualmente la informacion
respectiva es escasa. Ademas, el conocimiento generado puede ser utilizado para la creacion de
marcos regulatorios o modificaciones de ley que puedan abonar en buscar garantizar la

inocuidad de los alimentos.



Lista de cotejo o check list utilizada para la recoleccion de datos con la inspeccion visual en el

proceso de muestreo en los mercados.

¢El producto esta almacenado a
baja temperatura antes de

venderlo?

¢Para almacenarlo se utiliza

refrigerador?

¢Para almacenarlo se utiliza
Hielera?

¢La temperatura de
almacenamiento es menor o igual a
0°C?

¢Utilizan los vendedores al menos

la indumentaria basica (guantes,
mascarilla, delantal, gorro, zapatos
antideslizantes)?

3. ¢La persona que dispensa el
producto tiene las manos limpias?

¢Las persona que dispensa el
producto usa anillos, pulseras o
algun tipo de accesorio?

¢ Los utensilios utilizados utilizadas
(cuchillo, afilador, tabla de corte,
recipientes, son de acero
inoxidable)?

¢El recipiente que contiene los
pescados posee purga de agua?

¢Los utensilios utilizados estan
protegidas de los agentes
contaminantes externos cuanto no

Se encuentran en uso?

¢El vendedor utiliza el mismo

cuchillo para méas de un producto?




¢La superficie dispensadora es de

acero inoxidable?

¢Existe en el puesto un area
designada para los desechos?

¢El puesto de venta tiene fuente de
agua potable?

¢El puesto de venta tiene desagiie
lejos de los productos?

¢El pescado se dispensa en bolsas
de pléastico nuevas?

¢ Los clientes tienen contacto fisico
con el pescado antes de comprarlo?

¢El vendedor presenta algin
sintoma visible de alguna

enfermedad contagiosa?

Figura N° 1: Check list para evaluacion del grado de cumplimiento de las Buenas Précticas de
Almacenamiento y Comercializacion de los puestos de venta y sus condiciones higiénicas entre

las cuales se comercialice la tilapia especificamente la especie Oreochromis niloticus.



Tabla N° 1: Resumen de los resultados obtenidos mediante la guia de observacion de los
diferentes establecimientos inspeccionados en los mercados seleccionados.

Mercado LTA CL TI SM SJ MT
N° de establecimientos 4 3 3 3 1 1
ALMACENAMIENTO

Parametro

¢El producto esta almacenado a baja temperatura

antes de venderlo?

¢Para almacenarlo se utiliza refrigerador?

¢Para almacenarlo se utiliza Hielera?

¢La temperatura de almacenamiento es menor o
igual a 0°C?

¢Utilizan los vendedores al menos la indumentaria
basica (guantes, mascarilla, delantal, gorro,

zapatos antideslizantes)?

¢La persona que dispensa el producto tiene las

manos limpias?

¢Las persona que dispensa el producto usa anillos,
pulseras o algun tipo de accesorio?
MATERIAL

¢Los utensilios utilizados (cuchillo, afilador, tabla

de corte, recipientes, son de acero inoxidable)?

¢El recipiente que contiene los pescados posee

purga de agua?

¢ Los utensilios utilizados estan protegidas de los
agentes contaminantes externos cuanto no se

encuentran en uso?

¢El vendedor utiliza el mismo cuchillo para mas de

un producto?

¢ La superficie dispensadora es de acero
inoxidable?

¢Existe en el puesto un area designada para los

desechos?

¢El puesto de venta tiene fuente de agua potable?




Tabla N°1: (continuacién)

¢El puesto de venta tiene desague lejos de los

productos?

¢El pescado se dispensa en bolsas de plastico

nuevas?

¢Los clientes tienen contacto fisico con el pescado

antes de comprarlo?

¢El vendedor presenta algln sintoma visible de

alguna enfermedad contagiosa?

Nota: Casilla de color rojo, representa los parametros incumplidos.
Casilla de color verde, representa los parametros cumplidos

Las abreviaciones arriba escritas representan los distintos mercados en donde fueron obtenidos

los datos, y se lee de la siguiente manera.

LTA: La Tiendona

CL: Central

TI: Tinetti

SM: San Miguelito

SJ: San Jacinto

MT: Monserrat

Ademas de las abreviaciones:

C: “cumple”

NC: “no cumple”



Porcentaje de cumplimiento de buenas practicas en el
manejo y almacenamiento de tilapia

H % de cumplimiento de las Buenas Practicas

) H ' '

La Tiendona Central Tinetti San Miguelito San Jacinto Monserrat

Figura N°2: Grafico de porcentaje de cumplimiento de buenas practicas en el manejo y

almacenamiento de tilapia por mercado



Tabla N° 2: Recuentos de colonias con produccion de fluorescencia a la exposicion de la luz
UV en el medio VRBA-MUG, calculo para un gramo de muestra y su comparacion frente al

limite permisible del RTCA 67.04.50:08 Alimentos, Criterios microbioldgicos para la

inocuidad de alimentos.

Muestras Recuento de colonias con
produccion de
fluorescencia

Especificacion RTCA 10% UFC/g

20230821-1 4.0x10° UFC/g

20230821-2 3.1x10'UFCl/g

20230821-4 1.8x10! UFC/g

20230821-5 1.7x10* UFC/g

20230821-6 1.0x10* UFC/g

20230821-9 3.0x10' UFC/g

20230911-31 2.7x10' UFC/g

20230911-32 9.2x10' UFC/g

20230911-36 1.0x10? UFC/g

20230911-37 7.2x101 UFC/g

20230925-41 5.6x10' UFC/g

20230925-42 5.6x10' UFC/g

20230925-43 5.2x10° UFC/g

20230925-44 5.2x101 UFC/g

20230925-45 _

Nota: Casilla de color rojo, representa las muestras que sobrepasan las concentraciones
permisibles del reglamento
Casilla de color verde, representa las muestras con recuentos de E.coli por debajo del

limite del reglamento.



Tabla N°3: Resultados obtenidos en la identificacion con APl 20E

MUESTRA /CODIGO MERCADO BIONUMERO % DE SIMILITUD PATOGENO
20230821-01 La Tiendona 5046553 99.4 Serratia odorifera
20230821-02 La Tiendona 5044553 99.6 Escherichia coli.
20230821-04 La Tiendona 5144552 99.9 Escherichia coli.
20230821-05 La Tiendona 5144552 99.9 Escherichia coli.
20230821-06 La Tiendona 5044553 94.7 Escherichia coli.
20230821-09 La Tiendona 5144553 66.7 Escherichia coli.
20230911-31 San miguelito 7345573 56.4
20230911-32 San miguelito 5146572 87.7 Escherichia coli.
20230911-36 Tinetti 5346553 98.7 Serratia odorifera
20230911-37 Tinetti 5346573 99.6 Serratia odorifera
20230925-41 Tinetti 5044572 99.9 Escherichia coli.
20230925-42 Tinetti 5044572 99.9 Escherichia coli.
20230925-43 Tinetti 5345773 92
20230925-44 San Jacinto 7345773 90.5
20230925-45 Monserrat 5345773 92 ﬁ

C(+) E. coli ATCC 8739 - 5044553 99.9 Escherichia coli.

C(-) K. pneumoniae ATCC 10031 - 1005773 99.9 Klebsiella
pneumoneae

Nota: Escherichia coli esta representada con el color verde, Serratia odorifera en color amarillo, Raoultella
ornithinolytica con color rojo, Enterobacter cloacae con color azul, Klebsiella pneumoneae con color aqua



Proporcion de muestras positivas para
E. coli
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Figura N°2: Porcentaje de muestras positivas de E. coli frente al total de muestras por mercado.

Tabla N° 4: Frecuencia relativa porcentual de la presencia de E. coli en tilapia por periodo de

tiempo
Semana 1 2 3 4 5
Periodo 21/08/23 28/08/23 04/09/23 11/09/23 25/09/23
26/08/23 02/09/23 09/09/23 16/09/23 30/09/23

N° de 5 0 0 1 2
muestras
positivas
Codigos de 20230821-02 20230911-32 20230925-41
las muestras 20230821-04 20230925-42
positivas 20230821-05

20230821-06

20230821-09
Fr porcentual | 50 % 0% 0% 10 % 40 %
por Semana




Frecuencia relativa porcentual vs tiempo de la presencia
de E. coli en muestras de tilapia.
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Figura N°3: Gréfico de frecuencia relativa porcentual comparada con el tiempo en semanas

de andlisis de la presencia de E. coli en las muestras seleccionada



CONCLUSIONES

Con la guia de observacion del grado de cumplimiento de las buenas préacticas en el
manejo y almacenamiento de tilapia (Oreochromis niloticus) se determiné que ninguno
de los mercados en estudio cumplié con la totalidad o el 100 % de los parametros
evaluados como lo fueron aspectos como: El almacenamiento, indumentaria, materiales
y equipos, instalaciones, dispensacion. Como consecuencia de ello se produce un
aumento de carga bacteriana en la tilapia que se comercializa convirtiéndose en un

peligro para los consumidores.

Se aislaron y se identificaron presuntivamente colonias de Escherichia coli en quince
de cuarenta y cinco muestras de tilapia fresca (Oreochromis niloticus), fenotipicamente
similares al control positivo de de Escherichia coli atcc 8739 en los recuentos en AGAR

VRBA MUG, agar EMB, medios de cultivos selectivos y diferenciales y tincion al gram.

De un total de cuarenta y cinco muestras de tilapia fresca (Oreochromis niloticus)
analizadas, ocho se identificaron como Escherichia coli, fenotipicamente similares al
control positivo a través de pruebas bioquimicas APl 20E, representando un 18 por
ciento del total de muestras analizadas.

Se identifico la presencia de otros patdgenos presentes en siete muestras de tilapia fresca
(Oreochromis niloticus) a través de la galeria APl 20E como son: S. odorifera en tres
muestras, R. ornitholytica en tres muestras y E. cloacae en una muestra, todas estas
representando el dieciséis por ciento del total de las muestras analizadas en la

investigacion.

Segun datos obtenidos en la guia de observacion juntamente con los analisis
microbiologicos demuestran que las malas condiciones de almacenamiento e
inadecuadas practicas higiénicas de los manipuladores en algunos establecimientos de
los mercados dan origen a fuentes de contaminacion, influyendo en que la tilapia no sea
un alimento inocuo y apto para consumo humano al ingerirse de manera cruda o poco
cocida. A pesar de que los recuentos de E. coli no excedan los limites permisibles del
RTCA 67.04.50:08 excepto 20230925-45 las muestras presentan diversos patdégenos
coliformes capaces de provocar infecciones gastrointestinales.
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El mercado la Tiendona fue el que dentro de sus locales o establecimientos de venta de
tilapia presentd mayor contaminacion con Escherichia coli en las muestras analizadas
representado por un once por ciento del total de las muestras analizadas en la

investigacion.

El mercado que aparentemente cumplié con mas requisitos segun lo establecido en la
guia de observacion del grado de cumplimiento de las buenas précticas en el manejo y
almacenamiento de tilapia (Oreochromis niloticus) fue el Mercado Central, ya que
aungue este no cumplié con la totalidad de los requerimientos, pudo observarse una
mejor higiene y orden respecto al almacenamiento, indumentaria del personal,
materiales y equipos, instrumentos y dispensacion del producto a comparacion de los
otros mercados evaluados, por tal razon puede observarse que ninguna de las muestras

analizadas de este mercado resulto contaminada con ningln patogeno.

En las cinco semanas de recoleccion y analisis microbiologico de las muestras, se
observd que en la semana uno que va del veintiuno al veintiséis de agosto del dos mil
veintitrés se presentd la mayor frecuencia relativa porcentual de la presencia de
Escherichia coli, periodo de tiempo donde se evalué el Mercado La Tiendona, este
aumento en la frecuencia esta relacionado directamente con las malas condiciones y
deficiente higiene en los cuales se almacena y manipulan los productos pesqueros en
este mercado, su exposicion al ambiente y contaminantes externos, contacto con los

clientes y presencia de desechos en la cercanias del producto.



RECOMENDACIONES

Al Ministerio de Salud de El Salvador, a la Alcaldia de San Salvador, Defensoria del

Consumidor:

1-

Contemplar la implementacion de concientizacion a través de capacitaciones
informativas utilizando material didactico y contenido audiovisual a los
vendedores y distribuidores de tilapia de los mercados del Municipio de San
Salvador acerca de las Buenas Practicas de Manejo y Aseguramiento de la
Calidad de Productos Pesqueros que recomienda el manual del CENDEPESCA
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador.

Implementar un plan de mejora de las condiciones de infraestructura de los
locales donde se almacena y comercializa la tilapia desde la organizacion
estratégica de los puestos de venta en el edificio clasificando zonas dedicadas
dependiendo el producto comercializado, designar un area para los desechos y
proporcionar a todos los puestos de venta el acceso al agua potable para asi

reducir el riesgo de fuentes de contaminacion al producto.

Establecer de manera periédica monitoreos de vigilancia y evaluacion de la
calidad de este producto para evitar posibles enfermedades a la salud de la
poblacion.

Seguir implementando programas de educacion para la buena preparacion y

coccidn de tilapia para evitar enfermedades provocadas por este patdgeno.



