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RESUMEN

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la carga de bacterias deteriorantes y
patdbgenas como L. moncocytogenes en piel y branquias de pescado fresco. Las
muestras fueron tomadas de una planta procesadora de pescado de la Décima Regién y
del mercado fluvial de la ciudad de Valdivia. Entre los meses de abril y septiembre del
2003, se tomaron un total de 50 muestras, 25 correspondiente a bacalao y 25 a congrio.
Para esta investigacion se realizé recuento de bacterias aerobias mesdfilas y de
enterobacterias. A partir de las placas con enterobacterias se aislaron 5 colonias para la
identificacion de E. coli. Para Pseudomonas se hizo un recuento presuntivo en Agar CFC,
y se confirmd su presencia con pruebas adicionales. Para el aislamiento de L.
monocytogenes se utilizd Agar OXA, a partir del cual se confirmaron tres colonias. Los
resultados arrojaron que no hubo diferencia significativa en los recuentos entre piel y
branquias para congrio y bacalao. En relacién al bacalao el microorganismo
predominante fue Pseudomonas y para congrio los mayores recuentos se obtuvieron
para bacterias aerobias mesofilas. La presencia de L. monocytogenes fue superior en
congrio que en bacalao con un 40% de muestras positivas. Para E. colien congrio se
obtuvo un 28% de muestras positivas. En conclusion las bacterias deteriorantes como
Pseudomonasaumentan con la exposicion prolongada en hielo y aceleran Ia
descomposicion del producto. Los recuentos altos de bacterias relacionadas con la
calidad higiénica estan relacionadas directamente con el entorno medio ambiental y la
manipulacién inadecuada.
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SUMMARY

The objective of the present study was, to determine the bacterial load of spoilage and
pathogenic bacteria, such as L. monocytogenes, on the skin and gills of fresh fish. The
samples were taken at a fish processing plant of the Tenth Region and at the fluvial
market of the city of Valdivia. Between the months of april and september of 2003, 50
samples were taken, 25 samples of cod and 25 of conger. For this investigation
mesophilic aerobic bacteria and enterobacteria counts were determined. From the plates
with enterobacteria, 5 colonies for the identification of E. coli were isolated. For the
Pseudomonas counts a presumtive count on CFC agar was done, and its presence with
additional test was confirmed. For the isolation of L. monocytogenes OXA agar was used,
from wich three colonies were confirmed. Results showed that there was no significant
difference between counts from skin and gills of conger and cod. As for the cod samples
the predominant microorganism was Pseudomonas while for the conger higher counts
were obtained for mesophilic aerobic bacteria. The presence of L. monocytogenes was
higher in conger than in cod, with 40% of samples positive. For E. coliin conger a 28% of
the sample was positive. In conclusion spoilage bacteria such as Pseudomonas increase
with prolonged exposition on ice, accelerating spoilage of the product. High counts of
bacteria due to the unsanitary conditions are directly related to environmental conditions
and inadequate manipulation.
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1. INTRODUCCION

El pescado esta continuamente expuesto a una suspension acuosa de microorganismos,
por lo tanto las bacterias estan intimamente asociadas con la superficie externa del
pescado. Ellas pueden colonizar la superficie, y formar parte de la microflora residente,
ademas pueden ser atraidas en forma accidental hacia un lugar dafado, como por
ejemplo una herida.

Las bacterias pueden quedar atrapadas en las branquias, e incorporarse a la
microflora residente. Ademas ingresan a la boca con el agua o particulas de alimento y
pasan hacia el tracto digestivo. Algunas son retenidas como parte de la microflora del
pez, mientras que otras son destruidas por la accion digestiva o pasan a través del
intestino y son eliminadas por via fecal.

Los microorganismos pueden multiplicarse en los alimentos y su supervivencia,
desarrollo o inactivacion esta influenciada tanto por algunos factores intrinsecos como
extrinsecos. La pérdida de calidad y el deterioro de los productos de pesca son
principalmente el resultado de la accién bacteriana.

La hipétesis planteada para este trabajo fue la siguiente: la carga microbiana es
mayor en branquias que sobre la piel, del pescado recepcionado en una planta
procesadora y del mercado fluvial de la ciudad de Valdivia, con un elevado desarrollo en
ambos casos de los microorganismos de descomposicion.

Objetivo general:

Determinar la carga de bacterias deteriorantes y patdgenas como Listeria

Diaz Jaramillo, Alejandra Jeannette 9
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monocytogenes, en la superficie de la piel y branquias de pescado fresco, proveniente de
una planta procesadora de pescado de la Décima Region y del mercado fluvial de la
ciudad de Valdivia.

Objetivos especificos:

Cuantificar la presencia de bacterias deteriorantes como Pseudomonas spp,en
pescado fresco, recepcionado en una planta de procesamiento y comercializado en el
mercado fluvial.

Estudiar la calidad higiénica del pescado, a través de microorganismos indicadores
como el recuento de enterobacterias y Escherichia coli y el recuento de bacterias
mesofilas.

Determinar la presencia de L. monocytogenes, en muestras de piel y branquias de
pescado fresco.

10

Diaz Jaramillo, Alejandra Jeannette



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Flora bacteriana de los peces

La contaminacién bacteriana que sufren los peces proviene por una parte de la flora
autoctona que existe en los océanos y mares en el que habitan, la cual se caracteriza por
corresponder a bacterias Gram negativas fundamentalmente. Ademas existen evidencias
que los peces recién capturados presentan los mismos microorganismos del ambiente
marino donde viven. Por otra parte aunque el tejido muscular y liquidos tisulares son
considerados estériles existe una gran cantidad de bacterias confinadas en la mucosidad
de la piel, en las branquias y en el intestino, los que pueden multiplicarse y penetrar en el
tejido muscular (SCHOBITZ et al., 1985).

Debido a la excelente calidad del recurso acuatico y la ausencia de contaminacién
del ambiente natural en Chile, es posible un estado de sanidad piscicola de privilegio. El
desarrollo estd basado en las condiciones del ecosistema acuatico que se presenta
principalmente en la zona sur-austral, el que garantiza una 6ptima calidad y disponibilidad
de agua dulce y cuya pureza, oxigenacion y temperaturas resultan adecuadas
(NAVARRO, 1991).

El pescado esta siempre propenso a un rapido deterioro microbiologico, el cual es
atribuido a factores intrinsecos, tales como bajo contenido en colageno, contenido
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elevado de lipidos, y comparativamente altos niveles de nitrégeno no proteico en el
musculo, el cual favorece un rapido crecimiento microbiano.

Los factores que influencia la contaminacién microbiana incluyen los métodos de
captura, la manipulacion a bordo, la sanitizacion del pescado en el barco, el
procesamiento y condiciones de almacenaje. Se estima que alrededor del 10% del
pescado capturado mundialmente, se pierde debido al deterioro por falta de facilidades
para el congelamiento (VENUGOPAL, 1990).

La velocidad de deterioro y la duracién en almacén del pescado es afectada por
muchos parametros y segun lo indicado por FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAQO), 1998, el pescado se deteriora a
diferentes velocidades. En general, se puede decir que en condiciones aerdbicas de
almacenamiento, el pescado grande se deteriora mas lentamente que el pequeno. La
duracién en almacén es mayor para el pescado plano que para el cilindrico y es mayor
para el pescado magro que para el graso. El pescado éseo (lipidos almacenados en el
tejido muscular) permanece comestible mucho mas tiempo que el cartilaginoso (alto
contenido de urea en el musculo). Diversos factores probablemente contribuyen a estas
diferencias, algunos son obvios pero muchos otros contindan al nivel de hipétesis.

En el pescado los microorganismos estan presentes en la piel, branquias e
intestinos. El pescado de agua fria generalmente tiene una abundancia de
microorganismos Gram negativos, mientras que los microorganismos mesofilos Gram
positivos, predominan en pescados de aguas tropicales. Muchos de estos
microorganismos pertenecen a los géneros Pseudomonas, Alteromonas, Moraxella,
Acitenobacter, Vibrio, Flavobacterium, mientras que los microorganismos Gram positivos
frecuentemente pertenecen a los géneros Micrococcus y Bacillus (VENUGOPAL, 1990).
La flora bacteriana en pescados recién capturados depende mas del medio ambiente d
capturg, que de la especie, encontrandose recuentos muy elevados, por ejemplo 10
ufc/cm™, que se encuentran en pescados capturados en aguas muy contaminadas
(FAO,1998). En la superficie de los peces pueden encontrarse miembros de las
vibrionaceas (Vibrio y Photobacterium) y aeromonadaceas (Aeromonas spp.). y Gram
positivos como Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Lactobacillus y corineformes.En
general, las bacterias Gram-negativas dominan la microflora (GRAM et al., 1990 ).

Durante el almacenamiento en hielo, la poblacion bacteriana se dgplica en
aproximadameénte 1 dia y después de 2 o 3 semanas alcanza unas 10~ — 10" ufc/g de
musculo o cm] de %iel. Durante el almacenamiento a temperatura ambiente, se alcanzan
niveles de 10° — 10~ ufc/g en 24 horas.

La composicion de la microflora también cambia dramaticamente durante el
almacenamiento. De esta forma, después de 1 a 2 semanas de almacenamiento aerébico
en hielo, la flora estd constituida casi exclusivamente por Pseudomonas spp y
Shewanella putrefaciens. Esto se cree es, debido a su relativo corto tiempo de generacién
a temperaturas de enfriamiento (DEVARAJU y SETTY, 1985). A temperatura ambiente
(25 °C), la microflora en el punto de deterioro esta dominada por vibrionaceas mesofilicas
y si el pescado proviene de aguas contaminadas, por enterobacterias.

Un estudio realizado por NEDOLUHA y WESTHOFF (1993), indicé que Aeromonas
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hydrophila fue la especie predominante en el intestino de peces. Ademas se encontro
bacterias de los géneros Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes,
Micrococcus, Bacillus, y Acinetoba%ter. Ese es]}udio arrojo en intestinos un recuento de
bacterias aerobias, desde 5,0 [1 107a 6,3 [1 10 ufc/g. En las branquias de peces sanos
como trucha arcoiris, se ha reportado la presencia de Aeromonas, corineformes,
enterobacterias, cocos Gram positivo, Pseudomonas y Vibrios (AUSTIN y AUSTIN, 1987).

Es ampliamente aceptado que la carga microbiana inicial del pescado de agua dulce
varia dependiendo de las condiciones de captura y de la temperatura del agua. En peces
capturados desde aguas frias, y libres de contaminacion, generalmente se oé)tieneg
recuen&os de bac&erias rgeséfilos y psicrétrofos en la superficie de la piel de 10~ a 10
ufc/cm™, y de 10 a 10~ ufc/g en las branquias. El r‘gjmero en el contenido intestinal
puede ser mas alto con recuentos superiores a 10~ ufc/g (PULLELA et al.,, 1998;
NEDOHULA Y WESTHOFF, 1993).

El nu?ero t9ta| de rBicroorganismos varia enormemente, se establece como rango
normal 10~ — 190 ufc/cm™ en la superficie de la piel. Las branquias e intestinos contienen

entre 10° y 10° ufclg (FAO,1998).

El musculo de un pez saludable o de un pescado recién capturado es estéril, debido
a que el sistema inmunolégico del pez previene el crecimiento de bacterias en el
musculo. Cuando el pez muere, el sistema inmunoldgico colapsa y las bacterias proliferan
libremente. En la superficie de la piel, las bacterias colonizan en una amplia extension la
base de las escamas. Durante el almacenamiento, las bacterias invaden el musculo
penetrando entre las fibras musculares (FAO, 1998). Se ha demostrado mediante
examenes microscopicos, que las bacterias pueden ser detectadas en el musculo cuand
el numero de microorganismos en la superficie de la piel incremente por sobre las 10
ufc/cm™. Este resultado fue observado tanto en el almacenamiento en hielo como en
ambiente refrigerado.

GONZALEZ et al. (1999), afirman que el medio ambiente tiene influencia sobre el
numero y tipo de microorganismos en el pescado. Similares cargas microbianas han sido
encontradas en centros de cultivos y pescados de agua dulce de la misma especie. La
presencia de bacterias patégenas humanas en pescado depende de varios factores
incluyendo especies, condiciones del agua, practicas de captura etc. El aislamiento de
ciertos microorganismos como E.coli, Listeria monocytogenes, puede ser frecuente en
pescado (NEDOHULA'Y WESTHOFF, 1997).

En aguas contaminadas, puede encontrarse un elevado numero de
enterobacteriaceaes. En aguas limpias y templadas, estos organismos en cambio
desaparecen rapidamente, pero se ha demostrado que Escherichia coli y Salmonella
pueden sobrevivir por periodos bastante prolongados de tiempo en aguas tropicales y
una vez introducidos en el ambiente, se convierten casi en autéctonos (Fujioka et al.,
1988 citado por FAO, 1998).

2.1.1. Listeria monocytogenes. La higiene del proceso y medio ambiente del
procesamiento, son factores significativos en la seguridad microbiolégica y buena calidad
de los productos en la industria de pescados. L. monocytogeneses una bacteria no
esporulada que es comunmente encontrada en el suelo, agua, y material de
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descomposicién. Hay muchas rutas potenciales de contaminacién de alimentos con estos
organismos y una de las caracteristicas que hace dificil su control es la habilidad para
crecer en alimentos a temperatura de refrigeracion (DOYLE et al., 2001)

L. monocytogenes es un cocobacilo Gram positivo, de tamafo pequefo, aerobio o
anaerobio facultativo. Por sus caracteristicas particulares es considerada una bacteria
saprofita susceptible de infectar al hombre y a los animales, siendo el suelo su habitat
natural. Es ademas psicrotrofa, resistente a los agentes fisico-quimicos y a la desecacion,
por lo cual se adapta facilmente y prolifera en el medio ambiente. Los alimentos juegan
un rol preponderante como agente transmisor, siendo aislada de variados alimentos
destinado al consumo humano (VENEGAS et al., 1990).

L. monocytogenes ha sido aislada desde muestras de agua dulce y desde agua de
mar en areas costeras sometidas a contaminacién, o contaminacién de fuente industrial,
humana o animal. Como microorganismo anaerobico facultativo y psicrotrofico, puede
crecer en alimentos de comida rapida como ligeramente salada y ahumada. El consumo
de pescado o productos de mar contaminado con L. monocytogenes ha sido asociado
con brotes de listeriosis humana (SAVVAIDIS et al., 2002).

La listeriosis presenta una alta tasa de mortalidad, especialmente en recién nacidos y
personas inmuno-comprometidos. Todos los grupos son afectados, pero principalmente
los recién nacidos e infantes. La infeccién durante el embarazo es transmitida al feto y
puede resultar un aborto. Aparentemente la listeriosis es causa frecuente de dafio fetal,
aborto, y muerte neonatal. En adultos meningitis y meningoencefalitis componen el
principal sindrome clinico (BRAUDE, 1981).

2.1.2. Enterobacterias. En general, no es tarea facil examinar cada producto o
alimento para investigar la presencia de organismos peligrosos. La practica que ha
estado vigente durante muchos afos y aun continta en la actualidad, esta representada
por la determinacién de la calidad higiénica de los alimentos, a través de su contenido de
determinados organismos indicadores. Actualmente los organismos indicadores de
calidad higiénica aplicados a los alimentos son las enterobacteriaceae en general,
Streptococcus del grupo D de Lancefield, E.coliy coliformes ( CAMPOS, 1995).

Las enterobacterias, son bacilos cortos, Gram negativos, que pueden formar
cadenas, son aerobios o anaerobios facultativos, catalasa positiva, y oxidasa negativa.
Dentro de esta familia bacteriana, encontramos bacterias del grupo coliformes o llamadas
también coliformes totales. Los organismos coliformes son buenos indicadores de la
contaminacion indeseable de las aguas. Su empleo como indicadores de la calidad
higiénica de los alimentos se basa en la experiencia positiva adquirida en el agua. El
hallazgo de gran numero de estos organismos en los alimentos y el agua, indica la
contaminacion indeseable (FAO, 1998). El grupo coliformes incluye bacterias anaerobias
facultativas, Gram negativas, no esporuladas, que fermentan la lactosa con formacién de
gas dentro de 48 h a una temperatura de 35°C (CAMPOS, 1995). Pertenecen a este
grupo especies de los géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, y Klebsiella, los
cuales son utilizados como parametro sanitario (OROSTEGUI, 1999). E.coli esta presente
como microbiota normal del tracto intestinal de humanos y animales. Es un bacilo Gram
negativo de 1,1 a 1,5 ym de didametro por 2 a 6 ym de largo. Su temperatura de desarrollo
es de 37°C y puede crecer tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.

14
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2.1.3. Bacterias aerobias mesofilas. Los microorganismos mesofilos, muchos de
origen humano o animal incluyendo los patégenos y numerosos tipos de los que alteran
los alimentos, crecen mejor a temperaturas entre los 30°C y 45°C y tienen una
temperatura minima de crecimiento entre 5°C y 10°C (ICMSF, 1980).

La presencia de microorganismos aerobios meséfilos en los alimentos puede ser
relacionada directamente con la manipulacién, el estado de frescura, o de
descomposicién del producto, y la temperatura de conservacion del producto. Un numero
relativamente bajo de estas bacterias no es sindonimo de buena calidad bacteriolégica del
alimento, ya que puede contener microorganismos que producen enterotoxinas o son
patogenos (VENEGAS et al., 1990).

2.1.4. Pseudomonas. Una de las principales causas de deterioro del pescado es la
autolisis, bacterias en crecimiento y el metabolismos, son resultantes de la formacion de
compuestos sin sabor y oxidacion de lipidos. Ademas las actividades microbiolégicas son
factores que influencian la calidad del pescado. Los habitos alimenticios del pescado,
estacion del afo, temperatura, tipo de pez, lugar en la cual el pescado fue cosechado,
condiciones de almacenaje etc, determinan el principal deterioro especifico de
microorganismos (TRYFINOPOULOU et al., 2002).

Las Pseudomonas son bacilos rectos levemente curvados Gram negativos. Las
colonias son redondas y brillantes, pueden ser de un color amarillo fluorescente, o
amarillo-verdoso en el medio adyacente, que puede ser mejor visualizado con luz
ultravioleta. Son oxidasa y catalasa positiva, y crecen en rangos de temperatura entre 4°C
a 43°C ( ALVARADO et al., 1989). Las representantes del género Pseudomonashabitan
el suelo, ademas de los ambientes dulceacuicolas y marinos donde cumplen funciones
de remineralizacion de materia organica. Las Pseudomonas son habitantes normales del
tracto digestivo de los peces, considerandose patégenos oportunistas para ellos, cuando
son afectados por situaciones de estrés (SILVA, 1997). Pseudomonas fluorescensha sido
considerada un microorganismo deteriorante del pescado, contaminante e invasor
secundario de tejidos dafiados de pescado (AUSTIN y AUSTIN, 1999).

El deterioro del pescado almacenado en hielo por Pseudomonas genera olores y
sabores desagradables afrutados, a podrido y a sulfuro. Las Pseudomonas spp, producen
un numero de compuestos volatiles, como aldehidos, cetonas, ésteres y sulfuros. Sin
embargo, se desconoce el compuesto especifico responsable de los tipicos olores
desagradables. Los olores afrutados desagradables producidos por Pseudomonas fragi
se originan a partir de los monoaminoacidos y los aminoacidos monocarboxilicos
(EDWARDS et al., 1987).

2.2 Caracteristicas de los peces

Los peces generalmente se definen como vertebrados acuaticos, que obtienen su
oxigeno del agua a través de las branquias y poseen aletas con un numero variable de
elementos esqueléticos llamados radios (FAO, 1998). Los peces son los mas numerosos
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de los vertebrados; existen por lo menos 20.000 especies conocidas y mas de la mitad
(58 %) se encuentran en el ambiente marino (FAO, 1998).

La composicion quimica de los peces varia considerablemente entre las diferentes
especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la edad,
sexo, medio ambiente y estacion del afio.

Los principales constituyentes de los peces y los mamiferos pueden ser divididos en
las mismas categorias, proteinas, lipidos , carbohidratos , cenizas y agua. Las
variaciones en la composicion quimica del pez estan estrechamente relacionadas con la
alimentacion, nado migratorio y cambios sexuales relacionados con el desove. Los lipidos
presentes en las especies de peces 6seos pueden ser divididos en dos grandes grupos:
los fosfolipidos y los triglicéridos (FAO, 1998).

Las proteinas del musculo del pez se pueden dividir en tres grupos: proteinas
estructurales (actina, miosina, tropomiosina y actomiosina), proteinas sarcoplasmaticas
(mioalbumina, globulina y enzimas), y proteinas del tejido conectivo (colageno)
(FAO,1998).

La cantidad de vitaminas y minerales es especifica de la especie y, ademas, puede
variar con la estacion del ano. En general, la carne de pescado es una buena fuente de
vitamina B y en el caso de las especies grasas, también de vitaminas A y D. Respecto a
los minerales, la carne de pescado se considera una fuente particularmente valiosa de
calcio y foésforo, asi como también de hierro y cobre. Los peces de mar tienen un alto
contenido de yodo (WAAGBO et al., 1991).

La piel la cual es una barrera fisica que impide la invasiéon de microorganismos, es a
menudo inspeccionada como un importante mecanismo de defensa no especifico. A
diferencia de la piel de muchos vertebrados, la epidermis de la piel esta compuesta de
células vivas no queratinizadas. Las heridas del pescado son curadas mas rapidamente
que otros mamiferos. Esto es visto como una ventaja adaptativa del medio ambiente
acuatico, para que el pescado mantenga su osmolaridad .

El mucus es una barrera externa adicional que posee el pescado, que esta ausente
en la piel de otros vertebrados. El mucus inhibe la colonizacién de microorganismos tanto
como en las agallas y mucosa gastrointestinal. EI mucus del pescado contiene
anticuerpos naturales, lisozima, y bacteriolisinas (STOSKOPF, 1992).

2.3 Proceso de deterioro del pescado

Los primeros cambios sensoriales del pescado durante el almacenamiento estan
relacionados con la apariencia y la textura. El sabor caracteristico de las especies
normalmente se desarrolla durante los dos primeros dias de almacenamiento en hielo.

El cambio mas dramatico es el término del rigor mortis. Inmediatamente después de
la muerte el musculo del pescado esta totalmente relajado, la textura flexible y elastica
generalmente persiste durante algunas horas y posteriormente el musculo se contrae.
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Cuando se torna duro y rigido, todo el cuerpo se vuelve inflexible y se dice que el
pescado esta en rigor mortis. Esta condicién generalmente se mantiene durante uno o
mas dias y luego se resuelve el rigor. La resolucioén del rigor mortis hace que el musculo
se relaje nuevamente y recupere la flexibilidad, pero no la elasticidad previa al rigor. La
proporcion entre el comienzo y la resolucion del rigor varia segun la especie y es
afectado por la temperatura, la manipulacién, el tamafio y las condiciones fisicas del
pescado (FAO, 1998).

Entre los compuestos que actuan durante el proceso de deterioro del pescado se
encuentran diferentes enzimas.

2.3.1. Catepsinas. Si bien han sido aisladas varias enzimas proteoliticas en el tejido
del pescado, han sido las catepsinas las que quizas se han descrito con mayor
frecuencia. Las catepsinas son proteasas "acidas" que usualmente se encuentran
empacadas en diminutos organelos submicroscopicos llamados lisosomas. En el tejido
vivo, las proteasas lisosomales se cree son responsables de la degradacion proteica en
las areas de dafio. De esta forma, las catepsinas estan generalmente inactivas dentro del
tejido vivo pero son liberadas dentro de los fluidos celulares luego de abuso fisico o
congelacion y descongelacion post mortem del musculo (FAO, 1998).

2.3.2. Calpainas. Un segundo grupo de proteasas intracelulares denominadas
"calpainas" o "Factor Activado por Calcio" (FAC o del ingles CAF = Calcium Activated
Factor) han sido recientemente asociadas con la autdlisis del musculo de pescado y se
les encuentra en carnes, pescados de aleta y crustaceos. Las calpainas han sido
encontradas como las principales responsables de la autdlisis post mortem de la carne,
debido a la digestién de las proteinas de la Linea Z de las miofibrillas. Si bien el
endurecimiento es rara vez un problema en el musculo no congelado, el ablandamiento
debido a la autolisis es un problema serio que limita su valor comercial. Se cree que las
catepsinas D y L desempefian un papel primordial en la degradacion autolitica del tejido
del pescado, dado que la mayor parte de las otras catepsinas presentan actividad en un
rango relativamente estrecho de pH, demasiado bajo para tener significado fisiolégico
(KOOHMARAIE, 1992).

2.3.3. Colagenasas. La carne de los peces teledsteos (peces pelagicos) esta
dividida en bloques de células musculares separadas en “escamas”, o miotomas,
mediante tejido conectivo denominado ciocomata. Cada célula muscular o fibra esta
rodeada por tejido conectivo que se une a la miocomata al final de la célula mediante
finas fibrillas de colageno. Durante el almacenamiento refrigerado, estas fibrillas se
deterioran (BREMNER y HALLETT, 1985). Son estas enzimas las que presumiblemente
causan "desgajamiento”, o ruptura de los miotomas (segmentos musculares), durante el
almacenamiento prolongado en hielo o durante el almacenamiento por cortos periodos de
tiempo, pero a elevadas temperaturas. En el bacalao del Atlantico se ha demostrado que
al alcanzar los 17°C, el desgajamiento es inevitable, debido presumiblemente a la
degradacién del tejido conectivo y el rapido acortamiento del musculo por la elevada
temperatura durante el rigor (SATO et al., 1991). Al comparar los compuestos quimicos
desarrollados durante el deterioro natural del pescado y el pescado estéril, se demuestra
que la mayoria de los componentes volatiles son producidos por bacterias. Estos incluyen
trimetilamina, compuestos sulfurosos volatiles, aldehidos, cetonas, ésteres, hipoxantina,
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asi como también otros compuestos de bajo peso molecular.

Los sustratos para la produccidon de compuestos volatiles son los carbohidratos
(como el lactado y la ribosa), los nucleétidos (como la inosina monofosfato y la inosina) y
otras moléculas de nitrégeno no proteico (NNP). Los aminoacidos son sustratos
particularmente importantes para la formacion de sulfitos y amoniaco (FAO, 1998).

2.3.4. Reduccion de la Oxido de Trimetilamina (OTMA). Es tipico de muchas
bacterias especificas del deterioro del pescado emplear la OTMA como aceptor terminal
de electrones durante la respiracion anaerdbica. ElI componente reducido, la
trimetilamina, uno de los compuestos dominantes del pescado deteriorado, tiene el olor
tipico del pescado. El nivel de TMA encontrado en pescado fresco, rechazado por un
panel sensorial varia dependiendo de la especie de pescado, pero generalmente se
encuentra alrededor de los 10-15 mg TMA-N/100 g en pescado almacenado
aerdbicamente y en un nivel de 30 mg TMA-N/100 g en bacalao empacado (FAO, 1998).

La reduccion del OTMA esta generalmente asociada con géneros de bacterias
tipicos del ambiente marino (Alteromonas, Photobacterium, Vibrio y S. putrefaciens), pero
también es llevada a cabo por Aeromonas y bacterias intestinales de las
enterobacteriaceas. La reduccién del OTMA ha sido estudiada en bacterias fermentativas,
anaerobias facultativas, como E. coli y Proteus spp. Como también en la bacteria no
fermentativa S. putrefaciens (RINGOE et al., 1984).

En el bacalao y en otros gadidos, hasta que ocurre el deterioro, la TMA constituye la
mayor parte de las denominadas bases volatiles totales BVT (también conocidas como
nitrogeno volatil total, NVT) hasta que ocurre el deterioro. Sin embargo, en el pescado
deteriorado el suministro de OTMA decae, la TMA alcanza su maximo nivel y los niveles
de NVT contintian incrementando debido a la formacion de NH3 y otras aminas volatiles
(FAO, 1998).

Los compuestos sulfurados volatiles son componentes tipicos del pescado
deteriorado y la mayoria de las bacterias identificadas como bacterias especificas del
deterioro producen uno o algunos sulfuros voldtiles. S putrefaciens y algunas
Vibrionaceae producen H,S a partir del aminoacido sulfurado 1-cisteina. Por el contrario,
Pseudomonas no produce cantidades significativas de H28 (GRAM et al., 1990).

2.3.5. Oxidacién e hidrolisis de lipidos. En los lipidos del pescado ocurren dos
reacciones diferentes, de importancia en el deterioro de la calidad oxidacién e hidrdlisis.
Ellas dan como resultado la produccién de una serie de sustancias, de las cuales algunas
tienen sabores y olores desagradables (rancio). Otras pueden también contribuir a los
cambios de textura mediante uniones covalentes a las proteinas musculares. Las
reacciones pueden ser no enzimaticas o catalizadas por enzimas microbianas,
intracelulares o digestivas del mismo pescado. Por lo tanto, el significado relativo de estas
reacciones depende principalmente de la especie de pescado y de la temperatura de
almacenamiento. Los pescados grasos son, por lo tanto, particularmente susceptibles a la
degradacién lipidica, la cual puede ocasionar severos problemas en la calidad, incluso
durante el almacenamiento a temperaturas bajo cero (FAO, 1998).
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2.4. Dissostichus eleginoides (bacalao)

D. eleginoides esta constituido en 100 g de producto por 21,5 g de grasa, 5,7 g proteinas,
67,7% de humedad, 54 mg de calcio, 230 mg de potasio, 127 mg de sodio, y 297 kcal. El
contenido de carbohidratos en el musculo del pescado es muy bajo, generalmente inferior
al 0,5 %. Esto es tipico del musculo estriado, en el cual los carbohidratos se encuentran
en forma de glucégeno y como parte de los constituyentes quimicos de los nucleétidos.
Estos ultimos son la fuente de ribosa liberada como una consecuencia de los cambios
autoliticos postmortem (POULTER y NICOLAIDES, 1985).

FIGURA 1. Dissostichus eleginoides, (bacalao).
FUENTE: Material facilitado por Pesquera Isla del rey (2003).

La pesqueria artesanal de la Décima Region de Chile, se desarrolla principalmente
sobre Dissostichus eleginoides, conocido en Chile con el nombre comun de “Bacalao de
profundidad” (Patagonian toothfish en Inglaterra, Austromerluza negra en Espafa, y
Légine Australisen Francia) (RUBILAR, 1993) . Es una especie de distribucion geografica
circumpolar en el hemisferio sur. Esta comprende principalmente las regiones
subantartica del atlantico (Islas Georgia del Sur, rocas cormoran, Islas Sandwich del sur)
y del Océano Indico (Islas Kerguelén, Islas Crozet, Islas Principe Eduardo, Isla Marion,
bancos Ob y Lena e Islas Heard y McDonald). Hacia el norte se extiende a lo largo de la
costa occidental de Sudameérica, abarcando la costa Chileno-Peruana hasta frente a
Callao, y por la costa oriental, desde los alrededores de las Islas Falkland (Islas
Malvinas), banco Burdwood y Patagonia argentina, hasta Uruguay.

D. eleginoideses un pez tipicamente demersal (se encuentra en las proximidades del
fondo). Habita la masa de agua conocida como aguas Antarticas Intermedias, en rangos
de profundidades de 70 a 2500 m, capturandosele incluso a mayor profundidad en aguas
chilenas (RUBILAR, 1993).

El bacalao de profundidad, es el pez depredador de mayor tamafio en el ambiente
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demersal del talud continental de la costa chilena, cuya accion tréfica se efectua
principalmente sobre otros peces, crustaceos y cefalépodos. Esta especie en aguas
chilenas efectua una depredacién fundamentalmente sobre cefalépodos (47,8%), peces
tele6stomos (36,6%) y crustaceos malacostraceos (13,2%). Asimismo, para la VIl region
sefalan una dieta piscivora con crustaceos y cefaldpodos adicionales, lo que pone de
manifiesto de D. eleginoideses un carnivoro capaz de depredar sobre otro carnivoro tan
veloz como el jurel (ARRIZAGA et al., 1984).

Dadas las caracteristicas mas importantes de esta especie, desde el punto de vista
bioldgico-pesquero, como su elevada longevidad (25-30 afios), lenta tasa de crecimiento
y madurez sexual tardia (machos 7-11 afios y hembras 9-12 afos), se estima que el
rendimiento por recluta y el rendimiento sostenible como fraccion de la biomasa sin
explotar, es muy bajo, y puesto que mas del 90% de la captura de D. eleginoides se
sustenta principalmente es especimenes juveniles, se ha sefalado la urgente necesidad
de analisis comparativos detallados de su historia de vida (RUBILAR, 1993).

En la Décima region, a partir de 1980 las capturas de esta especie han aumentado
en forma considerable, producto del desplazamiento de pescadores y sus embarcaciones
desde norte a sur, debido a la disminucion de las capturas en sus areas habituales de
pesca y a la consecuente busqueda de areas menos explotadas (RUBILAR, 1993). En la
costa valdiviana, la pesca de D. eleginoides esta restringida a una pesqueria de tipo
artesanal (lanchas pesqueras de 12 a 18 metros de largo), con un niumero de anzuelos
no superior a 12.000 unidades por jornada de pesca (CHILE, SERVICIO NACIONAL DE
PESCA SERNAPESCA , 1998). Se registra un desembarque total a lo largo del pais de
15000 toneladas (CHILE, SERNAPESCA, 1999).

El bacalao es capturado mediante pesca de espinel por la flota artesanal y semi
industrial, y es destinado al consumo en fresco enfriado y congelado, o a la fabricacion de
productos elaborados para su exportacion, a paises de destino como la Comunidad
Europea, Argentina, Brasil, Estados Unidos, Hong-Kong, Taiwan, Nueva Zelandia,
Jamaica, Singapur, Suiza, Uruguay, Colombia, Cuba, México etc.
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FIGURA 2. Exportaciones en toneladas de bacalao desde 1988- 2000.
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FUENTE: Anuario estadistico de pesca (SERNAPESCA, 1999).

En esta especie es posible hablar de dos pesquerias: una pesqueria artesanal
espinelera que opera principalmente al norte de la latitud 47 ° S, y otra pesqueria
industrial espinelera (buques hieleros y fabricas) que opera en la zona austral entre los 47
°y 57 ° S, no obstante una parte de la temporada esta dirigida a aguas internacionales,
dirigiendo su operacion a la captura de bacalao de profundidad (CHILE, SERNAPESCA,
2000).

2.5. Genypterus chilensis (congrio colorado)

El congrio colorado es una especie demersal y desde un punto de vista de su contenido
de lipidos es un pez magro (YOUNG et al., 1984). En este pez no se observan escamas,
ya que estas son muy pequenas y cubiertas por la piel. La aleta caudal falta, y los
ejemplares adultos suelen sobrepasar el metro de longitud (SIEVERT, 1979). Es un pez
que habita principalmente en cuerpos de aguas costeras. La distribucion geografica de la
especie en Chile va desde Arica por el norte (18°25'S) hasta Archipiélago de los Chonos
por el sur (47°75'S), a profundidades que generalmente oscilan entre los 20 y 150 metros
en la zona norte y centro del pais y desde Chiloé al sur se encuentra desde la zona
intermareal, a los 100 metros de profundidad (BORE y MARTINEZ, 1981).

FIGURA 3. Genypterus chilensis, (congrio colorado).
FUENTE : SERNAPESCA (2000).

Las observaciones de los buzos auténomos, indican que el congrio colorado no
forma cardumenes, sino que vive aislado en fondos rocosos, lo que contrasta con las
preferencias de habitat del congrio negro que busca sustratos mas fangosos. Por lo
general esta especie utiliza grietas y escondites como refugio de depredadores, y estos
mismos espacios los utiliza para acechar a sus presas, de acuerdo a la conducta de un
depredador (CHILE, SERNAPESCA, 2000). SIEVERT (1979), lo describe como un tipico
habitante de fondos rocosos, donde se refugia en pequefas cuevas durante el dia.
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Durante la noche sale en busca de su alimento formado en gran parte por camarones,
pequefas jaibas y otros peces. En buceos realizados en varios lugares de la costa de
Chile se ha observado entre huiros, refugiados en cuevas o desplazandose lentamente
en profundidades que van del nivel inferior de la marea hacia mayores profundidades.
Buques pesqueros lo han capturado con redes de arrastre en profundidades de 38 m,
frente a Corral, y en 20 m frente a Constitucion. También hay registros hasta 250 m de
profundidad. Esta especie es capturada principalmente por el sector artesanal en el area
comprendida entre Antofagasta (23°38' S) y Puerto Montt (41°30' S); desembarcandose
los mayores volumenes en las regiones V (39%), VIl (17%) y X (20%) (YOUNG et al.,
1984).

Los estudios de alimentacion en esta especie revelan, una dieta compuesta por una
variada composicion especifica, por cuanto los estudios de los contenidos estomacales
han mostrado una gran numero de presas que componen la dieta de esta especie. Sin
embargo, pese a la gran diversidad de presas, en términos de importancia, esta especie
muestra claras preferencias alimentarias por crustaceos de pequefio tamafo. Este pez es
de gran importancia para Chile registrandose un desembarque total de 580 toneladas a lo
largo del pais (CHILE, SERNAPESCA, 2000).
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FIGURA 4. Exportaciones en toneladas de congrio colorado desde 1988- 2000.
FUENTE: Anuario estadistico de pesca (CHILE, SERNAPESCA, 2000)

Esta especie es capturada principalmente por la flota artesanal a través de lineas de
mano o espineles verticales, y ocasionalmente por la flota industrial con redes de arrastre
como fauna acompafiante de la merluza comun. Se destina casi exclusivamente al
consumo nacional en fresco y congelado y algunas empresas exportan a paises como
Brasil y Colombia (CHILE, SERNAPESCA, 2000). Existe una clara estacionalidad de la
captura, obteniéndose valores mas altos en la temporada primavera-verano. En la pesca
en espinel capturados en la zona norte se aprecia una longitud de 60-64 cm , con un
peso estimado de 910 g — 1.130 g (YOUNG et al., 1984).
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3. MATERIAL Y METODOS

Las muestras para el estudio fueron obtenidas en una planta procesadora para peces,
ubicada en la Décima Region ', donde la especie muestreada fue bacalao (Dissostichus
eleginoides), y en la feria fluvial de la ciudad de Valdivia, donde se muestre6 congrio
(Genypterus chilensis). El estudio se realizé entre los meses de abril y septiembre de
2003. En total se obtuvieron 50 muestras, 25 correspondientes a bacalao y 25 a congrio.
Para ambas especies se tomaron muestras de la superficie de la piel y de branquias. El
traslado de las muestras se hizo en cajas térmicas con hielo, que contenian los diferentes
tubos con las torulas de las muestras de superficies. El analisis microbioldgico se realizo
en el laboratorio de microbiologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(ICYTAL), de la Universidad Austral de Chile.

3.1. Técnica de toma de muestra para recuentos
bacterianos

En piel:

Se prepararon tubos de tapa rosca con 5,0 ml de diluyente estéril buffer fosfato
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA), 1992). Para la toma de
muestra se humedecié una térula estéril en el diluyente y se lavo la superficie
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delimitada por una plantilla que cubrié un area aproximada de 50 cm2 (7,17cm x
7,1cm). El procedimiento se realizé en 2 superficies distintas utilizando una nueva
térula y plantilla cada vez (APHA,1992).

1 “Pesquera Isla del Rey S.A” Los condestables N° 390 Niebla.

Finalizado el lavado, se quebrd la térula, dejando caer la porcidon con algodon dentro
del tubo con el diluyente

El calculo de la expresion de resultados (ufc/cmz) se realiz6 segun la técnica descrita
en (3.8.1).

En branquias :

Se procedié segun técnica descrita para piel, pasando la térula por toda la superficie
de las branquias.

Las branquias de un lado se utilizaron para la determinacién de L. monocytogenes, y
el otro lado para el resto de los analisis microbiologicos.

Para expresar los resultados en cm2 muestreado, se obtuvo la superficie de la
branquia dibujandola en papel cuadriculado (ANEXO 5) y se hizo un célculo
estimativo de la superficie de las branquias, segun se sefiala en el punto (3.8.2).

3.2. Técnica de toma de muestras para la
determinacion de la presencia de L. monocytogenes

En piel:

Se prepararon tubos con 2 ml de agua peptonada al 1% estéril.

Para la toma de muestra se humedecio una térula estéril en e&agua peptonada y se
lavé la superficie de la piel delimitada por una plantilla (50 cm™), se realiz6é en dos
superficies distintas que constituyeron una sola muestra utilizando una nueva térula y
plantilla cada vez.

Finalizado el lavado se quebrd la torula, y se dejo caer la porcion con algodén dentro
del tubo con 10 ml de caldo preenriquecimiento selectivo LEB (OXOID) para L.
monocytogenes (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION(FDA), 1992).

En branquias:

Se repitid procedimiento descrito para piel, pasando la térula por todas las superficies
de las branquias de un lado al lado opuesto.
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3.3. Recuento total de bacterias mesofilas

Se siguié la metodologia descrita para el recuento de bacterias mesoéfilas viables, por el
método estandar o en profundidad (APHA, 1992), utilizando Agar Plate Count como
medio de cultivo. Los tubos con I_a13 tétglas,_g&ﬂ, se agitaron en forma mecanica (Vortex)
y se realizaron las diluciones (10 ,10 ~,10 7) en buffer fosfato, la incubacion se realiz6 a
32°C por 48 h.

La lectura de las placas se realiz6 en la dilucién cuya glaca presentd entre 25 y 250
colonias, y se informo el resultado expresado en ufc/ cm™ segun descrito en el punto
(3.8).

3.4.Recuento de enterobacterias (APHA, 1992)

El medio utilizado fue Agar bilis rojo neutro cristal violeta (VRBG) con glucosa al (1%). Se
utilizaron las mismas diluciones (3.3) La siembra se realizd por el método estandar o en
profundidad. Las placas se incubaron a 35°C por 24 a 48 h. La lectura de las placas se
realizé en la dilucidon cuya placa presenté entre 20 y 200 colonias, con colonias de un
diametro = 0,5 mm y se informo el resultado en ufc/cm™ segun descrito en (3.8). A partir
de la placa con Agar VRBG se aislaron 5 colonias sobre placas de Agar Plate Count, para
realizar las pruebas posteriores (3.5) de identificacion de Escherichia coli .

3.5. Pruebas de confirmacion de Escherichia coli

Las colonias aisladas sobre Agar Plate Count (3.4), fueron identificadas utilizando el test
de Eijkman (HARRIGAN y McCANCE, 1976), para lo cual cada colonia se sembrd en un
tubo con caldo comun para la prueba de Indol, y un tubo con caldo bilis verde brillante
con campana Durham. Los tubos se incubaron a 44,5 £ 0,5 °C (bafio Maria) por 24 h. Se
verificd la reaccidon de Indol en el tubo con caldo comun, y la presencia de gas en la
campana Durham. Ambas pruebas positivas indicaron la presencia de E. coli. Para
calcular el N° de E. coli se aplico la siguiente formula:

Erovernly conlimalive — Brouenle pres silive 27 colong conlrnnadas
I caolanda repecacas
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3.6. Recuento de Pseudomonas

Se sembrd 0,1 ml de cada dilucién (3.3) en la superficie de placas Agar CFC (agar base
cerebro corazon que lleva como inhibidores de la flora acompanante cefaloridina, acido
fusidico y cetrimida (OXOID) ) . Las placas se incubaron en aerobiosis a 25°C durante 48
h. Posteriormente se realizd un recuento presuntivo de Pseudomonas. Se confirmé la
presencia de Pseudomonascon una tincion de Gram a 5 colonias que presentaron
diferente aspecto, comprobando la presencia de bacilos, pequenos, Gram negativos.
Para comprobar la presencia de Pseudomonas se realizd a las mismas cinco colonias,
las pruebas de la oxidasa y catalasa. La prueba de la oxidasa consistié en colocar tres
gotas del reactivo tetrametil parafenilendiamina dihidroclérico sobre un papel filtro en una
placa vacia estéril, y se colocaron estrias, de las colonias a chequear sobre la gota. La
reaccion positiva se presentd con una coloracion rosada intensa en la zona con el cultivo.
La prueba de la catalasa consistié en colocar una gota con HZO al 3% sobre un porta
objeto y posteriormente, colocar una de las colonias a chequear, la reaccidén positiva se
eviden&ié por la formacién de burbujas sobre la colonia. El resultado se informé como
ufc/cm™ (BROWN, 1982). Para el recuento confirmado se aplicé la formula descrita en
(3.5).

3.7. Aislamiento de Listeria monocytogenes

En el laboratorio las muestras en el caldo LEB (3.2) fueron incubadas durante 24 y 48 h a
32°C £ 1 °C. A las 24 h de incubacion, se sembrd con asa un indculo sobre placas de
Agar selectivo, OXA (OXOID). El proceso se realizé nuevamente para el caldo incubado
por 48 h. Las placas se incubaron durante 48 h a 35°C. Posteriormente se verifico la
presencia de colonias sospechosas, las cuales se evidenciaron en Agar OXA, por ser
redondas, con apariencia de gotas de rocio, levemente convexas, con borde completo y
textura fina y por un halo negro, debido a la hidrdlisis de la esculina.

Con el propésito de obtener cepas puras, se repicaron al menos tres de las colonias
sospechosas, del agar selectivo en Agar soya tripticasa con extracto de levadura al 0,6%
(TSA -Ye) (DIFCO), las cuales se incubaron a 25°C por 24 h. A partir de estos
aislamientos se realizaron las pruebas de identificacién de L. monocytogenes (FDA,
1992).

Pruebas para la identificaciéon de Listeria spp.

Para la identificacion de Listeria spp se aislaron 3 colonias sospechosas a las 24 y 48
h del agar selectivo (OXA), luego se repicaron para obtener cepas puras, en agar soya
tripticasa con extracto de levadura al 0,6% (TSA-YE, DIFCO), las cuales se incubaron a
25°C por 24 h para realizar las pruebas de identificacion. En el CUADRO 1 se
demuestran las reacciones caracteristicas para la identificacion de L. monocytogenes.
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Tincion de Gram:se realiz6 a partir de un cultivo fresco (TSA —YE, DIFCO) de 18 a
24 h de incubacion. No debe utilizarse cultivos mas antiguos, porque pasado este tiempo
las cepas de Listeria tienden a la decoloracion, es decir, pierden su capacidad para
retener el cristal violeta y en cambio retienen la safranina, aparentando ser Gram
negativas (HARRIGAN y McCANCE, 1976).

Reaccion de la catalasa: se efectué a partir de un cultivo fresco de 24 h de
incubacién en TSA-YE con perdxido de hidrogeno (H202) al 3%.

Motilidad en fresco:se utilizaron cultivos de 24 h incubados a 25°C en placas
TSA-YE. Para la prueba se suspendié un inéculo de una colonia en suero fisiolégico
estéril y se observé la motilidad caracteristica en tumbos, bajo el microscopio con
aumento de 100 X.

Fermentacion de hidratos de carbono: se prepararon tubos con caldo base
purpura carbohidratos (DIFCO) adicionados de xilosa, ramnosa o manitol al 0.5%, a partir
de una solucion al 10% del azucar esterilizada por filtracion. Los tubos fueron inoculados
a partir de cultivos puros obtenidos desde agar TSA-YE e incubados por 7 dias a 35°C.
Reaccidén positiva: viraje a color amarillo del medio indicador (caldo base purpura
carbohidratos).

Reduccion del nitrato. Se prepararon tubos con 2,5 ml de caldo nitrato (DIFCO), los
cuales fueron inoculados a partir de cultivos puros obtenidos desde las placas de TSA-YE
e incubados por 5 dias a 35°C. Para la lectura a cada tubo se le agregé 0,1 ml de
alfa-naftilamina (reactivo A) y 0,1 ml de acido sufanilico (reactivo B). La reaccién positiva
se evidencio por la presencia de una coloracion rojiza atribuible a la reduccién de los
nitratos. Al no observarse esta coloracion, se agregé granulos de zinc y se mantuvo en
reposo hasta una hora. Si transcurrido este tiempo no se observé una coloracion rojiza
del medio, la prueba se considerdé positiva, en cambio la presencia del color en esta etapa
indicé una prueba negativa.

CUADRO 1. Reacciones caracteristicas para Listeria monocytogenes.

PRUEBA REACCION
Motilidad a 25°C (tumbos) +

Requerimientos de oxigeno Aerobia facultativa
Crecimiento a 35°C +

Actividad de la catalasa +

Reduccién de nitrato -
Fermentacion del manitol -
Fermentacion de la xilosa -
Fermentacion de la rammosa +

3.8. Calculo para la expresioén de resultados en
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3.8.1. Muestras de piel. Para obtener los resultados se contaron las colonias en la placa
cuya dilucion tenia entre 25 y 250 colonias, se multiplicé por 5 ml de buffer fosfato que
contenian los tubos, luego se multiplico por el exponente positivo de la dilucion
correspondiente en la cual se hizo el recuento, y se dividié por el total de_ la superficie
muestreada. Para obtener la superficie se utilizd una plantilla de 50cm™, la cual se
multiplicé por doszque correspondio al N° de las superficies muestreadas, el resultado se
informo en ufc/cm™.

Tifom®= Mdecelonas x5 x dilucidn Ciempla: 25 % 5% 107
sperficic macst--ada 120

N° colonia: recuento de colonias en la placa.

5 : ml utilizados de buffer fosfato

Dilucion: exponente positivo de la dilucion en la cual se realiz6 el recuento

Superficie muestreada : expresada en cm2del area muestreada.

3.8.2. Muestras de branquias. Para obtencion de resultados se utilizé el mismo
procedimiento descrito en el punto (3.8.1), y para la estimacion de la superficie se dibujo
en papel cuadriculado una de las braSquias del pescado, se contaron cuadrados
consecutivos, y se multiplicé por 49 mm™~ (7 mm x 7mm) que corresponde al area del
cuadrado, posteriormente se multiplicod por 3 que corresponde a la cantidad de branquias,

y por 2 que corresponde a cada lado de la branquia y se obtuvo la superficie en
cm~(Anexo 5).

TTfei cme= M de colontaz = 5 = dilucién
upetficie muestreada

N° colonia: recuento de colonias en la placa.
5 : ml utilizados de buffer fosfato
Dilucion: exponente positivo de la dilucion en la cual se realiz6 el recuento

- 2. .
Superficie muestreada: expresada cm™del area muestreada

3.9. Diseno esperimental

Se trabajo con un disefo de 2 x 5 con 5 repeticiones, para congrio y bacalao. Donde el
factor 2 correspondi6 a piel y branquias, y el factor 5 a los lotes.
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3.10.Analisis estadisticos

Se realizdé un andlisis de varianza, y una prueba de Tukey para diferencias significativas
al 95%.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4. PRESENTACION Y DISCUSION DE
RESULTADOS

4.1. Recuento microbiolégico para piel y branquias de
congrio

Los resultados obtenidos en los recuentos microbiolégicos de congrio se presentan en la
FIGURA 5y ANEXO 1.
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FIGURA 5. Recuentos microbiolégicos en piel y branquias de congrio (Log ufc/cmz).

Para Pseudomonas no existieron diferencias significas (P > 0.05) al igual que
enterobacterias y bacterias aerobias mesoéfilas entre los recuentoss de piei y branquias
(ANEXO 6), obteniéndose recuentos bajos para Pseudomonas (10~ ufc/cm™). Ello puede
deberse a que el pescado se encontraba generalmente en buen estado al momento de la
toma de muestra, lo cual se constatd, ya que las branquias presentaban un color rojo
brillante, sin olor y la consistencia de la piel era firme y elastica. Ademas, el pescado
habia sido conservado refrigerado durante 3 a 4 dias antes de la toma de muestra. Las
Pseudomonas por ser psicrotréficas se desarrollan mejor en almacenamiento en hielo.
Sin embargo, para congrio no se observé un aumento excesivo de este microorganismo.

Estos resultados se contraponen con lo indicado por KOUTSOUMANIS et al. (1999),
quienes reportaron que las Pseudomonas son la poblacion dominante en muestras de
pescado del Mediterraneo (Sparus Aurata) almacenado aerdébicamente a 0°C, 8°C y
15°C.

Como se demuestra en la FIGURA 5 los recuentos en branquias fueron algo
superiores en enterobacterias, siendo en general bajos. Esto concuerda con lo indicado
por LOPEZ-SABATER et al, (1994) quien estudié la calidad bacteriolégica del atun
(Thunnus thynnus) y detectd que los recuentos de enterobacterias en atun, en
condiciones de refrigeracién, siempre fueron bajos y solo representd una pequeia
proporcion de la carga total bacteriana (0,34%). Sin embargo, los autores sefalan que los
recuentos de enterobacteriasse incrementaron con la manipulacion durante el proceso de
limpieza y evisceracion.

Para el recuento de bacterias aerobias mesdfilas los recuentos fueron superiores a
los otros dos parametros de recuentos. El Reglamento Sanitario de los alimentos (CHILE,
MINISTERIO DE SALUD, 2003) establece para pescado fresco co%gelado vaéores en el
recuento total de bacterias aerobias mesofilas viables de m=5 x 10~ y M= 10" ufc/g, por
lo cual los valores encontrados estarian dentro de los rangos permitidos. Durante la toma
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de muestra de congrio, los pescados se encontraban a temperatura ambiente (promedio
13°C aproximadamente), lo cual permite suponer que hubo un leve incremento de estos
microorganismos después de la captura. Otra causa probable de aumento de estos
microorganismos son las condiciones higiénicas desde la captura hasta la venta de los
pescados, las cuales probablemente no fueron las adecuadas. La manipulacion es otro
factor que aumenta los microorganismos aerobios mesofilos se puede pensar que las
personas que manipularon los pescados se encontraban con las manos sucias. El
recuento de bacterias aerobias mesofilas es uno de los principales criterios de aceptacion
de productos alimenticios debido a que pone en evidencia las practicas de procesado
deficiente y es un indicador de vida util (INTERNATIONAL COMMISION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS (ICMSF),1980).

Los resultados de este estudio concuerdan con lo estudiado por (PULLELA et al.,
1998; NEDOHULA Y WESTHOFF, 1993). Ellos afirman que en peces capturados desde
aguas frias, y libres de contaminacién, generalmente sezobtiengn recu%ntos de bacteriag
mesdfilas y psicrotrofos en la superficie de la piel de 10™ a 10~ ufc/cm™, y de 10 a 10
ufc/g en las agallas.

4.1.2. Recuento microbiolégico en piel y branquias para bacalao. Los resultados
de los recuentos para bacalao se presentan en la FIGURA 6 y en el ANEXO 2. Para
Pseudomonas, enterobacterias, y bacterias aerobias mesdfilas los recuentos en piel y
branquias arrojaron que no existieron diferencias significativas (P>0.05) entre los puntos
evaluados (ANEXO 7).

Se puede observar que los microorganismos predominantes fueron las
Pseudomonas, con un recuento levemente superior en la piel que en branquias. Estos
resultados en bacalao eran esperados, por las condiciones de almacenamiento del
pescado, de aproximadamente 15 dias en alta mar, con almacenamiento en hielo lo que
hace aumentar los microorganismos psicrétrofos. De igual forma los resultados de
GELMAN et al., (2001) indicaron que luego de 15 dias de almacenamiento del pescado a
temperatura de refrigeracién, las bacterias mesofilas y gram positivas en la piel del
pescado, fueron reemplazadas gradualmente por flora gram negativa, principalmente por
Pseudomonas.
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FIGURA 6. Recuento microbiolégico en piel y branquias de bacalao (Log ufc/cm2).

DEVARAJU y SETTY (1985), afirman que la composicion de la microflora cambia
dramaticamente durante el almacenamiento. De esta forma, después de 1 a 2 semanas
de almacenamiento aerébico en hielo, la flora esta constituida casi exclusivamente por
Pseudomonas spp y Shewanella putrefaciens.

Para el recuento de enterobacterias, como se observa en la FIGURA 6 no existieron
diferencias significativas entre piel y branquias, mostrandose un leve incremento para
branquias. Las enterobacteriasson organismos indicadores de la calidad higiénica
(CAMPOS, 1995). Los recuentos encontrados fueron bajos, lo cual hace presumir que las
condiciones higiénicas de conservacion del producto fueron adecuadas. También es
importante destacar el lugar de captura de los peces, lo que hace presumir que fueron
capturados en aguas sin contaminacion, y la forma de conservacion del producto en
barcos cerrados, exentos de contaminacién medio ambiental, por ejemplo p&jaros.
También es importante la temperatura en el que se encontraban los pescados, estas
fueron tomadas a la altura de las branquias y fluctuaron entre (0,5 — 1,0 °C) lo que hace
suponer que las condiciones no fueron favorables para el crecimientos de estos
microorganismos.

Para bacterias aerobias mesdfilas, como se muestra en la FIGURA 6, existid un
recuento elevado, similar a Pseudomonas. Las bacterias aerobias mesdfilas también
pueden sobrevivir a temperaturas de refrigeracion, pero crecen en forma lenta, se debe
tomar en cuenta que al momento de la toma de muestra habian transcurrido
aproximadamente 15 dias, lo que hace suponer un aumento en la proliferacion
bacteriana, ademas la presencia de estos microorganismos en los alimentos puede estar
relacionada directamente con el estado de frescura del producto, ya que no todos los
peces estaban totalmente frescos al momento de la toma de muestra, esto se evidencio
en algunas muestras por la coloracién rojo opaco de las branquias. Otro factor importante
es la manipulacion del producto lo que hace aumentar estos microorganismos, ya que
debe haber existido bastante manipulacién desde la captura hasta la llegada a la planta.

4.1.3. Comparacion de los recuentos en piel entre bacalao y congrio. En la
FIGURA 7 se pueden apreciar los promedios para cada recuento y la comparacién entre
piel de congrio y piel de bacalao. En los recuentos de Pseudomonas en piel se puede
apreciar que hubo un mayor numero para bacalao debido a la forma de almacenamiento
prolongado en hielo de esta especie. Se debe tomar en cuenta que las dos especies
bacalao y congrio tienen diferentes formas de almacenamientos, el bacalao es capturado
y es mantenido en hielo durante aproximadamente 15 dias lo que facilita el desarrollo de
Pseudomonas. El congrio en algunas ocasiones se vende fresco, el maximo tiempo de
enfriamiento son 3 a 4 dias, donde las Peudomonas pudieran crecer en forma mas lenta 'y
menor cantidad por el tiempo de exposicién al hielo. En relacion a enterobacterias y
bacterias aerobias mesdfilas los recuentos son similares a los de branquias.
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FIGURA 7. Recuento microbiolégico expresado en log ufc/cm2 en piel de congrio y de
bacalao.

4.1.4. Comparacion de los recuentos en branquias entre bacalao y congrio. Se
puede observar en la FIGURA 8 que los recuentos microbiolégicos para branquias en

muestras de bacalao y congrio para los tres tipos de microorganismos fueron similares a
los recuentos obtenidos en muestras de piel.

Para Pseudomonasen branquias el mayor aumento de este microorganismo se
observa en bacalao, esto se debe exclusivamente al tiempo de exposicién del pescado
en hielo, y también al grado de deterioro que pudiera haber presentado el producto.

Con respecto a las enterobacterias en la FIGURA 8 se observa que existe un mayor
aumento en branquias de congrio, esto pudo deberse exclusivamente a la manipulacion

de esta especie, entorno medio ambiental, y lugar de las aguas donde fue capturado el
pescado.

Los microorganismos aerobios mesofilos se encontraron en cantidades similares en
las branquias de congrio y bacalao. Para bacalao un aumento de estos microorganismo
puede deberse exclusivamente al estado de frescura del producto, en relacién al congrio,

su aumento se puede deber a la manipulacion, y exposicion a temperatura ambiente del
pescado.
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FIGURA 8. Recuentos microbiolégicos expresados en log ufc/cm2 en branquias de congrio
y bacalao.

4.2. Variaciones en los recuentos de Pseudomonas
entre fechas de muestreo para congrio y bacalao

En la FIGURA 9 se muestran las variaciones de los recuentos de Pseudomonas de

congrio, tomadas en 5 distintas fechas de muestreo (5 lotes), cada uno de ellos
conformado por 5 muestras.

Los recuentos entre los lotes de pescado (piel y branquias), mostraron diferencias

significativas (P< 0.05) indicando que los lotes 2 y 3 tuvieron recuentos mayores que el
resto de los lotes (ANEXO 6).

Esta diferencia de los lotes pudo deberse, a la distinta procedencia de captura de los

peces durante el periodo en que se tomaron las muestras, y diferentes tiempos desde su
extraccion, hasta la toma de muestras.
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FIGURA 9. Variaciones en los recuentos de Pseudomonas en muestras de congrio entre
distintos lotes de muestreo.

En la FIGURA 10 se muestran las variaciones de los recuentos de
Pseudomonaspara bacalao, tomadas en 5 distintas fechas de muestreo.

Los recuentos de Pseudomonasentre los lotes de pescado (piel y branquias) para
bacalao, mostraron diferencias significativas (P< 0.05), indicando que el lote N°4 presenta
un promedio significativamente menor con respecto al resto de los lotes (ANEXO 7).

Esto pudo deberse a las condiciones de almacenamiento del producto. Las muestras
fueron tomadas desde abril hasta septiembre y pudo haber existido una pérdida de la
cadena de frio en alguno de los lotes muestreados, lo cual hizo variar los recuentos. Debe
considerarse ademas los dias de almacenamiento del producto aproximadamente 15
dias, y en algunos muestreos 16-17 dias lo que hace suponer un deterioro del producto.
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FIGURA 10. Variaciones en los recuentos de Pseudomonas en muestras de bacalao entre
distintos lotes de muestreo.

Para enterobacterias y bacterias aerobias mesodfilas en congrio y bacalao los
resultados se muestran en los ANEXOS 3 y 4 y los analisis estadisticos en los ANEXOS 6

y7.

4.3 Presencia de Listeria monocytogenes en muestras
de bacalao y congrio

En la FIGURA 11 se puede apreciar los porcentajes de presencia de L. monocytogenes
en bacalao y congrio. Como se observa en bacalao se encontré L. monocytogenes en un
4% de las muestras de un total de 25 muestras. Para congrio existio un mayor porcentaje
de muestras positivas (40%) también de un total de 25 muestras.
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FIGURA 11. Presencia de Listeria monocytogenes en muestras de bacalao y congrio.

La mayor presencia de L. monocytogenes en congrio puedo deberse a varios
factores como por ejemplo, las aguas desde donde fueron capturados los pescados,
materia vegetal, los insectos, pajaros (gaviotas), los manipuladores y el medio ambiente.
Brackett, citado por FERRER (1993), afirma que los animales domésticos eliminan la
bacteria por via entérica, eliminando el microorganismo al suelo, el cual sobrevive por
largos periodos de tiempo en el medio ambiente en forma saprofita. Por efecto de arrastre
de las lluvias el microorganismo llega a los cauces de los rios y acequias, que desaguan
directamente al mar, contaminando el medio acuatico.

COLBURN et al, (1990), destaca el rol que pueden jugar las aves marinas y su
influencia como contaminante del medio acuatico, ya que las aves en si constituyen un
reservorio de importancia para L. monocytogenes. APHUN et al, (1999), reportaron la
distribucion de bacterias en pescados de agua dulce e identificaron a L.
monocytogenescomo microflora comun del intestino del pescado. Como parte de la
microflora en el intestino del pescado esta bacteria constituye un alto riesgo en el proceso
de evisceracion. Cualquier derrame durante la remocion del tracto digestivo, puede
contaminar la piel del pescado con L. monocytogenes, la cual puede sobrevivir aun
cuando el pescado es mantenido a temperatura de refrigeracién. Se debe tomar en
cuenta que estos pescados fueron capturados en forma artesanal en lanchas y el tiempo
transcurrido hasta su venta puede haber sido de aproximadamente 3 a 4 dias, durante
ese periodo puede haber existido contaminacion cruzada entre los factores mencionados
anteriormente y ademas el lugar donde fueron mantenidos los pescados refrigerados
antes de su venta puede ser fuente de contaminacién. Es muy importante destacar que
las muestras fueron tomadas del pescado eviscerado, una de las posibles causas de
contaminacioén por el intestino de los peces, si este no fue removido adecuadamente.

En el CUADRO 2 se puede apreciar la presencia de un mayor nimero de muestras
positivas de L. monocytogenesen congrio para muestras de piel que en branquias. En
bacalao se detectd solo en una muestra de piel.
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CUADRO 2.Frecuencia de aislamiento de L. monocytogenes después de 24 y 48 h de incubacion de las
muestras de piel y branquias en caldo de preenriquecimiento.

CONGRIO PIEL BRANQUIAS
Muestra N° 14 _ 24 h

Muestra N° 15 48 h _

Muestra N° 16 48 h _

Muestra N° 17 24 h-48nh _

Muestra N° 20 24h—-48h _

Muestra N° 21 24 h 24 h—-48h
Muestra N° 22 48 h 48 h

Muestra N° 23 24h—-48h _

Muestra N° 24 48 h _

Muestra N° 25 24 h—-48h 24 h—-48h
BACALAO PIEL BRANQUIAS
Muestra N° 17 24 h—-48nh _

Esto hace suponer que la contaminacion de L. monocytogenesen piel para congrio
pudo deberse exclusivamente por la manipulacién inadecuada, el medio ambiente, el
lugar de las aguas donde fue capturado el pescado y los pajaros.

En relacién a las branquias donde la cantidad de muestras positivas es menor la
contaminacion pudo deberse a las aguas donde fueron capturados los pescados.

En este estudio se encontré un 40% de muestras positivas con L. monocytogenes,
las cuales son mayores a las reportadas por otros paises como Japén con un (6.4%),
Norte América y Europa con un (10%) (YAMAZAKI et al., 2000).

PULLELA et al., (1998) reportaron la presencia de L. monocytogenes desde trucha
arco iris crecidas en centros de cultivo en recirculacion desde donde la frecuencia de las
muestras positivas variaron desde un 20 a un 90%. Este estudio también muestra
relacion con las muestras positivas encontradas en congrio de un 40% en el mercado
fluvial.

En la FIGURA 11 se aprecia que el porcentaje de L. monocytogenes encontrado en
bacalao es bastante bajo al comparar con las muestras de congrio, y fue aislada sélo en
piel lo que hace suponer que la contaminacion es exclusivamente por manipulacion,
contaminacion cruzada del lugar de mantencion del producto y por el lugar de las aguas.
Ademas se debe tomar en cuenta que L. monocytogenes también puede crecer a
temperaturas de refrigeracion (KARUNASAGAR et al., 1999), ya que al momento de la
toma de muestra el pescado se encontraba refrigerado. Se puede deducir que el
porcentaje menor de muestras positivas con L. monocytogenespuede deberse a que el
pescado se encontraban en un lugar cerrado durante el almacenamiento lo que reduce la
contaminacion por exposicién con el medio ambiente y por medio de pajaros e insectos, y
que el lugar de las aguas donde fueron capturados los pescados presentaban menor
indice de contaminacion con esta bacteria.

Debido a la alta tasa de mortalidad asociada a este microorganismo, la FDA ha
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impuesto cero tolerancia para L. monocytogenes, en alimentos que no requieran de
tratamiento térmico previo a su consumo (POYSKY et al., 1997). Otros paises de la Union
Europea, sin embargo, aceptan niveles bajos de < 10 ufc/g para este microorganismo. En
Chile, no se acepta la presencia de este patégeno en productos pesqueros ahumados
(SERNAPESCA, 1998).

MIETTINEN et al.,, (2001) evaluaron la contaminacion de las superficies, y la
presencia de L. monocytogenesen fabricas procesadoras de pescado, y detectaron en
pescado crudo un total de 12% en las muestras analizadas, en comparacién con otros
estudios donde la incidencia fue mas alta 27% y 15%, respectivamente. En relacién a las
muestras positivas encontradas en este estudio en bacalao el porcentaje fue bastante
menor un 4% en comparacién con los otros estudios.

FARBER, (1991) reporto la presencia de L. monocytogenes en salmon crudo desde
USA, Chile, Noruega y Canada. L. monocytogenesfue aislada desde el agua
descongelada, desde la superficie del salmén crudo, desde la tabla de fileteo, desde el
agua de lavado de los pescados, y desde los recortes de los diferentes productos de una
planta de ahumado en frio, y concluyé que la inicial fuente de contaminacién fue el
pescado crudo.

4.4. Presencia de E. colien muestras de congrio y
bacalao

En la FIGURA 12 se aprecia que no se encontré E. coli en bacalao.En congriose observa
un 28% de muestras positivas. En congrio los factores que puedan haber influenciado la
contaminacion con E. coli pueden ser varios entre ellos medio ambiental, manipulacion,
lugar de conservacion del producto, lugar de las aguas donde fueron capturados los
pescados. En relacion al lugar de las aguas donde fueron capturados los pescados, estas
pueden haber tenido algun grado de contaminacion por aguas servidas, y animales
pertenecientes a terrenos aledanos al estuario del rio Valdivia. Las cajas de madera
donde se dejaban los peces pudieron haber estado contaminadas, también por el medio
ambiente por pajaros como por ejemplo gaviotas, el lugar de conservacién del producto
antes de su venta al publico pudo haber estado contaminado y con poca higiene, y
ademas la manipulacion de las personas con manos sucias. Altas cifras de E. coli en un
alimento sugieren una falta general de limpieza en el manejo del mismo y en el
almacenamiento inadecuado (VILLALOBOS, 2000).

E. coli esta normalmente asociada con contaminacién fecal de animales de sangre
caliente y el hombre, no esta naturalmente presente en pescado o productos marinos,
cuando se encuentra es producto de procesos de contaminacidn y manipulacion
(OROZCO, 2000).
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FIGURA 12. Presencia de E. coli en muestras de bacalao y congrio.

Otro de los factores importantes que contribuye a la contaminacion es que el
pescado durante su venta se encontraba en un lugar abierto y a temperatura ambiente,
préximo al rio, durante 3 a 4 dias y refrigerado durante la noche, esto concuerda con lo
afirmado por (SCHOBITZ et al.,1985) para la especie jurel (Trachurus murphy), en el cual
el area de estudio posee caracteristicas similares a este trabajo, ya que la toma de las
muestras ocurrio en el mismo lugar donde estas especies se comercializaban.

CUADRO 3.Presencia de E. coli en muestras de piel y branquias para congrio

muestras |[N°6 _[N°7 _[N°8 _ [N°9 _|N°16 [N°17 _ [N°19
Piel 1,5x 10 |51 x10% 9,3x10 |54x105 /(-) ,/80x10 [(-)
Branquias |(-) 28x10" |(-) 1,7x10" [1,8x10 [(-) 9,3x10"

En el CUADRO 3 se puede observar que la mayor presencia de E. colise encuentra
en piel, lo que hace suponer que la mayor contaminacién es por medio de la
manipulacién después de haber sido capturado el pescado, por condiciones del medio
ambiente, y el lugar de mantencién del producto. En relacién a la contaminacion en las
branquias esto puede deberse exclusivamente al lugar de las aguas donde se capturaron
los pescados. AL-HARBI (2003) realizé un estudié donde detecto la flora bacteriana de
Tilapia hibrida (Oreochromis niloticus) y encontré E. coli en 6 muestras de branquias que
correspondian a un 3.28%, en relacion a este estudio el nUmero de muestras positivas en
branquias (4) es similar. Se debe destacar que las muestras tomadas de un lote se
encontraba fuera de los limites establecidos por el Reglamento Sanitario de los alimentos
(CHILE, MINISTERIO DE SALUD, 2003), donde la cantidad maxima de unidades
defectuosas que puede contener el lote es de ¢ = 3, y el tamafo de muestra a ser
examinadas n= 5, se encontrd cuatro muestras positivas de un lote de 5 muestras.
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GONZALES et al., (2001) analizaron filetes de trucha y salmén fresco obtenidos de
una cadena de supermercados, y evaluo la frescura y calidad bacteriolégica durante el
almacenamiento a 3°C, cuando las muestras fueron analizadas para coliformes fecales y
E. colifueron detectados en dos lotes de filetes de trucha después de 10 dias de
almacenamiento y un lote de filetes de salmén, después de 7 dias de almacenamiento.
Cabe destacar que E. coli solo fue detectada cuanto el pescado se encontraba
deteriorado. Este analisis concuerda con el presente estudio donde se detecto E. coli en
dos lotes muestreados.

Con respecto a la especie bacalao no se encontré E. coli, resultado que pudo
deberse al lugar de las aguas donde fueron capturados los peces, posiblemente las
aguas estaban libres de contaminacién, y el lugar donde son almacenados los peces
luego de su captura se debe haber encontrado con mayor grado de higienidad. Ademas,
estos peces se encontraban con hielo, lo que hace presumir que por la temperatura
Optima de crecimiento de E. coli, este microorganismo no pudo desarrollarse. ESTEVAO
y PUCCI (2000) afirman que estos microorganismos son malos competidores en
condiciones de refrigeracion. El lugar de conservacion de los peces es cerrado, por lo que
se presume que no hubo contaminacion del medio ambiente como insectos, pajaros
(gaviotas).
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No se obtuvieron diferencias significativas entre los recuentos de Pseudomonas,
enterobacterias, y bacterias aerobias mesofilas entre las muestras tomadas de piel y
branquias, para bacalao y congrio, obtenidos en una planta procesadora y la feria fluvial
de la ciudad de Valdivia.

En bacalao el microorganismo predominante fue Pseudomonas, en cambio en
congrio los mayores recuentos se presentaron para bacterias aerobias mesdfilas. Lo cual
refleja el estado de frescura del producto y las condiciones higiénicas.

Se encontraron diferencias significativas entre lotes de muestreo para bacalao en los
recuentos para Pseudomonas, enterobacterias, y bacterias aerobias mesofilas. En
congrio en cambio se obtuvieron diferencias significativas en los recuentos de
Pseudomonas y bacterias aerobias mesdfilas. Lo cual indica variaciones en los niveles de
contaminacion, y diferencias en las temperaturas de conservacion de los pescados.

Listeria monocytogenesfue detectada en ambas especies de pescado, con un 40%
en congrio y un 4% en bacalao. E.coli, se encontrd en un 28% de las muestras de congrio
y no se detecté en bacalao. La mayor contaminacion patégenos en congrio indicé que
existe un mayor riesgo en el consumo crudo de este pescado.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo1. Recuento microbiolégico en especie congrio,
promedio y desviacion estandar.

Tratamiento | Lugar Mesofilas R 12 Pseudomonas § Enterobacterlai R

S log (ufc/em ~ ) |+ S log (ufc/cm | S log (ufc/cm
)

M1 Piel Branquia3,8 +0,26 4,0+ |2,7+0,23 29+ |16+0,30 2,1
0,59 0,39 0,91

M2 Piel Branquia5,1+0,59 39+ |36+0,63 25+ |1,9+0,65 1,5
0,82 0,62 0,30

M3 Piel Branquia5,1£0,90 5,7+ |3,2+0,58 40+ |1,9+0,57 26+
0,44 0,28 0,20

M4 Piel Branquia3,6 £0,91 42+ (231048 25+ |(1,8+£0,38 1,7
0,91 1,1 0,28

M5 Piel Branquia3,7 £0,18 3,7+ |2,7+0,26 26+ (181042 20+
0,14 0,26 0,79

MT Piel Branquia*4,3+0,57 *4,4+ |*2,8+0,43 *2,8 +|{*1,8 £ 0,46 *2,0
0,58 0,53 0,49

Diaz Jaramillo, Alejandra Jeannette
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* Promedio corresponde a 5 determinaciones

Anexo2. Recuento microbiolégico en especie bacalao,

promedio y desviacion estandar.

0,65

0,70

Tratamiento | Lugar Mesoéfilas R % Pseudomonas 5 Enterobacterlai R

S log (ufc/ecm ~ ) |£ S log (ufc/cm ~ | £ S log (ufc/cm
)

M1 Piel Branquia3,9+0,07 3,7+ |51+£099 42+ (25+0,36 16+
0,45 0,92 0,33

M2 Piel Branquia4,8+0,16 4,7+ |56+0,19 54+ |1,7+0,51 1,8
0,67 0,53 0,46

M3 Piel Branquia4,6 £+0,74 54+ |47+0,49 52+ |045+097 1,5
0,77 0,42 0,82

M4 Piel Branquia3,6 +0,11 3,6+ |29+0,50 25+ |0,9+0,73 1,0+
0,93 1,03 0,65

M5 Piel Branquia4,9+0,86 49+ |53+0,30 46+ |1,5+0,31 15%
0,44 0,64 0,06

MT Piel Branquia*4,4 +0,38 *4,5+ |*4,7+0,49 *4,4 +/*1,4+0,58 *1,56

0,46

* Promedio corresponde a cinco determinaciones.

Anexo 3. Variaciones en los recuentos entre lotes en
muestras de congrio
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Anexo 4. Variaciones en los recuentos entre lotes en
muestras de bacalao
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Anexo 6. Analisis estadistico para especie congrio

Anahsis de varianza para recnentn de Psendamanas - Type TIT Snms of Sqnares

Soarce cum el Eguares D Mean Scaate © Eade = Walue
i, IFUR i I AR S

L ale A L 2 adu 1 (LI A
E piebe anguizs A %S P D01%E 03 D EIEQ
FLs_oUAL 2] zhed 49 L]

ToTa [ZOESECTEL 02050 A%

Al T-ratas are basec oo the residval mean symace evrar
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Prueba de Tukey parca recuenlv de Pyeuduroooas por lule

Aathed: 850 2zreent Tukew H=D

*draotra a atatisbicz lly 2 andf rant 2o frrenee

lote —ounT 8 zan = egma Eomcgonocous Ureuss
4 I 1 (2t e

) 10 &t 022152 K

1 110 27 022152 H

: 10 2 06 022152 M
: [ 6 RN bl “
Lol s ]:'..r_-l:] el | 4 o +.'l- Li.[.'-'..-::
1-: -, 34 0 EETs

| - = +.) 55 T ERTA
1-4 L. a3
E C1z DERTL3E
i 053 TEETQS
£-4 Ly DERTLE
s I e [1FRRILE
»-4 bt P AN
e *1.0 0EIT03E
S 0,21 LEETOE
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Aunalisiz de varzanra para recuenta de Tutercbacterias Type IIT Sams of Squares

Senrnr sum afFSemava 7 Mean Square F-Fatia T-Waln-
WATTE=ZECS

Eolabe HETATI E L=l 02l
E.po-Thr ancquaas .415 1 R 1.33 12545
LL-DTAL 1Z.502 42 L1504 55

TOT AT (DORRROT=LT 196355 4%

SAEF ratos ars based onche res:dual meas squars etror

And ziz cle vatianza parz rrenvecte oe A=casiar e=sdfilaz - Teoe I Sams o2 Sycares

Errrr Zum afFSmmans .7 Mean Soquare F-Fate T-Waln-
MATTE-ZECE

Alamr LA 4 P 1575 20nmn
E pizlbr angquaas Q&2 1 A DAY 02028
TRGTOTTAT. 7715 e 0S5

TOTAT. [DORRROT=E) AL S2HR 24

ME tatos arz based anoche res:dual meas squars errar
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I'rueha de Tukey para recuento de Aerobias mesofilas por late

Idethed: 95 0 perzent Tukew HED

late Coun: Lo kean LI EZizra  Eomogoaceu: Zroaps

9 10 K S Co2N0642 H

4 10 388 C.200642 i

2 10 =0 C.200642 X

2 10 4497 C.200642 3

3 10 BT Co2N0642 E

Coatrast Differzace +:- Linmuts
- Z *.1.06 0 B0z

o + 145 L2050z

e 003 0 R0A072

g 0 080072

& =i -C.53 0 B0707E

2=d Y 0 &ROTOTE

g *L2h 0207072

3 -4 * 4H 0B07072

3-= A 0807072

4 -5 016 0 ROTOTR

*derotes a statistically sizadicent <izference.

Anexo 7. Analisis estadistico para especie bacalao
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Analizis de varianza para recuento de Preudomonas - Type I dums of Sguoares

moarce SumcfScaaes L[ Meanitguers I-Cat: P-Walus
LLAT] 2-C BT

& letr 47767 4 114474 AL EE () O0N0
LCopie krznemiz L5I5E : L5 32 FEE R
EESZ T IAL 206312 47 0A7IE55

ANF-ratas ar~haand an the radn meas a9 03 eoror

Prueha de Tukey para recuento Peudomonas por lote,

Mlethed: 850 p=rezot Tukey ISD

lote ount LS Mean LS Zigma Hemogeneous Groups
4 11 A 12 TR0 33

| 11 4.6 L2 655 H

3 10 4.9 021655 A

7 10 4,32 0216354 H

o 10 343 0216385 3t

i_ontrast _nfference +/- Limite

L -2 -5 T8
1-3 =125 QO ETZ28E
1-4 *1 54 C.872282
1-5 -1.21 0E72282
2-3 0.58 0E722E2
2 -4 *2 78 C.E722E2
= (.53 N.8722&82
3-4 tad L.672482
3-0 =205 0 ET228E
4-5 A CETZE52

*denotes a smatistically sigaficant difference.

Diaz Jaramillo, Alejandra Jeannette 63



Presencia de Bacterias Saprofitas y Patégenas en Piel y Branquias de Pescado Fresco

Amaligiz dr varianea parva rernentn de Enteenhacterias- Type TTT Samz of § quares

Soaorce s oof Squar=s DE Llean Seuare I'-Zamo P alue
AT ITTRC TS

Ay lote 282112 A 2725 511 TLCCE
Sopdelor ancuia CoLoLzs L [ _rl25 C22 0 (uEzes
CLECIDT AT LE a5 chd (L4 122

TOTAL (2OLLEZITEDy 280774 42
A1 Foralior a1z Lased ou e reesdus] sivan b - axe er o

Prucba de Tulcey para recuento de Enterobacterias por lote

Method: 25,0 percen: Tukeey HSD

lote —cunt Lo MMean Lz oigma  Homogereous Groups
4 1 0912 020279 A

3 110 0953 0202793 XX

5] 110 1.46 0202793 XXX

2 10 1.76 N2N27483 30

1 10 2.05 0202793 A
Contrast Drfferencs +i- Limits
1-2 (.23 0815723
1-3 £ (10l 0812723
1-4 *1.158 0812723
.53 N815723
el B 1225 0815723
2 -4 *1.843 0815723
2] 2.3 0815723
3-4 J.043 LE15723
5-5 -01.50% 0512723
4 -5 (1,548 0512723

*denate: a statistically aignificant differeace.
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Andlisis de varianza para recuento de Aerobias Mesofilas - Type III Sums of
SnnAtrez

Aarrn Sumoe” B TF Wleas Squary B-Raue et
WMATIEESES ™A

Nlote A 7 AFTan 1172 C.CI
Sepitheann s N B 1 [ I R =1 091
EEETHTIAT. TH AR A 373060

T A L CUORS A TELY 24 002 4

Al Z-rdlaos are Lared oo Lhe reeie a0 medn suare w100

Prueba de Tulkey para recuento Aerobias mesofilas por lote

bethod. 22 0 percent Tubey HSD

lose Coant L3 Mean LI Sigma domogeneous Trouss
& Y LR 0135143 X

1 1] 251 0184149 &

2 0 474 01821449 H

3 1l 4.9 1251432 A

3 y .33 0133143 i
Clnrfrast | nitrrerre +i- larnits
1-2 R 07623
| R 77683
l -4 Vp L. y76E3
1-3 “-1.11 0777033
a3 -0.21 07603
a4 * Ak 0 FTEge
&= -0..4 0777655
3-4 *1.39 07TEas
2 -3 007 C.06a5
4 -0 “-1.54 (07 16e s

*deactes a statist:cally sigmificant difference.
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