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I. INTRODUCCION

En la fabricacién del jamén enlatado, cuyo consumo se ha generalizado en extre-
mo, existen unas limitaciones precisas que aconsejan el empleo de temperaturas y
tiempos de calentamiento en ningiin modo superiores a los de pasterizacién. Incluso,
a fin de velar por la calidad del producto, evitando cambios fisicos en la gelatina y
en la estructura de la fibra muscular que habran de afectar a la nitidez en el corte,
se llegan a recomendar temperaturas de subpasterizacién (60° C) por algunos auto-
res.!® En todo caso el rango de temperaturas comprende de 60° C a 90° C, con tiempos
muy variables segtnla técnica y que van de unos pocos minutos a varias horas. Ello
plantea, sin duda, problemas microbiolégicos realmente sugestivos.

El jamén enlatado, en estas condiciones, es un alimento perecedero que debe
mantenerse a temperaturas de 0 a 2° C a la que conserva su calidad durante una a
fres semanas.

Si se vulnera esta regla, si se mantiene el jamén a temperatura ambiente, aunque
sea por espacio de unas horas, el producto alimenticio puede convertirse en un peli-
gro para el consumidor, ya que existe siempre presente una microflora abundante y
variada y las condiciones de actividad de agua a ., , pH, riqueza nutritiva, etc., son
muy adecuadas a la proliferacién de microorganismos.

Recientemente hemos realizado una amplia revisién bibliografica sobre micro-
biologia de las semiconservas y, en general, y por lo que respecta al jamén York,
se insiste actualmente sobre tépicos ya conocidos y que afectan a la microbiologia de
los géneros Streptococcus (Grupo D de Lancefield o enterococos), Micrococcus,
Staphylococcus y Clostridium 30 410 11 28 3132528238 14y 7_Se ohserva, en cambio,
la carencia de estudios microbiolégicos que hagan referencia al género Bacillus
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como tal, a pesar de que se reconoce ya ampliamente el B. cereus como gérmen signi-
ficativo en problemas sanitarios, como son las toxi-infecciones de origen alimenta-
o 1620 24 12 121 17,

Pero ademss, existen dos aspectos importantes que avalan en principio, la utili-
dad de este estudio.

Uno, el que la relacién de calentamiento tiempo /temperatura que se sigue, en
la tecnologia de la fabricacién del jamén enlatado es, frecuentemente, la 6ptima para
estimular la germinacién de los microorganismos esporulados, aerobios y anaerobios
facultativos. Otra, la naturaleza proteolitica del equipo enzimatico de muchas de las
especies pertenecientes a este género y, este hecho, unido al anterior, hace pensar en
que estamos frente a una causa frecuente de deterioro del producto cuando menos,
si no frente al origen de ciertos tipos de transtornos digestivos experimentados en los
consumidores habituales de semiconservas.

II. MATERIALES Y METODOS
1. Recogida de muestras.

La recogida de muestras se ha realizado a lo largo de un afio en proporcién de
2-3 semanales, ascendiendo a un total de 104 el nimero de muestras analizadas que
corresponden a 35 casas comerciales diferentes. El muestreo no ha tenido en modo
alguno, un caricter local, sino nacional, y se ha pretendido una méxima variacién
en las marcas, a fin de incrementar la representatividad en toda medida posible.

2. Incubacion previa.

Para seguir la investigacién microbiolégica cualitativa de las diferentes especies
del género Bacillus que pudieran encontrarse en las semiconservas, comenzamos por
someter el producto enlatado a una incubacién a la temperatura de 37° C por espa-
cio de 24 horas, en cuyas condiciones deberia producirse un enriquecimiento, en es-
pecial en las primeras horas, en que ha de existir una determinada tensién de Os.

3. Aislamiento.

Abierta la lata en condiciones de rigurosa asepsia, previo flameado con alcohol,
se tomaba un cubo de 2 cm de lado, seccionando en el centro de la muestra con bis-
turf estéril, se llevaba a un mortero estéril y finamente picado se homogeneizaba
con agua destilada estéril (10 c.c.). Del sobrenadante se sembraba 1 c.c. en dos tubos
de caldo de corazén y cerebro de ternera (BHI) preparado a partir de una marca co-
mercial de cultivo deshidratado. Al mismo tiempo se sembraba directamente con asa
de platino sobre dos placas de agar (caldo BHI mas 2 % de agar).

4. Incubacidn de los medios de cultivo

Las temperaturas de incubacién, tanto para cultivos liquidos como sélidos, fue-
ron de 30° C y 37° C. En otras palabras, se incubaron en series paralelas los cultivos
de enriquecimiento en caldo, iniciales en agar nutritivo y finales en el mismo medio -

a partir de caldo BHI.

5. Aislamiento.

Se realizé basdndose en la morfologia de las colonias y de los propios microor-
ganismos integrantes de éstas, previa coloracién por el método de Gram, consideran-
do, en principio, como integrantes del género los bacilos Gram +, de gran tamafio
{4-12 micras de longitud y 1-1,5 de grosor) esporulados o no (en fase vegetativa),
tanto si se agrupaban en forma de cadena larga, cadena corta o de manera aislada.

6. Identificacion

La experiencia previa de uno de nosotros 27 en la identificacién de especies del
género Bacillus nos aconsej6é seguir la linea trazada por SmITH y colaboradores,?®
universalmente aceptada, con ligeras modificaciones. Consistié, en resumen, en
la investigacién de las siguientes propiedades: morfologia, situacién y forma del es-
poro, movilidad, caracteristicas de crecimiento en agar-yema de huevo, produccién
de acetoina, hidrélisis de gelatina y almidén, crecimiento anaerdbico en agar-leche-
almidén con 1 % de glucosa, fermentacién de glucosa y manitol, reaccién de rojo
de metilo, crecimiento en caldo BHI con 7 % de cloruro sédico y reduccién de ni-
tratos a nitritos.

6.1. Estudio de la morfologia y disposicién de los esporos

Se llevé a cabo siguiendo la técnica de BarTHOLOMEW y MITTWER.®

Después de preparada la extensién de la forma habitual, se fija cuidadosamente
paséndola veinte veces por la llama del mechero. La tincién se lleva a cabo con una
solucién saturada de verde de malaquita en agua, durante un tiempo no inferior a
diez minutos. Sigue un lavado prolongado (10 minutos) con agua fria y finalmente se
lleva a cabo la coloracién de contraste con una solucién de safranina al 0,25 % du-
rante quince segundos.

6.2. Estudio de la movilidad

Se realizé mediante dos técnicas diferentes:
a) Examen en gota pendiente, a partir de un cultivo de 24 horas en infusién
de BHI.

b) Examen en agar gelatina nitritiva,® de la siguiente composicién: Peptona,
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10 gr.; Extracto de carne, 3 gr.; Cloruro sédico, 5 gr.; gelatina, 8 gr.; agar, 4 gr.;
agua destilada 1.000 ml. La mezcla se calienta en corriente de vapor, hasta que esta
completamente disuelta; se ajusta el pH a 7,2 utilizando una solucién alcalina. La
esterilizacién se lleva a cabo en el autoclave durante quince minutos a 121° C.
Después de extraer los medios del autoclave, se agita vigorosamente con el fin de di-
solver completamente la gelatina. La solidez del medio puede ser modificada cambian-
do la concentracién del agar.

Los tubos se siembran en picadura, a partir de un cultivo joven, de veinticuatro
horas, en caldo nutrivo (Difco), incubando el medio asi sembrado a 37° C durante
48 horas. Los tubos que den resultado negativo no deben considerarse como tales,
sino que deben ser incubados a temperatura ambiente (aproximadamente 25° C),
durante otros tres dias.

El resultado es claro. Los gérmenes méviles crecen hacia afuera de la zona de
inoculacién.

6.3. Caracteristicas del crecimiento en agar-yema de huevo.

Se utiliz6 el agar rojo fenol-yema de huevo,?® cuya composicién es la siguiente:
extracto de carne, 1 gr.; peptona 10 gr.; manitol, 10 gr.; cloruro sédico, 10 gr.;
rojo fenol, 0,025 gr.; agar 15 gr.; agua destilada 1.000 ml. Los ingredientes se mez-
clan calentando hasta ebullicién para disolver el medio completamente. Se ajusta
el pH a 7,2 y se esteriliza en el autoclave durante 15 minutos a 121° C. Una vez este-
rilizado y enfriado a 45° C, se le afiaden unos 10 ml de una emulsién de yema de hue-
vo preparada de la forma siguiente: Se limpian y esterilizan las céscaras de algunos
huevos frescos sumergiendo éstos en una solucién acuosa de cloruro mercirico al
0,1 %. Asépticamente se separan las yemas y se colocan en un vaso graduado esté-
ril. Se afiade un volumen igual de solucién salina estéril y se mezcla bien.

La inoculacién se hace en estria a través del centro, incubéndose las placas a la
temperatura éptima de crecimiento durante uno a cuatro dias.

La actividad lecitinasa; es decir, la hidrélisis de la lecitina del medio con yema
de huevo, da como resultado la formacién de zonas opacas en torno a la zona de cre-
cimiento bacteriano.

6.4. Reaccion de Voges-Proskauer y del Rojo de Metilo.

Se ha utilizado el medio MR.VP de Difco, cuya composicién esta perfectamente
establecida. Las instrucciones de preparacién del mismo, se han seguido estricta-
mente, por las recomendadas por dicha casa comercial.

Los tubos se inoculaban con indculo procedente de un cultivo de veinticuatro
horas en agar inclinado, manteniéndolo en incubacién a 37° C durante un minimo
de tres dias (hasta que se apreciaba un crecimiento completo en dicho medio).

Los reactivos utilizados para la investigacién de la acidez en la prueba del Rojo
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de Metilo, y de la produccién de acetil-metil-carbinol en la prueba del Voges-Pros-
kauer, han sido los siguientes:
1. Rojo de Metilo: solucién de Rojo de Metilo (0,1 gr. en 300 ml. de etanol
del 95 %, completando hasta 500 ml. con agua destilada).
2. Voges-Proskauer. Modificacién de Barrit:
a) Solucién de alfa-naftol al 6 %
b) Solucién de hidréxido potésico al 16 %.
Préctica de las reacciones.
1. Rojo de Metilo: Se afiaden unas 5 gotas del indicador a 5 ml. de cultivo.
Un color rojo, indicando un pH de 4,5 o inferior, se considera como resultado ppsiti-
vo. Si el color es amarillo, el resultado se anota como negativo.
2. Voges-Proskauer: A 1 ml. del cultivo se le afiaden 0,5 ml. de la solucién a),
e igual cantidad de la solucién b). Se agita el tubo. El desarrollo de coloracién roja,
generalmente a los cinco minutos, constituye una reaccién positiva.

6.5. Hidrélisis de la Gelatina.

Hemos utilizado la gelatina nutritiva de Difco, siguiendo en su preparacion
las instrucciones de dicha casa.

Una vez preparados los tubos con el medio, se inocula por picadura incubandose
a 20-25° C durante un tiempo de hasta 30 dias, anotando la forma y extensién de la
porcién de gelatina fluidificada.

6.6. Hidrélisis del almidén.

Hemos utilizado un agar almidén constituido por la adicién de 0,2 % de al-
midén soluble en agua, sobre la superficie plana de una placa de agar nutritivo.?
Una vez llenas y frias las placas de Petri con el agar nutritivo se hace una estria de
unos 5 cm de longitud a lo largo de la superficie de la placa, con un asa de platino
cargada con el crecimiento del organismo que se va a probar a partir de un cultivo
de veinticuatro horas en agar inclinado. Después de una incubacién a 37° C durante
48 horas y de cinco dias a 20° C se inunda la superficie de la placa con una solucién
saturada de yodo en alcohol de 50 %. Si el almidén es hidrolizable aparece una zona
traslicida alrededor del crecimiento, pero si permanece sin cambio el medio se
vuelve blanco y opaco.

6.7. Crecimiento anaerébico en agar-leche-almidén con 1 % de glucosa.

Hemos utilizado un medio de cultivo integrado por: agar nutritivo (Difco),
100 ml.; leche descremada reconstituida, 1 ml.; Almidén soluble en solucién al 10 %,
1 ml. Se afiade leche descremada reconstituida la solucién de almidén al agar nutri-
tivo fundido. Se mezcla y se reparte en tubos. Se esteriliza en autoclave durante veinte
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minutos a 121° C. Una vez estéril se mantiene el medio a 45° C y se le afiade la solu-
cién de glucosa esterilizada a su vez por filtracién, de tal forma que quede en una
proporcién del 1 %.

6.8. Reduccién de nitratos a nitritos.

Hemos utilizado un caldo nutritivo conteniendo 0,1 % de KNOs. La incubacién
se llev a cabo a la temperatura 6ptima, y la lectura se realizé después de 1, 3, 6 6 mas
dias, afiadiendo varias gotas de cada una de las siguientes soluciones a una pequefia
porcién de cultivo:

1.—Acido sulfanilico, 8 gr.; acido acético 5 N (una parte de acido acético gla-
ciar en 2,5 partes de agua) 1.000 ml.

2 —Dimetil-alfa-naftilamina, 6 ml; acido acético 5N 1 ml.

La aparicién de un color rojo fuerte, o de un precipitado amarillento pesado nos
indicaba la presencia de nitritos.26

6.9. Fermentacion de glucosa y manitol.

Hemos utilizado un medio base preparado con triptona 2 gr.; cloruro sédi-
co 0,5 gr. y agua destilada, 100 ml. al que se le ha afiadido un 1 % de glucosa o de
manitol, segiin el caso. Ademaés se le afiadié un indicador de pH, que fue precisamente
el Rojo de Fenol, en una proporcién de 0,01 %. La esterilizacién se llevé a cabo por
corriente de vapor en el autoclave durante tres dias consecutivos, en sesiones de trein-
ta minutos. Se inoculé a partir de cultivos en caldo nutritivo (Difco) de veinticuatro
horas. La incubacién se llevé a cabo a la temperatura éptima durante dos y siete dias.

El tipo I de esporo corresponde al de pared fina, no mas ancho que la forma ve-
getativa.

En el tipo II el esporo es mas ancho que la forma vegetativa y de pared gruesa.

7. Inoculaciones en animales de experimentacién.

Con este fin, de cada estirpe aislada se realizé un cultivo en caldo BHI, incu-
bando a la temperatura de 30° C por espacio de 48 horas. A partir de cada tubo de
ensayo se inocularon cobayos y ratones previa homogeneizacién de los cultivos por
agitacién excéntrica, a fin de suspender uniformemente el velo o sedimento, en su
caso.

A partir de cada cepa, en estas condiciones, se inocularon dos ratones por via
intraperitoneal (0,1 c.c. de la suspensién resultante de homogeneizar el cultivo de
veinticuatro horas), y un cobayo (0,5 c.c. por via intraperitoneal y 0,5 c.c. por via
subcuténea).
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En concreto se utilizé el siguiente esquema para la identificacion de las formas bacilares, esporuladas, meséfilas, aisladas de semicon-

servas earnicas:
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La diferenciacién de la variedad mycoide del Bacillus cereus se hizo en atencién a la forma rizoide de las colonias de la citada variedad.



II.  RESULTADOS

1. Nimero de muestras positivas

De 104 muestras solamente 22 resultaron positivas, lo que significa que tinica-
mente el 21 % de las muestras contenian una microflora esporégena de tipo aerobio
investigada cualitativamente después de un doble enriquecimiento.

£l

2. Frecuencia de las distintas especies aisladas.

El ntmero de especies aisladas fue de 22. De ninguna muestra de semiconservas
se aisl6 mas de una especie.

El nimero de estirpes diferentes dentro de cada especie y la propia relacién de
especies halladas es la siguiente:

ESPECIE FRECUENCIA

B BIevis woucvueceeieeceet ettt
B. cereus ............. .
B. cereus var. mycoides ..............eoueeeermeereereoneo
. coagulans .......coveevererennnen. crveriienenens
. laterosporus ............... e ettt e
. licheniformis ..
. magaterium ....
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3. Resultado de las inoculaciones

Los animales inoculados se observaron por espacio de quince dias y inicamente
una estirpe de B. cereus var. mycoides originé una peritonitis mortal a las 72 horas
para (f:l ratény a los seis dias para el cobayo. En el ratén, verificada la necropsia pudo
apreciarse una congestién general de mucosas y serosas, en especial el peritoneo,
llegando a producirse miositis y necrosis en la musculatura de la prensa abdominal.

.En el cobayo las lesiones resultaron bien manifiestas: focos de necrosis hemo-
rrégica en higado, pulmén, bazo, y rifién, congestién de peritoneo con abundante
exudado. Marcada necrosis del tramo grueso intestinal.

Las lesiones de necrosis, bastante tipicas, podrian resultar producidas por la
accién de la lecitinasa que al liberar colina de las lecitinas y esfingiomielinas y, pro-

bablemente, colamina de plasmalégenos y cefalinas (colaminfosfatidos), lograria

una accién necrotizante primaria.

IV. DISCUSION

En un estudio microbiolégico de carécter cualitativo, utilizando al maximo
las posibilidades de enriquecimiento de las muestras de semiconservas cérnicas, y
actuando sobre un niimero bien significativo de éstas, hemos encontrado que un
21 % de los envases conteniendo jamén pasterizado eran portadores de gérmenes
aerobios, esporulados, meséfilos del género Bacillus. Tales microorganismos se ha-
llaban en el espesor de las piezas musculares enlatadas.

Se identificaron once especies distintas correspondiendo las mayores frecuencias
a B. subtilis (cinco), B. licheniformis (cuatro) y B. cereus (tres).

Se demuestra una elevada patogenicidad en animales de experimentacién de
una de las estirpes de B. cereus aisladas. '

Estos resultados suponen una aportacién nueva a la microbiologia de las semi-
conservas cérnicas, al hacer énfasis en un grupo de microorganismos relegados a se-
gundo plano en este tipo de estudios.

Existen aspectos como la estimulacién de la germinacién de los esporos a las
temperaturas de pasterizacién y subpasterizacién unida a la capacidad proteolitica
potencial de la mayoria de las especies aisladas, aerobias, y anaerobias facultativas,
que se bastarian para explicar numerosos trastornos digestivos incriminados a se-
miconservas y que podriamos agrupar siguiendo a PIETTRE 22 en los fenémenos de
simple intolerancia, debidos a modificaciones fisico-quimicas, no perceptibles por
via sensorial, de los alimentos, pero capaces de originar trastornos de orden psi-
quico con manifestaciones de vémito, diarrea, dolores intestinales, etc., sin que pueda
hablarse de infeccién o intoxicacién propiamente dichas.

Por otra parte queda ya fuera de toda duda la importancia del B. cereus como
causa de intoxicaciones alimentarias y algunos autores subrayan la importancia de
los preparados carnicos a este respecto 19 20

El papel del B. licheniformis en las toxiinfecciones de origen alimentario pare-
ce cobrar también interés modernamente al haberse diagnosticado brotes téxicos de
este origen en Alemania y Francia.!3

No parece arriesgado pensar que determinadas estirpes de las especies del gé-
nero Bacillus, de equipo enziméatico complejo, puedan hallarse implicadas en casos
de intoxicacién alimentaria, aunque sus posibilidades de causar infecciones especi-
ficas, en atencién a una posible virulencia, quedan relegadas a ciertas cepas del
B. cereus, préximo pariente del B. anthracis, especie patégena por excelencia dentro

del género que nos ocupa.
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V. RESUMEN

Se ha realizado un estudio microbiolégico de 104 muestras de jamén enlatado
Hasterizado en orden a precisar la frecuencia de especies del género Bacillus en este
tipo de semiconserva. Unicamente el 21 % de las muestras analizadas contenian esta
clas.e de microorganismos, siendo las especies mds frecuentes B. subtilis, (5 %)
B. licheniformis (4 %), B. cereus (3 %), y B. brevis (2 %). ’

Los posibles efectos de toxigenicidad, virulencia e infectividad de las 22 espe-
cies aisladas se investigaron por inoculacién intraperitoneal de cultivos liquidos en
cobayo, y ratén. Unicamente una estirpe de B. cereus originé una peritonitis mortal
e inflamacién necrética de los 6rganos del S.R.E.

RESUME

On a effecttie une étude microbiologique sur 104 échantillons de jambon en
conerve pasteurisé, & fin de déterminer la fréquence des especes du genre Bacillus
dafls ce type de semi-conserve. Un 21 % seulement des échantillons analysés conte-
hailent cette classe d’organismes, les plus fréquentes étant B. subiilis (5 %), B. li-
cheniformis (4 %), B. cereus (3 %) et B. brevis (2 %). o

Les possibles effets de toxicité, virulence et infection des 22 especes isolées
furent investigués au moyen d’inoculation de cultures liquides dans le péritoine de
cobaye et de rat. Seulement une souche de B. cereus causa une péritonite mortelle
et une inflammation nécrotique dans les organes du S. R. E.

SUMMARY

A microbiological study has been made using 104 samples of canned pasteuri-
zed ham in order to establish the real incidence of the different specific members of
Bacillus genus, in this type of semi-processed canned foods. Only 21 per cent of the
analized samples were harboring this kind of microorganisms, the most frequente
sepecies being B. subtilis (5 por cent), B. licheniformis (4 per cent), B. cereus (3 per
cent) y B. brevis (2 per cent).

The possible toxigenic affects, virulence e infectivity in the 22 isolated species
were investigated by means of intraperitoneal injection of bacterial suspensions in
guinea pig and mice Only one strain of B. cereus caused a mortal infection and ne-
crotic inflammation in the S.R.E. orgnas.
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