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Resumen

El pescado es considerado un alimento seguro para el consumo humano. No obstante, la falta
de higiene en el procesamiento y la preparacién pueden influir negativamente en la calidad e
inocuidad de estos alimentos, y ser causa de enfermedades alimentarias. Este hecho adquiere
especial importancia en aquellos productos destinados a ser consumidos crudos o poco cocidos,
pues existen ciertas bacterias, como las pertenecientes a los géneros Aeromonas y Vibrio, de
naturaleza acuatica, algunas de las cuales son patdgenas para el ser humano. Es por ello que el
presente trabajo tuvo como objetivo realizar un analisis microbioldgico de 5 muestras de
pescado destinado al consumo en crudo, comercializadas por tres cadenas de supermercados
diferentes de la ciudad de Reus (provincia de Tarragona, Espafia). Dichas muestras
correspondieron a sashimi! de salmén (M-1) y sashimi de atin (M-2) (supermercado “A”), una
muestra de supremas de salmén congelado (M-3) y una muestra de filetes de atun congelado
aptas para su consumo en crudo (M-4) (supermercado “B”), y una muestra de nigiris?> de salmén
crudo (M-5) (supermercado “C”). Las muestras fueron homogeneizadas con una solucion de
agua peptonada 0,1 % tamponada (pH = 7,6) en Stomacher, y 1 mL del homogenizado se tomé
para realizar diluciones seriadas 1:10 para finalmente sembrar por duplicado en los medios de
cultivo selectivos y diferenciales ADA (Aeromonas spp.), Chromocult® Coliform Agar (coliformes
totales y fecales) y TCBS (Vibrio spp.). También se sembré por duplicado en medio ARP para
determinar la concentracién de microorganismos aerobios mesdfilos (incubacidén a 25 2C) y
psicrotéficos (incubacion 15 2C). De las muestras analizadas Unicamente la M-4 no evidencio
ningun tipo de crecimiento bacteriano. Sin embargo, en el resto de muestras hubo recuento
positivo para bacterias aerobias psicrétrofas, estando ausentes las aerobias mesofilas. En
Chromocult® Coliform Agar solo se cuantificaron bacterias coliformes totales en las muestras
M-1 y M-2. El estudio de su perfil bioquimico permitié identificar Klebsiella oxytoca en las
muestras M-1 y M-2, y mediante MALDI-TOF se pudo identificar Enterobacter cloacae en la
muestra M-2. De forma paralela, en ADA y TCBS se observaron colonias tanto tipicas como
atipicas para Aeromonas spp., y tipicas fermentadoras de la sacarosa para Vibrio spp.,
respectivamente. La coloraciéon de Gram realizada a las colonias atipicas (grandes, blancas y
cremosas) provenientes de las muestras M-1 y M-2 en ADA, y su perfil de MALDI-TOF permitié
identificarlas como la levadura Candida krusei (hongo unicelular). También se identifico K.
oxytoca en la muestra M-2 sembrada en ADA, mediante la coloracién de Gram, la prueba de la
oxidasa y un set de pruebas bioquimicas para miembros bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, a pesar de que por MALDI-TOF la identificé como C. Krusei con un indice de
1,97. La Unica cepa atipica hallada en TCBS fue identificada como Staphylococcus saprophyticus
por MALDI-TOF, realizando también sobre ella un estudio previo microscépico mediante tincion
de Gram y la prueba de la catalasa. Finalmente, se procedid con la identificacién de las colonias
tipicas crecidas en TCBS (M-1) mediante amplificacidon y secuenciacion del gen rpoD basadas en
la técnica de PCR. RESULTADO: El estudio ha demostrado que los valores de UFC/g de muestra
para bacterias aerobias psicrétrofas y coliformes no superan (en general) los valores maximos
recogidos en la legislacion, asegurando asi la calidad higiénica de las mismas. Por otro lado, no
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se ha podido constatar la presencia de Aeromonas spp. en ADA, aunque si se aislaron colonias
tipicas de Vibrio spp. en TCBS y el gen rpoD se amplificd con gran calidad a partir de material
genético extraido de estas colonias. Por otro lado, la presencia de Klebsiella oxytoca,
Staphylococcus saprophyticus y Candida krusei pone en duda la utilidad del medio ADA para el
recuento selectivo y diferencial directo de Aeromonas spp. a partir de muestras de atin y salmén
frescos y congelados, y alerta de la presencia de estas bacterias y levadura para los pacientes
inmunocomprometidos debido a su caracter de patégenos oportunistas.

Palabras clave: ADA, atun, Candida, congelados, en crudo, Enterobacter, Klebsiella, pescado, psicotréfos,
salmon, Staphylococcus, TCBS, toxiinfeccidn.

Resum

El peix és considerat un aliment segur per al consum huma. No obstant aix0, la manca d'higiene
en el processament i la preparacié poden influir negativament en la qualitat i innocuitat
d'aquests aliments, i ser causa de malalties alimentaries. Aquest fet adquireix especial
importancia en aquells productes destinats a ser consumits crus o poc cuits, ja que hi ha certs
bacteris, com els pertanyents als géneres Aeromonas i Vibrio, de naturalesa aquatica, alguns
dels quals sén patogens per a I'ésser huma. Es per aixd que el present treball va tenir com a
objectiu fer una analisi microbiologic de 5 mostres de peix destinat al consum en cru,
comercialitzades per tres cadenes diferents de supermercats de la ciutat de Reus (provincia de
Tarragona, Espanya). Aquestes mostres van correspondre a sashimi® de salmé (M-1) i sashimi de
tonyina (M-2) (supermercat "A"), una mostra de supremes de salmé congelat (M-3) i una mostra
de filets de tonyina congelat aptes per a el seu consum en cru (M-4) (supermercat "B"), i una
mostra de nigiris* de salmd cru (M-5) (supermercat "C"). Les mostres van ser homogeneitzades
amb una solucié d'aigua peptonada 0,1% tamponada (pH = 7,6) en Stomacher, i 1 ml de
I’'homogeneitzat es va prendre per realitzar dilucions seriades 1:10 per finalment sembrar per
duplicat en els medis de cultiu selectius i diferencials ADA (Aeromonas spp. ), Chromocult®
Coliform Agar (coliformes totals i fecals) i TCBS (Vibrio spp.). També es va sembrar per duplicat
en medi ARP per determinar la concentracié de microorganismes aerobis mesofils (incubacié a
25 °C) i psicotrops (incubacié 15 2C). De les mostres analitzades, Unicament la M-4 no va
evidenciar cap tipus de creixement bacteria. No obstant, en la resta de mostres va haver
recompte positiu per bacteris aerobis psicotrops, estant absents els aerobis mesofils. En
Chromocult® Coliform Agar només es van quantificar bacteris coliformes totals en les mostres
M-1 i M-2. L'estudi del seu perfil bioquimic va permetre identificar Klebsiella oxytoca en les
mostres M-1 i M-2, i mitjancant MALDI-TOF es va poder identificar Enterobacter cloacae en la
mostra M-2. De forma paral-lela, en ADA i TCBS es van observar colonies tant tipiques com
atipiques per Aeromonas spp., i tipiques fermentatives de la sacarosa per Vibrio spp.,
respectivament. La coloracié de Gram realitzada a les colonies atipiques (grans, blanques i
cremoses) provinents de les mostres M-1iM-2 en ADA, i el seu perfil de MALDI-TOF, va permetre
identificar-les com el llevat Candida krusei, (fong unicel-lular). També es va identificar K. oxytoca
en la mostra M-2 sembrada en ADA, mitjancant la coloracié de Gram, la prova de |'oxidasa i un
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set de proves bioquimiques per bacteries pertanyents a la familia Enterobacteriaceae, tot i que
per MALDI-TOF la va identificar com C. Krusei amb un index de 1,97. La Unica soca atipica trobada
en TCBS va ser identificada com Staphylococcus saprophyticus per MALDI-TOF, realitzant també
sobre ella un estudi previ microscopic mitjancant tincio de Gram i la prova de la catalasa.
Finalment, es va procedir amb la identificacié de les colonies tipiques crescudes en TCBS (M-1)
mitjangant amplificacié i seqlienciacié del gen rpoD basades en la técnica de PCR. RESULTAT:
L'estudi ha demostrat que els valors de UFC/g de mostra per bacteris aerobis psicotrops i
coliformes no superen (en general) els valors maxims recollits en la legislacid, assegurant aixi la
qualitat higienica de les mateixes. D'altra banda, no s'ha pogut constatar la presencia
d'Aeromonas spp. en ADA, tot i que si es van aillar colonies tipiques de Vibrio spp. en TCBS, i el
gen rpoD es va amplificar amb gran qualitat a partir de material genetic extret d’aquestes
colonies. Per una altra banda, la preséncia de Klebsiella oxytoca, Staphylococcus saprophyticus i
Candida krusei posa en dubte la utilitat del medi ADA per al recompte selectiu i diferencial
directe d'Aeromonas spp. a partir de mostres de tonyina i salmé frescs i congelats, i alerta de la
preséncia d'aquests bacteris i llevat per als pacients immunocompromessos com a causa del seu
caracter de patogens oportunistes.

Paraules clau: ADA, tonyina, Candida, congelats, en cru, Enterobacter, Klebsiella, peix, psicotrops, salmé,
Staphylococcus, TCBS, toxiinfeccio.

Abstract

Fish is considered a safe food for human consumption. However, poor hygiene in processing and
preparation can negatively influence the safety and quality of these foods consequently cause
foodborne diseases. This fact acquires special importance in those products destined to be
consumed raw or undercooked due to exist different bacteria species those belonging to
Aeromonas and Vibrio genera, of aquatic nature, which are pathogenic in humans. For this
reason, the objective of this work was aimed to carry out a microbiological analysis of five fish
samples destined for raw consumption obtained from three different supermarket chains
located in Reus city (Tarragona province, Spain). Food samples were salmon sashimi® (M-1) and
tuna sashimi (M-2) (supermarket A), frozen salmon «suprémes» (M-3) and frozen tuna fillets
(M-4) (supermarket B), and salmon nigiri® (supermarket C). All samples were introduced in a
sterile bag and homogenized with 0,1% buffered peptone water (pH = 7,6) in a Stomacher,
serially 10-fold diluted and placed in duplicate on ADA (Aeromonas spp.) and TCBS (Vibrio spp.)
differential and selective culture media. Also, the samples were placed in duplicate on ARP
media to determine the presence of aerobic mesophilic (incubated at 25 2C) and psychotropic
(at 159C) microorganisms. We not observed bacterial growth in sample M-4, however, the other
samples showed positive counts for aerobic psychotropic bacteria. Mesophilic bacteria are not
found in none of the samples. We only obtained counts of total coliform bacteria in
Chromocult® Coliform Agar media in M-1 and M-2 samples. The biochemical study allowed
identify from the M-1 and M-2 samples Klebsiella oxytoca and using MALDI-TOF technic
Enterobacter cloacae could be identified in M-2 sample. Simultaneously, in the ADA and TCBS
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media were observed typical and atypical colonies of Aeromonas spp. and Vibrio spp.,
respectively. To identify atypical colonies (large, white and pasty) obtained in the ADA media in
the M-1 and M-2 samples we applied gram staining and MALDI-TOF technique, allowed identify
these colonies as Candida krusei (unicellular fungus). K. oxytoca was also identified in the M-2
sample isolated from ADA media also using the Gram stain and different biochemical tests
including oxidase for Enterobacteriaceae family members, however this colony was identified as
C. krusei by MALDI-TIF with 1,97 index. One atypical colony found in TCBS media was identified
as Staphylococcus saprophyticus using MALDI-TOF, after we did Gram study and catalase test.
Finally, for the identification of typical colonies grown in TCBS (M-1), we amplified rpoD gene of
Aeromonas spp. using PCR technique and we sent to sequence the PCR product. RESULTS: We
obtained counts of CFU/g from each sample for psychotropic and coliform aerobic bacteria and
concluded that in general these counts do not exceeded the maximum levels established in
European legislation, ensuring the hygienic quality of these food products. In addition, we didn’t
observed presence of Aeromonas spp. Although, two typical Vibrio spp. colonies were isolated
from TCBS media and rpoD gene was amplified obtaining high quality genetic material extracted
from these typical colonies. However, presence of Klebsiella oxytoca, Staphylococcus
saprophyticus and Candida krusei questioned the usefulness of ADA medium as direct selective
and differential media for the enumeration of Aeromonas spp. in fresh and frozen tuna and
salmon samples, and alerts the presence of these- opportunistic pathogens that may be affect
to immunocompromised patients.

Key words: ADA, tuna, Candida, frozen, raw, Enterobacter, Klebsiella, fish, psychotropic, salmon,
Staphylococcus, TCBS, toxin-mediated infections.



1.Introduccion

El pescado es considerado un alimento importante en la dieta europea, pudiéndose constatar
un crecimiento sostenido superior al 20% desde el afio 2011.1* Seguiin detalla la FAO en su dltimo
informe sobre el estado mundial de la pesca y la acuicultura, en el afio 2018 tanto la produccién
como el comercio y el consumo de pescado alcanzaron un récord histérico. Dicho informe
destaca que el incremento del consumo global ha sido del 122% entre los aifos 1990 y el 2018,
y prevé que para el afio 2030 el consumo mundial serd un 18% superior al del afio 2018

A nivel mundial, el pescado destinado al consumo humano directo, es decir, el pescado vivo,
fresco o conservado mediante procesos de refrigeracidn, representé en el afio 2018 un 44% del
total del pescado consumido. 1% Pese a que el pescado se considera un alimento “seguro” debido
a la tedrica esterilidad de los musculos del animal sano, es sabido que hay microorganismos
presentes en las superficies de los mismos, como por ejemplo en la piel y las branquias, o
también en 6rganos como el tracto digestivo, el rifion, el higado y el bazo. 3 No obstante, el
pescado y otros productos de la pesca, en especial aquellos productos que van a ser consumidos
crudos o con el minimo tratamiento térmico, se ven asociados a brotes de enfermedades
asociadas a bacterias patdgenas, biotoxinas, histamina, virus y/o parasitos. ! Sin embargo, las
bacterias son los agentes etioldgicos mds importantes involucrados en la mayoria de brotes de
enteritis (inflamacidn intestinal) de origen alimentario.”’ Consecuentemente, la contaminacién
bacteriana del pescado es el mayor problema al cual se enfrenta la industria alimentaria, debido
a las graves consecuencias para la salud y a las fuertes pérdidas econdmicas que esto puede
conllevar.'® Cualquier persona esta expuesta a adquirir y desarrollar una enfermedad de origen
alimentario, pero ciertos colectivos de la poblacion como los neonatos, infantes, mujeres
embarazadas y personas inmunodeprimidas son especialmente vulnerables, pudiendo padecer
la enfermedad en su forma mas grave, llegando eventualmente en los casos mds severos a
producir su muerte.”

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define las enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA) como enfermedades, generalmente de naturaleza tdxica o infecciosa,
originadas por agentes etioldgicos que ingresan en el organismo gracias a la ingestién de
alimentos contaminados por ellos.!®'Las enfermedades alimentarias se clasifican en: infecciones,
intoxicaciones y toxiinfecciones. La infeccidon alimentaria bacteriana implica el ingreso de
microorganismos viables (o de sus endosporas) con la ingesta del alimento contaminado, y su
posterior multiplicacion y accidn lesiva local debida a la produccion de enzimas o por la inyeccion
de efectores intracelulares, con la ocasional diseminacién del patdgeno a otros érganos donde
también ejercera su accion deletérea. Cabe afiadir, que para que se desarrolle una infeccidn en
el consumidor es necesario que el alimento contaminado contenga un nimero necesario de
bacterias patégenas vivas; es decir, que se alcance la dosis infectiva. ! Sin embargo, para la
mayoria de patdgenos, la cuestion de la dosis infectiva minima es un asunto complejo pues
existen otros factores que pueden influir en ello como pertenecer a uno de los grupos especiales
de riesgo nombrados anteriormente (pueden desarrollar una patologia cuando se exponen a un
numero menor de microorganismos patdgenos) o también ciertos factores fisiolédgicos como el
grado de acidez gastrica, la flora intestinal y el estado inmunoldgico de la persona. Por otro lado,
una intoxicacion se produce por la presencia de una toxina en el alimento. Habitualmente, la
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bacteria productora de la toxina no se encuentra viva al ingerirse el alimento, de modo que la
enfermedad serd debida, Gnicamente, a la ingesta de la toxina y su accién en el organismo.!?
En cambio, una persona padece una toxiinfeccién alimentaria cuando la causa de la ETA es
debida tanto a la bacteria como a la toxina bacteriana. ¥ Las principales bacterias implicadas
en enfermedades de transmisidn alimentaria son Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, y Vibrio spp. %3]

Los patdgenos mas frecuentemente presentes en los productos de pesca que se comercializan
en el estado espafol son bacterias formadoras de endosporas (Clostridium botulinum) vy
bacterias no esporuladas (Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella
spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp. y Yersinia enterocolitica). ™ > Algunos de estos
patégenos contaminan el alimento durante su procesado, ya sea por contacto directo con las
manos de los manipuladores de alimentos previamente contaminadas, o bien por contacto con
superficies contaminadas debido al procesamiento de otros alimentos de diferente naturaleza.
Sin embargo, entre las bacterias autdctonas del pescado también encontramos algunas que son
potencialmente patdgenas para el ser humano, tales como las especies pertenecientes a los
géneros Aeromonas y Vibrio '8 |as cuales producen gastroenteritis. Dichas gastroenteritis
pueden dar lugar a un espectro de afecciones muy diversas que pueden presentar desde cuadros
clinicos leves o asintomaticos hasta cuadros severos.

1.1. Aeromonas spp.

El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadaceae (Clase y-Proteobacteria, divisidn
Proteobacteria), y las especies que componen el género se caracterizan por ser bacilos Gram
negativos, [1>2% suelen ser oxidasa y catalasa positivas, y tener la capacidad de transformar el
nitrato en nitrito. Fermentan la glucosa por via heterofermentativa y mayoritariamente son
resistentes al factor vibriostatico 0/129. A pesar de ser considerados microorganismos
autdctonos del medio acuatico, han sido aislados con frecuencia en alimentos destinados al
consumo humano, como los peces, dando lugar a toxiinfecciones. 222231 Algunas de las especies
son consideradas patdgenos emergentes, capaces de afectar tanto a individuos
inmunodeprimidos como sanos. 192024

La mayoria de las especies del género Aeromonas pueden clasificarse dentro de uno de los
siguientes grupos en base a su temperatura de crecimiento: las psicrétrofas y las mesdfilas. Las
cepas psicrotrofas (crecimiento optimo entre 25 2C-XXX) son alterantes de productos
alimenticios frescos ricos en proteinas, como el pescado, y las cepas mesdfilas (crecimiento
Optimo entre 35-37 2C) son las responsables de diversas infecciones en humanos. Estas ultimas
en general son identificadas cémo Aeromonas hydrophila. Cabe mencionar que A. hydrophila
sobrevive incluso a temperaturas de entre 2 y 10 2C *, y es capaz de multiplicarse en alimentos
almacenados a 5 2C 192024 motivo por el cual puede ser aislada de alimentos refrigerados. Sin
embargo, también se ha observado que algunas especies de Aeromonas pueden sobrevivir a
temperaturas aiin mas bajas, entre 0 y -32C. Otras de las especies patégenas para el ser humano
son Aeromonas caviae, Aeromonas sobria y Aeromonas veronii, aunque estas no se aislan tan
frecuentemente como A. hydrophila. 2! Este género bacteriano contiene especies capaces de
sobrevivir en alimentos sometidos a vacio y en atmésferas modificadas. También son
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relativamente tolerantes a la sal, pudiendo crecer a concentraciones de NaCl del 4% y en algunos
casos de hasta del 6%. 21?4 Ademds, esta tolerancia a la sal se ve favorecida a las bajas
temperaturas a las que se somete el alimento para su conservacién, motivo por el cual la
refrigeraciéon no es un método efectivo para el control de las poblaciones de Aeromonas spp. en
alimentos almacenados en frio. 24

Las enteritis producidas por Aeromonas spp. son frecuentes y su distribucion mundial es amplia,
aunque su incidencia presenta una gran variabilidad geogréfica, mostrando una correlacién
mayor en poblaciones con habitos higiénicos deficientes. %24 Sin embargo, estas
toxiinfecciones estan infravaloradas ya que la presencia de estas bacterias no es rutinariamente
investigada en los laboratorios y la mayoria de las veces ocurre que su aislamiento se realiza en
medios de cultivos no especificos para patégenos no entéricos. En 2010, se vio que la
presentacion clinica relacionada principalmente con toxiinfecciones por Aeromonas spp. es la
enteritis secretora acuosa, representando el 75-89% de los casos. 1?2 La causa de la toxiinfeccion
es debida a la produccién de multiples factores de virulencia (hemolisinas, enterotoxinas,
sistemas de secrecion, etc.) que permiten la colonizacion, la invasion y la proliferaciéon de la
bacteria, dafiando los tejidos del huésped y esquivando su respuesta inmune. >4 | o
individuos con mayor riesgo de padecer toxiinfecciones por Aeromonas spp. son los nifos, los
ancianos y las personas inmunocomprometidas. 2%224 Aeromonas spp. también pueden llegar
a producir septicemia, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. La infeccién puede
adquirirse por la ingesta de alimentos contaminados, a través heridas o también a través del
agua contaminada, pudiendo producir infecciones extraintestinales: del sistema hepato-biliar,

(192021241 Especies de Aeromonas también se han visto

respiratorio, articular y/o 6éseo.
involucradas en la produccién de peritonitis bacteriana espontanea (PBE), complicaciéon que

ocurre en el 15% de los pacientes que padecen enfermedad cirrética. 12024

En 2010-2011, el 4% de los casos de diarreas en Espafia se debieron a Aeromonas spp.,*"
mientras la proporcién fue del 2% en el afio 2003.1°! Este porcentaje asciende hasta el 68.8% de
los casos en poblacion pedidtrica. Los nifios padecen principalmente sintomas en forma aguda
de diarrea acuosa con un leve aumento de la temperatura corporal, y los vomitos aparecen en
menor frecuencia que en infecciones causadas por otras bacterias. *° En los pacientes con
enfermedades de base y/o inmunodepresidon se ha visto que mas del 80% de los infectados
puede desarrollar una septicemia. 222" Ademas, el 20 % de las PBE fueron debidas a Aeromonas

spp., un porcentaje mayor que el ocasionado por E. coli (7 %) y Pseudomonas aeruginosa (1.9
%)' [21,24]

1.2. Vibrio spp.

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae (Clase vy-Proteobacteria, divisidn
Proteobacteria). Las especies de este género se caracterizan por ser bacilos Gram negativos,
cortos, rectos o curvados, tendiendo al pleomorfismo (pueden observarse formas cocobacilares
e incluso cocoides). 12627281 5on facultativos y heterofermentadores, producen acido, pero no
gas, a partir de la glucosa. Se desarrollan mejor en condiciones alcalinas, en pH éptimo de 8-8,8.
(26271 | 3 mayoria son oxidasa y catalasa positivos, sensibles al compuesto vibriostatico 0/129 y
reducen los nitratos a nitritos.?”]
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Es un género bacteriano nativo de habitats marinos y fluviales, salobres, y estuarios, y sus
poblaciones tienden a incrementarse de forma significativa cuando las aguas aumentan de
temperatura, 228 siendo su temperatura 6ptima de crecimiento entre 18 y 22 2C, 1252”1y por lo
tanto su presencia mas frecuente en zonas con climas templados o tropicales. 2?71 Sin embargo,
algunas especies son capaces de crecer entre 0 y 4 2C, mientras que otras pueden crecer a
temperaturas superiores a los 45 2C.1?”) Consecuentemente, la concentracién de Vibrio spp. en
las aguas superficiales, en pescado y marisco se correlaciona de forma directa con la
estacionalidad, y es mayor entre abril y octubre. 12! Las especies haldfilas requieren para su
crecimiento éptimo una concentracion de NaCl superior al 1 %. Esta dependencia al ion sodio se
debe a que dicho ion estimula el crecimiento de este género bacteriano. 12°!

El género Vibrio presenta una gran diversidad de especies, habiendo descritas un total de 87, de
las cuales 12 son patdgenas para los humanos. 1262730 Nueve de sus especies estan
directamente relacionadas con causar toxiinfecciones alimentarias: V. alginolyticus, V.
carchariae, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnisii, V. mimicus, V. parahaemolyticus
y V. vulnificus BY, siendo V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus las que causan el mayor.
Los alimentos de los que se aislan mas frecuentemente sus especies, y asociados en mayor
medida con los cuadros de toxiinfeccidn, son los productos de origen marino poco acidos
(pescado, ostras, mejillones, camarones, almejas, etc.). [242° Se estima que entre el 40y el 60 %
de los peces y mariscos comercializados en los supermercados contienen Vibrio spp., siendo V.
parahaemolyticus la especie mas comun. ?°!

1.2.1.Vibrio cholerae

Esta especie es el principal agente etioldgico de toxiinfecciones humanas, y la Unica especie
capaz de ser transmitida horizontalmente (de persona a persona), siendo el ser humano su
principal reservorio. Posee una elevada persistencia en el ambiente, la que puede verse
favorecida gracias a un mecanismo que le permite permanecer viable pero no cultivable (VNC),
un estado de latencia que le permite la supervivencia en condiciones adversas (tanto en
concentracidon de nutrientes, como de temperatura, pH y salinidad), permitiendo que estas
bacterias permanezcan activas a nivel metabdlico, pero no en cuanto a su multiplicacién.
Cuando las condiciones medioambientales se vuelven favorables para su proliferacion, las
formas VCN revierten y vuelven a poseer capacidad patogénica y transmisibilidad. Vibrio
cholerae presenta una gran diversidad antigénica, fundamentalmente en cuanto a su antigeno
somatico O (el polisacdrido O que forma parte integral del lipopolisacarido, macromolécula
constituyente de su pared celular). Asi, los serotipos O1 y 0139 de V. cholerae estan implicados
en la produccién de epidemias de cdlera. La elevada patogenicidad de las cepas pertenecientes
a dichos serotipos es debida principalmente a la capacidad de producir la toxina colérica (TC),
también conocida como colerdgeno.?®?°! La infeccién por parte de los serotipos 01/0139
comienza por la ingestién del alimento (o agua) contaminado, prosigue con la supervivencia de
cierto numero de células bacterianas en el tracto gastrointestinal a pesar de la extrema acidez
del estdmago y la accién de sus enzimas proteoliticas, y una vez arriba en el intestino delgado la
bacteria se adhiere y lo coloniza gracias a los factores de adherencia de que dispone.
Posteriormente, se lleva a cabo la produccién de TC, la cual altera el transporte de iones de las
células epiteliales intestinales, siendo este el fendmeno el desencadenante de la diarrea acuosa
severa, tan caracteristica del célera, y la pérdida consecuente de electrolitos. *°! Esto puede
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conducir a una rapida y severa deshidratacion, la que si no es tratada mediante la adecuada
administracién de agua y electrolitos puede conducir a la rapida muerte al paciente. Las heces
liqguidas presentan mucosidad y carecen de sangre, adquiriendo un aspecto de “agua de arroz”.
Estas manifestaciones extremas ocurren en tan solo el 20 % de los enfermos infectados por V.
cholerae 01/0139 productores de TC. Las toxiinfecciones causadas por el serotipo O1
acostumbran a ser mas leves (pérdida del apetito, dolor abdominal, diarrea y vémitos) que las
del serotipo 0:139. Si el individuo no ha sido tratado con antibidticos, esta bacteria permanece
en las heces durante 7-14 dias después de que los sintomas hayan desaparecido 12?°!, La dosis
infectiva varia entre 10* y 108 UFC, siendo mayor cuando la bacteria se ingiere con alimentos
que cuando es ingerida mediante el consumo de agua. 3% Los alimentos de origen marino han
sido identificados como vehiculos de transmision del cdlera y, aunque V. cholerae es sensible al
calor, hay estudios que demuestran cierta termorresistencia por parte de V. cholerae O1 en
ciertos alimentos. 52

1.2.2. Vibrio parahaemolyticus

El afio 1950 en Osaka, Japdn, se produjo la primera infeccidon debida a V. parahaemolyticus que
se vehiculizé a los individuos afectados a través del consumo de sardinas crudas contaminadas
con la mencionada bacteria. A raiz de este hecho, su implicacién en ETA ha sido realmente
evaluada y V. parahaemolyticus acontecido como una de las especies mas estudiadas del género
Vibrio. 12629

Existe una gran variedad de estudios que demuestran que dicha bacteria se ha aislado del
microbioma de los organismos que habitan en aguas saladas, los cuales son alimentos habituales
incluidos en la dieta de los humanos, encontrandose en pescados, mariscos y moluscos. [26:27:29]
Ademas hay que destacar que muchos de estos alimentos son consumidos crudos o poco
cocinados por lo que a través de ellos V. parahaemolyticus se transmite a los consumidores y
puede causar diversas infecciones. [2627:2930:3233] 5y presencia en el medio marino es mayor en
los meses en que el agua del mar aumenta su temperatura por encima de los 15 9C, pudiendo
llegar a alcanzar los 26 2C. 12?7 Estas temperaturas favorecen el crecimiento del patégeno hasta
llegar a niveles alrededor de 10° UFC los cuales son capaces de causar la enfermedad en el
huésped. 1262239 Contrariamente, si analizdsemos muestras de alimentos durante los meses de
enero y febrero estas carecerian, en general, de V. parahaemolyticus. ?4?") La proliferacién de
este patégeno en los alimentos marinos también se ve favorecida por sus condiciones
inadecuadas de transporte y/o almacenaje en refrigeracion. 2°!

Cuando V. parahaemolyticus se desarrolla en condiciones dptimas produce dos hemolisinas a
las que se asocia la virulencia de esta especie bacteriana: la hemolisina termoestable directa
(TDH) y la hemolisina relacionada con la TDH (TRH). 3234 La hemolisina TDH, también conocida
como Kanagawa, es la hemolisina principalmente causante de la diarrea. No obstante, para que
un individuo padezca infeccion por V. parahaemolyticus se requieren otros factores de
virulencia: factores de colonizacién y capacidad de invasidn celular. Asi mismo, la infeccion
produce mayormente un cuadro intestinal consistente en la presencia de diarrea y cdlicos
abdominales que pueden, o no, acompafiarse de nauseas, vomitos, fiebre y cefaleas. % Sj esta
infeccidn es severa se puede dar un sindrome disentérico con la aparicidon de sangre en las heces
y fiebre elevada. Sin embargo, la forma mas severa de esta infeccion es la septicemia que tiene
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una mayor probabilidad de ocurrir en los individuos que sufren una o varias enfermedades que
son consideradas factores de riesgo para desarrollar con mayor probabilidad este proceso de
septicemia. Estos factores son las enfermedades crénicas tanto a nivel hepatico o renal, la
diabetes, una neoplasia o el fendmeno de reduccidon de la acidez gastrica denominado
aclorhidria. Pese a la baja tasa de septicemia, los sintomas que se dan cuando esta se desarrolla
son varios, pasando por fiebre, hipotensién, compromiso del estado general y escalofrios,
pudiendo llegar a desarrollar sintomatologia gastrointestinal (nduseas, vomitos, diarrea y dolor
abdominal), que ocurre de forma ocasional. Ademds, hay que mencionar que V.
parahaemolyticus es capaz de ocasionar otro tipo de infeccion extraintestinal y la cual es aquella
infeccién desarrollada a partir de las infecciones de heridas. 93¢

En Espafia, los casos y brotes de infeccidn mds importantes han ocurrido mayormente por V.
parahaemolyticus como agente etioldgico responsable de estas infecciones. El que
probablemente fue el primer caso de infeccidon por este microorganismo en Espafia ocurrid en
1987 después de ingerir ostras crudas contaminadas por V. parahaemolyticus, provocando a los
comensales una gastroenteritis aguda y febril. Dos afios después, en 1989, se dio en Barcelona
un brote infeccioso por el consumo de marisco fresco en distintos restaurantes de la ciudad. Ese
mismo ano, fueron descritos 4 casos mas de infeccidn tras la ingesta de marisco y pescado
también crudos. Previo al inicio del segundo milenio, en 1999 se produjo en Galicia el que fue el
brote de infeccién con mayor importancia en Europa, afectando a 64 personas que hubieron
consumido ostras vivas en un mercado de Vigo. B4 Ya en 2000 se detectaron 40 casos de
infeccidn por V. parahaemolyticus en Galicia. El Ultimo brote registrado acontecié en Julio de
2004 cuando en una boda en A Corufia 80 personas sufrieron una infeccion por esta especie de
Vibrio a posteriori de la ingesta de productos del mar crudos. &7

1.2.3. Vibrio vulnificus

Este microorganismo es natural de aguas de estuarios y costas. (37383940411 pyede causar
gastroenteritis que inicia con vémitos repentinos, diarrea, fiebre y dolor abdominal cuando la
infeccidn es causada por V. vulnificus biotipo 1; grupo al que pertenecen las cepas patdgenas
que son vehiculizadas al individuo mediante alimentos marinos.!*” Esta infeccién puede causar
septicemia, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, 37344 con una mortalidad
superior al 50%. Vibrio vulnificus es la principal causa de muerte por consumo de marisco en
EEUU, con aproximadamente 40 casos mortales cada afio. Se han reportado brotes de infeccion
por V. vulnificus también en Europa y Asia. Parece ser que las altas temperaturas del medio
marino mejoran su resistencia a la presencia de una alta salinidad del medio,“Y hecho que
justifica la presencia de V. vulnificus en aguas del mar Mediterraneo, poseedor de una salinidad
considerada demasiado elevada para el desarrollo de este patégeno.3®!

El aumento de las infecciones ha sido comun para todas las especies del género Vibrio y se esta
dando en todo el mundo.*Y En estudio previo estadounidense realizado en 2015 se mostré que
ya entonces las concentraciones de Vibrio spp. eran superiores a las habituales para aquella
época, factor que aumenta el riesgo de infeccidén tanto por exposicion al agua como a pescados
y mariscos contaminados. 24344 |3 prevalencia en agua de mar y productos de la pesca se ve
incrementadas después catastrofes ambientales: huracanes, inundaciones, ciclones, fuertes
vientos y precipitaciones, asi como el efecto de El Nifio; consecuencia del aumento de la

14



temperatura marina y el cambio en la distribucién de la salinidad de mares y océanos. [

Ademas, en paises industrializados, el uso de aguas residuales tratadas en hogar, industria y
agricultura supone un riesgo mayor de infeccidn por patdgenos emergentes de Vibrio spp. Este
hecho se constata mediante el hallazgo de V. vulnificus en muestras de agua residual,
posiblemente contaminada por materia fecal.!

Vibrio vulnificus es un patégeno humano grave, responsable de mas del 95% de las muertes
relacionadas con el consumo de marisco en Estados unidos siendo ésta la tasa de mortalidad la
mas alta relacionada por el consumo de alimentos contaminados por un patégeno. Una revision
de 459 casos de EE.UU. reportados a la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
entre 1992y 2007 reve
La mayoria de las infecciones se producen en hombres inmunocomprometidos, o pacientes con

6 que el 51,6% del de los pacientes infectados con V. vulnificus murieron.

condiciones subyacentes que resulten en niveles elevados de hierro suero, principalmente
cirrosis hepatica asociada al alcohol. Los datos reportados por la Covi (Cholera and Other Vibrio
Information Service) muestran 1 registro de 1872 casos de Infeccién por V. vulnificus los cuales
600 resultaron en fallecimiento en Estados Unidos durante 1988-2010. Ademas, el 85,6% de los
casos de V. vulnificus reportados a la FDA entre 1992-2007 eran en hombres. Este porcentaje
muestra que los hombres son 6 veces mas propensos a sufrir estas infecciones en comparacion
con las mujeres. El estrogeno es el factor que puede explicar la diferencia en el nombre de casos
por género, ya que esta hormona se ve implicada en la proteccidon de las mujeres en verso la
actividad endotdxica de V. vulnificus. Otra explicacion contundente, puede derivarse de los
datos epidemioldgicos en la incidencia de cirrosis hepatica que muestran una tasa
desproporcionada de cirrosis en hombres infectados mayores de 40 afios. Durante el desarrollo
de la enfermedad cirrdtica, los individuos afectados que presentaban unos niveles de hierro en
sangre superiores al rango recomendado (hemocromatosis) mostraron una mayor proporcién
de infeccién por V. parahaemolyticus, pudiéndose establecer el elevado nivel de hierro en
sangre como un factor de riesgo de padecer una infeccién por este patégeno.¥3% Son un grupo
vulnerable los pacientes con niveles elevados de hierro en sangre (anemia falciforme, hepatitis
cronica y hemocromatosis), debido a que la absorcidn de hierro por parte del huésped durante
la invasiéon mediada por V. vulnificus mejora la citotoxicidad y virulencia de dicho patdgeno. Esto
explica que en los pacientes en los que su metabolismo mantiene una elevada cantidad de hierro
libre en sangre sean mas vulnerables a la infeccidn por V. vulnificus y a padecer las formas mas
severas: sepsis y muerte.?% Asi pues, la enfermedad hepética y una inmunosupresiéon aumentan
en 80 veces la propensién a desarrollar septicemia en pacientes infectados por V. vulnificus. 383
Se establecen de este modo como factores de riesgo las siguientes caracteristicas: género
masculino, edad superior a 25 afios, anemia falciforme, patologia hepdtica cronica,
hemocromatosis y la Diabetes Mellitus.®

La virulencia y citotoxicidad de V. vulnificus es debida a varios factores: polisacaridos de la
capsula del microorganismo, presencia de apéndices superficiales (pilis y flagelos), y la capacidad
para el desarrollo de biofilms. Los polisacaridos le confieren a la célula patégena la resistencia
frente el ataque acido gastrico del huésped y conllevan a una mayor liberacion de citoquinas:
factor de necrosis tumoral (TNF correspondiendo a sus siglas en inglés), Interleuquina-6 (1I-6) e
Interleuquina-8 (II-8). Esta liberacién de citoquinas, ademas de pirégenos, desencadenan un
shock toxico en el huésped. Este proceso se acompaiia de la disfunciéon de neutréfilos y
macroéfagos, producida por los mismos polisacaridos capsulares, y los procesos de adhesién
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celular y el desarrollo de biofilms facilitados por la accidn de los apéndices superficiales; son
también factores esenciales para la supervivencia ambiental de la bacteria.

2.Justificacion

Resulta evidente que el numero de gerontes en nuestra poblacion (y la de otros muchos paises)
ha ido en constante incremento durante las uUltimas décadas. Esto se debe a la mejora de las
condiciones socio-econémicas, nutricionales e higiénico-sanitarias, las que han incrementado la
esperanza de vida de la poblacion hasta los actuales 83 afos para el estado espariol (datos del
2018). No obstante, cabe mencionar que, asociado al incremento de la esperanza de vida,
también ha aumentado la prevalencia de ciertas enfermedades e inmunodeficiencias, las que
suponen un mayor riesgo para el individuo de padecer manifestaciones clinicas mas graves
debido a una infeccidn o intoxicacién alimentaria. Por lo tanto, resulta indispensable asegurar
la inocuidad microbioldgica y toxicoldgica de los productos alimenticios con el fin de minimizar
el riesgo de la poblacién a padecer infecciones y/o intoxicaciones alimentarias graves, sobre
todo por parte de aquellos grupos de la poblacién que presentan un mayor riesgo para su salud,
como son los adultos mayores de 70 afios, los infantes y los inmunodeprimidos. Por dicho
motivo, y debido a la creciente demanda social por consumir pescado crudo, este alimento debe
ser sometido a estrictos controles microbiolégicos y toxicolédgicos, debido a que muchos de los
microorganismos patdgenos habitan o sobreviven con éxito en medios acuaticos y en los
animales.

3. Hipotesis y objetivos

Hipdtesis

La calidad y seguridad microbioldgica de los productos de la pesca destinados a su consumo en
crudo es inferior a las normas descritas por la ley, superando el lindar de microorganismos
presentes en estos que establecen los reglamentos del Ministerio de Sanidad y Consumo del
Gobierno de Espafa pudiendo asi poner en riesgo la salud de los individuos inmunolégicamente
mas susceptibles.

Objetivos
Objetivo principal

Evaluar la seguridad y la calidad microbioldgica del salmdn y del atun destinados a su consumo
en crudo expendidos por las principales cadenas de supermercados de la ciudad de Reus
(provincia de Tarragona).

Objetivos especificos

1. Conocer el grado de contaminacion microbiana del atun y de salmén comercializados
para su consumo en crudo mediante el recuento de la microbiota aerobia mesdfila y
psicrotrofa.
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2. Estudiar la posibilidad de contaminacion de estos alimentos durante el proceso de
manipulacion mediante el estudio de la presencia de coliformes totales y fecales

3. Determinar la presencia y grado de contaminacidén por microorganismos patdgenos de
origen marino como son Aeromonas spp. y Vibrio spp. en muestras de atun y salmén
comercializados para su consumo en crudo, mediante el aislamiento selectivo e
identificacion bioquimica y molecular de éstos en cada una de las muestras analizadas.

4. Material i métodos

4.1. Origen de las muestras

Se analizaron un total de 5 muestras (Tabla 1) de salmén y atun destinados a ser consumidos
crudos. Las muestras fueron adquiridas el dia 19 de abril de 2021 en diferentes supermercados
de la ciudad de Reus, entre las 10:30 y 13:00 h AM, manteniéndose refrigeradas a 4 C hasta su
procesamiento a las 16:00 h del mismo dia.

Tabla 1. Naturaleza de las muestras estudiadas en el presente trabajo

Muestra Tipo de producto Elaboracién (fecha) Establecimiento de compra
M-1 Sashimi de salmon 19/04/2021* Puesto de comida A
M-2 Sashimi de atun 19/04/2021* Puesto de comida A
M-3 Suprema de salmén congelado 26/01/2021 Supermercado A
M-4 Filete de atin congelado 02/12/2020 Supermercado A
M-5 Sashimi de salmén 19/04/2021* Supermercado B

*Las muestras 1, 2 y 5 fueron descritas en el puesto de comida A y en el supermercado B como
elaboradas frescas el mismo dia de la venta.

4.2. Analisis de las muestras
4.2.1. Homogeneizacion de las muestras

Con la finalidad de detectar la presencia de microorganismos aerobios psicétrofos coliformes
totales y fecales, Aeromonas spp. y Vibrio spp. se pesaron 25 g de cada muestra de alimento, se
introdujeron en una bolsa de plastico estéril, se adicionaron 225 ml de agua peptonada
tamponada al 0.1 % estéril, se cerrd la bolsa con una “goma de pollo” excluyendo el aire, y se
colocé dentro de un Stomacher® 400 Circulator, el que se hizo funcionar a 260 rpm durante 2
minutos. El Ultimo paso fue repetido (normalmente una o dos veces) hasta obtener una
suspension homogénea, libre de sdlidos en suspension.

4.2.2. Banco de diluciones

Para el andlisis de la microbiota aerobia psicrétrofa se pipeted 1 ml del homogenizado (dilucion
107 0 1:10) y se afiadié a un tubo con 9 ml de agua con peptona al 0.1% tamponada (dilucién
102 0 1:100), y de este tubo se traspasé de nuevo 1 ml de la dilucién 102 y se afiadié a un tubo
nuevo tubo con 9 ml de la misma solucién tamponada (dilucién 103), repitiéndose el mismo
proceso hasta obtener una dilucién 10 y homogenizando cada tubo en cada toma de muestra
con el vortex durante unos segundos Para el andlisis de bacterias coliformes totales y fecales,
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Aeromonas spp. y Vibrio spp. se siguidé el mismo proceso descrito anteriormente, pero en este
caso sélo hasta alcanzar una dilucion de 104, Los tubos de ensayo se rotularon de acuerdo a la
muestra de alimento (de M-1 a M-5) y el factor de dilucién.

4.2.3. Andlisis microbiologico

Mediante una pipeta automatica con puntas desechables azules se introdujo 1 ml de cada una
de las diluciones dentro de placas de Petri estériles desechables de 90 mm de didmetro.
Posteriormente se introdujeron aproximadamente 15 ml del medio de cultivo fundido a una
temperatura de 50-55 2C (manteniendo el medio de cultivo fundido al horno microondas en un
bafio maria para evitar su gelificacion). Dichas siembras se realizaron por duplicado. Para el
estudio de microbiota aerobia meséfila y psicrotrofa se empled agar de recuento en placa (ARP;
Plate Count Agar; PCA); Chromocult® Coliform Agar (CCA) para cuantificar las bacterias
coliformes totales (colonias color fucsia) y fecales (colonias azules); el agar con dextrina y
ampicilina (ADA; Ampicilin Dextrin Agar) para cuantificar Aeromonas spp.; y para cuantificar las
especies del género Vibrio el agar con tiosulfato, citrato, bilis y sacarosa (Thiosulfate Citrate Bile
Salts Sucrose Agar; TCBS). Una vez el medio de cultivo se solidifico a temperatura ambiente, las
placas con medio ARP se incubaron a 25 eC durante 24 h para cuantificar la microbiota aerobia
mesdfilay a 15 2C durante 48 h para la microbiota aerobia psicrofila. Las placas con CCA, ADA 'y
TCBS fueron incubadas a 36+1 2C. El tiempo de incubacidn para las placas con CCA y ADA fue de
24 horas, y de 48 h para las placas con TCBS. Se cogieron las dos placas (réplicas 1y 2 de cada
muestra y cada medio de cultivo) de la misma dilucién, y si el nimero de colonias estaba
comprendido entre un minimo de 30 y un maximo de 300, se realizé el recuento de colonias y
se obtuvo su media aritmética, para finalmente multiplicar el resultado por el factor de dilucién
(lainversa de la dilucidn) y asi obtener el nimero de UFC/g de alimento. Las placas con recuentos
superiores a 300 colonias fueron clasificadas como incontables, y no fueron incluidas en el
recuento.

A partir de las placas con CCA que tuvieron recuentos positivos para coliformes totales (colonias
color fucsia) y/o fecales (colonias azules) se cogid mediante el asa de siembra masa bacteriana
a partir de una de las colonias aisladas y se realizd una siembra por estria escocesa (o de triple
estria) en placas con agar Miller Hinton (MH) para la obtencion de cultivos puros, y fueron
incubadas a 36+1 oC durante 24 h. Las cepas de coliformes totales/fecales fueron preservadas
en nuestra coleccion de cultivos microbianos resuspendiendo masa bacteriana de una cepa con
con 2 ml de glicerol 10 % p/v en solucién Ringer, dentro de tubos de Eppendorf estériles.
Posteriormente, los viales fueron almacenados en congelador a -80 2C. Todas las cepas fueron
sometidas a la tincidn de Gram, y a las pruebas de la (citocromo) oxidasa y de la catalasa. El resto
de las pruebas bioquimicas a las que fueron sometidas las cepas se muestran en la Tabla 2. La
incubacién de las mismas se realizé a 36 £ 1 °C durante 24 h.
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Tabla 2. Pruebas bioquimicas para la identificacién presuntiva de las cepas de coliformes
totales/fecales.

Prueba bioquimica Técnica de inoculacién Incubacién
SIM | \ Picadura
KIA I Picaduray estria en superficie
LIA TN ' Estria en superficie
Citrato de S|m.mons v Estrl,a en superf!c!e 36+1C /24 h
Ureasa de Christensen V \ Estria en superficie
Fenilalanina desaminasa VI | Estria en superficie
BEA VII Siembra en la placa por agotamiento de
asa

SIM = medio para evaluar la produccion de dcido sulfhidrico (SHz), indol y movilidad; KIA = Kliger Iron Agar;
LIA = Lisina descarboxilasa; BEA = Bile Esculin Agar; ' la presencia de indol se observa agregando tres gotas
de reactivo de Kovacs y viendo la aparicién de un anillo de coloracién rojizo-fucsia; " fondo amarillo y pico
de flauta rojo indica fermentacién de glucosa / fondo y pico de flauta amarillo indica fermentacion de
glucosa y lactosa / fondo o todo el medio negruzco indica produccion de SH: / puede haber produccién de
gas; " si el medio queda de color violeta la prueba se considera positiva, caso contrario vira el fondo al
amarillo; "V el viraje del color verde al azul indica respiracién aerobia del citrato; "V el viraje del naranja muy
pdlido al color fucsia indica la hidrdlisis de la urea; V la formacién de dcido fenol piruvico a partir de la
fenilalanina se observa por la paricion una coloracion verdosa luego de agregar unas gotas de solucion

acuosa de cloruro férrico al 10%; V'. la aparicién de una coloracién negruzca indica la hidrélisis de la
esculina ',

Las cepas de coliformes totales/fecales se identificaron presuntivamente siguiendo los criterios
establecidos por Farmer et al. (1985).

Las colonias tipicas crecidas en ADA (presuntamente Aeromonas spp.) y en TCBS (Vibrio spp.)
fueron procesadas en iguales condiciones que las coliformes totales/fecales con la finalidad de
obtener cultivos puros, pero fueron incubadas a 302C. Todas las cepas fueron sometidas a la
tincién de Gram, y a las pruebas de la (citocromo) oxidasa y de la catalasa.

4.2.4. Caracterizacion molecular

Las cepas bacterianas aisladas del CCA, ADA y TCBS fueron analizadas mediante MALDI-TOF. El
resultado de la ionizacién de las proteinas ribosomales debido a la accién de un laser de alta
energia es como una “huella digital”, generando un perfil de fragmentos de las mismas con una
masa y carga eléctrica variable que es (mayoritariamente) especie-especifico, resultado asi una
herramienta muy util en la identificacion bacteriana. %Y Para obtener dicho espectro de
masas se usé un MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1., perteneciente al Area
de Microbiologia del Laboratorio Clinico ICS Camp de Tarragona-Terres de I'Ebre (Hospital
Universitario Joan XXIIl). La comparacion entre el espectro de masas de la muestra problema
(la cepa bacteriana) y los existentes en la base de datos del MALDI-TOF es traducida en una
puntuacion (score), la que se acompafia de un color. En dependencia de dicha puntuacion
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podemos definir la identificacidn como fiable a nivel de género o a nivel de especie. En la Tabla
3 se detalla la interpretacién de la identificacion realizada mediante el método MALDI-TOF. (4%

Tabla 3. Potenciales resultados de una identificacion mediante MALDI-TOF.

Puntuacion Identificacion Simbolo Color
2,300-3,000 | Altamente probable a nivel de especie +++ Verde
2,000-2,299 | Seguro a nivel de género, probable a nivel de especie ++ Verde
1,700-1,999 | Probable a nivel de género + Amarillo

0,000-1,699 |GGG fiaiIe N Rejon

Las cepas de interés se sembraron mediante estria escocesa en placas de Petri con medio MH y
se incubaron 24 h a 35 9C. La extraccién de ADN se realizé resuspendiendo una colonia aislada
en 1 ml de agua Milli-Q estéril en Eppendorf de 1’5 ml, se centrifugd por 3 minutos a 13.000
RPM, se elimind el sobrenadante por decantacion, y al pellet se le adicioné 150 pl de
InstaGene™ Matrix (BioRad). Se homogenizé en vértex y se depositdé 20 minutos en el
termobloque a 95 9C. Transcurrido dicho tiempo se volvieron a centrifugar las muestras
nuevamente (en iguales condiciones) y el sobrenadante se transfiri6 mediante pipeteo a nuevos
tubos Eppendorf para proceder a la cuantificacién del ADN y evaluacién de su grado de pureza
y calidad mediante Nano drop (habria que poner la referencia del aparato). En el software Nano
drop se selecciond “medir dcidos nucleicos”, se limpié el sensor con un pafio suave y se ajustod a
“blanco” colocando 1 pl de agua Milli-Q estéril en el sensor. Una vez el software hubo calibrado
el “blanco”, se limpié nuevamente el sensor, se cargd 1 pl de la muestra y se selecciond la opcién
“prink” para hacer la medicidn de la concentracién del ADN y su pureza (relacidon de densidad
Optica a 260/280 nm, que debe estar entre los valores 1,80-2, siendo 2 el valor éptimo). Para
amplificar el gen rpoD mediante PCR se prepard la Master Mix, colocando dentro de cada tubo
Eppendorf con capacidad para 1,5 ml los reactivos “Emmerald”, agua estéril, el cebador forward
y su reverse acorde a lo indicado en la Tabla 4.

Tabla 4. Cantidades de reactivos necesarios para preparar la Master Mix.

x 1 muestra x 5 muestras + 1 control negativo
Emmerald: 12,5 pl ‘ Emmerald: 75 pl
Agua: 9,5 pl Agua: 57 pl
Cebador forward: 0,5 pl ‘ Cebador forward: 3 pl
Cebador reverse: 0,5 pl Cebador reverse: 3 pul

Dentro de cada tubo Eppendorf se introdujeron 23 ul de Master Mix y 2 ul de ADN. En el
correspondiente al control negativo tan solo se introdujo los 23 pl de Master Mix. Los tubos se
colocaron dentro del termociclador y se escogio el programa acorde con la amplificacién del gen
rpoD; las caracteristicas de dicho programa se recogen en la Tabla 5. Mientras se iban
desarrollando los ciclos de la PCR se preparé un gel de agarosa al 1% usando fue solucién TAE
1X. Se pesé 1 g de agarosa en un matraz Erlenmeyer y se afiadieron 100 ml del buffer con el
colorante, se llevd al horno microondas por 2 minutos a maxima potencia (900 w), y
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posteriormente se siguid calentado la mezcla durante 20-30 segundos, removiéndose el
contenido del matraz hasta que el agar se hubo disuelto en el TAE 1X y se dejé atemperar. A la
solucion se afiadié 3 pl de RedSafeTM Nucleic Acid Staining Solution (colorante para tefiir ADN)
(INtRON Biotechnology) y se homogeneizo mediante movimientos rotacionales suaves. La
agarosa se vertid en el molde y se dejé solidificar durante 20 minutos. Una vez se hubo
solidificado el gel, se colocé en la cubeta de electroforesis, se cargaron 5 pl del marcador de
peso molecular Gene Ruler 1kb y en los pocillos siguientes se cargaron 5 pl de cada uno de los
productos de PCR amplificados. El gel se hizo correr a 90 voltios durante 40 minutos. Finalmente,
las bandas correspondientes a los amplicones fueron “visualizadas” a través del transluminador
Gel Doc™ XR+ (a una longitud de onda de 254-365 nm) y procesadas mediante el software
“Image Lab”.

Tabla 5. Programa de amplificacion disefiado para el ensayo inicial de PCR para la deteccién del
gen rpoD en muestras de pescado.

Paso Tiempo (min.) Temperatura (2C) Ne Ciclo
Desnaturalizacidn inicial \ 5 94 1
Desnaturalizacion 1 94
Hibridacion \ 1 55 30
Elongacién 1 72
Elongacion final \ 10 72
Desnaturalizacion inicial 5 94 1

En el caso en que las bandas de ADN obtenidas durante la electroforesis en gel de agarosa
correspondieran al tamafio esperado del amplicén, se afiadieron 5 pl de agua Milli-Q estéril y 15
pl del amplicén aun Eppendorf de 1’5 ml, junto con 20ul de primer rpoD FS, para su envio a
secuenciar en Macrogen Europa (Macrogen, Amsterdam, Holanda). Las secuencias de consenso
se obtuvieron mediante el SeqMan software v. 7 (DNAStar Lasergene, Madison, WI, USA). La
identificacion molecular preliminar de las cepas se llevd a cabo usando el programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y solo las secuencias de
cepas tipo o de referencia confiables en el GenBank fueron empleadas para la identificacion, y
se utilizdé un nivel maximo de identidad (MLI) de > 98 % para la identificacion en el rango de
especies y < 98 % en el rango de género.

5.Resultados

Transcurridas las 24 h de incubacién en las condiciones previamente descritas, se obtuvo
crecimiento microbiano en CCA y ADA, mientras que las placas de ARP (25 2C) no mostraron
crecimiento alguno. En CCA se observé la morfologia colonial tipica de los coliformes totales
(coloracion fucsia). En las placas con medio ADA se evidencié la presencia de colonias de
morfologia correspondiente a Aeromonas spp. (circulares, de color amarillo y con un halo
amarillento alrededor). Sin embargo, en el medio ADA también se detectd colonias blancas con
textura mucosa. Finalizadas las 48 h de incubacidn se observd crecimiento en las placas con
medio TCBS, cuyas colonias presentaron la morfologia tipica de bacterias del género Vibrio,

21



mientras que en las placas con medio ARP (15 2C) se observo crecimiento en todas las muestras,

a excepcioén de la M-4. El resultado del recuento en los diferentes medios de cultivo se detalla

enlas Tablas6y 7.

Tabla 6. Numero de UFC para los distintos medios de cultivo y diluciones.

Medio de
cultivo

Muestra

M-2

M-3

Chromocult®

R.1

R.2

R.1 R

.2

10"

102

67

103

11

10"

ADA

R. 2

R.1

10"

4

10

30

103

TCBS

R. 2

R.1

10"

1

102

10

ARP 15¢C

R. 2

10"

10

10

>200 >200

10"

145 169

10”

119

130

ADA = Agar con dextrina y ampicilina (Ampicillin Dextrin Agar); ARP = agar para recuento en placa (Plate

Count Agar); CCA = Chromocult® Coliform Agar; TCBS = agar con tiosulfato citrato bilis y sacarosa
(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar); R1 = réplica 1; R2 = réplica 2; | = incontables (> 300 UFC); - =
ausencia; M-1 = sashimi de salmén/supermercado A; M-2 = sashimi de atun/supermercado A; M-3 =

suprema de salmon congelado/supermercado B; M-4 = filete de atin congelado/supermercado B; M-5 =

sashimi de salmén/supermercado C.

Tabla 7. Calculo del recuento para las diferentes diluciones y duplicados.

i N¢ colonias
Medl.o de Muestra Dilucidn Férmula UFC/g
cultivo Rep. 1 Rep. 2
M-1 103 4 4 e 4-10° UFC/g
CCA > 66+ 67
M-2 10 66 67 "7 10* | 6.650 UFC/g
M-1 102 56 65 %1% 1 6.050 UFC/g
ADA M-2 102 31 30 IR e 3.050 UFC/g
M-3 107 4 5 510 45 UFC/g
TCBS M-1 10" 6 7 7 10 65 UFC/g
M-1 10* 145 169 219 40 1,57:10° URC/g
ARP M-2 10° 119 130 227% 405 | 12,45-10° UFC/g
M-3 10 114 186 %400 1510°UFC/g
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M-4 10° 7 9 77” 10° 8-10° UFC/g

ADA = Agar Ampicilina Dextrina (Ampicillin Dextrin Agar); ARP = Agar de Recuento en Placa (Plate Count
Agar); TCBS = agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar); R. 1 =réplica

1; R. 2 = réplica 2; UFC/ml = unidades formadoras de colonias por gramo.

Un ndmero representativo de colonias tipicas crecidas en ADA y TCBS, correspondientes
tedricamente a Aeromonas spp. y Vibrio spp., respectivamente, se sembraron en medio
Tryptone Salt Agar (TSA), mientras que las de los coliformes totales fueron sembradas en agar
Miiller Hinton (MH).

Las pruebas bioquimicas realizadas para identificar presuntivamente las bacterias de la familia
Enterobacteriaceae (aisladas a partir del medio CCA) revelaron que cuatro cepas representativas
designadas como CCA-a, CCA-c y CCA-d pertenecian al taxdn Klebsiella oxytoca. La cepa CCA-b
no pudo ser identificada presuntivamente, dado que dicha cepa fallé en hidrolizar la esculina en
BEA, fue lisina descarboxilasa negativa y no produjo indol en el medio SIM. En la Tabla 8 se
muestran los resultados de los estudios bioquimicos realizados a las diferentes cepas.

Tabla 8. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de la familia
Enterobacteriaceae.

. . Cepas
Prueba bioquimica
CCA-a CCA-b CCA-c CCAd

TSI | H,S - - - -

Fermentacidn A/A A/A A/A A/A

H2S - - - -
SIM | Indol + - + +

Movilidad - - - -
Asimilacién del citrato + + + +
Fenilalanina desaminasa - = = =
Ureasa + + + +
Lisina descarboxilasa + - + +
BEA c/h +/+ +/- +/+ +/+

BEA = agar bilis esculina (Bile Esculin Agar); SIM = medio para determinacion de acido sulfhidrico, indol y
movilidad (Sulfide Indole Motility); TSI = agar con hierro y tres azucares (Triple Sugar Iron); H2S = acido
sulfhidrico; A/A = fondo acido, pico de flauta acido; c¢/h = crecimiento/hidrdlisis de la esculina.

Figura 1. Resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas de coliformes
totales CCA-a, CCA-cy CCA-d (izquierda) y la CCA-b (derecha).
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Figura 2. Resultados de la hidrélisis de la esculina en BEA por las cepas de coliformes totales
antes (izquierda) y después de la incubacion (derecha).

Dos de las cepas aisladas de ADA (ADA-1 y ADA-2), que correspondian a colonias blancas
relativamente grandes, resultaron ser una levadura a la coloracidn de Gram (Figura 3).

Figuras 3. Observacién de las cepas ADA-1 y ADA-2 al microscopio de campo claro coloreadas
con Gram.

El resultado de la identificacion mediante MALDI-TOF para dichas cepas fue Candida krusei. La
cepa ADA-3 resultd ser un bacilo Gramnegativo, por lo que no pudo darse como valida la
identificacion obtenida por MALDI-TOF, que correspondia a Staphylococcus saprophyticus. Por
dicho motivo, se decidié someterla a pruebas bioquimicas para miembros de la familia
Enterobacteriaceae, luego de que la prueba para la (citocromo) oxidasa diera negativa. El
resultado de dichas pruebas (Tabla 9) permitié finalmente identificar a la cepa ADA-3 como
Enterobacter cloacae.
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Tabla 9. Resultados del banco de pruebas bioquimicas efectuados a la cepa ADA-3.

Prueba bioquimica Resultado (+ = positivo / - = negativo)

Fermentacion de la glucosa +

KIA Fermentacion de la lactosa +
Produccidn de SH, -
Produccion de gas +
Produccidn de SH, =

LIA Descarboxilacion de la lisina +
Desaminacion de la fenilalanina -
Produccién de SH; -

SIM | Produccidn de indol +
Movilidad -
Fermentacion de la glucosa +

TS| Produccion de gas +
Fermentacidn de sacarosa y lactosa +
Produccidon de SH; -

Citrato de Simmons +
Ureasa +
Fenilalanina desaminasa =
Hidrélisis de la esculina +

La cepa que mostré un crecimiento colonial atipico en el medio de cultivo TCBS, TCBS-3, se
mostré al Gram como un coco Gram positivo, siendo identificado al MALDI-TOF como
Staphylococcus saprophyticus. A partir de las cepas TCBS-2 y TCBS-3 identificadas como bacilos
Gram negativos y provenientes de colonias tipicas de Vibrio spp. en dicho medio, se realizo la
extraccién de su ADN y se amplificd el gen rpoD. Hasta el momento de la elaboracién del
presente trabajo se estd a la espera recibir la secuencia nucleotidica de dicho gen para su estudio
filogenético definitivo. No obstante, el gen rpoD se amplificé con gran calidad a partir del
material genético que fue extraido de dichas colonias, pudiendo concluir que posiblemente nos
hallemos ante crecimiento de Vibrio sp.

6. Discusion y conclusiones

Segun las directrices establecidas en el REGLAMENTO (CE) n2 2073/2005 DE LA COMISION de 15
de noviembre de 2005 relativas a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos
alimenticios, el nimero maximo de UFC/g de enterobacterias permitido en los productos de
pesca frescos, salpresados, refrigerados y congelados debe ser de 103UFC/g. 3! En nuestro
estudio, pudimos observar que el nimero de UFC/g determinado para las enterobacterias
aisladas en los medios CCA y ADA (muestra M-1 y M-2 fue superior al limite permitido por la
legislacidn (10° UFC/g) . Esto supone un problema de salud publica, puesto que el nimero de
UFC/g sobrepasa el valor establecido por las autoridades y podria desarrollar ciertas infecciones
con un amplio rango de gravedad en aquellas personas con el sistema inmunitario deprimido,
como se comento anteriormente en el apartado 1 (Introduccidn). La FAO, referenciando al plan
de muestreo y los limites microbiolégicos recomendados para los productos pesqueros, recoge
que en el pescado fresco y congelado el limite establecido para las bacterias aerobias es de
5-10°-107 UFC/g. ™! Este dato nos permite establecer que la densidad microbiana de la muestra
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M-2 se encuentra dentro de la normativa higiénica establecida. Resultados similares se
obtuvieron durante la realizacién de un trabajo de la Universidad de Jaén donde se evidencid
una carga de microbiota aerobia en merluza fresca de 107 UFC/g. °% A partir de los resultados
del presente trabajo pudimos comprobar que todas las muestras procedentes de los tres
supermercados estudiados fueron seguras en cuanto al recuento de este grupo de
microorganismos, pues no se presentd crecimiento alguno en las placas con medio de cultivo
ARP incubadas en las condiciones favorables para crecimiento de bacterias mesdfilas. Sin
embargo, si se observé presencia de microbiota aerobia psicotréfica en todas las muestras,
excepto en la M-4. No obstante, a pesar de los recuentos obtenidos el nimero de UFC/g se
mantuvo dentro del rango establecido por las autoridades sanitarias 3 por lo que podemos
determinar que las muestras analizadas no presentan contaminacién por microorganismos
psicotréficos y son seguras a nivel microbioldgico.

En la muestra M-3 (supremas de salmén congelado) se obtuvo solamente el crecimiento de una
colonia bacteriana en el medio TCBS determinando posteriormente que dicha colonia
correspondia a Staphylococcus saprophyticus. Pese al bajo recuento de S. Saprophyticus en la
muestra, esto podria suponer un riesgo para la poblacidn si la cepa identificada fuera una cepa
resistente a antibidticos. Este hecho se pone de manifiesto en el estudio realizado por Lee J-H.
et al. de la Universidad de Corea que evidencié la posibilidad de transmisidn a los alimentos de
cepas pertenecientes al filo S. saprophyticus resistentes a antibidticos. ! Chajecka-
Wierzchowska W. et al., en su estudio publicado el afio 2014 aislaron S. saprophyticus de comida
lista para el consumo, pero no pudieron reportar como contaminadas las muestras
contaminadas con Staphylococcus no pertenecientes a la especie S. aureus, pues la legislacion
solo contempla niveles maximos de S. aureus. Sin embargo, existen estudios en los que se
establece que los estafilococos coagulasa-negativos, como es S. saprophyticus, se asocian
comunmente a los alimentos. ®® Si tenemos en cuenta estos datos y el poco crecimiento
obtenido en placa de esta bacteria (1 sola colonia en una Unica réplica), podemos establecer que
el producto del que se aislé dicho microorganismo es seguro a nivel de calidad microbioldgica.

Candida krusei, levadura identificada en las muestras M-1 y M-2, hace referencia al nombre de
la forma asexual de Pichia kudriavtsevii (anteriormente Issatchenkia orientalis). ®”' Es una
levadura que habita la membrana mucosa de individuos sanos, no obstante, puede causar
infecciones (candidiasis) potencialmente mortales cuando los hongos infectan drganos
profundamente arraigados, en pacientes inmunodeprimidos, pacientes con neoplasia
hematolédgica e individuos que permanecen en tratamiento profildctico prolongado con
antibioticos azoles, como el fluconazol ya que éstos pueden desarrollar resistencias frente a
dichos antifungicos. F7°%%% La identificacion de C. krusei deberia alertarnos sobre la calidad
higiénica y microbiolédgica de dichas muestras de pescado y de la mala manipulacién de dicho
alimento. Este patégeno emergente supone una amenaza para la salud publica por su resistencia
intrinseca al farmaco fluconazol y su rapida capacidad de desarrollar una resistencia cruzada con
otros farmacos antimicéticos.®

Otros autores han aislado e identificado enterobacterias en muestras procedentes a diferentes
tipos de alimentos. En el estudio realizado por Nyenje ME et al., donde se avalud la calidad
microbioldgica de varios alimentos preparados para vender en Alice (Sudafrica) fue aislada
Klebsiella oxytoca en el 8% del total de las muestras analizadas. Hay que destacar que estas

26



muestras de alimentos no incluyeron pescado y se centraron, principalmente, en muestras
procedentes a alimentos de origen animales como el pollo o la carne de res. ® No obstante, en
1994 Lépez-Sabater et al. realizé un estudio sobre la calidad bacterioldgica del atun destinado
al enlatado y pudieron aislar bacterias Gramnegativas formadoras de histamina, la mayoria
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, entre las cuales se encontraba K. Oxytoca. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos en el presente estudio donde pudimos aislar a
partir de las muestras M-1 y M-2 dicho microorganismo (sashimi de salmon y sashimi de atun,
respectivamente). También se identificd Enterobacter cloacae (enterobacteria identificada en la
muestra M-2, perteneciente a sashimi de atun); el cual es un microorganismo aislado con
frecuencia e identificado como formador de histamina débil del atin. Y El recuento de
enterobacterias en las placas con medios de cultivo CCA con un valor de UFC/g de 10% indica que
no hay contaminacién microbiana en las muestras y que estas son seguras para su consumo. 3
Sin embargo, K. oxytoca (bacilo Gramnegativo oblicuo en el ambiente) es bien conocido por ser
un patdégeno oportunista que ataca a pacientes inmunodeprimidos y dada la amplia resistencia
de esta bacteria a los antibiéticos, las infecciones en estos pacientes pueden ser fatales. (6263

A partir de la evaluacidn realizada y expuesta en el presente trabajo, se considera que la
presencia de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (patdgenos oportunistas),
aisladas a partir de las muestras M-1 y M-2 (Candida krusei, Klebsiella oxytoca, Enterobacter
cloacae) y estafilococos coagulasa-negativos (Staphylococcus saprophyticus) a partir de la
muestra M-3 podemos concluir que dicha presencia bacteriana en los muestras de pescados
analizadas puede deberse a un deficiente proceso de lavado y desinfeccion de los medios y
utensilios utilizados para el procesamiento de los alimentos y/o las superficies de contacto con
estos alimentos, y/o a una inadecuada higiene por parte del manipulados de alimentos.
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