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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Debido al consumo frecuente de alimentos precocinados ultracongelados en las Unidades, se estudian los
microorganismos indicadores de calidad higiénico-sanitaria. Lugar de realizacién: AALOG-61. Material y métodos: Muestreo aleatorio
de cinco unidades de muestra del mismo lote de alimento. Las muestras se transportan al laboratorio en un maletin isotermo y se man-
tienen en estado congelado a —20 °C hasta el momento del andlisis. Se utilizan las técnicas recomendadas en la bibliografia, y se inves-
tigan los siguientes grupos de microorganismos: aerobios meséfilos totales, Enterobacteriaceae totales, Streptococcus del Grupo D de
Lancefield, sulfitoreductores, coliformes totales, E. Coli, Staphylococcus aureus, Salmonella y Shigella. Resultados: Un 44,44% (20/45)
de las muestras analizadas (3 de croquetas de bacalao, 3 de croquetas de jamoén, 4 de empanadillas de bonito, 3 de mejillones, 2 de pa-
litos de mertuza, 2 de pizza y 3 de sanjacobo) superan las tolerancias microbiol6gicas utilizadas como referencia. El grado de incumpli-
miento afecta a los siguientes pardmetros: microorganismos aerobios meséfilos totales, el 2,22% (1/45); Enterobacteriaceae, el 15,55%
(7/45); y Streptococcus del grupo D de Lancefield, el 26,66% (12/45). Conclusiones: Streptococcus del grupe D de Lancefield, es €l mi-
croorganismo fndice que mas supera los limites microbiolégicos de referencia, y se detecta en mayor niimero de muestras que los coli-

formes totales. En ninguna de las muestras se ha detectado la presencia de Salmonella y Shigella.

PALABRAS CLAVE: Alimentos precocinados ultracongelados. Microorganismos.

INTRODUCCION

Los alimentos precocinados ultracongelados son aquellos que
se someten a una serie de manipulaciones culinarias en la industria
antes de aplicar una técnica de conservacién mediante ultraconge-
lacién. Abarcan a numerosas formas comerciales y alcanzan una
vida media larga, dependiendo de la composicion guimica. Son con
frecuencia un sistema de reserva de materia prima y suponen un
ahorro de tiempo y mano de obra en la preparacién de las dietas
alimenticias en los comedores colectivos de las Unidades.

Con la ultracongelacion se consigue que la temperatura del ali-
mento atraviese la zona comprendida entre —1° C y -5° C en menos
de 30 minutos, dando lugar a la formacién de numerosos y pe-
quefios cristales de hielo, con lo que se prolonga la vida util del
alimento al reducir el valor de la actividad de agua (Aw) y las
moléculas de agua no intervienen en reacciones quimicas en ¢l
metabolismo microbiano (1). Se considera alcanzada la ultraconge-
lacién en el momento en que tras la estabilizacién térmica la tem-
peratura en el centro geométrico del producto sea como minimo de
—18° C. A esta temperatura se considera e} cese total de la multi-
plicacién de microorganismos.

Los recuentos microbianos que presentan este grupo de ali-
mentos es variable dependiendo del constituyente bésico, contami-
nacion inicial de las materias primas, manipulacién y tecnologia de
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procesado (2). En pescados, mariscos y derivados, la disminucién
de los recuentos como consecuencia de la congelacién y su alma-
cenamiento, hace dificil en algunos casos establecer su calidad
previa a la congelacién (3), aunque no es previsible que Ios micro-
organismos presentes mueran rédpido mientras se mantienen en es-
tado congelado (4).

El efecto del frio sobre los microorganismos produce desnatu-
ralizacién y flocukacién de las protefnas celulares debido a la con-
centracién de solutos en el agua que queda sin congelar, dando
lugar a lesién subletal (5), lo que dificulta la interpretacién de los
resultados obtenidos para la promulgacién de normas y especifica-
C10ones.

MATERIAL Y METODOS

Se estudian los microorganismos de interés higiénico-sanitario
en un total de 45 muestras de alimentos precocinados ultraconge-
lados (Tabla 1), que se consumen frecuentemente en las Unidades.

Para la obtencidén de muestras se establece un muestreo alea-
torio (6), y se toman 5 unidades de muestra del mismo lote de ali-
mentos.

Las unidades de muestra se introducen en bolsas estériles, se
transportan al laboratorio en refrigeracién en un maletin isotermo,
y se mantienen en congelacién a —20° C hasta el momento del and-
lisis.

Al no existir legislacién especifica para este grupo de ali-
mentos, en cuanto a seleccién de pardmetros y valores de refe-
rencia, se han empleado las normas higiénico-sanitarias para in-
dustrias dedicadas a la preparacién y distribucién de comidas para
consumo en colectividades y medios de transporte (7) (Tabla 2).
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Tabla 1. Distribucion de muestras de alimentos precocinados ul-
tracongelados.

Alimentos prececinados ultracongelados N.° de muestras

Canelones 5
Croquetas de bacalao
Croquetas de jamén
Empanadillas de bonito
Mejillones

Menestra de verduras
Palitos de merluza

Pizza

th Lh h Lh Lh Lh h L

Sanjacobo
Total

.
h

Tabla 2. Limites microbiologicos de referencia para industrias de-
dicadas a la preparacion y distribucidén de comidas para consumo
en colectividades y medios de transporte.

Microorganismos
Salmonella

Shigella

Otras enterobacteriaceas

Con ingredientes sin tratamiento culinario
Ausencia en 50 g de producto

Ausencia en 50 g de producto
Menos de 1000 gérmenes por gramo
de producto

Escherichia coli Menos de 1000 gérmenes por gramo
de producto

Estreptococos D

de Lancefield
Estafilococos coagulasa
positivos

Menos de 100 gérmenes por gramo
de producto

Menos de 50 gérmenes por gramo
de producto

Menos de 1.000 gérmenes por gramo
de producto

Anaerobios sulfitoreductores

Gérmenes aerobios mesofilos  Menos de 10° gérmenes por gramo

de producto

Siguiendo las recomendaciones de Harrigan y MacCance (8), se
permite que la muesira ablande ligeramente tomando a continua-
cién 10 gramos de alimento de diferentes partes del mismo, y se di-
luye con 90 ml de agua de peptona tamponada (Microkit, Espafia),
para efectuar la homogeneizacion. El tiempo de revitalizacion es de
2 horas a temperatura ambiente de laboratorio.

Para el andlisis microbiolégico, se siguen los métodos reco-
mendados en la bibliografia (9-13).

Recuento de flora aerobia meséfila

Partiendo de la serie de diluciones decimales en agua de pep-
tona (Microkit, Espafia), se toman alicuotas de 1 ml, y se siembran
por duplicado en placas de Petri estériles, a las que se afiaden trans-
curridos menos de 10 minutos, }5 ml de agar para recuento en
placa (PCA, Oxoid, England). Se incuban a 31 + 1° C durante 72
horas. La media aritmética de las colonias contadas en dos placas
de Petri se multiplica por el factor de dilucidn, y el resultado que
se obtiene son los microorganismos por gramo de alimento.

Recuento de Enterobacteriaceae totales

A partir de la serie de diluciones decimales en agua de peptona
(Microkit, Espafia), se toman alicuotas de 1 mi, y se siembran por
duplicado en masa en agar bilis rojo violeta glucosa (VRBG,
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Oxoid, England). Una vez solidificado el medio de cultivo, se
afiaden 10 ml del mismo medio en la superficie para evitar el ex-
cesivo crecimiento y extensién de las colonias y facilitar el re-
cuento. Se incuba a 37° C = 1° C durante 24 horas. Se cuentan lag
colonias rojo vicleta con halo de igual color. Se halla la media arit-
mética y, se multiplica por el factor de dilucién para obtener los
microorganismos totales por gramo de alimento.

Recuento de Streptococcus del Grupo D de Lancefield

A partir de la serie de diluciones decimales en agua de peptona
(Microkit, Espafia), se siembra 1 mli de cada de las diluciones 10,
10 y 107, en tres series de tres tubos que contienen 10 ml de caldo
kanamicina aesculina azida ( KAA, Oxoid, England). Se incuba a
37° C durante 24 horas. Los tubos que presentan ennegrecimiento
se confirman sembrando 1 ml en placas de Petri con agar kanami-
cina aesculina azida (agar KAA, Oxoid, England). Se incuba a
37°C 24 horas. Se consideran positivas las colonias rodeadas de
halo color negro por hidrélisis de la esculina. Se leen en la tabla del
nimero més probable (NMP), los tubos positivos que han sido con-
firmados en el medio sélido y se obtiene el nimero de Strepto-
coccus D de Lancefield por gramo de alimento (NMP/g).

Recuento de formas esporuladas y vegetativas
de anaerobios sulfitoreductores

A partir de la serie de diluciones decimales en agua de peptona
(Microkit, Espafia), se siembra por duplicado I ml de cada una de
las diluciones en tubos con agar sulfito-polimixina-sulfadiazina
(SPS, Oxoid, England). Se coloca una capa de parafina estéril y se
incuba a 37° C durante 24 horas. Se cuentan las colonias de color
negro, que se muitiplican por el factor de dilucién y se obtiene el
nimero de microorganismos por gramo de alimento.

Recuento de coliformes totales

A partir de la serie de diluciones decimales en agua de peptona
{(Microkit, Espaiia), se siembra 1 ml de cada una de las diluciones
10", 107 y 107, en tres series de tres tubos que contienen 10 ml
caldo lactosado biliado verde brillante (Oxoid, England) con cam-
pana de Durham. Se incuba a 31° C durante 48 horas. Se consi-
deran tubos positivos los que presentan gas en la décima parte del
volumen de la campana v, se calcula el nimero de coliformes to-
tales por gramo de alimento (NMP/g), a partir de la lectura en Ja
tabla del mimero mds probable (NMP) para tres series de tubos.

Recuentos de Escherichia coli

Los tbos positivos en el recuento de coliformes totales se re-
stembran en ¢l mismo medio de cultivo incubando a 44,5 + 0,5°C
durante 24 horas. Los tubos que presentan gas se siembran en agar
Levine (Oxoid, England). Las colonias que presentan centro negro
y brillo metilico al observarlas con luz refleja, se consideran pre-
suntivamente E coli, y se someten a pruebas bioquimicas. Se se-
leccionan varias colonias v se subcultivan en agua de peptona (Mi-
crokit, Espaiia), y se incuba 44,5° C 24 horas. Se afiaden 0,5 ml de
reactivo de Kovacs. La reaccidn positiva se manifiesta por una co-
loracién rojiza en la parte superior del tubo. El nimero de E. Coli
por gramo de alimento (NMP/g), se obtiene mediante lectura en la
tabla del nimero més probable (NMP) para series de tres tubos, te-
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niendo en cuenta los tubos que han producido gas, el aspecto tipico
de las colonias en agar Levine y reaccién positiva a fa prueba de
indol.

Investigacion de Staphylococcus aureus

A partir de la serie de diluciones decimales en agua de peptona
(Microkit, Espafia), se siembra [ ml de cada una de las diluciones
107, 10* y 10% en tubos con 10 ml con caldo Giolitti Cantoni
(Oxoid, England). Cada tubo se cubre con una capa de parafina es-
téril para evitar el crecimiento de microorganismo del género
micrococcus v se incuba a 37° C 48 horas. En los tubos dénde se
produce reduccion del telurito, v que por tanto presentan ennegre-
cimiento, se consideran presuntivos de Staphylococcus aureus. Se
lee en la tabla del mimero més probable (NMP) para series de tres
tubos. Para el aislamiento de Staphylococcus aureus, se siembra
0,1 ml en placas de Petri con agar Baird-Parker (Oxoid, England)
y se incuba a 37° C 24 horas. Las colonias que presentan una co-
loracién negro brillante con halo translicido a su alrededor se re-
siembran en caldo infusién de cerebro y corazén (BHI, Oxoid, En-
gland), y se confirman bioquimicamente mediante prueba de
coagulasa y/o proteina A (Staphaurex Wellcome diagnostics, En-
gland) (14). Los tubos que han sido confirmados mediante pruebas
bioquimicas, se leen de nuevo en la tabla del nimero mas probable
(NMP), y los resultados se expresan por gramo de alimento
(NMP/g).

Investigacion de Salmonella

Se toman 50 gramos de alimento que se afiaden a 225 ml de
agua de peptona tamponada (Microkit, Espafia), y se incuba a
37° C 20 horas.

En la fase de enriquecimiento, se transfiere 1ml del caldo de
preenriquecimiento a 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis (Micro-
kit, Espafia), y 10 ml a 100 ml de caldo selenito cistina (Oxoid, En-
gland), y se incuba a 43° C y 37° C durante 24 horas, respectiva-
mente, Para el aislamiento se utiliza agar verde brillante (Oxoid,
England) y agar Hektoen (Oxoid, England), y se incuba a 37° C du-
rante 24 horas. Se consideran colonias presuntivas las que crecen

Tabla 3. Vizlores minimos y mdximos de microorganismos.

en ¢l medio Hektoen de color verde azulado con centro negro y en
el medio verde brillante de color rosdceo translicido.

Las colenias sospechosas se subcultivan en agar nutritivo, se in-
cuba a 37° C durante 24 horas. Las pruebas bioquimicas se ensayan
en el dispositivo BBL® Enterotube™ II (Becton Dickinson, Ger-
many).

Investigacion de Shigella

La investigacion de Shigella se inicia efectuando una revivifi-
cacién en 225 ml de caldo EE Mossel (Difco Laboratories, USA) a
partir de 50 gramos de alimento, y se incuba a 37° C durante 20
horas. El aislamiento se hace en el agar xilosa-lisina-desoxicolato
(XLD, Oxoid, England) y agar MacConkey (Oxoid, England), in-
cubando a 37° C 24-48 horas. Las colonias presuntivas en agar
MacConkey son traslicidas v sin coloracién, y en agar XLD son de
color rosdceo transparente. A partir de las colonias sospechosas, se
siembra en agar nutritivo (Oxoid, England) incubando a 37° C 24
horas, y se realizan pruebas bioquimicas mediante el dispositivo
BBL® Enterotube™ II (Becton Dickinson, Germany).

RESULTADOS

En la tabla 3 se recogen los resultados de los recuentos de mi-
croorganismos aerobios meséfilos totales, Enterobacteriaceae,
Streptococcus del grupo D de Lancefield, sulfitoreductores, coli-
formes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

En la Figura 1 se representan los porcentajes de microorga-
nismos indices e indicadores detectados con relacién al total de
muestras. Es de resaltar que los Streptococcus del grupo D de Lan-
cefield se detectan en el 91,11% de las muestras y los coliformes
enel 77,77%.

Un 44,44% (20/45) de las muestras analizadas (3 de croquetas
de bacalao, 3 de croquetas de jamon, 4 de empanadillas de bonito,
3 de mejillones, 2 de palitos de merluza, 2 de pizza y 3 de sanja-
cobo) superan los limites microbiolégicos utilizados como refe-
rencia. El grado de incumplimiento afecta a microorganismos ae-
robios meséfilos totales, el 2,22% (1/45), a Enterobacteriaceae, el
15,55% (7/45), y a Streptococcus del grupo D de Lancefield, el
26,66% (12/45) (Tabla 4). Se observan diferencias significativas (p

Muestras AM* ENT* ST SULF* COL- E. COLI ST
Canelones 1.10°9,2.10° 0-1.10 0-39 0 0-23 0-4 0
Croquetas de bacalao 1.10%1,4.10° 0-2.10° 14-2400 0 15-240 0 0
Croquetas de jamén L10-9.1(F 0-1,9.10* 9-2400 0-2.10! 0-92 0 0-4
Empanadilia de benito 2.10%-4,5.10° 0-2,7.10¢ 23-2400 0-3.10¢ 23-150 0 0
Mejillones 6.10%-2,4.10° 5.10:-6.10* 23-2400 0 43-240 0 0
Menestra 6.10%-2.4.10° 4,10'-5.10 0-23 ¢] 43-240 0 0
Palitos de merluza 2.10%-5.100 0-2,6.10¢ 23-2400 0-1.10 0-240 0 0-4
Pizza 4.10°-6,4.10° 0-1,6.10¢ 0-2400 0 0-23 0 0
Sanjacobo 1,4.10°-3.310° 0-4,6.10¢ 23-2400 0 23-2400 0 0

* Microorganismos por gramo de alimento,

Leyenda:

1+ Microorganismes acrobios meséfilos totales.
*. Enterobacteriaceae totales.

<. Streptococcus del grupo D de Lanceficld.

4 Sulfitoreductores.

. Coliformes totales.

', Staphylococeus aurcus,
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Figura 1. Porcentajes de microorganismos indices e indicadores
detectados.
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Leyenda:

AMT: Microorganismos acrobios meséfilos totales,
ENT: Entcrobacieriaceac totales.

ST:  Swreptococcus det grupo D de Lanceficld.
SUL: Sulfitoreductores.

Col:  Coliformes totales.

STF:  Swaphylococcus avrcus.

Tabla 4, Distribucion de muestras que superan los valores de re-
Jerencia.

Muestras AMT- ENT® ST Total
Croquetas de bacalao 1 1 2
Croguetas de jamdn 1 2 3
Empanadilla de boenito 2 2 4
Mejillencs 2 1 3
Palitos de merluza 2 2
Pizza 2 2
Sanjacobo 1 2 3
Total 1 7 12 20
Grado de incumplimiento  2,22% 15,55% 26,66% 44.44%
(1/45) (7/45) {12/45) (20/45)

< 0,05) mediante pruecba ANOVA entre canelones y empanadillas
de bonito; y entre sanjacobo y menestra, respecto a los recuentos
de Streptococcus. Staphylococcus aureus se afsla en una muestra
de croquetas de jamdn y, en otra de palitos de merluza. En ninguna
de las muestras sc aisla Salmonella y Shigella.

DISCUSION

El contenido real de microorganismos presentes en los ali-
mentos precocinados ultracongelados, puede exceder, del determi-
nado por los métodos habituales de andlisis microbiolégico,
cuando el tiempo de revitalizacidn, no es suficiente para recuperar
todos los microorganismoes con lesién subletal. El periode de revi-
talizacidn utilizado en este estudio, coincide con el descrito por
otros autores para ¢l aislamiento de cepas de E coli 0157:H7 de ve-
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getales congelados contaminados con células de E coli dafiadas
(15). Se ha observado que la congelacién a —20° C produce una re-
duccién en el nimero de cepas control de 1 a 2 unidades logarit-
micas por grame después de un afio (16).

Los Streptococcus del grupo D de Lancefield o enterococos, por
su resistencia a la congelacién, son los indicadores preferidos en la
evaluacién de deficiencias higiénicas y de limpieza y desinfeccion
en las industrias de congelacién de alimentos, pero su presencia
guarda escasa relacién con la presencia de patdgenos ecolégica-
mente relacionados, que son menos resistentes; pero se utiliza
como indice de presencia o ausencia de alguno de los microorga-
nismos patégenos eliminados por Ias heces (17). Al tratarse de un
microorganismo resistente a las condiciones extremas de tempera-
tura, puede considerarse un marcador fiable en este tipo de ali-
mentos.

Ademds los enterococos, estdn més estrechamente relacionados
con el recuento de microorganismos aerobios meséfilos totales que
con el grupo coliformes, segin los resultados obtenidos en este es-
tudio. En muestras conservadas a —20° C durante 1-3 meses sobre-
viven el 81% de los enterococos v el 75% de los coliformes (18).

En la bibliografia revisada, los recuentos microbianos para este
tipo de alimentos son variables. En uno de los trabajos (19) se ob-
tienen recuentos superiores a 106 ufc/g de aerobios meséfilos to-
tales y menos de 2.10% ufc/g de Enterobacteriaceae en camarones
congelados. También en camarones congelados (20) se hallan ae-
robios meséfilos totales, 2,55.10* ufc/g; coliformes fecales,
30,62/g; recuentos bajos de Staphyloccoccus aureus y ausencia de
Salmonella. En otro estudio sobre recuentos de aerobios mesdfilos
totales por gramo (21) en vegetales congelados, se obtienen 4,5.10°
en coliflor, 8,5.10°, y 6,8.10* en guisantes. Algunos autores (22)
proponen que el nimero méximo de microorganismos en las horta-
lizas congeladas debe estar comprendido entre 1.10° y 5.10° micro-
organismos viables por gramo.

En cuanto a microorganismos patégenos: Salmonella, Shigella
y Staphylococcus aureus; se obtienen recuentos bajos o ausencia, y
coincide con los datos bibliograficos consultados. Puede ser debido
a la implantacién en las industrias alimentarias, ¢l sistema de and-
lisis de peligros y puntos de control critico (APPCC). La presencia
de Staphylococcus aureus, puede ser ocasionada por una contami-
nacién vehiculada por manipuladores de alimentos,

Se observa una escasa correlacién entre la presencia de entero-
cocos vy de Escherichia coli; esto puede tener explicacién, teniendo
en cuenta que Escherichia coli, es un microorganismo que se con-
sidera sensible a la ultracongelacién.
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