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RESUMEN

Se ha aislado una coleccién de cepas de diferentes muestras de pescado fresco y marisco,
y se ha determinado la resistencia a diferentes biocidas. En la mayoria de los productos de la
pesca estudiados, las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo estdn entre 10°y 107.
En el estudio morfolégico predominan los bacilos Gram -, salvo en productos donde la mani-
pulacién ha sido mds importante que encontramos cocos Gram +. Respecto a los ensayos de
resistencia a biocidas, hay mayor ntimero de cepas resistentes para triclosan, oxonia, cloruro
de benzalconio y hexadecilpiridinio. En general, la resistencia a biocidas es baja.
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ABSTRACT

A collection of bacterial strains isolated from raw seafood has been studied regarding
its biocide tolerance. Viable bacterial counts obtained for most samples analyzed ranged from
10° to 107 colony forming units (CFU) per gram. Most isolates were Gram-negative bacilli,
except for raw processed products where Gram-positive bacilli were more abundant. Highest
percentages of biocide tolerance were obtained for triclosan, oxonia, benzalkonium chloride
and hexadecylpyridinium chloride. In general, biocide tolerance is low.
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1. INTRODUCCION
1.1. El pescado

Los peces y sus productos derivados constituyen una importante fuente de
proteina de alto valor bioldgico, de grasa y vitaminas liposolubles. Debido al incre-
mento de la poblacién mundial y a la mejora de los indices de desarrollo de muchos
paises, la produccién de alimentos proteicos experimenta una demanda creciente. La
produccién pesquera mundial, supone el tercer alimento proteico de origen animal
en cantidad bruta después de la leche y la carne y el segundo en el aporte de proteina
neta después de la carne (1). La produccién pesquera mundial ha aumentado de for-
ma constante en las dltimas cinco décadas y el suministro de peces comestibles se ha
incrementado a una tasa media anual del 3,2 %, superando asi la tasa de crecimiento
de la poblacién mundial del 1,6 % (2).

El consumo per capita de pescado en Espafia ronda los 43 Kg anuales, frente a una
media europea de 22,1 Kg y media mundial de 18,4 Kg (3). El balance entre importa-
ciones y exportaciones también nos indica que se realiza un comercio importante de
pescado, en 2009 las importaciones fueron de 2.061.448 toneladas y las exportaciones
de 1.127.908 toneladas.

1.2. Microorganismos del pescado

La piel de los peces contiene abundantes microorganismos capaces de crecer y
sobrevivir a bajas temperaturas, incluso inferiores a 10 °C. Las bacterias existentes
en el intestino contribuyen junto con las de la piel a la descomposicién del pescado
(4). La vida util de los productos de la pesca depende de la rapidez con la que se
produzca el deterioro después de la muerte. Son productos muy perecederos debido
a los siguientes factores: caracteristicas fisico-quimicas de la matriz, alta actividad
agua, pH neutro, su composicién lipidica, enzimas autoliticas y microorganismos en
la superficie corporal (5). Los peces son animales poiquilotérmicos, por tanto, la flora
predominante refleja mucho la del medio que circunda al pez vivo (6).

La microbiota de los peces de aguas frias de las regiones drticas y templadas
consiste fundamentalmente en psicréfilos aerobios Gram - y psicrotrofos (7). La ma-
yor parte son psicroéfilos, capaces de crecer a temperaturas de hasta -5 °C 0 -6 °C. Por
tanto, aunque estdn inicialmente en cantidades bastante pequefias, pueden crecer
rdpido durante su almacenamiento en frio para alcanzar cifras de 10° a 107 UFC/g
(de tejido branquial), en 7 dias.
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Los olores del pescado alterado son el resultado de la utilizaciéon bacteriana de
moléculas relativamente pequefias e hidrosolubles del tejido del pescado, especial-
mente de los constituyentes del nitrégeno no proteico de los tejidos: aminodcidos,
péptidos pequeiios y éxido de trimetilamina (4). Otros productos del metabolismo
bacteriano que contribuyen a la percepcién sensorial de la alteracién son: dcidos gra-
sos de cadena corta (4cido lactico, dcido butirico), aldehidos y cetonas de los lipidos
tisulares, sulfuros voldtiles (sulfuro de hidrégeno, sulfuro de dimetilo, mercaptano
de metilo), aminas (indol, escatol), aminas biégenas (histamina, putrescina y cada-
verina) y amoniaco procedente de los aminoacidos o proteinas degradadas (8). La
produccién bacteriana de enzimas proteinasas estd reprimida al principio pero se
acelera en las tiltimas fases debido al aumento en el pool de aminodacidos procedentes
de la hidrdlisis de proteinas.

La microbiota inicial del pescado depende del ambiente y de su entorno en el
momento de la pesca. La microbiota de peces vivos de aguas frias y templadas es muy
constante, predominando Gram- como: Psycrobacter (Moraxella), Pseudomonas, Acineto-
bacter, Shewanella (Alteromonas), Flavobacterium, Cytophaga y Vibrio. Normalmente hay
pequeiio niimero de Gram+ como Micrococcus y Corynebacterium. En aguas cdlidas,
entre el 50 y 60 % de la microflora es Gram+, de los géneros Bacillus, Micrococcus y
Corynebacterium (6). En la piel y agallas predominan las bacterias aerobias facultativas,
encontrando bacterias del género Vibrio, en peces peldgicos (caballa, arenque, sardina,
etc.) en concentraciones elevadas. En intestino abundan anaerobias obligadas. En
los pescados de agua dulce hay los mismos tipos de bacterias, salvo que Aeromonas
sustituye a Vibrio.

Los microorganismos patégenos del pescado crudo refrigerado son los mismos
que la microbiota original y los adquiridos en las primeras fases de la pesca. En pes-
cado entero hay Clostridium botulinum, tipos E'y B y F no proteoliticos. Pueden crecer
a temperaturas bajas, a partir de 3,3 °C, por tanto hay que tener cuidado con pescado
envasado al vacio y en atmésferas modificadas mantenido a una temperatura ma-
yor de 3 °C. En los pescados que no se cuide la cadena de frio y se mantengan a una
temperatura mayor de 10 °C crecen bien microorganismos patégenos como: Vibrio
spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes y Shigella spp. En aguas cédlidas puede haber altos
recuentos de Vibrio spp. Este género incluye algunas especies que pueden provocar
septicemias graves.

En las truchas criadas en estanques se pueden encontrar altas concentraciones de
Clostridium botulinum. Pueden aparecer patégenos entéricos (Salmonella spp., Shigella
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spp.) en balsas enriquecidas con estiércol y también debido a los piensos, anfibios
y aves. En ahumados puede encontrarse Salmonella spp., Shigella spp., S. aureus, L.
monocytogenes, C. botulinum. Si la temperatura no ha sido suficientemente alta y hay
una mala conservacién a temperatura alta puede dar problemas C. botulinum tipo E,
en el ahumado en caliente se inactivan esporas de C. botulinum no proteolitico pero
no las proteoliticas (7).__

Las infecciones por consumo de alimentos contaminados contintian siendo una
constante relevante en el d&mbito sanitario de la Unién Europea. En 2011 se detecta-
ron un 16.1% de infecciones por consumo de diferentes pescados el dmbito de la
Unién Europea (9). En el sector pesquero hay también preocupacion creciente por el
incremento de cepas resistentes o multirresistentes a los agentes antimicrobianos en
la cadena alimentaria (9, 10, 11).

1.3. Biocidas (desinfectantes)

Segun el Reglamento (UE) 528/2012 (12) se definen los biocidas como “toda
sustancia o mezcla, en la forma en la que se suministra al usuario, que esté compuesta
por, 0 genere una o mds sustancias activas, con la finalidad de destruir, contrarrestar
o neutralizar cualquier organismo nocivo, o de impedir su accién o de ejercer sobre
él un efecto de control de otro tipo, por cualquier medio que no sea una mera accién
fisica 0 mecdnica”.

La accién de los biocidas dependeréd del tipo de microorganismos sobre el que
queramos actuar, debido a sus diferentes caracteristicas fisiolégicas, metabdlicas. El
mecanismo de accién de los biocidas se fundamenta en que actdan sobre las moléculas
de la membrana de la célula viva, especialmente sobre las proteinas, carbohidratos,
lipidos (fosfolipidos), dcidos nucleicos y sobre otras pequefias moléculas, como algunas
vitaminas, hormonas y ciertos elementos minerales esenciales presentes en las células
(13, 14). Al actuar sobre diferentes dianas, es muy dificil determinar cudles son los efectos
concretos que provocan o contribuyen a la muerte del microorganismo. Principalmen-
te interaccionan con la superficie celular, pero una vez dentro del microorganismo,
puede dafiar uno o mds componentes celulares, mediante tres mecanismos de accién:
Envenenamiento de los sistemas enzimaticos, Alteraciones de la permeabilidad de la
membrana celular o Coagulacién y precipitaciéon de proteinas celulares.

El uso de biocidas en la piscicultura, en virtud de los requisitos previos de la
Directiva 98/8/ CE, permite una gama de desinfectantes para la descontaminacién
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en la crfa de peces, o para estanques y equipos como son yodoéforos, sales metdlicas,
compuestos halo orgdnicos, aldehidos, peréxido de hidrégeno, compuestos de amonio
cuaternario, y colorantes antimicrobianos.

Una preocupacién creciente es el uso de biocidas, ya que puede provocar co-
seleccion de cepas resistentes a antibiéticos de uso clinico, como se ha comprobado en
el caso del triclosan y otros (15, 16, 17, 18). Los biocidas son ampliamente utilizados
en la desinfeccion de equipos e instalaciones. En bacterias Gram-negativas se han
descrito numerosos genes de resistencia a biocidas derivados del amonio cuaternario
(QACQ), que también estdn ampliamente diseminados en las bacterias Gram-negativas
(19, 20, 21).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Aislamiento de cepas procedentes de pescado

Se ha aislado una coleccién de cepas a partir de 14 especies de pescado y pro-
ductos del mar, boquerdén (Engraulis encrasicolus), sardina (Sardina pilchardus), jurel
(Trachurus trachurus), caballa (Scomber scombrus), lenguado (Solea spp.), dorada (Spa-
rus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax), salmon (Salmo salar), merluza (Merluccius
capensis), tintorera (Prionace glauca), calamar (Loligo spp.), mejillon (Mytilus edulis),
langostino (Penaeus spp.) y cigala (Nephrops norvegicus).

Se pesaron 25 gramos de cada una de las muestras de pescado. Dependiendo
del tipo de pescado se seleccionaron distintas zonas de la toma de muestra. Teniendo
en cuenta zonas con piel, sin piel, cola, cabeza, estémago, etc. En una bolsa estéril
se mezclaron con 225 ml de peptona salina, con el fin de homogeneizar la muestra.
Se masajed el contenido durante 2 minutos para desprender los microorganismos, y
se dejo6 reposar para que se depositaran los restos de pescado. Con el sobrenadante
obtenido se prepararon diluciones para el recuento de microorganismos, mantenién-
dolas en frio hasta su uso.

Cada dilucién se sembré en su placa correspondiente de medio TSA salino,
siempre por triplicado con la espdtula de Drigalski estéril. Se incubaron a 30 y 37°C,
durante 24 horas. Pasadas las 24h se observaron las colonias y se hizo el recuento de
células viables por la técnica del niimero de unidades formadoras de colonias UFC/
ml o g. de muestra de pescado ensayada. Se seleccionaron las colonias perfectamen-
te aisladas, y se realiz6 la tincién de Gram para poder clasificar las cepas segtn su
morfologfa. Se congelaron a -80° para los posteriores ensayos.
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2.1. ENSAYO DE RESISTENCIA A biocidas, MICROTITULACION.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se define como la concentracién mds
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de la incubacién durante la noche. Para el cdlculo de las concentraciones
minimas inhibitorias de los biocidas sometidos a estudio se han distribuido en placas
de microtitulacién los biocidas a ensayar junto con diluciones de cultivos estacionarios
de las diferentes cepas.

- Biocidas utilizados:

* Cloruro de benzalconio: 50% en agua (Fluka. Sigma-Aldrich Chemic
GmH).

* PHMG (polyhexamethylene guanidine hydrochloride; Oy Soft).

* Oxonia (Acido P3-oxonia).

e Hexaclorofeno, 99%. (Aldrich Chemical Co. Ltd.).

* Hexadecilpiridinio: 99,0-102,0% (Sigma Aldrich, Co.).

e Triclosan (Irgasan): >= 97,0% HPLC. 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol
(Sigma Aldrich, Co.).

¢ Cetrimida, Alkytrimethyl—ammonium bromide. Soluble en agua al 10%.
(Sigma Aldrich, Co.).

* Clorhexidina digluconato 20% en agua. (Sigma Aldrich, Co.)

Técnica de microtitulacion

Se preparan distintas diluciones de los biocidas en medio nutritivo liquido
estéril, TSB. En la dilucién al 10% del hexaclorofeno y del triclosan se utiliza alcohol
etilico de 96° para facilitar la disolucién del compuesto. En cada pocillo de la placa
de microtitulacién se afiaden 200 ul de la dilucién del biocida, desde C1 a C5 y se
inoculan con 20 ul de la dilucién 1/10 del cultivo overnight de cada cepa. En todos
los ensayos se pone un control positivo, y controles negativos del medio TSB y de
los diferentes biocidas, Se incuban a 37 °C o 30 °C, segtin crecimiento de cada cepa,
durante 18-24 horas. A las 24 h se procede a la lectura de la microplaca con el lector
“Microplate Reader” (BIO-RAD) a 595 nm.
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3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento de colonias: obtencién de cultivos puros.

Se han aislado 73 cepas del conjunto de las especies de pescado muestreadas.
Para el posterior estudio dichas cepas se han agrupado dependiendo del tipo de
pescado del que proceden (Tabla 1).

Una vez realizada la toma de muestra como se refleja en el apartado de material
y métodos se procedi6 al recuento de UFC/g y a la identificacién de las muestras y
clasificacion mediante la tincién de Gram. En la tabla 2 se pueden observar los distintos
pescados ensayados, las zonas de muestra y los resultados obtenidos.

La concentracién de microorganismos viables encontrada es muy variable
dependiendo de cada producto, oscilando desde 1,5 x 10° UFC/ g en mejillén fresco
hasta 7,2 x 10" UFC/ g en salmén, presentado en una rodaja envasada en bandeja de
poliestireno cubierta por film en vitrina refrigerada. En general, los productos de
pesca extractiva y moluscos tienen menor carga bacteriana, oscilando entre 10° a 10*
UFC/g, la excepcién es el jurel con 1,8 x 10° UFC/ g, en estos niveles se sittia también
la tintorera; los productos de la acuicultura y el marisco cocido estdn préximos a 10°
UFC/g, similar ala rodaja de merluza; y la carga microbiana mayor se ha encontrado
enla dorada, lamuestra de la parte de la ventresca con piel con10° UFC/ gy el salmén,
como hemos comentado ya, con 107 UFC/ g (Tabla 2).

En el trabajo de aislamiento y recuperacion de cepas en medio liquido realizado a
lo largo de los dias, se observ6 que muchas cepas dejaban de crecer a 37 °C, creciendo
a 30°C. Las cepas con un crecimiento éptimo meséfilo (37 °C) se han aislado de los
productos presentados en rodajas y trozos, ademads de algunas en marisco cocido y en
algunos productos de pesca extractiva y acuicultura como caballa, dorada y lubina.
Del total de cepas el 52% han crecido a 30 °C y el 48% a 37 °C (Tabla 2).

La morfologia de las colonias observada en medio sélido sobre placa de TSA,
es bastante homogénea, todas las colonias han sido circulares y de elevacion entre
convexa (la mayoria) y plana. Se han encontrado tres tipos claramente diferenciados
respecto al color: colonias blancas mucosas, colonias con tonalidad amarillenta, y
colonias transparentes o transldcidas.

Por ultimo, el estudio mediante la tincién de Gram nos muestra el predominio
de los bacilos Gram -. Los bacilos Gram - son los predominantes en los productos
procedentes de la pesca extractiva, de la acuicultura y los moluscos. El otro grupo
predominante son los cocos Gram +, encontrados en el grupo de las rodajas y trozos
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de pescado y en el marisco cocido. En menor cantidad aparecen algunos bacilos
Gram + (Tabla 2).

3.2. Ensayos de resistencias a biocidas

En el computo global, las cepas de pescado evaluadas no son resistentes a las
concentraciones de 1% y 0,25% de los desinfectantes ensayados, tan solo un 8,22%
son resistentes a la concentracién de 0,25% de triclosdn (TRI). A la concentracion de
0,025% se encuentran cepas resistentes a varios de los biocidas ensayados salvo a la
cetrimida (CETRI), polihexametilen guanida (PHMG) y hexaclorofeno (HCF). Las ce-
pas son mds resistentes segun el siguiente orden: triclosan (TRI) con un 10,95%, oxonia
(OX) con un 4,1%, cloruro de benzalconio (CLB) con un 2,74% y hexadecilpiridinio
(HDP) con un 1,37%. Para el resto de biocidas solo se detectaron cepas resistentes a
concentraciones mucho mds bajas (Figura 1).
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Figura 1: Porcentaje global de cepas tolerantes a las diferentes concentraciones de cloruro

de benzalconio (CLB), Cetrimida (CETRI), hexadecilpiridinio (HDP), oxonia, hexaclorofe-

no (HCF), triclosan (TRI), polihexametilen guanidina (PHMG), o clorhexidina digluconato
(CLX).

Al observar los resultados, segtin las categorias en las que se han agrupado los
productos de la pesca utilizados en el estudio, tenemos:

Cepas procedentes de la pesca extractiva: sardina, boquerén, caballa y jurel. En ge-
neral son cepas poco resistentes, encontrando sin embargo en este grupo las mds
resistentes a la concentracion de 0,25% al triclosdn. A la concentracién de 0,025% hay
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cepas resistentes al cloruro de benzalconio, oxonia y triclosdn. A la concentracion de
0,0025% aproximadamente la mitad de las cepas de esta categoria son resistentes,
aunque variando segtn biocida, mayor al cloruro de benzalconio, triclosdn, oxonia,
hexadecilpiridinio y polihexametilen guanidina.

PESCA EXTRACTIVA: Sardnas, boquerdn, caballay jurel

o

o

o

uCLB
BCET
OPHMG
O OXONIA|
OHCF
OHDP
oCLX
OTRI

o
[

=]
\
]

o
s

o
|

o
L

WL

- o [ (]

Porcentaje tolerantes (%) _,
=N W H U DN OO
o
I

0,00025% 0,0025% 0,025% 0,25% 1%

Concentracién de biocida (%)

Figura 2. Porcentaje de cepas procedentes de pesca extractiva tolerantes a cada una de las
concentraciones de biocida ensayadas.

A la menor concentracién ensayada, 0,00025%, la resistencia es mayor, excep-
tuando la cetrimida (Figura 2).

Cepas procedentes de la acuicultura: lenguado, dorada, lubina. La distribucién de
resistencia a los biocidas, entre las cepas aisladas de esta categoria, es muy similar a
la de la pesca extractiva. No hay resistencia a la concentracién del 1%, a la concentra-
cién de 0,25% hay un 19% de las cepas de esta categoria resistentes al triclosdn. A la
concentracién de 0,025% no hay crecimiento bacteriano en los derivados del amonio
cuaternario, poliguanidas y hexaclorofeno. Ala concentracién de 0,0025% el porcentaje
de crecimiento bacteriano oscila entre el 50% para cloruro de benzalconio y triclosan
y el 13% para polihexametilen guanida. Finalmente, a la concentracién de 0,00025%
los porcentajes de crecimiento son muy altos salvo para cetrimida (Figura 3).

Cepas procedentes de productos presentados en rodajas y en trozos: salmén, merluza y
tintorera. Las 16 cepas de este grupo tienen un comportamiento muy homogéneo. No
hay crecimiento a las concentraciones de 1% y 0,25%. A10,025% se detectan porcentajes
muy bajos de cepas resistentes a cloruro de benzalconio y triclosan. Estos biocidas,
junto con el hexadecilpiridinio, mantienen porcentajes de resistencia muy altos al
0,0025%. Todos los biocidas (excepto cetrimida) muestran porcentajes muy altos de
resistencia al 0,00025% (Figura 4).
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ACUICULTURA: Lenguado, dorada y lubina
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Figura 3. Porcentaje de cepas de acuicultura tolerantes a cada una de
las concentraciones de biocida ensayadas.

RODAJAS Y TROCEADO: Salmon, merluza y tintorera
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Figura 4. Porcentaje de cepas aisladas de la presentacion en rodajas y troceado
tolerantes a cada una de las concentraciones de biocida ensayadas.

Cepas procedentes de moluscos: calamar y mejillon. En esta categoria solo se incluyen
6 cepas aisladas. El comportamiento ante los biocidas ha sido muy similar al grupo
anterior. No hay crecimiento a las concentraciones de biocida del 1% y 0,25%. Sin em-
bargo el 17% de las cepas han crecido a la concentracién de 0,025% frente al triclosan.
A10,0025% se observa alta resistencia para cloruro de benzalconio, hexadecilpiridinio
y triclosan. Al 0,00025%, todas las cepas son resistentes para os biocidas cloruro de
benzalkonio, oxonia, hexadecilpiridinio, clorhexidina y triclosan. También se encuen-
tran niveles muy altos de resistencia para polihexametilen guanida y hexaclorofeno,
y ligeramente altos para cetrimida (Figura 5).
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MOLUSCOS: Calamar y mejillon
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Figura 5. Porcentaje de cepas de moluscos tolerantes a cada una
de las concentraciones de biocida ensayadas.

Cepas procedentes de marisco cocido: langostino y cigala. Se han ensayado 10 cepas.
No hay crecimiento a las concentraciones del 1% y 0,25%. A1 0,025% se han encontrado
resistencias para clorhexidina y triclosan. A la concentracién de 0,0025%, las resisten-
cias van del 50% para polihexametilen guanida al 10% para oxonia. Al 0,00025% se
encuentran resistentes para todas las cepas (Figura 6).

MARISCO COCIDO: Langostino y cigala
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Figura 6. Porcentaje de cepas de marisco cocido tolerantes a cada una
de las concentraciones de biocida ensayadas.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran la presencia de bacterias resistentes a
biocidas en las diferentes muestras de pescado ensayadas. E1 64% de las cepas aisladas
son bacterias Gram negativas, segtin estudios anteriores, las bacterias Gram negativas
son generalmente mads tolerantes que las bacterias Gram-positivas a los agentes an-
tibacterianos (22, 23), datos que concuerdan con nuestros resultados donde la mayor
resistencia a biocidas se produjo en las bacterias Gram-negativas. La membrana externa
de las bacterias Gram-negativas acttia como una barrera responsable de la resistencia
intrinseca de estos microorganismos para muchos compuestos antimicrobianos (24,
25). Tal resistencia a la permeabilidad mediada depende en una medida considerable,
no solo del agente en cuestion, sino también del tipo de microorganismo. La membrana
externa de los miembros de la familia Enterobacteriaceae (y otras bacterias Gram-
negativas, en particular Pseudomonas aeruginosa) actda como una barrera que limita
o impide la entrada de muchos agentes antibacterianos (24, 25).

En los resultados obtenidos un 8,20%, de las cepas aisladas son resistentes a
la concentracién de 0,25% de triclosan (TRI), El triclosan (5-cloro-2- (2,4-dicloro-
fenoxi) fenol) es una biocida ampliamente utilizado en jabones de tocador, pasta
de dientes, jabones liquidos, pldsticos de uso doméstico, desodorantes, telas,
champts, una gran variedad de productos de cuidado personal y productos comer-
ciales para limpieza de superficies, asi como incorporado en materiales como tablas
de cortar, o embalajes. Tiene un amplio espectro frente a muchos microorganismos,
incluyendo bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas, algunos hongos, y
micobacterias (26). Las bacterias resistentes a triclosan son abundantes en naturaleza,
y existen muchos mecanismos de resistencia conocidos, (27, 28, 29, 30). Recientemente
se han descrito genes de resistencia presentes en Escherichia coli (31). Pseudomonas
aeruginosa (32), Salmonella enterica serovar typhimurium (33), Staphylococcus aureus
(34), Mycobacterium smegmatis (28), o Acinetobacter baumannii (35).

Aparte del Triclosan, se ha detectado también un bajo porcentaje de cepas con
altos niveles de resistencia a oxonia, cloruro de benzalconio y hexadecilpiridinio,
Atendiendo a la literatura cientifica, dentro de las bacterias Gram-negativas que
son particularmente resistentes a varios biocidas destacan Pseudomonas aeruginosa,
P. cepacia, Proteus spp. y Providencia stuartii (22). P. aeruginosa tolera altos niveles de
derivados del amonio cuaternario y es también menos susceptible que otros muchos
tipos de bacterias Gram-negativas a diacetato de clorhexidina (CHA). Aparte de en
los alimentos, otros estudios han detectado la presencia de cepas de Listeria monocyto-
genes 'y E. coli resistentes al uso prolongado de derivados de amonio cuaternario en
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una planta de procesamiento de pescado noruego (36). En los mataderos de cabra y
cordero, se han detectado también especies de Pseudomonas resistentes a antibiéticos
y biocidas, aisladas de todas las superficies de produccién de la cadena de la carne
asi como en los productos cdrnicos (37).

En la industria alimentaria moderna, la escala de la produccion de alimentos
aliada a las demandas de los consumidores de alimentos sanos, nutritivos, y mini-
mamente procesados carente de aditivos, tales como conservantes quimicos y otros
agentes antimicrobianos, ha tenido un impacto importante en el namero de biocidas
utilizados en este entorno. En un intento de mejorar las medidas de higiene y garan-
tizar la seguridad alimentaria, la industria alimentaria ha aumentado la utilizacién de
biocidas y desinfectantes basados en productos quimicos para el control de la ecologia
microbiana del entorno de produccién (38), incrementandose la tolerancia bacteriana
a la mayoria de los agentes. Una exposicién mayor a los biocidas puede dar lugar
a bacterias resistentes que pueden ser transmitidas por los alimentos, lo que puede
tener implicaciones importantes para la salud publica. Esta caracteristica, sin duda,
pone en peligro el papel de los desinfectantes como un medio eficaz para controlar
microorganismos. La tolerancia adquirida a estos agentes podria facilitar la supervi-
vencia de microorganismos patégenos y contribuir a la aparicién de cepas resistentes.

Los datos obtenidos en este estudio indican la presencia de cepas resistentes a
algunos de los biocidas utilizados en la industria alimentaria, siendo mayor en los
pescados en rodajas y en trozos como salmén, merluza y tintorera, donde el contacto
con superficies y el manejo es mayor. Debido a que no existen muchos datos sobre la
resistencia de antimicrobianos en cepas procedentes de pescado, seria conveniente
profundizar en este tipo de estudios, con el fin de poder conocer mejor los riesgos de
seleccion de cepas resistentes y adoptar medidas de higiene que permitan producir
alimentos de mayor calidad y seguridad alimentaria, asi como aumentar la vida ttil
de productos altamente perecederos como el pescado.
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Tabla 1: Distribucién del nimero de cepas aisladas de pescado en el presente estudio.

N°DE

CEPAS TOTAL
SARDINA 4
Pesca BOQUERON 9
extractiva CABALLA 7
JUREL 5 25
Entero
LENGUADO 5
Acuicultura DORADA 5
LUBINA 6 16
FORMA Pescado
ggNT A fresco Rodajas y SALMON 12
troceado MERLUZA 2
TINTORERA 2 16
Moluscos MEJILLON 2
CALAMAR 4 6
Marisco LANGOSTINO 4
cocido CIGALA 6 10
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Tabla 2. Resultados del aislamiento de colonias.

CATEGORIAS ALIMENTO MUESTRA urc  NDE (CUp GRAM MORFCOLONIA
1 30  bacilos- Grandes amarillas
Boquer6n entero 1,9 X 10 2 37 bacilos- Medianas
BOQUERON 3 30 bacilos - Pequefia amarilla
(Engraulis encrasicolus) 4 37 bacilos + Pequefa blanca

5 30 bacilos - Grande amarilla
quuer(’)n sin cabeza 6,3X10° 6 30 bacilos - Grande blanca
ni cola
7 30 bacilos - Mediana blanca
8 30 bacilos - Mediana blanca
9 30 bacilos - EZ%izzizntes
10 30 bacilos + Grande amarilla
1 30  bacilos - Fri?li;r:iente
SARDINA Mitad con cabeza 43X 104 12 30 bacilos- Eﬁ;;‘;?mte
Pesca extractiva (Sardina pilchardus) 13 30  bacilos - S;irslg;ente
ENTERO
14 37  bacilos- Mediana blanca
15 30 bacilos - Mediana amarilla
JUREL Con cabeza 1,8 X 10° 16 37  cocos+ Pequefia amarilla
(Trachurus trachurus) 17 30 bacilos- Pequenaamarilla
18 30 bacilos- Pequena blanca
19 37  bacilos- Grande blanca
20 37  bacilos- Grande blanca
21 37  bacilos - tcr;;rslgzirente
CABALLA Ventresca con piel 8,6 X 10* 22 30 bacilos - Mediana blanca
(Scomber scombrus) 23 30 bacilos - Freail;;r:?ente
Atlédntico Noreste 24 37  bacilos- Pequefia blanca
25 30  bacilos- Mediana blanca
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26 30 Dbacilos- cduenas
transparentes
27 30  bacilos - Eeaizgiieshtes
LENGUADO e PN 9gX10t 28 30 badlos- (RS
(Solea spp.) 29 30  bacilos- Pequefias, mucosas
30 30 bacilos - Pequefas, mucosas
Lomo con piel 4,5X10° 31 37 bacilos - Grande blanca
Acuicaltura 2 30 bacilos- ff:;lsi;;‘;’eme
ENTERO DORADA
(Sparus aurata) 33 37 bacilos- Grande blanca
Santa Pola acuicultura Ventresca con piel 2,8X10° 34 37 bacilos - ?f:r?si;;l:ente
35 30 bacilos + gea%gzlzar‘ente
36 30 bacilos- EZ?;;‘Z?ME
Lomo con piel 76X10° 37 30 bacilos- Eea‘rll‘;;ii‘eme
LUBINA 38 37  bacilos- Pequefia blanca
(Dicentrarchus labrax) 39 30  bacilos- Pequefia blanca
Santa Pola acuicultura
Ventresca con piel 51X10° 40 37  bacilos- Grande blanca
41 30  bacilos- Pequefia blanca
42 37  cocos+ Pequefia amarilla
43 37 cocos+ Pequenaamarilla
44 37  cocos+ Pequefia amarilla
Externa con piel 72X 107 45 37  cocos+ Pequefia amarilla
46 37  cocos+ Pequefia amarilla
SALMON (Salmo salar) 47 37 cocos +  Pequefia amarilla
Rodajas  Noruega acuicultura
y Rodaja envasada poliexpan +film 48 37 cocos+ Pequefia amarilla
troceado 49 37  cocos + Pequenaamarilla
3,0X 107 50 37 cocos +  Pequefia amarilla
51 37  cocos+ Pequefia amarilla
52 37  cocos+ Pequefia amarilla
53 37  cocos+ Pequefia amarilla
MERLUZA 54 37  bacilos + Transparentes
(Merluccius capensis) 7,0X10° 55 37 cocos+ Transparentes
Atlantico sudeste (El Cabo, Namibia)
TINTORERA 42X10° 56 30 cocos +  Transparentes
(Prionace glauca) 57 37  bacilos- Transparentes

Sin etiqueta
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58 30  bacilos- Transparentes
CALAMAR 59 30  bacilos- Transparentes
(Loligo spp.) 2,8X10* 60 30 bacilos- Transparentes
Atlédntico Suroeste 61 30  bacilos- Transparentes
Moluscos Congelado-descongelado
62 30  bacilos- Grande amarilla
MEJILLON 1,5X10° 63 37 bacilos - Grande amarilla
(Mytilus edulis)
Fresco
64 30 cocos+ Transparentes
LANGOSTINO 42X 10* 65 30 cocos +  Transparentes
(Penaeus spp.) 66 37 bacilos- Transparentes
Venezuela acuicultura 67 37  cocos+ Transparentes
Cocido, descongelado
Marisco cocido 68 37  bacilos- Grande blanca
69 37  bacilos + Grande blanca
CIGALA 51X10° 70 30  bacilos- Transparentes
(Nephrops norvergicus) 71 30  bacilos- Transparentes
Cocido descongelado
3,0X10* 72 37 bacilos + Grande amarilla
73 37  bacilos- Mediana blanca
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