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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo identificar las
bacterias productoras de histamina, responsables de las
escombrotoxicosis, en tres diferentes especies de pescado:
armadillo (Hipostomus watwata), bocachico (Pochilodus
reticulalius) y lisa (Mugil curema), de elevado consumo en
Venezuela. A 36 muestras de las tres especies se les realizd
la medicion del pH por el método de Kelleger y col., asi como
un recuento de aerobios meséfilos (RTA), siguiendo la
metodologia propuesta por le Asociacion Americana de Salud
Pudblica (APHA). Las muestras se sembraron en los medios de
Mc. Conkey (MC) y eosina azul de metileno (EMB), especificos
para el aislamiento de Gram Negativos. Para la identificacion de
las bacterias Gram Negativas productoras de histamina se utilizé
el medio de Niven modificado y las pruebas de bioguimica
primariay secundaria segun la tablas de Zinsser. Los resultados
mostraron valores promedio de pH muy similares entre las
especies de pescado estudiadas (6,40-6,66). EI RTA del
armadillo no estuvo dentro de los limites recomendados por la
ICMSF (10°-107). Los géneros bacterianos productores de
histamina fueron: Escherichia coli, Aeromonas sp, Enterobacter,
Citrobacter y Plesiomona shigefioides. Se observd un patrén
comun en bocachico y armadillo en relacién con la produccion
de histamina por parte de Escherichia coli y en lisa y
bocachico con el género Aeromonas. Se concluye que las bac-
terias productoras de histamina en las especies de pescado
armadillo, bocachico y lisa, son de los géneros Escherichia,
Aeromonas, Enterobacter, Citrobacter y Plesiomona, las
cuales son similares a las reportadas en otras especies de
pescado.
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ABSTRACT

The objective of this research was to identify the Gram
negative histamine producing bacteria, responsible for
scombroid intoxication in three fish species: armadillo
(Hipostomus watwata), bocachico (Pochilodus reticulates) and
lisa (Mugil curema). All of these are highly commercial fish in
Venezuela. Thirty six samples were taken and pH was
measured, following the Kelleger et al. methodology. Aerobic
mesophilic bacteria (RTA) were also determined using
American Public Health Association (APHA) criteria. All strains
were cultured in Mc. Conkey (MC) and eosin-methylene blue
media (EMB), for specific Gram negative isolation. To identify
Gram negative histamine producing bacteria, Niven’'s modified
media by Yoshinaga et al. was used, as well as Zinsser's
tables for primary and secondary biochemistry. Results
showed similar values for pH in all species studied (6.40-6.686).
Armmadillo RTA was higher than values recommended by
ICMSF (105-107). Histamine producing genera were:
Escherichia coli, Aeromonas sp, Enterobacter, Citrobacter and
Plesiomona shigelloides. A common pattern was observed in
armadillo and bocachico in histamine production by: E. coli,
and similar patterns were also observed in lisa and bocachico
for Aeromonas. The conclusion of this work is that Histamine
producing bacteria in armadillo, bocachico and lisa are
Escherichia, Aeromonas, Enterobacter, Citrobacter and
Plesiomona, similarto those reportedin other fish species.
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INTRODUCCION

Venezuela, como pais costero del Atlantico Centro Occi-
dental, tiene una ubicacién favorable desde el punto de vista
pesquero, que ha llevado al pais a ocupar una posicién impor-
tante entre los productores latinoamericanos [11]. Actualmen-
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te, este rubro ha registrado un progresivo crecimiento con
una produccién pesquera nacional para el afio 1998 de
536.190,47 TM [13].

La region zuliana cuenta con una red fluvial formada por
un gran nimero de rios de cauces permanentes, ademas del
Lago de Maracaibo, cuya area es de 16.360 Km?. Para el afio
1998 la estimacion pesquera regional fue de 56.300 TM, ocupan-
do el tercer lugar después de los estados Falcon y Oriente con
un aporte del 10,5% a la produccién pesquera nacional [11].

En el estado Zulia la pesca se localiza principalmente en
los municipios que circundan el Lago de Maracaibo y es lleva-
da a cabo de manera artesanal. Dentro de las principales es-
pecies gue se capturan en estas zonas se tiene: armadillo (Hi-
postomus watwata), bocachico (Pochilodus reticulates) y lisa
(Mugil curerna), entre otras.

Luego de que el pescado es capturado comienza a sufrir
una serie de cambios quimicos, produciéndose variaciones en
sus caracteristicas oganolépticas (sabor, olor, color), debido a
procesos de autdlisis, oxidacion, hidrdlisis de las grasas y cre-
cimiento microbiano [3].

Uno de los métodos para retrasar estos procesos con-
siste en reducir la temperaturadel producto, por refrigeracion o
congelacion después de su captura [1¢,12]. Se ha reportado
que la temperatura es el factor ambiental que mas influencia
ejerce en el mantenimiento de este producto [9, 10].

Une inadecuada manipulaciéony conservacion del pesca-
do influye favorablemente en el crecimiento bacteriano. Exis-
ten, ademas de estos factores extrinsecos de descomposicion,
otros definidos por Huss [5] como intrinsecos: alta actividad de
agua, elevado pH post merfem, altas concentraciones de nitro-
geno no proteico (NNP) y la condicién del pescado como orga-
nismo poiquilotermo.

Dentro de la gran cantidad de especies que pueden cre-
cer bajo estas condiciones, existe un conjunto de bacterias
que generan producto de su metabolismo la endoenzima histi-
dina descarboxilasay por lo tanto pueden producir histamina e
partir de la histidina libre [10, 12]. Esta amina biégena es la
responsable de las escombrotoxicosis, cuando su concentra-
cion en el masculo del pescado sobrepasa las 200 partes por
millén (ppm) [14).

Muchos de los expendios de la ciudad de Maracaibo y
sus alrededores, se encuentran al aire libre y sin refrigeracion,
y sin condiciones sanitarias adecuadas; por lo tanto la calidad
microbioldgica del pescado que alli se expende es pobre, exis-
tiendo en éste alta posibilidadde encontrar bacterias formado-
ras de histamina.

En este trabajo se detemingd el pH muscular, el recuento
de aerobios mesofilos e identificacion de los géneros producto-
res de histamina, en tres especies de pescado que se expen-
den en la ciudad de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela.
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MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon de las muestras

Se recolectaron doce pescados de cada una de las si-
guientes especies: armadillo (Hipostornus watwata), bocachico
(Pochilodus reticulatus), y lisa (Mugil curerna). Los pescados
previamente eviscerados tenian un peso aproximado de 350 a
450 g, fueron adquiridos en un centro de acopio que se carac-
teriza por expender sus productos pesqueros sin refrigeracion
a una temperatura promedio de 30°C. Los pescados fueron
transportados en hielo al laboratorio, donde se realizaron los
siguientes analisis.

pH muscular

Se determiné pesando 10 g de musculo y homogenizén-
dolos en 50 mL. de agua bidestilada desionizada durante 1 min
en un homogenizador Virtis. La lectura del pH se realizé utili-
zando un potenciémetro marca Metrohm/620 [9].

Analisis microbiolégico

El recuento de aerobios mesofilos se realizd siguiendo el
método propuesto por la Asociacion Americana de Salud Pu-
blica (APHA) [1]. Para ello se realizaron cortes en diferentes
zonas del musculo del pescado: cabeza, lomo, cola, con la
ayuda de un bisturi estéril. Se pesaron 11 gy se colocaron en
99 mL de agua peptonada estéril al 0,1%. Las muestras se ho-
mogenizaron en un aparato marca Virtis e 3500 r.p.m. por un
tiempo de 2 min.

De la suspension se tomé 1 mL para realizar diluciones
seriadas (102-10%) en tubos de ensayo que contenian 9 mL de
agua peptonada al 0,1%. Luego se agregé 0,1 mL de cada dilu-
cién en las placas de Plate Count agar, Mac Conkey (MC), y
Eosina Azul de Metileno (EMB), todos de la marca Merck®, Las
diluciones fueron sembradas en placas por extension e incuba-
das en una estufa marca Thelco a 37°C por 48 horas; una vez
transcurrido este tiempo se realiz6 el contaje de microorganis-
mos en un cuenta colonias marca Fisher htruments, USA.

Se seleccionaron de las placas de MC, colonias fermen-
tadoras y no fermentadoras de la lactosa y, del EMB, colonias
verde metalizadas y violeta, y subcultivadas en el agar nutritivo
en tubo (Merck®) a 37°C por 24 h.

Identificacién de bacterias Gram negativas productoras
de histamina

A partir del tubo de agar Nutritivo (AN) fueron sembra-
das las cepas en un medio selectivo formulado para la identifi-
cacion de bacterias productoras de histamina denominado me-
dio de Niven modificado propuesto por Yoshinagay col. [15],
incubado a 37°C por 24 a 48 h. Este medio tiene una composi-
cioén de 0,5% de Triptona; 0,5% de extracto de levadura; 2%
de L-Histidina: 8,5% de Cloruro de Sadio (NaCl); 0,02% de
Rojo de Cresol. La positividad de la prueba se evidencia a tra-
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vés de la formacion de gas (tubo de Durham) y el viraje del in-
dicador Roio de Cresol de nardo narania a roio.

Las colonias aisladas que resultaron positivas a la pro-
duccién de histamina, fueron inoculadas a partir del tubo de
AN en el medio de Triple Azucar Hierro (TSI) marca Merck®y
en placas de AN para realizar la prueba de la oxidasa.

Dependiendo de los resultados del TSl y la oxidasa se
realizaron los siguientes test para la identificaciéon de las colo-
nias: string-test, manitoi, inositol, lisina, arginina, ornitina des-
carboxilasa, indol, hidrdlisis de la urea citrato de Simmons y
motilidad. Las mismas fueron interpretadas empleando las ta-
blas 9= Zinsser [16].

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado
y los datos analizados utilizando el analisis de varianza de una
sola via de clasificacion, apoyados por el software estadistico
Statistix. En caso de encontrar diferencias significativas por
especies, las medias se compararon usando la prueba de
Tukey con un nivel de significacion de 0,05 [2].

RESULTADOS Y DISCUSION

pH muscular

En la TABLA i se presentan los valores de pH del mUs-
culo de las especies estudiadas. Los mismos no presentaron
diferencias {P<0,05) entre si. La especie con mayor pH fue el
armadillo, con 6,66 y la de pH menor fue la lisa con 6,41. El pH
del musculo se acercé a la neutralidad debido a la baja pro-
duccién de acido lactico, consecuenciade la escasa presencia
de glucogeno en el musculo del pescado, menor al 0,5% [12].
Estos valores de pH favorecen el crecimiento de una gran va-
riedad de microorganismos, entre los cuales se encuentran al-
gunas especies bacterianas productoras de histamina [5, 12];
los valores de pH son Optimos para la actividad enziméatica de
la histidina descarboxilasa.

Recuento total de aerobios mesoéfilos

La TABLA | muestra los valores promedios del recuento
de microorganismos aerobios meséfilos (RTA) expresados en
logio UFG/g, presentes en el musculo de las diferentes espe-

cies de pescados estudiadas. La especie armadillo present6
un contaie de microorganismos de 6.62; mientras que en las
especies lisa y bocachico fue de 5,69 y 5,62, respectivamente.
El analisis de varianza demostr6 que no hubo diferencias sig-
nificativas en el RTA de las especies estudiadas.

Al comparar los valores de RTA obtenidos, con los limi-
tes microbiolégicos establecidos por la Comision Internacional
de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF)
para pescado fresco [B], 8-7 log4gUFC/g, se encontré que las
tres especies se ubican en los limites microbiolégicos estable-
cidos, lo que podria interpretarse como un valor aceptable, sin
embargo la presencia de bacterias productoras de histamina
indica una elevada potencialidad de riesgo de intoxicacion si
se considera que es un alimento expendido en precarias con-
diciones higiénicas.

Al comparar los valores de RTA obtenidos en la presen-
te investigacion, con los limites establecidos por la APHA para
este tipo de alimento [1], se observa que las tres especies de
pescado presentaron recuentos por encima de la cifra estable-
cida como méaxima, que es de 5 logyq UFC/g. Esto podria ocu-
rrir por falta de una adecuada refrigeraciony por la exposiciéon
a periodos de tiempo largos a temperatura ambiente [3, 12];
factores que favorecen el crecimiento acelerado de los microor-
ganismo~Aunado a esto, la elevada humedad de las especies
estudiadas, entre 70,49 y 72,47% (7], y la alta disponibilidad de
aminoacidos libres favorecen la rapida proliferacion bacteriana
[121.

Identificacién de géneros bacterianos

En la TABLA Il se muestranlos géneros bacterianos pro-
ductores de histamina presentes en las especies de pescados
estudiadas, identificadas con la ayuda del medio de Niven mo-
dificado por Yoshinaga y col. [15]. El género bacteriano aislado
en la especie lisa fue Aeromonas sp., mientras que en la espe-
cie armadillo se aislaron los géneros Enterobacter spy Esche-
richia coli y en la especie bocachico los géneros Plesiomona
shigelloides, Citrobactersp, Aeromonassp. y Escherichia coll.

Dichos resultados son similares a los reportados por Ld-
pez y col. [10] en atdn (Thunnus thynnus) almacenadoa 0, 8 y
20°C, quienes encontraron microorganismos, tales como Aero-
monas, Enterobacter, Citrobacter. Es importante destacar que
el atlin tuvo en comun con la especie lisa analizada en esta in-
vestigacion la presencia del género bacteriano Aeromonas; lo

TABLA {
VALORES DE pH MUSCULAR Y RECUENTO DE MICROORGANISMOS AERCBIOS MESOFILOS
(RTA) EN LAS ESPECIES DE PESCADO ESTUDIADAS

Especie de pescado pH RTA' Norma ICMSF Norma APHA
Armadillo 6,66 6,62
Bocachico 6,53 5,69 6-7 5
Lisa 6,41 5,62
*Log1o UFC/g. Nomma ICMSF [6].  Norma APHA [1].
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gue podria deberse a elevados niveles de histidina libre en el
musculo de ambos pescados, siendo para atln 745 mg/g y
para lisa 206 mg/g [8). Hardy y col. {4], también reportaron el
género Escherichia coli como productor de histamina en caba-
lla (Scomber scombrus) y atdn.

Las bacterias formadoras de histamina encontradas en
las tres especies estudiadas no constituyen parte de su micro-
flora natural, por lo que su presencia podria ser el resultado de
la recontaminacion post maortem [4]. El crecimiento de dichas
especies se vio favorecido por la temperatura de almacena-
miento. Pan y col. [12] reportan que la histidina descarboxilasa
presenta una temperatura aptimia de 37°C, lo que llevé a consi-
derar que podria haber una alta probabilidad de encontrar hista-
mina en concentraciones de riesgo para el consumidor| 4, 10].

CONCLUSIONES

De las especies de pescado armadillo, bocachico y lisa
que se expenden sin refrigeracion en el mercado de Maracai-
bo puede concluirse que:

— El pH del mdsculo de las especies estudiadas es cerca-
no a7, lo que favorece el crecimiento bacteriano.

— EIRTA, se encuentrapor encimade los limites microbio-
I6gicos establecidos por la APHA.

— EI RTA se encuentra por debajo de los limites estableci-
dos por la ICMSF, sin embargo el aislamiento y detec-
cion de bacterias productoras de histamina tiene relacion
con el tiempo de almacenamiento, temperatura, pH y la
seguridad de estas especies como alimento.

— Los géneros bacterianos productores de histamina iden-
tificados en la especie de pescado armadillo fueron: En-
terobacter sp, Escherichia cefi; en bocachico Plesiomona
chigelloides, Citrobacter sp, Aeromonas sp, Yy Escheri-
chia colf; en la especie lisa se identifico el género bacte-
riano Aeromonas sp.

— La exposicion del pescado a la temperatura ambiental y
su permanencia en ésta por largos periodos de tiempo
favorece el crecimiento bacterianoy la actividad enzima-
tica por parte de las bacterias que descarboxilan la histi-
dina libre.

RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio de la produccién de histamina en las
especies estudiadas.

Cuantificar la concentracion de histidina libre presente
en el masculo de las especies de pescados analizadas me-
diante la realizacién de un perfil de aminoacidos.

Estudiar la presencia de histamina en especies de pes-
cado de elevado consumo en la region zuliana que se expen-
den en similares condiciones.

TABLA If
GENEROS BACTERIANOS PRODUCTORES DE
HISTAMINA EN LAS ESPECIES DE PESCADO
ESTUDIADAS

Especie de Pescado Generos Bacterianos

Armadiilo Enterobacter sp.

Escherichia coli
Bocachico Plesiomona shigelloides
Citrobactersp.
Aerornonassp.
Escherichia coli

Lisa Aeromonas sp.
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