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INTRODUCCION

La cria de mejillones (Mytilus edulis L.) en viveros o criaderos artificiales,
a donde llegan los efectos de la contaminacion de las aguas por vertidos o
efluentes de origen humano y animal, determina el que estos moluscos conten-
gan en el momento de su recoleccién microorganismos de procedencia enté-
rica, algunos de ellos patégenos para el hombre. Por esta razon, desde el punto
de vista sanitario, procede la prohibicion de la venta directa de los moluscos
obtenidos en las citadas condiciones y la obligacion de su depuracion por
procedimientos adecuadamente controlados ue aseguren el saneamiento del
alimento.

El conocimiento de la contaminacién por microorganismos de procedencia
entérica de los moluscos cultivados en aguas litorales tiene una doble impor-
tancia, puesto que a la vez que es una medida de la adecuacion sanitaria de las
aguas para estos cultivos, es también un indice que puede utilizarse para
evaluar el grado de peligrosidad de los moluscos para el consumidor y para
establecer procedimientos eficaces de depuraciaon.

Existen pocos trabajos espaiioles en este campo, e incluso algunos de los
publicados han sido realizados con técnicas que hacen dudar de los resultados.

Con el fin de conocer la cuantia y el tipo de contaminacion de los
moluscos bivalvos cultivados en la Ria de Arosa (Pontevedra), se estudiaron
una serie de muestras de mejillones sin depurar procedentes de esta Ria. Se
eligieron como indicadores de contaminacion los recuentos en placa a 35°C de
la flora aerobia, los recuentos de coliformes y de estreptocos fecales, y la
presencia o ausencia de estafilococos coagulasa positivos.
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En el presente trabajo se da cuenta de los resultados obtenidos por lo que
se refiere a los recuentos de coliformes, asi como a la clasificacion de las

cepas aisladas pertenecientes a este grupo de gérmenes.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. Las muestras estudiadas procedian de distintos puntos de la |
Ria de Arosa (Pontevedra) y fueron tomadas durante los meses de diciembre, - W
enero, febrero y mayo (Tabla I). En el mapa de la Fig. 1 se situan geografica- esTERO % vova
mente las dreas de muestreo. Las muestras se tomaron directamente de los ¥ & PADRON
viveros, se depositaron en saquitos de red de fibra de plastico y se trasladaron OKS /
inmediatamente al laboratorio en una nevera portatil refrigerada. Cada mues- NURS
tra consistia en unos tres kg. de mejillones. Desde la toma de muestras en 2
origen hasta la llegada de éstas al laboratorio no transcurrieron en ningin caso N
mas de doce horas. “ SON \

Una vez las muestras en el laboratorio. se conservaban en frigorifico a
4-5°C hasta el momento de ser manipuladas. El tiempo transcurrido entre la quv

. . .. RIANXO
llegada de las muestras al laboratorio y su siembra nunca excedio de cuatro & [

Boiro
horas. o @ N
. .. . (
De cada saquito se tomaba una muestra de doce mejillones, cuidando de ESCARABOTE @
. . . v VILLAGARCIA
hacerlo de distintas partes del mismo. Los mejillones muestreados estaban (@) [cobo dgiocrz © @ DE AROSA
N

perfectamente cerrados y no presentaban ninguna anormalidad externa. La ® Q
v VILLAJUAN

preparacion de la muestra para su analisis microbiologico se hacia en la forma L"”E’L“@
. , s . ISLA DE
recomendada por la American Public Health Association (APHA. 1970). Se AROSA

tomaron unicamente los cuerpos de los mejillones y no el liquido intervalvar. PALMEIRA 1
Reunidos los fincv cuerpos en el vaso estéril de un hmm»gt;nm/,udur., se anadia SHYEUGENIA 27 Plars corsso O
una cantidad igual en peso de agua de peptona estéril al 0.5 <% y la homogenci- » '©) s Do

zacion se realizaba a unas 6.000 rpm durante dos minutos. A partir de este 45527’;%5- . O
~

homogeneizado. se hacian las diluciones decimales convenientes. utilizando el ®

, CAMBADOS

mismo diluyente. La dilucion mas concentrada utilizada en las siembras fue v & 3 ]

Ja 107, EL GROVE
Determinacion de coliformes por el NMP. La técnica seguida tanto para la T

determinacion de coliformes totales como la de coliformes fecales por el NMP {b X V,J/

fue la recomendada por la American Public Health Association para el agua de

mar y los moluscos (APHA, 1970). El medio para probables coliformes fue el P SANGENJO

caldo lauril sulfato triptosa (DIFCO) y el inoculo de I ml. Se sembraron 5 tubos v g

por dilucion. Las siembras se practicaban con la mayor rapidez posible, una 4

vez realizadas las diluciones. Los tubos sembrados se incubaban a 35°C,

haciendo las lecturas a las 24 y 48 horas. y anotando los tubos positivos

(crecimiento con formacion de gas). Los tubos positivos eran confirmados en

caldo lactosa verde brillante con 2 ¢ de bilis (DIFCO) por incubacion a 350C Fig. 1.-Procedencia de la~‘ muestras. En el interior de los circulos se indica el namero de
muestras procedentes de cada drea de muestreo.
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durante 48 horas. Los tubos que presentaban crecimiento con formacion de
gas se consideraron positivos de coliformes confirmados (= coliformes totales).

Para la determinacién de coliformes fecales, se seleccionaron los tubos
positivos de gas en caldo lauril sulfato triptosa y se resembraron en tubos de
caldo E. C. (DIFCO). Los tubos sembrados se incubaron en un baio de agua
circulante a 44,5 = 0,2°C. Las lecturas se hicieron a las 24 horas. Los tubos
que mostraban turbidez con formacion de gas se consideraron como positivos
de coliformes fecales.

El NMP de coliformes totales y de coliformes fecales se calculaba a partir
de los resultados positivos de las diluciones adecuadas con ayuda de una tabla
de NMP.

Recuento en placa e identificacion de coliformes. Los recuentos directos
en placa de coliformes se llevaron a cabo como paso previo para la identifica-
cién de estos gérmenes, de la que se iba a obtener informacion de como estaba
constituida la poblacién de coliformes presentes en los mejillones. A continua-
cién se senala la técnica seguida. De las diluciones correspondientes a cada
muestra se sembraba por el método de profundidad en placas de agar desoxi-
colato lactosa (DIFCO), dos placas por dilucién, cuidando de que la tempera-
tura del agar fundido fuese lo mas baja posible, ain manteniéndose el medio
en estado suficientemente fluido. Una vez solidificado el medio, se afadian 5
ml. de medio no sembrado para cubrir la superficie. Las placas se incubaban a
35°C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se hacia el recuento de las
colonias lactosa positivas: rojas con opacidad del medio circundante. A partir
de la media de los recuentos de ambas placas de una misma dilucion, se
calculaba el nimero de «probables» coliformes por gramo de carne de mo-
lusco. A continuacién, se tomaban por muestreo al azar con ayuda de una
tabla de nameros aleatorios (ICMSF, 1974) entre 5 y 10 colonias, segin el
nimero de colonias presentes. Cada una de las colonias muestreadas se
sometia a la prueba de la fermentacion de la lactosa en caldo lactosa verde
brillante 2 % de bilis (DIFCO) para comprobar esta propiedad. También se
realizaba una tincién por el método de Gram. La cifra de coliformes «confir-
mados» se obtenia corrigiendo la cifra de «probables» coliformes con ayuda del
dato del porcentaje de las colonias estudiadas procedentes de cada muestra de
mejillones que cumplian ambas condiciones: fermentacion de la lactosa y
morfologia de bacilos Gramnegativos.

Las cepas confirmadas como coliformes del modo sefialado se sembraban
en agar eosina azul de metileno y se sometian después a las pruebas IMViC. Con
los resultados de estas pruebas correspondientes a las cepas de coliformes
procedentes de las 17 muestras de mejillones estudiadas se obtuvieron los
porcentajes de los distintos tipos INViIC presentes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I se dan los recuentos obtenidos por la técnica del NMP de
coliformes totales y de coliformes fecales, y en la Tabla 1l se agrupan estos
resultados por frecuencias. Se observd una distribucion bastante uniforme de

TABLA 1

Recuentos de coliformes en mejillones sin depurar

N.® de NMP/gr Recuentos directos
la Mes de en placa (1)
muestra recogida Totales Fecales Coliformes/gr
1 Diciembre 110 17 50
2 » 7 & 10
3 » 2.400 49 1.080
4 Enero 221 46 161
5 » 170 11 112
6 » 130 - 77
7 » 95 - 180
8 » 1.600 95 10.700
9 » 110 - 104
10 » 95 4 280
11 Febrero 13 - 26
12 » 49 8 180
13 » 70 . 54.
14 Mayo 2 - 15
15 » 4 . 11
16 » 33 4 64
17 » 5 s 4.7

(1) De agar desoxicolato lactosa. Corresponden a coliformes «confirmados». obtenidos corrigiendo la cifra
de «probabless» coliformes con avada del dato del porcentaje de colonias comprobadas como coliformes.
* Significa ausencia en 0.1 gr.

las cifras de coliformes totales, ya que de las 17 muestras estudiadas, en 11
(64,70 %) estaban comprendidas entre 11 y 1.000 gérmenes por gramo: en 6
(35,30 %) entre 11 y 100, y en 5 (29,40) entre 101 y 1.000. De las 6 muestras en
las que se obtuvieron cifras extremas, 4 (23,53 %) contenian menos de 10
coliformes totales/gr., y 2 (11,77 %) mas de 1.000. La mediana de las cifras

TABLA 11
Distribucién de frecuencias de coliformes totales y de coliformes fecales en mejillones
sin depurar (NMP/gr)

Totales Fecales
Clases Frecuencias Clases Frecuencias
Menos de 10 4 (23.53 %) Ausencia en 0.1 gr 9 (52.94 %)
Entre 11y 100 6 (35.30 <) Entre 1y 100 8 (47.06 %)
Entre 101 y 1.000 5 (29.40 %) Mis de 100 0
Mis de 1.000 2 (11.77 %)
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obtenidas fue de 95. Se observé una disminucion importante de los recuentos
de coliformes totales correspondientes a las muestras de mayo en relacion con
los meses de invierno. Esta disminucion puede interpretarse como debida a
una menor contaminacién de las aguas marinas de los criaderos en esta época
del afio, por menor cuantia de las lluvias y de los movimientos de las aguas
marinas.

AYRES (1975) estudié 169 muestras de moluscos bivalvos procedentes de
diversas costas del Reino Unido, la mayoria de ellas depuradas. encontrando
que 67,2 % contenian menos de 10 coliformes/ml, el 17,3 % entre 10 y 100 y el
15,5 % restante mas de 100. Los recuentos fueron realizados por este autor en
agar de MacConkey n.” 3 (OXOID) por la técnica de «rolltubes. THOMPSON y
otros (1976) estudiaron la contaminacion de ostras, agua y sedimento de la
Bahia de Galveston, Texas, Estados Unidos. Los recuentos de coliformes
(NMPJgr) en ostras oscilaron entre 0 y 2.400 (media de 81,3). De las 54
muestras estudiadas, 49 (90,7 %) fueron positivas de bacterias coliformes en 1
gr. Estos resultados son muy similares a los obtenidos por nosotros. ANDREWS
y otros (1975), en un amplio trabajo en el que relacionan los indices de
coliformes totales y coliformes fecales en ostras y en las aguas de los viveros
con la presencia real de salmonelas en estos moluscos, dan recuentos de
coliformes totales en 539 muestras de ostras procedentes de dreas «aproba-
das», «aprobadas condicionalmente», «restringidas» y «prohibidas», en los
Estados Unidos. Transformados sus resultados (que expresan en NMP/100 gr)
en NMP/gr, y calculando los porcentajes correspondientes a cada frecuencia,
se observa que el 32,65 % de las muestras contenian menos de 10 coliformes
totales/gr, el 22,45 % entre 11 y 100, el 20,96 % entre 101 y 1.000, y el 23,93 %
restante mds de 1.000. Comparados con los nuestros, estos porcentajes
indican una mayor frecuencia de los recuentos extremos, lo que puede expli-
carse por la més diversa procedencia de las muestras.

Por lo que se refiere a la posible presencia simultinea de microorganis-
mos patégenos de procedencia entérica, e incluso como medida de la aptitud
sanitaria de las aguas para la cria de moluscos, se concede un mayor signifi-
cado en la actualidad a los coliformes fecales que a los coliformes totales. Los
resultados por nosotros obtenidos sobre coliformes fecales ponen bien de
manifiesto la contaminacion de los mejillones estudiados por efluentes de
origen fecal, ya que de las 17 muestras estudiadas, en 8 (47 %) se puso en
evidencia la presencia de estos gérmenes en 0,1 gr. Cabe suponer con funda-
mento a la vista de los resultados de la Tabla I que si se hubiese ensayado la
siembra de 1 gr de producto, la mayoria de las muestras hubieran sido
positivas de coliformes fecales. En la Tabla Il se da la distribucion de frecuen-
cias relativas a estos gérmenes: ausencia en 0,1 gr en 9 (53 %) muestras, 8
(47 %) muestras contenian entre 1 y 100, y ninguna de ellas dio una cifra
superior a 100 coliformes fecales/gr.
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Segiin NEUFELD ( 1971), en Canada viene funcionando desde hace muchos
anos una norma aconsejada para ostras: menos de 230 coliformes fecales/100
gr. Iguales exigencias, pero con caricter legal, estan en vigor en los Estados
Unidos desde 1964 para ostras al nivel de la venta al publico (U. S. Department
of Health, Education and Wellfare, 1965). En Inglaterra, la norma aceptada
para moluscos bivalvos sin depurar es de 5 E. coli/ml de tejido (SHERWOOD y
THoMSON, 1953) y para los depurados de 2 E. coli/ml (Woob, 1963). La legisla-
cién espanola exige que todo molusco depurado no debe contener mas de 500
E. colillitro.

AYRES (1975), en el trabajo a que hacemos referencia antes, indica que el
95,1 % de las muestras contenian menos de 5 E. coli/ml, y el 92,8 % menos de
2/ml. Sélo el 2,95 % de las muestras contenian mas de 15 E. colilml. A su vez,
THOMSON y otros (1976) dan cifras de coliformes fecales (NMP/gr) en ostras
entre 0 y 430 (media 28,2). De las 54 muestras estudiadas, 40 (74,1 %) eran
positivas en 1 gr. En el trabajo de ANDREWS y otros (1975), antes mencionado,
aproximadamente la mitad de las muestras (49,72 %) contenian menos de 2.3
coliformes fecales/gr, el 33,57 % entre esta cifra y 100, y el 16,7 % restante
mas de 100. El mayor porcentaje de los recuentos extremos, comparados con
nuestros resultados, es posible interpretarlo en el mismo sentido que para
coliformes totales (véase antes).

Como ya hemos indicado anteriormente, paralelamente al recuento de
coliformes por el NMP se ilevo a cabo su recuento directo en medio sélido,
como paso inicial para la identificacion bioquimica de los tipos IMViC de
coliformes presentes en los mejillones. Se pensaba obtener de este modo una
informacion real de cémo estaba constituida esta poblacién de coliformes en
los mejillones sin depurar. En la Tabla I se dan los recuentos de coliformes
«confirmados» en agar desoxicolato lactosa, obtenidos corrigiendo las cifras de
«probables» coliformes con ayuda del dato del porcentaje de colonias proce-
dentes de cada una de las muestras comprobadas como coliformes. La me-
diana de estos recuentos fue de 77, algo inferior a la mediana de coliformes
totales por el NMP que fue de 94. De las 123 colonias muestreadas en agar
desoxicolato lactosa, unicamente 70 estaban constituidas por bacilos Gramne-
gativos que fermentaban la lactosa, lo que confirma la escasa especificidad de
este medio para el recuento directo de coliformes. Por esta razén, en lugar del
agar desoxicolato lactosa cada vez se usa mas para el recuento de coliformes
en alimentos el agar lactosa bilis cristal violeta rojo neutro (FIL, 1958-74;
APHA, 1972; HARRIGAN y McCance, 1976). En la Tabla I se recoge la
clasificaciéon en tipos IMViC de las 70 cepas de coliformes estudiadas. El 10 %
correspondia a E. coli tipo I (el verdadero coli de origen fecal). Otro 10 % a E.
coli tipo II. Los tipos intermedios representaron el 20 %. Al género Enterobac-
ter se adscribieron el 20 % de las cepas. El resto (40 %) pertenecian a otros
diversos tipos IMViC.
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TABLA III
Clasificacién IMViC de las cepas de coliformes aisladas a partir de las siembras en agar
desoxicolato lactosa (1)

Gas en . N
('i:l](f‘l:i E';(-C' li’\I’il\l/)(l'C I:J([u(llf Porcentaje

Escherichia coli

Tipo | + + + - - 7 10,00

Tipo 11 - -+ - - 7 10,00 20.00
Intermedios

Tipo 1 - -+ - + 10 14.29

Tipo 11 - + + -+ 4 5.71 20.00
Enterobacter aerogenes

Tipo 1 - - -+ + 2 2,85

Tipo 11 - + -+ + 1 1,43
Enterobacter cloacae® - - — 4+ + 11 15,72 20,00
Irregulares

Diversos tipos 28 40,00 40,00

70 100,00 100,00

(1) Segin la clasificacion de THATCHER y CLARK (1973).
*  Diferenciable del E. aerogenes Tipo | por no fermentar el inositol.

RESUMEN

En este trabajo se estudia la contaminacién por coliformes de los mejillo-
nes sin depurar procedentes de la Ria de Arosa (Pontevedra).

De las 17 muestras ensayadas, en 6 (35 %) la cifra de coliformes totales
estaba comprendida entre 11 y 100, y en 5 (29 %) entre 101 y 1.000. De las 6
muestras en las que se obtuvieron cifras extremas, 4 (24 %) contenian menos
de 10 coliformes totales/gr, y 2 (12 %) mas de 1.000. La mediana de los valores
obtenidos fue de 95. Las muestras correspondientes al mes de mayo presenta-
ron una contaminacién menor que las de los meses de invierno.

Por lo que se refiere a los coliformes fecales, 8 (47 %) de las muestras
fueron positivas y en 9 (53 %) no se puso en evidencia la presencia de estos
gérmenes en 0,1 gr de producto.

El estudio de 70 cepas de coliformes aisladas en medio sdlido, puso de
manifiesto que el 10 % correspondia a E. coli tipo 1. Otro 10 % a E. coli tipo
II. Los tipos intermedios representaron el 20 %. Al género Enterobacter se
adscribieron el 20 % de las cepas. El resto (40 %) pertenecian a otros diversos
tipos IMViC.

Los resultados obtenidos ponen bien de manifiesto la contaminacién de
los mejillones procedentes de la Ria de Arosa por efluentes de origen fecal, el
riesgo que su consumo puede llevar consigo y la necesidad de una depuracién
adecuada antes de su comercializacién.
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RESUME

Dans ce travail on étudie la contamination par des coliformes des moules
non-dépurées provenant de la «Ria de Arosa» (Pontevedra).

Dans 6 (35 %) des 17 échantillons essayés. le chiffre de coliformes con-
firmés était compris entre 11 et 100. et dans 5 (29 %) autres, il était entre 101
et 1.000. Des 6 échantillons dans lesquels on a obtenu des chiffres extrémes, 4
(24 %) contenaient moins de 10 coliformes confirmés/gramme. et 2 (12 %) en
contenaient plus de 1.000/gramme. La médiane des valeurs obtenues a été de
95. Les échantillons correspondants au mois de Mai on présenté une contami-
nation inférieure a celle des mois dhiver.

Quant aux coliformes fécaux, 8 (47 %) des échantillons out été positifs, et
dans 9 (53 %) d’entre eux il n'a pas eu dévidence de la présence de ces
germes dans 0,1 grammes de produit.

L’étude de 70 souches de coliformes isolées dans un milieu solide a
montré que le 10 % correspondaient a I'Escherichia coli type 1. Un autre 10 %
correspondaient a I'Escherichia coli type Il. Les types intermédiaires ont
représenté le 20 %. Un 20 % des souches appartenaient au genre Enterobac-
ter, et les restantes, 40 %, a d’autres types IMViC différents.

Les résultats obtenus montrent la contamination des moules étudiées par
des efluents d’origine fécale. le risque entrainé par leur consommation et la

nécessité d’une dépuration appropriée avant leur comercialisation.

SUMMARY

This work deals whith coliform contamination of raw non purified mussels
harvested at the Ria de Arosa. Pontevedra, Spain.

17 samples were examined and found to have the following coliform
counts distribution: 4 (24 %) less than 10 MPN/gr, 6 (35 %) 11-100/gr, 5 (29 %)
101-1,000, and 2 (12 %) more than 1,000/gr. The median of the counts was
estimated in 95. Samples harvested in May have lower counts than those
harvested in the winter months.

Faecal coliforms were not detected in 0,1 gr in 9 (53 %) of the samples,
and found to be less than 100/gr in the remaining.

70 strains of coliforms isolated in a solid medium were classified as
follows: 10 % E. coli type 1, 10 % E. coli type 1I, 20 % intermediate types,
20 % Enterobacter spp., 40 % other IMViC types.

It is concluded that samples submitted to study were contaminated with
effluents of faecal origin and their consumption without purification would

have represented a risk for human health.
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