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Abstract: In a sanitary survey, nine taverns were chosen among those selling mollusk coctails, eaten raw, in
the city of San José so as to represent three socio-economic levels. Sixty-six samples of coctails were exam-
ined for total and fecal coliforms, Staphylococcus aureus, and salmonellas. Only 7%of the samples proved to
be within the accepted limits for human consumption. No correlation was found between sample origin and

its bacteriologically determined quality.

Los bivalvos se alimentan filtrando el agua
portadora de plancton y de otros microorganis-
mos, incluyendo algunas veces bacterias y virus
patdgenos para el hombre

En Costa Rica, las pianguas (Anadara tuber-
culosa) son los moluscos de mds consumo y se
acostumbra servirlas a manera de ‘‘coctel de
chuchecas”. Este aperitivo consta de los jugos

_y carne crudos del bivalvo, desconchado pero
con todas sus visceras, entero o picado, condi-
mentado con cebolla y culantro; el cliente pue-
de adicionarle picante, limén y salsa de tomate.

En un trabajo anterior (Fernindez y Brun-
ker, 1977), analizamos la condicién de las pian-
guas recién recolectadas y encontramos que los
niveles de coliformes totales oscilaban entre
3.000 y 60 000 pot 100 ml.

Estos bivalvos son trasladados en sacos a los
suburbios de San José para ser sacados de la
concha, operacién que usualmente se lleva a
cabo en patios de tierra bajo condiciones de ab-
soluta carencia de higiene, y finalmente pasan a
ser distribuidos a las tabernas en las que pueden

* Este trabajo fue hecho en la Facultad de Microbiolo-
gia, financiado en parte por la Vicerrectoria de Investi-
gacion (P 02-07-05-76) y por el Centro Internacional
de Investigacion y Adiestramiento Médico de Louisia-
na State University (LSU-ICMRT); NIH Research
Grant AI-12910).
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permanecer de unas horas a unos dias antes de
ser consumidos. Podemos anticipar que a partir
del momento en que las pianguas son descon-
chadas, su flora microbiana se verd enriquecida
por el aporte de los diferentes manipuladores y
aumentada especialmente cuando no se las man-
tiene bajo condiciones dptimas de conservaciéon
(Brown y McMeekin, 1977).

Dado que los bivalvos juegan un papel im-
portante como agentes trasmisores de microor-
ganismos responsables de enfermedad en el
hombre, algunos con cardcter epidémico, tales
como la fiebre tifoidea (Ramsey et al., 1928),
la hepatitis A (Dienstag et al., 1976; Smith
et al., 1979; Bostock et al., 1979), el colera
(Lewis et al., 1979; McIntyre et al., 1979;
Picardi et al., 1980; Morris et al., 1981), Vibrio
parahaemolyticus (Barker, 1974; Baross y Lis-
ton, 1970), y el virus de Norwalk (Murphy et
al., 1979; Gunn et al., 1982), consideramos de
interés para nuestra salud publica conocer la
calidad bacteriolégica de estos moluscos al
momento de comerlos. Con este fin uti-
lizamos el nivel de coliformes fecales como
criterio principal y, adicionalmente, el nivel
de coliformes totales y la presencia de estafilo-
cocos coagulasa positivos y de salmonelas, con
cardcter accesorio.
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MATERIAL Y METODOS

Sitios de muestreo: De una lista de 120 ta-
bernas en la Ciudad de San José, suplida por el
Ministerio de Salud, encontramos 12 sitios en
los que regularmente se ofrecian en venta
“cocteles de chuchecas™ (pianguas, en realidad).
Dentro de éstos escogimos 9 que fueran repre-
sentativos de tres niveles socio-econémico-sani-
tarios, segun la clasificacion que nos brindé el
Ministerio y nuestro criterio.

Recoleccion de las muestras: A través de un
periodo de unos tres meses se adquirieron de 7
a 8 muestras de pianguas en cada sitio, las que
se transportaron al laboratorio en recipientes
plasticos higienizados (lavados con detergente,
hipoclorito y finalmente, agua destilada estéril).
Usualmente, las muestras se trabajaron den-
tro de la hora siguiente a su recoleccién vy,
cuando ocasionalmente esto no fue posible, se
las mantuvo a 40C hasta que se utilizaran, lo
cual no ocurri6 mds alld de S horas después de
haber sido obtenidas.

Procesamiento de las muestras: De cada
muestra se tomd nota en cuanto a su aspecto,
grado de picado de la came, pH, volumen y la
cantidad relativa de carne con respecto a los ju-
gos. A cada muestra de volumen ya conocido se
adicion6 una cantidad igual de agua peptonada
al 0,5%, estéril, antes de homogeneizarla y hacer
las diluciones y siembras del caso, todo segin lo
indica la American Public Health Association
(Neter, 1970). El tamafio de las muestras obte-
nidas oscilé entre 110 y 300 g, con un prome-
dio de 180 g.

Coliformes totales y fecales: Su determina-
cion se llevo a cabo siguiendo las recomendacio-
nes de la American Public Health Association
(Speck, 1976), sembrando caldo lauril sulfato
por quintuplicado y una dilucién médxima de
1:100 000. Se us6 caldo bilis verde brillante
y caldo EC para las pruebas confirmada y de
fecales, respectivamente. Las incubaciones de
éstas y de las demds pruebas se hicieron en es-
tufa a 35°C o en bafiomaria a 44,5 ¥ 0,2 °C, se-
gun correspondiera.

Presencia de S. aureus (Método semicuantita-
tivo): Con una asada (ca. 0.01 ml) del homoge-
neizado se ray6 cada uno de 4 platos de agar-
manitol-sal (Difco B-30) y se inoculé 2 tubos

de caldo tripticasa-soya al 6,5% de NaCl (Brun-
ker et al, 1981) con 1 mlunoy 0,1 ml el otro.

Después de 24 horas de incubacioén en este
caldo de enriquecimiento, se ray6 2 platos de
agar-manitol-sal.

Se identificoé como S. aureus a aquellas co-
lonias halotolerantes, morfolégicamente compa-
tibles con las de esta bacteria, que fermetaran
el manitol dentro de las 48 horas, demostraran
ser cocos grampositivos de agrupacion tipica y
fueran coagulasa-positivas segiin la prueba en
ldmina de Cadness-Graves et al. (1943).

Se anot6 el niimero de colonias presente en
cada uno de los platos de aislamiento directo
con el fin de obtener la densidad aproximada
de estafilococos en la muestra de pianguas ser-
vida.

Presencia de salmonelas. Cada uno de 4 pla-
tos de agar MacConkey (Difco B-75) y de 4
platos de agar Salmonella-Shigella (Difco B-74)
fue rayado con una asada de! homogeneizado;
también se inocul6 con 10 ml de éste un volu-
men de 50 ml de caldo tetrationato (Difco
B-104). Después de incubar todo lo anterior por
24 horas, se procedi6 a rayar platos de MacCon-
key y de SS a partir del tetrationato y, a partir
de las colonias que podrian ser de salmonela, a
sembrar los siguientes medios: Agar triple-azi-
car-hierro (Difco B-265), caldo urea (Difco
B-272), medio para movilidad (Difco B-105),
caldo malonato (Difco B-395), y caldo tripto-
na (Difco B-123) para prueba de indol.

Aquellos aislamientos que resultaron ser
bioquimicamente compatibles con salmone-
las fueron probados con suero antisomético
0 poli A-l'y anti-V; y los que resultaron posi-
tivos, fueron probados mds especificamente
con los siguientes sueros: anti-0, Grupo E,
Factores 1, 3, 10, 15, 19, 34; anti-0, Factor
2; anti-0, Factores 4, 5; anti-0, Grupo Cjy,
Factores 6, 7; anti-0, Factor 7; anti-O, Factor
8; anti-0, Factor 9; anti-0, Factor 10; y anti-
V; (todos los sueros de la casa Difco).

Deteccion de acidos organicos: El homoge-
neizado de bivalvos se clarifico mediante cen-
trifugacién a 6 000 x g y subsiguiente filtra-
cibn a través de membrana Millipore HA
(0,45 um); se manejo, por lo demds, de acuer-
do con las recomendaciones de Holdeman
et al. (1977). El cromatografo empleado lo
fue el modelo 920 de Varian Aerograph.
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Calificacion de las muestras: Si bien no
existe aun consenso internacional en cuanto
a los criterios, normas y métodos a emplear pa-
ra la evaluacion de la calidad sanitaria de bival-
vos listos para su consumo, hemos recogidoaqui
los de aceptacion mds generalizada.

Coliformes fecales: El nimero mds probable
por 100 g (NMP) no debe ser mayor de 230 pa-
ra considerarla satisfactoria, sila cifra es mayor,
se la toma como condicional. Ambas califica-
ciones estin sujetas a que los bivalvos proven-
gan de dreas que observen las normas sanitarias
estipuladas por ‘“‘the National Shellfish Sanita-
tion Program” (Ingram, 1974).

Coliformes totales: El uso de coliformes
totales como indicadores de contaminacion
fecal ha declinado notablemente. Se ofrecen
esos datos con el fin de poder comparar nues-
tros resultados actuales con los de un trabajo
anterior (Fernindez y Brunker, 1977). Los
limites que adoptamos son:

Satisfactorio NMP < 16 000 por 100 ml

Sospechoso  NMP 16 000 a 160 000 por
100 m!

No satisfactorio NMP > 160 000 por 100 ml
segin Ingram (1974 , Apéndice 6, pig. 185).

Estafilococos: Varios estados de los EE.UU.
de N.A. (Speck, 1976) asi como el Reino Uni-
do (Hall, 1975) sefialan como limite aceptable
una cifra que sea inferior a 100 estafilococos
por gramo de alimento.

Salmonelas: Las mismas referencias anterio-
res indican que no es permisible la presencia
de estas bacterias en alimentos listos para su
consumo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 tenemos una representacion
de los niveles promedio de coliformes totales
(CT) y de coliformes fecales (CF) eéncontrados
en los cocteles de pianguas servidos en cada
una de las nueve tabernas estudiadas.

Desde el punto de vista bacteriol6gico, cada
una de las determinaciones practicadas arrojo
resultados que exceden no sélo la norma de CT
anteriormente empleada sino también la de CF
de uso contemporaneo. El resultado menos gra-
ve lo encontramos en la taberna No. 6, cuyas
muestras presentaron un nivel medio de

250000 CT y 180000 CF por 100 ml; esto
significa un exceso de mdas de 16 veces el limi-
te para CT y casi 800 veces el de CF. En el otro
extremo estd situada la taberna No. 7, la que
excede el limite de CT en 900 veces y el de
CF en mds de 50 000.

Es interesante observar también en la Figura
1 que hay una correlaciéon entre CF y CT
bastante estrecha (r=0,94), que va desde el
100% en 3 de las tabernas hasta un 22% en la
que mds se aleja, obteniéndose una relaciéon
global de 3 CF por cada 4 CT (75% ). En un
estudio de “The National Shellfish Sanitation
Program” Hunt y Springer (19'74), encontra-
ron, que en aguasque bafian los criaderos de
bivalvos, la relacion de fecales a totales es
de 1:5 (20%).

En el Cuadro 1 podemos apreciar, ademads
de los valores medios de CF para cada taber-
na, también el dmbito dentro del que oscila-
ron los resultados individuales que constituyen
cada uno de esos valores promedio. Debemos
llamar la atencién al hecho de que sélo en dos
tabernas, la No. 3 y la No. 6, encontramos
muestras con niveles satisfactorios de CF (un
38 y un 29%, respectivamente) y también
que sus niveles promedio de CF fueron signi-
ficativamente menores (p < 0.001, Prueba t
de Student) que en las demds. En ninguna de
las 7 tabernas restantes obtuvimos una sola
muestra de coctel de piangua de calidad bac-
teriologica satisfactoria, lo cual significa que
el 93% de todas las muestras analizadas en este
estudio era de calidad no aceptable.

En los Cuadros 2 y 3 hemos relacionado la
frecuencia correspondiente a muestras de
cocteles aceptables con la categoria socio-
econdmica-sanitaria asignada a cada una de
las tabernas. Empleando ya las normas de
CF o bien de CT, en ambos casos observa-
mos que la categoria B fue la menos mala,
seguida de la C, quedando en la peor posicion
la categoria A, la que supuestamente cae
dentro de la categoria econdmico-sanitaria
superior. Podemos. observar que la norma de
CF para calificar alimentos es mds severa que
la de CT, segln se desprende de una compara-
cion de la frecuencia de muestras consignadas
como aceptables en los Cuadros 2 y 3.

En un trabajo anterior (Fernandez y Brun-
ker 1977), en el cual examinamos 16 lotes de
pianguas recién recolectadas procedentes de
4 dreas geogrificas, encontramos una media de
20.000 CT/100 ml y valores individuales distri-
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Fig. 1 Promedios de coliformes totales (CT) y fecales
(CF) en cocteles de pianguas de 9 tabernas. Los maxi-
mos aceptables son 1,6 y 10%/100 ml para CT y 2,3
x 102/100 m! para CF.

CUADRO 2

Niveles de coliformes fecales y frecuencia de
muestras aceptables segin la categoria
socio-econémica de las tabernas

Categoria NMP/100 ml Muestras
Fx 103 Aceptables
%
A 5800 0
B 1200 13
C 6 700 9

buidos en un dmbito de 2 000 a 60 000 CT/100
ml. Suponiendo que las pianguas objeto del pre-
sente estudio, cuando estaban recién recolecta-
das, hubieran tenido un nivel de CT semejante
al encontrado en el trabajo anterior, es decir,
una media de aproximadamente 20 000/100
ml, y ahora encontramos que, al momento de
comerlas, el cliente se enfrenta a un alimento
que, en promedio, presenta mds de 7 500 000
CT/100 ml, entonces el aumento de dicha po-
blacién bacteriana seria de casi 400 veces. Es
razonable concluir que condiciones inadecua-
das de transporte, desconche, distribucion, y
manipulacién y conservacién en la taberna
(Ingram, 1974), son capaces de empeorar la
condicién original de un producto que no
era de grado satisfactorio para comenzar.

Acido acético: Ya avanzada la investigacion
nos llamo la atenciéon que los niveles de conta-

CUADRO1

Nimero mds probable de coliformes fecales en cocteles de pianguas
y frecuencia de muestras aceptables

Sitio de

NMP/100 mil, NMP/100 ml  Muestras
Muestreo Ambito x 10 % x 103* Aceptables
%
1 230. a> 24000 11000 0
2 70. a 1800 2400 0
3 0.02 a 2800 350 38
4 4.6 a> 24000 4000 0
S 0.5 a> 24000 3200
6 0.2 a 160 180 29
7 17. a> 24000 12000
8 1.7 a 16000 2100 0
9 24. a> 24000 11000 0
Promedio
General 0.02 a> 24000 5100 7.4

* El nivel maximo aceptable de coliformes fecales es de 0.23 x 103/100 ml
(Ingram, 1974).

CUADRO 3

Niveles de coliformes totales y frecuencia de
muestras aceptables segun la categoria
socio-economica de las tabernas

Categoria NMP/100ml  Muestras
Fx 103 Aceptables

%

A 9 400 S

B 2 100 40

C 8 200 28

minacién que presentaban las muestras prove-
nientes de dos tabernas (la No. 3 y la No. 6)
en cuanto a CT, CF y estafilococos eran signi-
ficativamente menores que el promedio de
todas las muestras. Habiéndose percibido un
olor a vinagre en una muestra procedente de
la taberna No. 3, se optdé por hacerle croma-
tografia de gases al filtrado y, en efecto, se
detectd dcido acético. De aqui en adelante
se hizo cromatografia de gases a las 22 mues-
tras restantes; ademds de dcido acético, detec-
tamos los dcidos propidnico, lictico y succi-
nico. Sin embargo, fueron las muestras de la
taberna No. 3 las que destacaron por un conte-
nido promedio de 18 meq de dcido acético/100
ml, en tanto que los cocteles de las demds
tabernas contenian entre 0 y 1.2 meq/100 ml
La concentracién de los otros dcidos orgdni-
cos mencionados estuvo al nivel de este ulti-
mo dmbito.
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CUADRO 4

Frecuencia de muestras con niveles aceptables de S. aureus en diversas
tabernas, con indicacion de su categoria socio-economica

Sitio de S. aureus Muestras
Muestreo X UFC/g Aceptables
# Categoria de muestra* %
1 A 1.500 0
2 A 240 0
3 (& 260 0
4 A 100 29
5 B 100 37
6 B 350
i (& 1100 13
8 B 450
9 (C 500 0
Promedio
General 500 9

* El maximo nivel aceptable para Staphylococcus aureus debe ser menor
de 100 unidades formadores de colonias (UFC) por gramo (Hall, 1975).

Los bajos niveles de bacterias en las mues-
tras de la taberna No. 6 quedaron sin explica-
cién, ya que habiamos completado el examen
del nimero de muestras anticipado para este
sitio cuando se inici6 €l estudio cromatogra-
fico.

Dado que el uso de dcido acético en ali-
mentos es licito, la prictica adoptada por la
taberna No. 3 ha de considerarse dentro de las
prerrogativas culinarias.

Estafilococos: Podemos ver en el Cuadro
4 que sélo 2 de las 9 tabernas presentan un
promedio de estafilococos aceptable y tam-
bién que sdlo en 3 de ellas (No. 4, No. 5y No.
7) se obtuvieron muestras con menos de 100
UFC/gramo, correspondiéndoles una frecuencia
de 29,37 y 13% , respectivamente. El nivel de
contaminaciéon por Staphylococcus aureus
exhibe una fluctuaciébn mucho menor entre
los promedios de cada taberna que la obser-
vada al respecto con los coliformes fecales
(Cuadro 1) o con los coliformes totales (no
se muestran esos datos). Esto y los niveles bas-
tante mds bajos de los estafilococos nos permi-
te sugerir que la contaminacién de las pianguas
con estas bacterias es mads reciente, tal vez en
la etapa del desconche y en la manipulacién al
preparar los cocteles.

Salmonelas: De las 66 muestras examinadas
se aislaron 103 cepas bioquimicamente compa-
tibles con salmonelas; de éstas, 46 (43%) resul-
taron positivas por suero anti-0 A-I. Lamenta-
blemente, perdimos parte de éstas antes de po-
derlas examinar con sueros especificos de gru-
po. Con estos ultimos reconocimos en mues-
tras de la taberna No.1, 2 cepas del grupo A y

1 del Cy; de la taberna No. 4, 1 cepa del gru-
po A; de la No. 7, 3 del Cy; de la No. 9, 2 del
B, para un total de 9 aislamientos identificados
hasta serogrupo.

Si recordamos que las normas internaciona-
les no permiten el mds minimo nivel de conta-
minacion con bacterias del género Salmonella
en alimentos listos para consumir (Speck,1976;
Hall, 1975), atin por este criterio deben ser cali-
ficados globalmente los cocteles de pianguas
como no aptos para el consumo humano.

No encontramos correlacion entre el nivel
de coliformes fecales en una muestra determi-
nada y la presencia de salmonelas. Esto estd
en concordancia con los resultados obtenidos
por Hood et al. (1983), los cuales le permiten
concluirque un bajo nivel de CF es altamente
indicativo de la ausencia de salmonelas, mads
no asf la situacion inversa.

Hemos demostrado que al consumir “cocte-
les de pianguas” se estd incurriendo en un riesgo
nada despreciable de contraer alguna de una se-
rie de enfermedades trasmisibles por esta via.
Es necesario hacer conciencia sobre este tipo de
situaciones por lo que ellas puedan afectar nues-
tra salud publica, asi como insistir en que estd
a nuestro alcance implantar medidas razonables
para corregir problemas como el que nos ocupa.
Basta trasladar los bivalvos recién sacados de sus
lechos de fango contaminado a pilas o estan-
ques con agua de mar libre de microorganismos
fecales para que los moluscos se autopurifiquen
en el transcurso de una a dos semanas (Phelps,
1911). Con esto se logra eliminar el primer es-
labdn en la cadena de contaminacién; luego, co-
rresponde a la inspeccién sanitaria verificar que
las operaciones de transporte, desconche, distri-
bucién y manipulacién y conservacién en los
sitios de consumo de estos mariscos, se ajusten
a las normas usuales aplicables a alimentos que
se consumen crudos.
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RESUMEN

Para un estudio de la calidad sanitaria de
moluscos al momento de comerlos, escogimos
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nueve tabernas de la Ciudad de San José dentro
de aquellas que usualmente tenian a la venta
“cocteles de chuchecas” (en realidad, de pian-
guas), de suerte que representaran tres niveles
socio-econémicos-sanitarios. De ellas adquiri-
mos un total de 66 muestras de cocteles para
su examen bacteriolégico por coliformes tota-
les y fecales, Staphylococcus aureus y salmo-
nelas.

Solamente un 7% de las muestras resultaron
ser de calidad apta para el consumo humano.
No encontramos correlacion entre la clasifica-
ci6n sanitaria de las tabernas y la calidad bac-
terioldgica del producto ofrecido en venta.
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