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JUSTIFICACIÓN, PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS.

En un país como España, donde la participación del pescado y los productos derivados
en la dieta alimentaria es de las más altas del mundo (rondando los 40 kg/habitante y año,
Rodríguez, 1994), y donde la tradición pesquera es considerable, no es de extrañar que la
búsqueda de procedimientos que permitan aumentar la disponibilidad de proteínas de origen
acuático haya sido y sea objeto de esfuerzos destacados.

En tal sentido, las crecientes dificultades que de la mera captura pesquera de las
especies marinas (sobrepesca, espacio económico exclusivo, etc.) vienen surgiendo, han
conducido a un creciente desarrollo de la acuicultura, así como al aprovechamiento de las
capturas de aguas continentales.

Así, se considera que la producción mundial de la acuicultura (superior a 14 millones
de Tm, Rodríguez, 1994), equivale aproximadamente al 15% del total de la producción
pesquera (capturas + producción). También a nivel mundial, en torno al 85% de la producción
de la acuicultura corresponde a la producción piscícola procedente de aguas continentales
(Rodríguez, 1994).

En la Unión Europea (CEE a 12) la producción de la acuicultura representa en torno al
11% del total de la producción pesquera (capturas + producción), y en el escenario del Plan de
Orientación Plurianual para la Acuicultura de la Unión Europea (1992-1996), se preveía para
el año 2000 en España, dejando a un lado la producción del mejillón (que supondrá en torno
al 71% de la producción de la acuicultura), alcanzar el objetivo de que aproximadamente un
24% del resto de la producción se derive de la acuicultura continental.

En este contexto, no sólo la mera comercialización de los productos frescos, sino
también la búsqueda de soluciones tecnológicas (p.e., desarrollo de nuevos productos o
nuevas formas de presentación) que aumenten el valor añadido de los productos, obliga a
partir de bases científicas sólidas. Entre otros factores que condicionan las posibilidades de
comercialización de los productos, se sitúan todos aquellos que afectan a la vida útil de los
productos y a la seguridad de los consumidores. La importancia de los microorganismos
como agentes primordiales de estos efectos es evidente.

Más allá de otras consideraciones, desde el punto de vista del establecimiento de
prioridades en las políticas alimentarias y de salud pública, no es infrecuente trasladar a
términos monetarios las consecuencias de determinados hechos de índole fundamentalmente
biológica. En tal sentido, con las limitaciones derivadas de toda estimación, se ha calculado
(Todd, 1989) que los agentes responsables de enfermedades asociadas al consumo de
alimentos representan un coste para la economía estadounidense de alrededor de 8400
millones de dólares cada año (con alrededor de 12 millones y medio de casos y más de 500
muertos anuales). En términos monetarios, un 80% del coste puede ser atribuido a procesos
de origen microbiano (Todd, 1989). De la preponderancia de los microorganismos entre tales
agentes, sirva el hecho de que la poderosa Agencia Estadounidense para los Alimentos y los
Medicamentos (Food and Drug Administration) sitúa en primer lugar de sus prioridades de
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actuación dentro del terreno de la sanidad (seguridad, inocuidad) alimentaria (“food safety”)
el control de los riesgos de origen microbiano (Pariza, 1992).

En relación con la alteración, a modo de ejemplo, se estima que, en los países en vías
de desarrollo, un 10% del pescado destinado al consumo humano se altera por acción
microbiana y/o enzimática, lo que representa unas pérdidas anuales de unos 2 millones de Tm
(Todd, 1987).

En este contexto se planteó el desarrollo de esta Tesis Doctoral, en la que se establecieron los
objetivos siguientes:

PRIMERO.- Estimar la calidad microbiológica de los peces recién capturados, con vistas a
determinar, en primer lugar, la importancia del pescado de agua dulce como vector (pasivo o
activo) de agentes de infecciones e intoxicaciones alimentarias de origen microbiano. Para lo
cual, junto con los microorganismos tradicionalmente implicados en brotes asociados al
consumo de pescado, se prestó especial atención a dos grupos microbianos englobados dentro
de los llamados “microorganismos emergentes” por su creciente importancia dentro de la
Microbiología Sanitaria: Aeromonas y Plesiomonas.

SEGUNDO.- Establecer, en base al estudio de los factores de virulencia, la importancia real,
en relación con la salud pública, de la presencia de Aeromonas en pescado de agua dulce.

TERCERO.- Determinar la importancia del agua como origen de la flora microbiana presente
en los peces, así como la influencia del manejo de éstos tras su captura en su carga
microbiana.

CUARTO.- Evaluar la composición de la flora microbiana de los peces recién capturados con
el fin de predecir la importancia de la misma en la alteración del pescado.

QUINTO.- Determinar la influencia del eviscerado o no, tras la captura de los peces, en la
vida útil del pescado cuando se almacenaba a refrigeración.

SEXTO.- Estudiar la evolución de la flora microbiana durante el almacenamiento a
refrigeración del pescado, con el fin de determinar: (i) las asociaciones microbianas
alterantes; (ii) la utilidad de distintas determinaciones microbianas (recuento de mesófilos,
recuento de psicrotrofos, recuento de micrococáceas, etc.) en el pescado para evaluar la vida
útil o algún otro aspecto de calidad del pescado (calidad sanitaria, calidad higiénica).

SÉPTIMO.- Evaluar la utilidad del análisis numérico de características fenotípicas a la hora
de establecer la clasificación (e identificación, en su caso) de bacterias aisladas de pescado de
agua dulce o de su hábitat.



CAPÍTULO I:

CALIDAD MICROBIOLÓGICA, HIGIÉNICA Y SANITARIA DEL
PESCADO RECIÉN CAPTURADO. EVOLUCIÓN DE LOS
RECUENTOS DE MICROORGANISMOS Y VIDA ÚTIL DEL
PESCADO ALMACENADO A REFRIGERACIÓN

INTRODUCCIÓN

Durante la alteración del pescado se producen modificaciones en el olor, sabor y
textura que acompañan a los cambios en la morfología o aspecto externo (Peláez, 1989).
Asociado a la alteración se encuentra el concepto de vida útil del pescado. Por un lado, la
vida útil se puede definir como el período en el que se considera que un alimento puede ser
distribuido y ofrecido al consumidor sin sufrir rechazo por parte del consumidor. Esta
definición correspondería a la vida útil comercial. Por otro lado, la vida útil máxima
comprendería aquel período en el que el pescado es apto para el consumo, pero sus cualida-
des organolépticas distan mucho de ser apropiadas para ser aceptadas por los consumidores.

La alteración del pescado, entero o eviscerado, almacenado a refrigeración, que se
produce incluso a temperaturas en el rango entre -4ºC y 0ºC (Shewan, 1971), se debe
principalmente, y entre otros fenómenos tales como la autolisis muscular y la presencia de
enzimas digestivos (Bremner, 1991), a la proliferación de microorganismos con capacidad
alterante (Pedrosa-Menabrito y Regenstein, 1988). Entre los factores que pueden afectar a la
velocidad de alteración del pescado se encuentran: la técnica empleada en la obtención de los
ejemplares, la flora microbiana (composición cualitativa y cuantitativa) presente de forma
natural en el pescado recién capturado (en la piel, agallas y tracto gastrointestinal de los
ejemplares sanos) y la manipulación post-captura que puede aportar más microorganismos al
pescado (Peláez, 1989). Tradicionalmente se ha asumido que la masa muscular permanece
estéril durante los primeros días de almacenamiento (Shewan, 1971), si bien Evelyn y
McDermott (1961) opinan lo contrario. En este sentido, Poulter y Nicolaides (1985) y
Bennour y col (1991) detectaron niveles elevados de microorganismos en la masa muscular
de diversas especies de pescado recién capturado. Shewan (1971) propone una serie de vías
de penetración de los microorganismos en la masa muscular del pescado entero:
1. Los microorganismos presentes en las agallas pasan al sistema circulatorio y, desde este

punto, colonizan el tejido muscular.
2. Las bacterias saprofitas del intestino atraviesan la pared del tubo digestivo, colonizan el

peritoneo y entran en contacto con la masa muscular adyacente.
3. La piel es penetrada por las bacterias una vez que es superado el impedimento que supone

el mucus superficial, que posee propiedades antibióticas y contiene lisozima.
El pescado es un alimento muy perecedero ya que es un excelente sustrato para el

crecimiento de microorganismos (Venugopal, 1990). Esto es debido, entre otros muchos
factores, a la presencia de niveles altos de compuestos nitrogenados de bajo peso molecular;
asimismo, el bajo contenido en colágeno y lípidos favorece la proliferación bacteriana
(Venugopal, 1990). El no poseer estructuras conjuntivas similares a las de la carne de los
animales de abasto, las cuales dificultan y retrasan la colonización microbiana del tejido
muscular, determina su baja resistencia a la penetración microbiana (Peláez, 1989).
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Una vez que el pescado es capturado y sacrificado se establece el “rigor mortis” y se
produce un descenso del pH; acto seguido, se desencadenan una serie de procesos que dan
lugar a su alteración (Pedrosa-Menabrito y Regenstein, 1987). Dentro de estos procesos hay
que distinguir cuatro tipos:
1. Actividad autolítica como consecuencia de la presencia en el tejido muscular, de modo

natural, de enzimas autolíticas (catepsinas, peptidasas) y de la liberación de las enzimas
contenidas en los lisosomas. Ambas contribuyen a la alteración del pescado, pero no
causan modificaciones significativas en el músculo (Venugopal, 1990).

2. Acción microbiana sobre compuestos no proteicos de bajo peso molecular (Hobbs y
Hodgkiss, 1982; Liston, 1980b). A partir de los aminoácidos libres se producen amoniaco,
ácidos grasos volátiles y H2S. También pueden hacer uso de otros compuestos aminados,
como el óxido de trimetilamina (OTMA), que es reducido a trimetilamina (TMA) y, en
menor escala, a dimetilamina (DMA) y formaldehido. La reducción del OTMA se
encuentra ligada a la utilización del ácido láctico (Castell y col, 1959). El TMA es el
compuesto responsable del olor característico a pescado marino de baja calidad (alterado),
siendo muy reducida su presencia en pescado de agua dulce. Paralelamente, la producción
de proteasas por parte de las bacterias se ve reprimida por la presencia de compuestos de
bajo peso molecular.

3. Acción microbiana sobre constituyentes proteicos del músculo: se da en los últimos
estadios de la vida útil del pescado, coincidiendo con los primeros indicios de alteración, o
bien cuando el pescado ya está alterado, una vez que el contenido en aminoácidos libres se
ve reducido drásticamente (Venugopal, 1990). Gram (1992) afirma que la proteolisis es un
fenómeno poco importante en la alteración del pescado. Por otro lado, Karnop (1982)
opina que los microorganismos proteolíticos únicamente son capaces de desarrollarse una
vez que el pescado manifiesta signos claros de alteración. La actividad proteolítica es
evidente cuando los recuentos bacterianos se incrementan hasta las 106 unidades
formadoras de colonias (ufc)/g o cm2 de músculo o piel, respectivamente (Venugopal,
1990). Como consecuencia de la proteolisis se forman aminoácidos y compuestos
volátiles, como H2S y mercaptanos. También se producen putrescina, cadaverina,
espermina, espermidina e histamina (Fernández-Salguero y Mackie, 1987). La producción
de proteasas se ve estimulada por péptidos liberados a consecuencia de la acción de
enzimas proteolíticas producidas en pequeñas cantidades durante las primeras etapas de la
conservación a bajas temperaturas.

4. Otros fenómenos (Martin y col, 1978; Pedrosa-Menabrito y Regenstein, 1987): la
oxidación de los ácidos grasos libres (principalmente en pescado graso), la hidrólisis de
las grasas (se producen cambios en la textura), la degradación autolítica de los nucleótidos
(de ATP hasta hipoxantina y ácido úrico).

Tres fenómenos, como la reducción del OTMA, la hidrólisis de las proteínas y la
producción de H2S a partir de aminoácidos sulfurados se vieron pronto relacionados con la
alteración del pescado almacenado a refrigeración. Más tarde, se observó que algunos
microorganismos no proteolíticos, ni reductores del OTMA eran capaces de producir malos
olores cuando crecían en extractos de músculo de pescado libres de proteínas (Castell y
Greenough, 1957). Finalmente, se puso de manifiesto que los fenómenos proteolíticos
comenzaban cuando el pescado ya mostraba signos claros de alteración (Castell y
Greenough, 1959). Lerke y col (1967) observaron que los signos característicos de alteración
se manifestaban al inocular microorganimos alterantes en fracciones de músculo de pescado
libres de proteínas, mientras que en las fracciones proteicas (peso molecular mayor de 5000
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Dalton) no se producían. De todas maneras, apreciaron que la alteración de la fracción libre
de proteínas se veía acelerada en presencia de proteínas. De aquí se deduce el papel
secundario que juegan las proteínas en la alteración del pescado mantenido a refrigeración.
Los olores comúnmente asociados a la alteración son los descritos como afrutados,
amoniacales, amargos y a pescado alterado.

Durante la segunda mitad del siglo XX y, con particular énfasis en los años sesenta y
ochenta, distintos autores (Abo, 1980; Acuff y col, 1984; Andrews y col, 1977; Evelyn y Mc
Dermott, 1961; Gram, 1992; Gram y col, 1990; Hansen y Jorgensen, 1965; Lee y Harrison,
1968; Liston, 1980b; Schoebitz y col, 1985; Shewan, 1971) llevaron a cabo estudios acerca
de la carga microbiana inicial del pescado fresco (ya sea entero, eviscerado o fileteado).
También prestaron especial atención a la evolución de los niveles de microorganismos a lo
largo del almacenamiento a refrigeración (y hasta el momento de la alteración) de dicho
pescado, así como a los patrones microbianos de alteración en pescado sometido a
tratamientos tecnológicos tales como el ahumado y el envasado en atmósferas modificadas.
Shaw y Shewan (1968) y Lee y Harrison (1968), entre otros, estudiaron la contaminación
microbiana inicial de distintas especies de pescado de origen marino, centrándose sus
trabajos en el aislamiento e identificación de los microorganismos sospechosos de ser
responsables de la alteración del pescado cuando éste se mantenía almacenado a bajas
temperaturas. A través de estos estudios se llegó a la conclusión de que la flora microbiana
del pescado recién capturado era semejante a la del agua obtenida en los lugares de
procedencia de los distintos ejemplares (Shewan, 1971). También se observó que el género
microbiano más frecuentemente asociado a la alteración del pescado fresco era
Pseudomonas.

Años más tarde, diversos autores investigaron la utilidad de algunos parámetros
bioquímicos (Bennour y col, 1991; Martin y col, 1978; Moral-Rama, 1987; Tejada y col,
1979) para determinar el establecimiento de la alteración del pescado mantenido en distintas
condiciones de almacenamiento. Entre los parámetros que estudiaron destacan: las
variaciones en el pH, la formación trimetilamina (responsable de malos olores) a partir del
óxido de trimetilamina presente en los ejemplares recién capturados (útil en pescado de
origen marino), las variaciones en los niveles de nitrógeno básico volátil total (TVB-N) y la
dinámica de los productos de degradación de nucleótidos (índice o valor K -Gómez y col,
1990- e índice de hipoxantina). En algunos casos, estos parámetros guardan relación con la
actividad bioquímica de los microorganismos alterantes (Martin y col, 1978). Existe mucha
controversia acerca de su utilidad para determinar el índice de frescura del pescado y el final
de la vida útil del mismo, así como de su correlación con el análisis sensorial del pescado.
Bennour y col (1991), Gelman y col (1990) y Poulter y Nicolaides (1985), por ejemplo,
observaron que la medida del TVB-N y del pH no eran buenos indicadores de la frescura del
pescado, si bien para Bennour y col (1991) el contenido en TVB-N era un índice valioso para
determinar el grado de deterioro del pescado. Lobben y Lee (1968) observó que, en la
alteración del pez de roca, se producía TVB-N, pero no se relacionaba, directamente, con el
olor. En cuanto al índice TMA, Bennour y col (1991) y El Marrakchi (1990) afirmaron que
servía tanto como índice de deterioro como de frescura de algunas especies de pescado. Sin
embargo, el índice TMA, a diferencia del índice de formación de la hipoxantina, no es útil
para la determinación de la calidad del pescado de agua dulce (Martin y col, 1978). Por lo
que respecta al índice de hipoxantina y al valor K, diversos autores han significado la buena
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correlación entre ambas medidas y los análisis sensoriales (Dawood y col, 1986a; Scott y col,
1986). También se han empleado métodos instrumentales para la determinación de la
frescura y el deterioro del pescado (Burt y col, 1975; Gibson, 1985)

A finales de los años sesenta y principios de los setenta, y paralelamente al desarrollo
de la acuicultura continental, se comenzó a estudiar en profundidad la microbiología del
pescado de agua dulce. Horsley (1973) realizaron un estudio en el que se investigó la flora
microbiana asociada a distintos ejemplares de salmónidos de vida libre capturados en
diferentes zonas del curso de una corriente fluvial, así como la asociada a salmónidos
obtenidos en estuarios y áreas lacustres. Debido a la creciente importancia que ha ido
adquiriendo el cultivo de pescado de agua dulce en piscifactorías a lo largo de estos últimos
años, el número de trabajos relativos a su microbiología (no sólo de las especies cultivadas,
sino también de las especies de vida libre) se ha visto incrementado notablemente, tanto en
los aspectos relacionados con aquellos agentes microbianos capaces de inducir procesos
patológicos en pescado que diezman las poblaciones y condicionan la rentabilidad de las
explotaciones (Austin y Austin, 1985), como en el campo de la Microbiología de los
Alimentos (Acuff y col, 1984; Nedohula y Westhoff, 1993). A través de estos últimos se ha
podido apreciar que existen diferencias entre los patrones de alteración del pescado de
distintos orígenes, principalmente en lo que se refiere a la flora microbiana y a los procesos
bioquímicos que participan en ella. Se ha comprobado que, en la mayoría de las ocasiones, la
vida útil del pescado de agua dulce obtenido en zonas templadas del planeta y mantenido a
refrigeración es similar a la del pescado de origen marino obtenido en esas mismas áreas y
menor que la del pescado procedente de aguas tropicales (León-Fajardo y Marth, 1979). Se
acepta, generalmente, que la vida útil del pescado almacenado en hielo está muy relacionada
con la temperatura y tipo de medio en que son capturados, siendo mayor la vida útil a mayor
temperatura ambiente (Poulter y Nicolaides, 1985). En principio, la microbiología del
pescado de origen marino es completamente diferente de la del pescado de agua dulce.

En general, los análisis llevados a cabo en el pescado abarcan, tanto la calidad
microbiológica, higiénica y sanitaria tras la captura, como el comportamiento de los
microorganismos durante su almacenamiento. La calidad microbiológica del pescado recién
capturado está representada por la flora microbiana aerobia viable y por los gérmenes
anaerobios, mientras que la calidad higiénica incluye los llamados microorganismos
indicadores (enterobacterias y enterococos- León-Fajardo y Marth, 1979-), si bien en
ocasiones se han tendido a identificar la una con la otra. Ambas han venido considerándose
como reflejo de la microbiología del agua, y el ambiente en general, de los estanques o agua
de cría (Leung y col, 1992b; Youssef y col, 1985) y son importantes desde varios puntos de
vista.

Por un lado, la calidad microbiológica (determinaciones de microorganismos
mesófilos y psicrotrofos) nos da una idea de cómo ha sido la manipulación previa del
pescado, es decir, de las condiciones (temperatura, modo de conservación e incluso método
empleado en la obtención del pescado) bajo las que se han mantenido los ejemplares desde su
captura hasta los primeros análisis bacteriológicos llevados a cabo, pero no es útil para
predecir la vida útil del pescado almacenado a refrigeración (Huss y col, 1974). Thatcher y
Clark (1968) afirman que si el recuento de flora mesófila, en pescado de aguas templadas,
está por encima del de flora psicrotrofa es indicativo de contaminación por parte de otras
fuentes, distintas de su hábitat normal, que pudieran aportar esos gérmenes eminentemente
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mesófilos (principalmente enterobacteriáceas y micrococáceas). Hansen (1973), al analizar
muestras de trucha arco iris, encontraron diferencias entre los recuentos obtenidos tras
realizar un manejo normal del pescado y los obtenidos tras un manejo aséptico del mismo.
Esto determinó que existiera, durante parte del almacenamiento a refrigeración, una
diferencia de dos unidades logarítmicas/g entre los recuentos llevados a cabo en ambos
grupos de pescado. Es más, al final de la vida útil la trucha manejada de modo normal tenía
una calidad organoléptica ligeramente inferior a la tratada de modo aséptico.

Por otro lado, la calidad higiénica nos informa de la contaminación inicial del pescado
relacionada con un origen fecal, y aportada por el hombre durante su obtención, transporte,
almacenamiento, eviscerado, fileteado, etc.... Shewan (1971) afirma que si bien los niveles de
microorganismos indicadores (coliformes y enterococos) son bajos tras la captura, tras el
manejo pueden aumentar considerablemente. Además, este aspecto tiene importancia desde
el punto de vista sanitario, puesto que los microorganismos indicadores nos permiten
predecir, indirectamente, la presencia de gérmenes patógenos o sus toxinas.

La calidad sanitaria del pescado, es decir, la presencia de microorganismos de interés
desde el punto de vista de la salud pública, también ha sido objeto de estudio, si bien el
pescado ha venido considerándose como un alimento seguro al recibir un tratamiento térmico
terminal en la mayoría de los casos. De hecho, en la bibliografia revisada en el transcurso de
la realización de esta Memoria no hemos apreciado que el número de intoxicaciones
alimentarias declaradas debidas al consumo de pescado en países occidentales haya sido muy
elevado, puesto que la mayor parte de los microorganismos patógenos vehiculados
normalmente por este tipo de alimentos son fácilmente inactivados mediante las técnicas de
cocinado habitualmente empleadas (Andrews y col, 1977). Pero estos microorganismos
podrían suponer un riesgo, tanto en aquellos pescados que fuesen consumidos crudos o poco
cocinados (Binta y col, 1982) como en aquéllos sometidos a tratamientos tecnológicos que no
asegurasen su total inactivación (salmueras o ahumado). Por ello, es importante determinar
qué microorganismos patógenos están presentes en pescado recién capturado, así como
conocer cual puede ser su comportamiento durante el almacenamiento, de manera que se
pueda establecer qué tipo de procedimiento tecnológico es el más adecuado para evitar
problemas de intoxicaciones alimentarias. Se ha detectado la presencia, en pescado de origen
marino, de los siguientes agentes de infecciones alimentarias “sensu lato”: Salmonella,
Escherichia coli enteropatógeno, Vibrio parahaemolyticus, Clostridium botulinum,
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus (Baker y col, 1990; Binta y col, 1982; Salama y
Khalafalla, 1992; Youssef y col, 1992), algunos de los cuales han sido identificados como
agentes causales de brotes de infección alimentaria “sensu lato” en los que el pescado se ha
visto involucrado. También se ha detectado la presencia de microorganismos productores de
histamina (Ababouch y col, 1986; López-Sabater y col, 1994).

Por lo que se refiere al pescado de agua dulce, Nedohula y Westhoff (1993) opinan
que las condiciones intensivas de producción empleadas en acuicultura pueden facilitar el
desarrollo y distribución de microorganismos patógenos. Se han aislado representantes del
género Salmonella a partir de pescado de agua dulce (Andrews y col, 1977; D´Aoust y col,
1980; Silva y White, 1994; Wyatt y col, 1980), normalmente asociados bien a la
contaminación fecal del agua de cría, a la contaminación cruzada por contacto con otros
alimentos o utensilios, o bien a la falta de higiene en la manipulación. Este género se ha
relacionado, al menos en un caso, con un brote de infección alimentaria por consumo de
salmón (Cartwright y Evans, 1988). Wyatt y col (1980) opinan que la presencia de
representantes de este género microbiano en pescado fresco es un aspecto a tener en cuenta
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ya que pueden contaminar, de manera cruzada, otros alimentos que no van a ser tratados por
el calor antes de ser consumidos.

Por otro lado, la descripción de los llamados nuevos patógenos o patógenos
emergentes, microorganismos presentes en distintos alimentos y capaces de multiplicarse en
condiciones consideradas disgenésicas (p.e., temperaturas de refrigeración, atmósferas
modificadas, etc...) para los gérmenes causantes de intoxicaciones alimentarias anteriormente
mencionados, ha llevado aparejado un incremento del interés mostrado por algunos
investigadores (Leung y col, 1992b) hacia el estudio de la calidad sanitaria de los productos
de la pesca que, en su mayoría, son conservados mediante el uso del frío. Entre estos
microorganismos destacan el género Aeromonas y las especies Plesiomonas shigelloides y
Listeria monocytogenes, bacterias que han sido aisladas en numerosas ocasiones a partir de
productos de la pesca y otros alimentos de origen acuático (Nedohula y Westhoff, 1993;
Weagant y col, 1988; Youssef y col, 1992).

Plesiomonas shigelloides es el único miembro del género Plesiomonas.
Tradicionalmente ha sido incluido en la familia Vibrionaceae, pero se le considera más
próximo a la familia Enterobacteriaceae (Brenden y col, 1988; Martínez-Murcia y col,
1992a). Su hábitat principal es el medio acuático, habiéndose visto implicado en brotes de
gastroenteritis debidos al consumo de alimentos de ese origen, tales como ostras crudas
(Rutala y col, 1982). Ha sido aislado a partir del intestino de pescado de agua dulce,
considerado como reservorio de este microorganismo en la naturaleza (Arai y col, 1980; De
Paola y col, 1995; Sugita y col, 1993). Tal y como ocurre con Salmonella, P. shigelloides es
un microorganismo que se inactiva fácilmente por el calor, pero su presencia en alimentos
que no fuesen a recibir posterior tratamiento térmico supondría un riesgo potencial para la
salud pública, principalmente como patógeno oportunista en aquellos individuos
pertenecientes a grupos de riesgo, como ancianos, bebés (Cooper y Brown, 1968) e
individuos inmunodeprimidos (Brenden y col, 1988). Aldova (1995) se hace eco de que
recientemente se han dado casos muy graves de diarrea debida a P. shigelloides en
individuos debilitados e inmunodeprimidos. Aunque se le ha incluido en el grupo de los
microorganismos patógenos emergentes, solamente un número reducido de cepas es capaz de
crecer por debajo de los 8ºC (Appleyard y Walker, 1995).

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva no esporulada que se ha aislado
de gran variedad de alimentos, entre los cuales se encuentran el pescado de agua dulce y el de
origen marino (Ben Embarek, 1994; Hartemink y Georgson, 1991; Leung y col, 1992a; Silva
y White, 1994). Se caracteriza por la virulencia y elevada mortalidad de los brotes de
infección alimentaria que causa. En una ocasión, al menos, se ha relacionado el consumo de
pescado con un caso de listeriosis en humana (Facinelli y col, 1989). En otro caso, el
consumo de pescado crudo y marisco podría haber jugado cierto papel en el
desencadenamiento de una epidemia de listerioris perinatal en Nueva Zelanda (Lennon y col,
1984). Debido a su virulencia, a su capacidad de crecer a temperaturas de refrigeración (Ben
Embarek, 1994; Guyer y Jemmi, 1990) y a su presencia en productos de la pesca (salmón y
trucha ahumadas) listos para el consumo (Farber, 1991; Jemmi y Keusch, 1994; Rorvik y col,
1995), podría ser considerado como uno de los microorganismos de obligado seguimiento en
industrias de productos de la pesca (Jemmi y Keusch, 1994).

Aeromonas spp, por su parte, será objeto de un amplio estudio en sucesivos capítulos
(II y III).

Dentro del apartado de la calidad sanitaria, también es importante mencionar, por
último, la posible presencia de microorganismos patógenos esporulados tolerantes al frío,
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tales como Clostridium botulinum tipo E, capaces de crecer en alimentos envasados en
atmósferas modificadas y de producir toxina botulínica (Baker y col, 1990).

Por lo que respecta a la evolución de las poblaciones microbianas a lo largo del
almacenamiento a refrigeración y a la consiguiente modificación de la calidad
microbiológica, cabe decir que entre las distintas determinaciones microbiológicas que han
sido tradicionalmente llevadas a cabo destaca la de la flora aerobia psicrotrofa viable. Este
grupo microbiano, por su temperatura óptima de crecimiento y por sus características de
crecimiento a bajas temperaturas, se va a desarrollar con mayor facilidad durante el
almacenamiento a refrigeración de cualquier alimento, siempre y cuando no existan abusos
de temperatura. El inconveniente que posee este parámetro es que precisa de incubaciones
prolongadas (hasta diez días a 7ºC) para ser determinado. Para estimar de forma indirecta los
niveles de microorganismos psicrotrofos, de manera que se pueda obviar ese problema, se
podrían realizar determinaciones de flora aerobia mesófila, pero siempre que la evolución de
ésta y la de la flora aerobia psicrotrofa estén correlacionadas. La obtención de resultados en
los análisis de flora aerobia mesófila es mucho más rápida que en los de flora psicrotrofa (se
reduce a 48 h). En cuanto a la carga microbiana asociada a la alteración del pescado se puede
afirmar que, en muchas ocasiones, es función del tipo de pescado. Así, León Fajardo y Marth
(1979) opinan que debe existir alguna relación entre el tipo de pescado y la carga microbian
máxima que puede soportar sin alterarse. En este campo, los resultados obtenidos han sido
muy variables y se comentarán con mayor detenimiento en la discusión del presente capítulo.

El uso de los datos obtenidos en los análisis microbiológicos realizados a lo largo de
período de conservación del pescado de agua dulce, con el fin de predecir su vida útil ha sido
objeto de estudio por parte de varios autores. A pesar de que en algunos casos ha existido
buena correlación entre la predicción de la vida útil y el análisis bacteriológico, esto no
siempre ha sido así (Gelman y col, 1990; Tejada y col, 1979). Gelman y col (1990) opinan
que, por sí solos, pueden constituir un buen índice de frescura pero no son completamente
adecuados para la medición del período de vida útil. Martin y col (1978) consideraron que los
recuentos microbianos podrían, por un lado, informar acerca de la frescura o grado de
deterioro del pescado y, por otro, predecir la vida útil futura.Venugopal (1990), sin embargo,
afirma que el recuento de microorganimos totales no se puede reconocer como un buen
método indicador de la calidad y la duración de la vida útil del pescado refrigerado en
general. El método de referencia más aceptado y valorado para estimar ambos parámetros
(calidad del pescado y duración de la vida útil) es el análisis sensorial (Bennour y col, 1991;
Burt y col, 1975), en el cual se examinan las características organolépticas del pescado
(apariencia general, apariencia de la carne, textura y olor -Burt y col, 1975) que se puntúan
de acuerdo con diferentes escalas. Charm y col (1972) consideran que el olor del pescado es
un indicador primario de calidad, mientras que la apariencia es un indicador menor de la
misma. Este sistema también cuenta con inconvenientes como son el largo entrenamiento a
que se han de someter los miembros del panel de catadores y la existencia de factores
dependientes de las personas que lo aplican (Burt y col, 1975).

Los objetivos de nuestro estudio, contenidos en el presente capítulo, se relacionan a
continuación. Por un lado, la determinación y comparación de la calidad microbiológica e
higiénica de tres especies de pescado de agua dulce (trucha común -Salmo truta-, trucha arco
iris -Oncorhynchus mykiss- y lucio -Esox lucius-) en el momento de su obtención. Por otro,
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conocer la evolución de los grupos microbianos de mayor interés desde el punto de vista de
la conservación (flora aerobia mesófila y flora aerobia psicrotrofa) a lo largo de su
almacenamiento a refrigeración. En esta misma línea, también se ha investigado la presencia
de determinados microorganismos agentes de infecciones alimentarias “sensu lato”, tales
como Salmonella, Listeria monocytogenes y Plesiomonas shigelloides . Asimismo, y con el
fin de estimar de un modo indirecto la posible presencia de microorganismos esporulados
tolerantes al frío de importancia en salud pública, se realizó el seguimiento de los niveles de
anaerobios totales a lo largo del período de conservación. Finalmente, también se ha
procedido a la determinación, de manera aproximada, de la vida útil comercial de estas
especies de pescado, basándonos en las modificaciones de las características organolépticas a
lo largo del almacenamiento.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Muestras de pescado

Se han estudiado tres especies de pescado de agua dulce: trucha común (Salmo
trutta), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y lucio (Esox lucius). El origen, el método de
captura, el número de lotes estudiados correspondientes a cada especie y la época del año en
que fueron obtenidos aparecen detallados en la tabla I.1. Inmediatamente tras su captura, los
distintos ejemplares de pescado fueron sacrificados mediante rotura mecánica de la espina
dorsal a nivel de la unión de la cabeza con el tronco.

Tabla I.1. Características generales de los pescados de agua dulce estudiados.

Especie Origen Método de captura Lotes Fecha de capturas

Trucha común Vida libre Caña y anzuelo 10 Abril-Julio 1991

Trucha arco iris Piscifactoría Red 10 Febrero-Julio 1992

Lucio Vida libre Shock eléctrico y red 4 Agosto 92-Marzo 93

Plan de muestreo

Inmediatamente después de su captura los ejemplares de trucha arco iris y lucio
fueron colocados en recipientes de plástico de cierre hermético, tipo "Tupper-ware", y
cubiertos con hielo picado. El primer análisis microbiológico se llevó a cabo dentro de las
seis a ocho horas siguientes a su obtención. Los ejemplares de trucha común, por ser
obtenidos en el transcurso de jornadas de pesca deportiva, no fueron sometidos a
refrigeración hasta cinco horas después de ser capturados. El primer muestreo, en este caso,
se realizó entre las nueve a trece horas siguientes a su llegada al laboratorio. Cada lote de
pescado contenía entre tres y seis ejemplares, en función del tamaño de los mismos.
Asimismo, y acompañando a cada lote de pescado, se obtenían muestras de agua tomada en
los lugares donde se capturaron los distintos ejemplares (200 ml de agua en recipientes de
vidrio estéril).

Una vez que las muestras de pescado hubieron llegado al laboratorio y se realizó el
primer análisis microbiológico, la mitad de los ejemplares de cada lote fueron eviscerados,
con el fin de estudiar el efecto de esta manipulación sobre la evolución de los distintos
grupos microbianos y sobre la vida útil del pescado fresco, y mantenidos a refrigeración (3-
4ºC) durante quince días. La otra mitad de los ejemplares de cada lote se almacenaba, sin
eviscerar, en idénticas condiciones. El agua procedente de la fusión del hielo era eliminada
diariamente y reemplazada por más hielo picado.
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Las muestras tomadas a partir del pescado recién capturado, así como el método
empleado en cada caso para la obtención de homogeneizados y/o diluciones de la muestra
original, se describen a continuación:

• Piel o superficie externa. Procedimiento de raspado y aclarado con agua de peptona
bacteriológica (Oxoid) al 0,1% (Williams, 1967). Para ello se empleó un cilindro de
3.5 cm de altura y 6 cm2 de base, con ambos extremos huecos, que se aplicaba sobre
la superficie de la pieza de pescado. A continuación, se añadían 10 ml de agua de
peptona bacteriológica al 0.1% y, con ayuda de una espátula estéril, se raspaba la
superficie a muestrear con el fin de liberar los microorganismos al medio fluido. A
partir de esta muestra inicial se realizaron diluciones decimales, empleando el mismo
tipo de diluyente que para el aclarado, siguiendo el procedimiento descrito por la
APHA (1984).

• Agallas e intestino. Procedimiento de escisión y homogeneizado (Stomacher Lab-
blender) en agua de peptona bacteriológica al 0.1%.

Durante el almacenamiento a refrigeración del pescado, y con intervalos de 72 horas,
se tomaron las siguientes muestras:

• Ejemplares eviscerados: piel y superficie de la cavidad abdominal. En ambos casos,
por el procedimiento de raspado y aclarado anteriormente descrito.

• Ejemplares no eviscerados: piel (mediante raspado y aclarado) y tejido muscular. La
obtención de muestras de tejido muscular se llevó a cabo por escisión, realizando
diversos cortes, con un bisturí estéril, en una zona de 9 cm2 de piel. A continuación,
ésta se retiraba de forma aséptica y se procedía a tomar una muestra significativa de
tejido muscular de la zona subyacente. Como en los casos anteriores, a partir de la
muestra homogeneizada inicial en agua de peptona bacteriológica al 0.1% se
realizaron diluciones decimales en este mismo diluyente.

Todos los métodos arriba detallados se utilizaron para llevar a cabo las
determinaciones de microorganismos aerobios viables. Para el estudio de las poblaciones de
microorganismos anaerobios totales en todas las muestras, los aclarados, homogeneizados y
diluciones decimales se realizaron en el Caldo Reforzado para Clostridios (RCM, Oxoid)
siguiendo las indicaciones recomendadas por Barnes (1985).

Determinaciones microbiológicas.

Una vez obtenidas las diluciones decimales de las distintas muestras, se procedió a la
siembra de partes alícuotas de las mismas en los medios sólidos y/o líquidos
correspondientes a cada uno de los grupos microbianos a investigar. Siempre que fue posible
(sólamente en los análisis de las muestras de trucha arco iris y lucio) también se realizaron
siembras directas empleando el líquido de aclarado obtenido a partir de piel y de la superficie
de la cavidad abdominal (dilución 100).
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Los grupos microbianos estudiados tras la captura del pescado y a lo largo del
almacenamiento a bajas temperaturas fueron los siguientes:

Flora aerobia mesófila viable.  Se determinó por la técnica de siembra en
profundidad. El medio empleado fue Agar Triptona de Soja (TSA, Oxoid), incubándose las
placas durante 48 h a 30ºC (APHA, 1984).

Flora aerobia psicrotrofa viable. Se empleó la técnica de recuento por siembra en la
superficie del medio TSA (Oxoid) e incubación a 7ºC durante 10 días (APHA, 1984).

En ambos casos, y tras el período de incubación, se procedió al recuento de las
colonias visibles macroscópicamente. Tras este recuento, y con la ayuda de un Disco de
Harrison (Harrigan y McCance, 1976), se realizó la selección y aislamiento al azar de
colonias (cinco por dilución) a partir de las placas que contenían entre 30 y 300 colonias
(Flora aerobia mesófila viable) y entre 25 y 250 (Flora aerobia psicrotrofa viable).

Flora anaerobia total. Partiendo de las diluciones decimales llevadas a cabo en Caldo
RCM (Oxoid) se realizaron las siembras de alícuotas de 0.1 ml en la superficie del Agar
RCM (Oxoid). Una vez repartido homogéneamente el inóculo en la superficie del medio con
ayuda de un asa de vidrio estéril, las placas se colocaron en jarras de anaerobiosis en las
cuales se introducía un sistema de producción de CO2 (Sistema para la Generación de Gas
para anaerobiosis, Oxoid). La incubación se realizó a 37ºC durante cinco días, período tras el
cual se procedió al recuento de colonias presentes en el medio (Barnes, 1985).

Aeromonas. Todo lo referente al recuento y aislamiento de miembros de este grupo
microbiano se trata con detalle en el capítulo II.

Los grupos microbianos descritos a continuación fueron investigados, solamente, al
llevar a cabo el primer muestreo de cada lote, inmediatamente tras la captura de los distintos
ejemplares, con el fin de evaluar su calidad higiénica y sanitaria:

Enterobacteriáceas. En este caso, la técnica empleada fue la de siembra en
profundidad, utilizando el medio Agar Glucosa con Cristal Violeta, Rojo Neutro y Sales
Biliares (VRBGA, Oxoid), con sobrecapa del mismo medio (APHA, 1984). Las placas se
incubaron en posición invertida durante un período de 48 horas a 37ºC, tras el cual se
procedió al recuento de colonias características, de color púrpura con un halo de este mismo
color a su alrededor.

Enterococos. Se determinaron por la técnica del Número Más Probable (NMP,
Harrigan y McCance, 1976) utilizando series de tres tubos por dilución, que contenían 9 ml
del Caldo Kanamicina Esculina Azida (KAA, Oxoid). Los tubos, tras ser inoculados con 1 ml
de las correspondientes diluciones, se incubaron a 37ºC durante 48 horas. Una vez
transcurrido el período de incubación se observó la presencia o ausencia de ennegrecimiento
(característico de este grupo microbiano como consecuencia de la hidrólisis de la esculina) en
los tubos. Con objeto de confirmar su presencia, se procedió a su subcultivo en el Agar KAA
(Oxoid). Si, tras incubar las placas durante 24 h a 37ºC, se apreciaban áreas de
ennegrecimiento alrededor de las colonias, los tubos correspondientes eran confirmados
como positivos (Mossel y Moreno, 1985). Para el cálculo cuantitativo de la presencia de
Enterococos se utilizaron las tablas del NMP que aparecen en Harrigan y McCance (1976).
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Plesiomonas shigelloides. Para la detección de este microorganismo en muestras de
agua y pescado se empleó la siembra directa en la superficie del Agar Inositol Verde
Brillante con Sales Biliares (IBB, Schubert, 1984). A continuación, las placas se incubaron a
35ºC durante 48 horas. Las colonias rosado blanquecinas y de 2 mm de diámetro
(sospechosas de pertenecer a esta especie microbiana) se aislaron para posterior
confirmación. Esta confirmación consistió en la realizaron de las pruebas bioquímicas que se
detallan a continuación y en las que la cepa tipo de Plesiomonas shigelloides ATCC 14029 se
utilizó como control positivo.
1. Prueba de la oxidasa. A un cultivo de 24 h en Agar Nutritivo (Oxoid) se le añadieron

unas gotas de un reactivo que se obtiene mezclando, a partes iguales, una solución acuosa
de clorhidrato de dimetil-p-fenilendiamina (Sigma) al 1% y otra solución de α-naftol
(Sigma) al 1% en etanol (Panreac) al 95% (Cowan, 1974). La aparición, en unos
segundos, de color púrpura en la superficie de las colonias era indicativo de la presencia
de la enzima citocromo-c oxidasa.

2. Siembra en el medio TSI (Agar Tres Azúcares Hierro, Oxoid). Tras la incubación a
35ºC durante 48 h, las cepas pertenecientes a la especie P. shigelloides  daban lugar a una
reacción alcalina (rosácea) en el pico y ácida (color amarillo) en el fondo del tubo, sin
producción de gas ni de H2S (Koneman y col, 1989).

3. Siembra en el medio Inositol-gelatina:  Tras el período de incubación correspondiente, a
35ºC durante 48 h, las cepas que se adscribieron a P. shigelloides dieron lugar a una
reacción característica en la que el indicador viraba hacia el color amarillo, debido a la
producción de ácido a partir de inositol, y sin que se detectara licuefacción de la gelatina
(Miller y Koburger, 1986).

Las cepas confirmadas como P. shigelloides  fueron enviadas al Instituto Nacional Checo de
Salud Pública (Praga, República Checa) para su serotipificación.

Salmonella. Se estudio se llevó a cabo empleando el método de filtración a través
membrana con rejilla hidrofóbica (Iso GridR, Anónimo, 1989). Se siguieron los pasos que se
detallan a continuación:

1) Preenriquecimiento no selectivo: se homogeneizaron, por cada lote, 25 g de
pescado (25 ml de cada muestra de agua fluvial, en su caso) en 225 ml de Caldo Nutritivo
(Oxoid) que se incubaron a 37ºC durante 18 h.

2) Enriquecimiento selectivo: tras dicha incubación, de cada matraz de enriquecimi-
ento no selectivo se transfirieron 0.1ml a tubos conteniendo 10ml de Caldo Rappaport-Vas-
siliadis (Oxoid),que se incubaron, en un baño termostatado, durante seis horas a 35ºC.

3) Filtración. A partir de cada caldo de enriquecimiento selectivo se filtraron 0.1 ml.
El filtro (QA Life Sciences, Inc.; de 1600 celdillas) se transfirió a la superficie del medio EF-
18 (QA Life Sciences, Inc.). A continuación, se realizó la filtración de 1 ml del caldo y se
procedió como en el caso anterior.

4) Incubación y lectura. Las placas de EF-18 se incubaron 24 horas a 42ºC, tras lo
cual se procedió a la búsqueda de colonias sospechosas de pertenecer a Salmonella, colonias
de coloración verde-azulada y que exhibían fluorescencia al aplicar luz UV (a λ=365 nm).
Estas colonias, así como aquéllas que también mostraban fluorescencia bajo la luz UV tras
aplicar unas gotas del reactivo para el test MUCAP (Bio-Life), fueron aisladas.

Todas las cepas sospechosas de pertenecer al género Salmonella fueron confirmadas
como tales mediante siembra en Agar TSI (Oxoid) y Agar LIA (Agar Lisina Hierro, Oxoid).
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La identificación de aquellas cepas que dieron reacciones típicas (con producción de H2S en
ambos medios, pico alcalino en TSI, fondo ácido en TSI y fondo alcalino en LIA) fue
confirmada mediante la utilización de galerías API 20E. Posteriormente fueron
serotipificadas en el Centro Nacional de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias
sito en Majadahonda (Madrid).

Listeria monocytogenes. Para la detección de este microorganismo se utilizó la
técnica de enriquecimiento selectivo descrita por Lovett y col (1988). Se homogeneizaron 10
g de alimento en 90 ml de caldo de enriquecimiento de Lovett y col (1988), con incubación a
30ºC durante 48 horas. Posteriormente, se extendió 0.1 ml de cada caldo de enriquecimiento
en la superficie del Agar Oxford (Oxoid). Las placas así sembradas se incubaron durante 48h
a 30ºC. Las colonias sospechosas de pertenecer a esta especie presentan, al crecer en este
medio, las siguientes características: 1 mm de diámetro, color verdoso y con un halo de
ennegrecimiento por hidrólisis de la esculina. Este protocolo aparece descrito en la Norma
Provisional FIL-IDF 143 (1990).

Todas las colonias aisladas, tanto de las placas de recuento general como de los
medios selectivos empleados para la detección de microorganismos patógenos, fueron
subcultivadas en Caldo Triptona de Soja (Oxoid), las cepas aisladas de trucha común, o en
Caldo Nutritivo (Oxoid), el resto. Posteriormente fueron purificadas en TSA (Oxoid). Las
cepas puras se almacenaron, para realizar posteriores estudios, tanto en agar inclinado (TSA,
Oxoid) a 4ºC, como en glicerol al 40% (-70ºC).

Las cepas de interés sanitario (Salmonella, Plesiomonas shigelloides y L.
monocytogenes), aisladas y confirmadas como tales, fueron sometidas a un estudio de
sensibilidad a los compuestos antimicrobianos que se relacionan a continuación: Ampicilina
(25 µg), Cloranfenicol (l50 µg), Colistina (100 µg), Gentamicina (10 µg), Kanamicina (30
µg), Acido Nalidíxico (30 µg), Nitrofurantoína (50 µg), Estreptomicina (25 µg), Tetraciclina
(100 µg), Ticarcilina (75 µg), Trimetoprim (2,5 µg) y Sulfametoxazol (50 µg).

Estos compuestos, que estaban contenidos en discos (MastR Diagnostics), se aplicaron
sobre la superficie del medio Mueller-Hinton (Oxoid) tras haber sembrado, la cepa problema,
por extensión en su superficie. Las placas se incubaron a 30ºC y, tras 48 horas, se visualizó la
presencia o ausencia de halos de aclaramiento alrededor del disco, indicadores de la
sensibilidad del microorganismo examinado frente al antibiótico correspondiente (Hatha y
Lakhsmanaperumalsamy, 1995).

Finalmente, se determinó el Indice de Resistencia a Múltiples Antibióticos de acuerdo
a Hatha y Lakhsmanaperumalsamy (1995).

Estimación de la vida útil comercial. Análisis sensorial

Se llevó a cabo mediante la observación de las características organolépticas de los
ejemplares estudiados y utilizando como referencia el esquema de puntuación establecido por
el Consejo de la Unión Europea en su Reglamento (CEE) número 103/76, de 19 de Enero de
1976. Este esquema se basa en las modificaciones en el aspecto, y en otras cualidades
perceptibles por los sentidos, que experimenta el pescado a lo largo de su conservación a
bajas temperaturas. Estas modificaciones desembocan en la pérdida de frescura y en la
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consiguiente alteración y rechazo por parte del consumidor. Consideramos que el pescado no
cumplía unas condiciones mínimas para ser consumido cuando la media de la suma de las
puntuaciones parciales correspondientes a cada característica tenida en cuenta era 1 o menor
de 1.

Análisis estadístico

Las medias y desviaciones típicas de los recuentos microbianos (expresadas como
logaritmo de unidades formadoras de colonias/cm2, g ó ml), así como el test de
significatividad entre dichas medias, se calcularon con el programa “Statistica for Windows
Release 4.5” (Statsoft Ltd, Chicago).
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RESULTADOS

En las tablas I.2 a I.5 aparecen los valores medios y las desviaciones típicas de los
recuentos de las distintas floras microbianas investigadas en los ejemplares recién capturados
y en el agua tomada de su hábitat.

Tabla I.2. Carga microbiana en la piel de los peces recién capturados.

Especie de pescado
Grupo microbiano Trucha común Trucha arco iris Lucio

FAM(1) *a 3.83±1.03(3) ab 2.92±1.20 b 2.24±1.23
FAP(2) a 4.44±0.82(3) b 2.80±0.72 b 2.61±1.14

Anaerobios totales a 4.81±0.82(3) b 2.84±1.82 b 2.29±1.75
Enterobacteriáceas a 1.37±1.18(3) a 1.00±0.00 a 1.00±0.00

Enterococos   0.62±0.89(4) ND(5) ND
(1)FAM, flora aerobia mesófila viable; (2)FAP, flora aerobia psicrotrofa viable; (3)log ufc/cm2; (4) log NMP/cm2;
(5) ND, niveles por debajo del límite de detección; *los recuentos en la misma fila que presentan alguna letra
(superíndice) en común no muestran diferencias significativas (p<0.05) entre sí.

Tabla I.3. Carga microbiana en las agallas de los peces recién capturados.

Especie de pescado
Grupo microbiano Trucha común Trucha arco iris Lucio

FAM(1) * ab 4.29±0.72(3) a 3.85±0.77 b 5.10±0.54
FAP(2) ab 4.58±1.20(3) a 4.03±0.73 b 5.71±0.74

Anaerobios totales a 4.89±0.05(3) a 3.33±1.48 b 5.00±1.57
Enterobacteriáceas a 2.23±1.12(3) b 1.19±0.26 a 3.49±1.03

Enterococos a 0.42±0.79(4) a 0.04±0.12 a 0.20±0.30
(1)FAM, flora aerobia mesófila viable; (2)FAP, flora aerobia psicrotrofa viable; (3)log ufc/g; (4)log NMP/g; *los
recuentos en la misma fila que presentan alguna letra (superíndice) en común no muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre sí.

Tabla I.4. Carga microbiana en el intestino de los peces recién capturados.

Especie de pescado
Grupo microbiano Trucha común Trucha arco iris Lucio

FAM(1) *a 6.65±0.91(3) b 3.84±0.60 a 5.52±1.13
FAP(2) a 6.94±1.01(3) b 4.25±1.20 a 6.01±0.97

Anaerobios totales a 7.00±1.24(3) b 4.44±1.52 b 5.44±1.65
Enterobacteriáceas a 4.67±1.14(3) b 1.37±0.68 a 4.37±0.93

Enterococos a 0.25±0.64(4) ND(5) a 0.09±0.19
(1)FAM, flora aerobia mesófila viable; (2)FAP, flora aerobia psicrotrofa viable; (3)log ufc/g; (4)log NMP/g; (5) ND,
niveles por debajo del límite de detección; *los recuentos en la misma fila que presentan alguna letra
(superíndice) en común no muestran diferencias significativas (p<0.05) entre sí.
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Tabla I.5. Carga microbiana del agua procedente de los lugares de captura de los
distintos ejemplares.

Especie de pescado
Grupo microbiano Trucha común Trucha arco iris Lucio

FAM(1) * a 3.01±0.53(3) a 3.24±0.43 a 2.87±1.03
FAP(2) a 3.32±0.99(3) a 3.18±0.70 a 3.63±0.34

Anaerobios totales a 2.01±2.05(3) a 2.41±0.92 a 2.62±1.40
Enterobacteriáceas a 1.53±0.51(3) a 0.77±0.74 a 1.71±0.50

Enterococos a 0.13±0.19(4) a 0.28±0.36 a 0.81±0.22
(1)FAM, flora aerobia mesófila viable; (2)FAP, flora aerobia psicrotrofa viable; (3)log ufc/ml; (4)log NMP/ml; *los
recuentos en la misma fila que presentan alguna letra (superíndice) en común no muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre sí.

En la figura I.1 se presenta para cada grupo microbiano y lugar de muestreo (agua,
piel, agallas e intestino) los recuentos (media, rango 25-75%, valores mínimo y máximo para
cada determinación) obtenidos en cada una de las especies de pescado analizadas.

Figura I.1. Distribución de los recuentos de microorganismos mesófilos,
psicrotrofos, anaerobios y enterobacteriacéas encontrados en ejemplares de peces
de agua dulce recién capturados en función tanto de la especie como de la zona de
muestreo.
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En la tabla I.6 aparece el número de lotes de las distintas especies de pescado en las que se
detectaron microorganismos patógenos de interés en relación con la Salud Pública.

Tabla I.6. Incidencia de microorganismos de interés sanitario en los distintos lotes
de pescado (y sus muestras de agua correspondientes) analizados.

Trucha común Trucha arco iris Lucio

Salmonella spp   0/10* 1/10(1) 0/4

P. shigelloides 0/10 0/10    1/4(2)

L. monocytogenes 0/10 0/10 0/4

*, número de lotes en que fueron detectados los microorganismos problema/número total de lotes de cada
especie de pescado investigados; (1), sólamente en una muestra de agua se detectaron dos cepas; (2) una cepa en
una muestra de agua y otra en una de intestino, correspondientes ambas al mismo lote.

Los perfiles, en el sistema API 20E, de las cepas (2) de Salmonella aisladas en el agua
de piscifactoría fueron idénticos entre sí y correspondían a Salmonella spp. En el estudio
realizado en el C.N.M.V.I.S. de Majadahonda, se identificó a ambas cepas como S. enterica
subsp. I y se determinó que el serotipo y el lisotipo, también en ambos casos, fueron
Typhimurium 4,5,12:i:1,2 y 104 b, respectivamente.

Según el Esquema Antigénico Internacional de P. shigelloides, la cepa 313 (aislada a
partir de muestras intestinales de lucio) pertenecía al serotipo O38:H desconocido. La cepa
314 (aislada en agua de río) no pudo ser serotipada mediante el Esquema Antigénico
Internacional, pero sí mediante el Esquema de Schubert. De tal modo, resultó pertenecer al
serotipo Schubert O29:inmóvil.

A continuación, se pueden apreciar los patrones de sensibilidad, frente a compuestos
antimicrobianos, mostrados por las cepas de Salmonella y P. shigelloides.
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Tabla I.7. Patrón de resistencia a compuestos antimicrobianos de los
microorganismos de interés sanitario.

   Cepas analizadas
Antibiótico Salmonella 351* P. shigelloides 313 P.shigelloides 314
Ampicilina R(1) R R
Cloranfenicol S(1) S S
Colistina S S S
Gentamicina S S S
Kanamicina S S S
Acido nalidíxico S S S
Nitrofurantoina d(2) S S
Streptomicina R R R
Tetraciclina R S S
Ticarcilina R R R
Trimetoprim S S S
Sulfametoxazol R d R
Índice RMA(3) 0.45 0.27 0.35
(1) S, sensibilidad, R, resistencia; (2) d, resultado dudoso; (3), RMA, Resistencia a Múltiples Antibióticos
(cociente entre el número de antibióticos frente a los que una cepa es resistente y el número total de
antibióticos examinados para esa cepa); *, la otra cepa de   Salmonella   identificada (352) presentó un
antibiograma idéntico al de la cepa 351.

La vida útil comercial estimada (en función del estudio de las características
organolépticas de los ejemplares de pescado analizados) de las distintas especies estudiadas,
tanto evisceradas como no evisceradas, cuando se almacenaron a refrigeración aparece
reflejada en la tabla I.8. Los valores que aquí se presentan son la media de la vida útil
estimada de los ejemplares de pescado analizados.

Tabla I.8. Estimación de la vida útil comercial.

ejemplares eviscerados ejemplares no eviscerados
Trucha común 12* 9
Trucha arco iris 11-12 9
Lucio 13-14 10
*, número de días.

En las figuras I.2 a I.16 aparece reflejada la evolución de las poblaciones microbianas
de microorganismos mesófilos, psicrotrofos y anaerobios en las distintas muestras estudiadas,
desde el segundo muestreo llevado a cabo, hasta el final del almacenamiento (día 15). Los
valores que se recogen en estas figuras son los correspondientes a las medias de los recuentos
realizados y vienen expresados como log ufc/cm2 ó g.
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Figura I.2. Evolución de recuentos de flora aerobia mesófila y flora aerobia
psicrotrofa en muestras de trucha común.

Figura I.3. Evolución de recuentos de flora aerobia mesófila y flora aerobia
psicrotrofa en muestras de trucha arco iris.

Figura I.4. Evolución de recuentos de flora aerobia mesófila y flora aerobia
psicrotrofa en muestras de lucio.
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Figura I.5. Evolución de flora aerobia mesófila en muestras de piel.

Figura I.6. Evolución de flora aerobia mesófila en muestras de la superficie de la
cavidad abdominal.

Figura I.7. Evolución de flora aerobia mesófila en muestras de tejido muscular.
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Figura I.8. Evolución de flora aerobia psicrotrofa en muestras de piel.

Figura I.9. Evolución de flora aerobia psicrotrofa en muestras de superficie de la
cavidad abdominal.

Figura I.10. Evolución de flora aerobia psicrotrofa en muestras de tejido muscular.
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Figura I.11. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de trucha común.

Figura I.12. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de trucha arco iris.

Figura I.13. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de lucio.
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Figura I.14. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de piel.

Figura I.15. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de cavidad
abdominal.

Figura I.16. Evolución de flora anaerobia en muestras tomadas de tejido muscular.



40

En la tabla I.9 (a y b) aparecen los datos numéricos relativos a la evolución de las
distintas poblaciones de microorganismos estudiadas durante el almacenamiento a
refrigeración de las tres especies de pescado de agua dulce investigadas.

Tabla I.9a. Evolución de los recuentos (valores medios expresados como log ufc/cm2

ó g) de microorganismos mesófilos y psicrotrofos en distintas zonas muestreadas
de peces de agua dulce durante su almacenamiento a refrigeración.

  Especie de pescado

Zona de
Muestreo

Días de
almacenamiento

Trucha
común

Trucha
arco iris

Lucio Grupo
 microbiano

3 4.10 a* 1.41 b 1.64 b

6 4.24 a 1.47 b 2.00 b

Piel 9 4.46 a 2.33 b 2.51 b

12 5.70 a †2.98 b 3.83 b

15 6.64 a 4.08 b 4.60 b

3 3.54 a 1.81 b 2.65 ab

6 4.68 a 2.43 b 2.44 b

Abdomen 9 5.49 a 3.22 b 3.52 b MESÓFILOS
12 5.86 a 3.41 b 4.34 b

15 6.62 a 4.53 b 4.99 b

3 2.95 a 1.06 b 0.89 b

6 3.68 a 1.19 b 1.33 b

Músculo 9 4.03 a 1.94 b 2.03 b

12 5.20 a 2.42 b 2.98 b

15 5.53 a 3.69 a 4.07 a

3 4.85 a 2.34 b 2.27 b

6 4.79 a 2.52 b 2.36 b

Piel 9 5.68 a 3.01 b 3.20 b

12 6.29 a 4.38 b 4.36 b

15 7.27 a 5.62 b 5.38 b

3 4.59 a 2.20 b 3.14 a

6 5.22 a 2.97 b 2.94 b

Abdomen 9 6.12 a 4.25 b 3.79 b PSICROTROFOS
12 6.60 a 4.69 b 4.78 b

15 7.51 a 5.98 b 5.74 b

3 3.01 a 2.09 b 2.16 b

6 3.80 a 2.07 b 2.15 b

Músculo 9 4.88 a 2.48 b 1.57 b

12 5.83 a 3.69 b 3.97 b

15 6.29 a 4.82 a 4.96 a

*, los recuentos medios que en la misma fila comparten alguna letra (a la derecha) no muestran diferencias
significativas entre sí (p<0.05). †, para una misma especie de pescado, una misma zona de muestreo y un
mismo día de almacenamiento, únicamente eran diferentes (p<0.05) los recuentos de microorganismos
mesófilos y psicrotrofos en los casos en que los recuentos aparecen subrayados.
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Tabla I.9b. Evolución de los recuentos (valores medios expresados como log ufc/cm2

ó g) de microorganismos anaerobios en distintas zonas muestreadas de peces de
agua dulce durante su almacenamiento a refrigeración.

  Especie de pescado

Zona de
Muestreo

Días de
almacenamiento

Trucha
común

Trucha
arco iris

Lucio Grupo
 microbiano

3 4.23 a* 2.75 b 0.73 b

6 4.42 a 2.00 b 1.44 b

Piel 9 5.10 a 2.00 b 1.74 b

12 5.61 a 2.13 b 1.79 b

15 5.83 a 2.30 b 2.82 b

3 4.74 a 2.26 b 1.76 ab

6 4.81 a 2.64 a 1.70 a

Abdomen 9 4.83 a 2.93 b 3.28 ab ANAEROBIOS
12 5.94 a 2.84 b 2.82 b

15 6.53 a 3.75 b 2.73 b

3 5.01 a 2.18 b 1.12 ab

6 3.99 a 2.09 b 1.87 ab

Músculo 9 4.88 a 2.34 b 2.08 b

12 5.00 a 2.32 b 2.45 b

15 6.80 a 2.43 b 2.58 b

*, los recuentos medios que en la misma fila comparten alguna letra (a la derecha) no muestran diferencias
significativas entre sí (p<0.05).

A continuación se muestran las rectas de regresión obtenidas al comparar los
recuentos de flora aerobia mesófila viable y los de flora aerobia psicrotrofa viable (valores
medios expresados como log ufc/cm2 ó g) tras la captura de los distintos ejemplares de
pescado (figura I.17) y durante el almacenamiento a refrigeración de dichos ejemplares
(figura I.18). En ambos casos se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos a partir de todas
las muestras analizadas.
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Figura I.17. Recta de regresión resultante de comparar los recuentos iniciales de
flora aerobia mesófila viable (FAMV) y flora aerobia psicrotrofa viable (FAPV), en
todas las muestras y tipos de pescado.

    

    FAPV = 0.39428 + 0.95897 X FAMV
Correlación: r = 0.89118      Regresión: 95% de confianza
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Figura I.18. Recta de regresión resultante de comparar los recuentos de flora
aerobia mesófila viable (FAMV) y los correspondientes de flora aerobia psicrotrofa
viable (FAPV) obtenidos durante el almacenamiento a refrigeración del pescado y en
todas las muestras.

   
    FAPV = 1.0563 + 0.91443 X FAMV

Correlación: r = 0.90463   Regresión: 95% confianza
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En la tabla I.10 aparecen las fórmulas derivadas de las rectas de regresión obtenidas
en nuestro estudio, y los coeficientes de correlación correspondientes a cada una de dichas
rectas, resultantes de la comparación de los recuentos obtenidos de flora aerobia mesófila
viable y de flora aerobia psicrotrofa viable a lo largo del almacenamiento a refrigeración.
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Tabla I.10. Fórmulas y coeficientes de correlación lineal derivados de la
comparación de los recuentos de las flora aerobia mesófila y aerobia psicrotrofa a
lo largo del almacenamiento.

Muestras consideradas Fórmula(1) r(2)

Todas las de trucha común FAP=0.83110 + 0.95216 x FAM 0.9019

Todas las de trucha arco iris FAP=1.12020 + 0.93937 x FAM 0.8489

Todas las de lucio FAP=0.89038 + 0.89808 x FAM 0.8916

De piel de todas las especies FAP=0.87086 + 0.94719 x FAM 0.9155

De cavidad abdominal de todas las especies FAP=1.17370 + 0.89887 x FAM 0.8540

De músculo de todas las especies FAP=1.17350 + 0.88309 x FAM 0.9276
(1), FAM, flora aerobia mesófila viable; FAP, flora aerobia psicrotrofa viable. (2) r, coeficiente de correlación
lineal correspondiente a cada fórmula.
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DISCUSIÓN

El procedimiento de raspado y aclarado utilizado en este trabajo es un método no
destructivo de muestreo que permite que los ejemplares analizados puedan ser
comercializados sin problema al no sufrir ninguna merma en sus cualidades organolépticas.
Además, se trata de un método eficaz en la recuperación de microorganismos.

En las tablas I.2 a I.5, que muestran los recuentos (valores medios y desviaciones
típicas) de los microorganismos mesófilos, psicrotrofos y anaerobios, así como de
enterobacterias y enterococos, en las muestras tomadas a partir de pescado recién capturado y
en aguas de cría, se observa la influencia del diferente manejo de los lotes de trucha común
en las que las condiciones de refrigeración se aplicaron unas horas después de su obtención
(ver material y métodos), con respecto a los lotes de lucio y trucha arco iris. Así, se aprecian
diferencias significativas (p<0.05) entre los recuentos de los distintos grupos microbianos
obtenidos en las diferentes muestras de trucha común y los recuentos obtenidos a partir de las
muestras correspondientes de las otras dos especies de pescado.

Los niveles iniciales de mesófilos y psicrotrofos en piel están dentro de los valores
indicados por Hobbs (1983) para pescado fresco y de los encontrados por otros autores
cuando estudiaron distintas especies de pescado de agua dulce procedentes de zonas
templadas. Este es el caso de Acuff y col (1984) en tilapia (Tilapia aurea ), Gelman y col
(1990) en carpa (Cyprinus carpio), Horsley (1973) en salmónidos, Huang y Leung (1993) en
pez gato (Ictalurus punctatus) y Nedohula y Westhoff (1993) en pez de roca (Morone
chrysops×Morone saxatalis). Sin embargo, se encontraron por debajo de los niveles
detectados por Gram y col (1990) en perca del Nilo (Lates niloticus). Del mismo modo, estos
valores se encuentran dentro de los límites (102-107 ufc/cm2) a los que hace referencia la
ICMSF (Liston, 1980a). Se han apreciado diferencias significativas (p<0.05) entre los
recuentos iniciales obtenidos en trucha común y lucio, tanto en las determinaciones de flora
mesófila como de flora psicrotrofa, y entre los observados en trucha común y trucha arco iris,
en este caso únicamente en los recuentos de flora mesófila.

Por lo que respecta a los recuentos de microorganismos viables aerobios totales
obtenidos a partir de las muestras de agallas, comprendidos también dentro de los márgenes
fijados por la ICMSF (Anon -1986-, 103-109 ufc/g), son ligeramente superiores a los
encontrados por Nedohula y Westhoff (1993) y Trust (1975). En este último caso no
detectaron grandes diferencias entre los peces de vida libre (6.10×103 ufc/g) y los cultivados
(1.47×103 ufc/g), aspecto similar al observado por nosotros al comparar los ejemplares de
trucha arco iris (cultivada) y los de trucha común (vida libre), si bien nosotros también
apreciamos diferencias significativas entre los ejemplares de trucha arco iris y los de lucio en
los recuentos de mesófilos (p<0.05) y de psicrotrofos (p<0.01).

En la carga microbiana presente en el tracto intestinal, que también se encuentra
dentro de los límites expuestos por la ICMSF (Anon -1986-, 103-109 ufc/g), se aprecia una
mayor variabilidad entre las distintas especies estudiadas, apreciándose diferencias
significativas entre las de vida libre y la procedente de piscifactorías en los recuentos de
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microorganismos mesófilos (p<0.01) y de psicrotrofos (p<0.05). Este fenómeno se puede
explicar si tenemos presente el uso de antibióticos en explotaciones acuícolas, que podrían
incidir sobre las poblaciones microbianas a este nivel (Austin y Al-Zahrani, 1988). Por el
contrario, De Paola y col (1995) no observaron ningún efecto sobre los recuentos de
microorganismos totales en intestino de trucha arco iris durante un tratamiento con diversos
antibióticos. Trust y Sparrow (1974) detectaron niveles de aerobios en intestino de
salmónidos entre 3.4×103 a 9.7×105 ufc/g, similares a los encontrados por nosotros, pero
menores, en su mayoría, a los obtenidos por De Paola y col (1995) en trucha arco iris
(1.3×107 ufc/g), Nedohula y Westhoff (1993) en pez de roca (4.7×109 ufc/g), Sugita y col
(1985) en carpa (Cyprinus carpio) y tilapia (Sarotherodon niloticus, niveles de hasta 108

ufc/g) y Trust y col (1979) en carpa (Ctenopharyngodon idella, 9.6×107 ufc/g) y carpa dorada
(Carassius auratus, 1.8×108 ufc/g). Este hecho nos podría hacer pensar que la carga
microbiana presente en el intestino de los peces de agua dulce está relacionada con la especie
analizada pero, desde nuestro punto de vista, es más función del ambiente en que se
desarrollan. Por ejemplo, los recuentos de microorganismos viables aerobios totales en
intestino de trucha arco iris cultivada obtenidos por Trust y col (1979) se encuentran muy por
debajo de los detectados en este estudio.

Los valores medios de los recuentos de microorganismos mesófilos y psicrotrofos en
muestras de agua dulce no difieren entre sí al comparar los tres orígenes (p<0.05), si bien son
ligeramente inferiores a los obtenidos por otros autores, tales como Acuff y col (1984), del
orden de 2×104 ufc/ml, De Paola (1995), 104 ufc/ml y Trust y col (1979), 104ufc/ml, y
similares a los encontrados por Horsley (1973), del orden de 102-103 ufc/ml, y sensiblemente
superiores a los obtenidos por Huang y Leung (1993), alrededor de 102 ufc/ml. La carga
microbiana del agua influye decisivamente en la del pescado recién capturado. Sin embargo,
la existencia de grandes diferencias entre las distintas especies de pescado en lo que se refiere
a los recuentos microbianos iniciales (p<0.05) no se podría explicar teniendo en cuenta
únicamente la contaminación microbiana del agua, ya que se aprecia la ausencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre los recuentos de las distintas muestras de agua
correspondientes a los tres tipos de pescado. Tal y como hemos mencionado con
anterioridad, las diferencias a las que acabamos de hacer referencia parecen deberse a otros
factores tales como el retraso en la aplicación de bajas temperaturas a los ejemplares de
trucha común tras su captura.

En general, se puede decir que los recuentos de flora aerobia psicrotrofa son
ligeramente superiores a los de flora mesófila en agallas e intestino (tablas I.2 a I.5), pero sus
diferencias no son significativas (p<0.05) en ninguna de las muestras. Los niveles de
microorganismos mesófilos y psicrotrofos en agua y superficie externa son muy parecidos
entre sí y similares a los encontrados en salmón por Horsley (1973).

En las tablas I.2 a I.5 podemos observar que los valores de las desviaciones típicas en
los recuentos de anaerobios, de la mayoría de las muestras, son muy altos, hecho que podría
estar relacionado con una gran variabilidad entre los distintos lotes estudiados de cada
especie. Asimismo, se aprecia una gran similitud entre los niveles de microorganismos
anaerobios en piel de lucio y trucha arco iris, así como en las muestras de agua
correspondientes. Por lo que respecta a las muestras de agallas, los niveles de anaerobios
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detectados por nosotros en trucha arco iris son similares a los obtenidos por Trust (1975) en
salmónidos de vida libre (1,6× 103 ufc/g), y se sitúan, significativamente (p<0.05), por debajo
de los encontrados cuando estudiamos los ejemplares de lucio. En las muestras de intestino al
comparar las tres especies de pescado se observan diferencias significativas (p<0.05) entre
las muestras de trucha común y las dos especies restantes. Los resultados obtenidos en el
tracto intestinal coinciden con los encontrados por otros autores en distintas especies de
pescado de agua dulce de vida libre (Austin y Al-Zahrani -1988-, Sugita y col -1985-, Trust y
Sparrow -1974- y Trust y col -1979-). Por el contrario, Trust y col (1979) no encontraron
niveles significativos de este grupo microbiano en trucha arco iris cultivada.

En los niveles de enterobacteriáceas, empleados como indicadores de las condiciones
higiénicas del pescado y del agua de cría, se observa que las muestras de piel tomadas a partir
de trucha arco iris presentan unos recuentos claramente más bajos que los obtenidos en los
otros dos tipos de pescado. Esta diferencia (de hasta tres unidades logarítmicas/cm2 ó g) es
mucho más evidente entre las muestras de agallas e intestino (hábitat natural de este grupo
microbiano) de trucha arco iris y las muestras del mismo origen tomadas de lucio y trucha
común (p<0.05). Estas diferencias entre trucha arco iris y las otras dos especies de pescado
podrían deberse a la utilización, en explotaciones acuícolas, de compuestos antimicrobianos
añadidos al agua de los estanques y de antibióticos presentes en el pienso alimenticio
administrado al pescado (Austin y Austin, 1992). La finalidad de unos y otros es la
prevención de enfermedades infecciosas que pudieran diezmar las poblaciones. Estos
compuestos se podrían encontrar en concentraciones elevadas en los estanques, y en
condiciones bajo las que no se encuentran los peces de vida libre. A pesar de que los niveles
de enterobacteriáceas en el agua de los estanques de cría de trucha arco iris eran ligeramente
más bajos que en las muestras de agua correspondientes a trucha común y lucio, no se
apreciaron diferencias significativas entre dichas muestras (p<0.05).

En lo que se refiere al otro grupo de microorganismos empleado como indicadores de
contaminación fecal, los enterococos o estreptococos del grupo D de Lancefield, se puede
observar, en las tablas I.2 a I.5, que las desviaciones típicas de las medias de los recuentos
presentan unos valores muy elevados. Esto es debido, principalmente, a que sólamente fue
detectada su presencia en un número reducido de muestras. En las muestras intestinales de
las especies estudiadas en el presente trabajo encontramos enterococos, únicamente, en el
33% de las muestras analizadas. Trust y Sparrow (1974), por su parte, detectaron enterococos
en intestino en el 46% de las muestras de salmónidos estudiadas, hecho que relacionaron con
la calidad higiénica del agua. Los niveles son, en general, bastante más bajos que los
obtenidos por Huang y Leung (1993) y Leung y col (1992b) en piel, vísceras y agua de pez
gato ( Ictalurus punctatus). En nuestro estudio, los niveles de estreptococos fecales en trucha
arco iris son sensiblemente menores a los observados en lucio y, éstos, menores que en
trucha común (con la excepción de las muestras de agua asociadas a los ejemplares de lucio).
Se puede afirmar que, en general, la calidad higiénica de las especies de pescado de agua
dulce analizadas en este trabajo es satisfactoria.

En ninguno de los lotes analizados se detectó la presencia de cepas sospechosas de
pertenecer a la especie L. monocytogenes . Se podría considerar, en lo que se refiere a esta
especie patógena, que las tres especies de pescado analizadas son seguras desde el punto de
vista de la salud pública.
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En cuanto al género Salmonella cabe decir que, únicamente, se aislaron dos cepas a
partir de una de las muestras de agua tomadas en los estanques de una de las piscifactorías
visitadas. La presencia de estas cepas (idénticas desde el punto de vista bioquímico,
serológico -cepas de este mismo serotipo han sido aisladas en pescado por Hatha y
Lakhsmanaperumalsamy (1995)- y de resistencia a antibióticos) en el agua, podría ser debida
a la existencia de una explotación de especies avícolas cercana a la piscifactoría, animales
considerados como reservorios de especies de Salmonella. De hecho, del antibiograma
realizado se desprende que las cepas de Salmonella poseyeron unos índices RMA (resistencia
a múltiples antibióticos) tales que, de acuerdo con Hatha y Lakhsmanaperumalsamy (1995),
se podrían considerar como procedentes de fuentes de contaminación fecal de alto riesgo
como son las granjas comerciales de aves (nuestro caso), núcleos urbanos, granjas de ganado
porcino, etc... Además, el hecho de que mostraran resistencia a varios antibióticos supondría
un riesgo añadido para la salud pública. A pesar de que algunos autores (Wyatt y col, 1980)
relacionan su presencia en agua con su aislamiento en pescado vivo, lo cual pudiera
significar un riesgo potencial para la salud pública, su incapacidad de crecer a temperaturas
de refrigeración nos hace pensar que, de no existir abusos de temperatura durante el
almacenamiento, el tipo de pescado analizado por nosotros es un producto seguro.

La especie Plesiomonas shigelloides fue aislada, únicamente, a partir del contenido
intestinal de un lote de lucio (Agosto de 1992) y de la muestra de agua obtenida en la zona
donde los ejemplares fueron capturados (ría Esla, a la altura de la población de Marne). Una
característica peculiar de esta zona es que se encuentra unos kilómetros al sur de varios
núcleos urbanos de tamaño mediano que se encuentran muy poblados en verano y que
podrían actuar como fuente de contaminación fecal del agua. En este sentido, hay que añadir
que esta especie presenta máximos de aislamiento durante los meses cálidos del año (Von
Graevenitz y Altwegg, 1991), momento en el que se aislaron ambas cepas. Sugita y col
(1993) detectaron P. shigelloides  en el intestino de distintas especies de pescado de agua
dulce, entre las cuales se encontraba la trucha común. Como consecuencia de esto,
consideraron al tracto gastrointestinal como reservorio del microorganismo.

El hallazgo de este microorganismo en el transcurso de nuestro estudio es importante
si se tiene en cuenta que, por lo que tenemos noticia, es la primera vez que se aisla P.
shigelloides a partir de pescado de agua dulce en España. Incluso es bastante inusual su
aislamiento en zonas templadas del hemisferio norte, siendo más común su presencia en
zonas tropicales (Von Graevenitz y Altwegg, 1991).

El serovar O38 de P. shigelloides, cuya frecuencia de aislamiento con respecto al total
de serovares detectados en diferentes muestras es del 3.4% (Aldova, 1995), ha sido detectado
en pacientes que sufrían trastornos diarréicos en la antigua Checoslovaquia (Aldova,
comunicación personal).Por su parte, el serovar Schubert O29 ha sido aislado a partir de
insectos acuáticos (Aldova, comunicación personal).

En cuanto al impacto que, sobre la salud pública, pudiera tener la presencia de este
germen en el intestino de estas especies de pescado se puede aplicar lo expuesto con
anterioridad para el caso de Salmonella. En primer lugar, su proliferación puede ser
controlada eficazmente utilizando bajas temperaturas, aunque recientemente se han descrito
cepas de P. shigelloides capaces de crecer a temperaturas por debajo de los 8ºC (Appleyard y
Walker, 1995). En segundo lugar, y siempre que hubiera abusos de temperatura durante el
almacenamiento, de manera que se permitiera su multiplicación, un tratamiento térmico
apropiado inactivaría, ateniéndonos a su escasa resistencia al calor (Miller y Koburger,
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1986), las células de esta especie presentes en el alimento. De todos modos, sería
recomendable evitar el riesgo de contaminaciones cruzadas durante el eviscerado y el paso de
bacterias contenidas en el intestino al resto de la pieza de pescado comestible.

La sensibilidad de las dos cepas P. shigelloides frente a algunos agentes
antimicrobianos comúnmente empleados en medicina humana fue similar entre sí, con la
excepción de la diferente respuesta frente al sulfametoxazol (tabla I.7). Kain y Kelly (1989)
observaron que todas las cepas de esta especie que estudiaron fueron sensibles al trimetoprim
y al cloranfenicol, resistentes a la ampicilina y a la ticarcilina y con resultados variables
cuando estudiaron la sensibilidad a la tetraciclina y a la gentamicina. Nosotros obtuvimos
resultados parecidos al utilizar trimetoprim, cloranfenicol, ampicilina y ticarcilina, pero sin
entrar a considerar las concentraciones de antibiótico empleadas. Los patrones de respuesta a
distintos antibióticos estudiados por De Paola y col (1995) y Penn y col (1982) son similares,
asimismo, a los mostrados en la tabla I.7. Al igual que en las cepas de Salmonella, el índice
RMA de ambas cepas de P. shigelloides indica un origen fecal de alto riesgo que en esta
ocasión podría corresponder a la existencia de multitud de núcleos urbanos aguas arriba del
lugar de captura del pescado donde el uso de antibióticos podría ser frecuente (Hatha y
Lakhsmanaperumalsamy, 1995).

El almacenamiento de todos los ejemplares sometidos a estudio se prolongó hasta el
día 15 con el fin de observar y estudiar las asociaciones microbianas que participan en la
alteración de los lotes eviscerados y no eviscerados de las tres especies de pescado objeto de
este trabajo. Esto se realizó con independencia del momento en que se detectaron los
primeros signos de alteración.

En la tabla I.8 podemos observar que mediante la evisceración se consigue prolongar,
entre 2 y 4 días, la vida útil del pescado (dependiendo de la especie analizada). Esta
prolongación de la vida útil se debe, probablemente, a la eliminación de agentes potenciales
de alteración como pudieran ser las enzimas digestivas y los microorganismos presentes en el
tracto gastrointestinal. Bremner (1991) afirma que el eviscerado es beneficioso si se efectúa
correctamente, ya que el intestino constituye un reservorio de enzimas capaces de digerir el
tejido muscular circundante, lo cual podría dar lugar a sabores amargos desagradables y
coloraciones amarillentas. Del mismo modo, también se eliminan grandes cantidades de
bacterias, proteolíticas y lipolíticas, y fluidos, contenidos por algunos órganos, que pudieran
colorear la carne. Finalmente, considera que se facilita el proceso de refrigeración al permitir
que la llegada de las bajas temperaturas a todos los tejidos sea más rápida. Por su parte,
Shewan (1971) opina que la mayor ventaja de eviscerar es la prevención de alteraciones
autolíticas más que los problemas derivados de la descomposición bacteriana y advierte del
peligro de llevar a cabo evisceraciones inadecuadas, ya que pueden ser más negativos que no
eviscerar. Scott y col (1986) observaron que el aumento de la vida útil conseguido en el
pescado eviscerado con respecto al pescado entero no tuvo su reflejo o incidencia en los
niveles microbianos, pero sí en una disminución de los fenómenos autolíticos. A la vista los
datos obtenidos en nuestro trabajo, parece aconsejable la evisceración del pescado de agua
dulce antes de su comercialización con el fin de obtener un producto apto para ser
conservado durante más tiempo. Además, se evitará la manifestación de algunas de las
características organolépticas desagradables anteriormente mencionadas.

En los ejemplares no eviscerados se consideró que el punto final de la vida útil
coincidía con la presencia de áreas de lisis en la zona muscular adyacente al peritoneo y con
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la percepción de malos olores procedentes de esa misma zona, fenómenos observados
anteriormente por Hansen (1973) y Tejada y col (1979) en trucha arco iris. La mayor
duración relativa de la vida útil de los ejemplares de lucio no eviscerados pudo deberse al
mayor grosor de la pared del tubo digestivo, de modo que la permeabilidad intestinal al paso
de las enzimas y de los microorganimos presentes en su interior se vería reducida.

La estimación de la vida útil de la trucha arco iris en este estudio es ligeramente
superior a la obtenida por Hansen (1973) y Tejada y col (1979) en esta misma especie y
condiciones de almacenamiento, pero inferior a la estimada por Poulter y Nicolaides (1985)
en Bolivia. Tejada y col (1979) observaron la aparición de los primeros signos de alteración a
los 8 días de almacenamiento, en los ejemplares no eviscerados, y a los 11 días en los
ejemplares eviscerados. Hansen (1973), por su parte, cifraba la vida útil de los ejemplares no
eviscerados en 4-7 días, y la de los eviscerados en 6-12 días, mientras que Dawood y col
(1986a) estimaron una vida útil de 14 días en los ejemplares de trucha arco iris eviscerada
que investigaron, valores cercanos a los obtenidos por nosotros para la misma especie. En los
estudios de Poulter y Nicolaides (1985) sobre trucha capturada en Bolivia y almacenada
entera a refrigeración, se estimó, mediante métodos sensoriales, que la vida útil de la misma
era de 15 a 21 días (aunque ya detectaban alteraciones en la pared abdominal a los 12 días de
iniciarse el almacenamiento), circunscribiéndose este rango a 17-18 días cuando se tenían en
cuenta criterios microbiológicos. Estos períodos son claramente superiores a los establecidos
en nuestro estudio para el caso de ambos tipos de truchas no evisceradas investigadas, pero
hay que puntualizar que en el trabajo al que acabamos de hacer mención se asumía que los
criterios para determinar la aptitud para el consumo de pescado en países como Bolivia eran
distintos a los criterios observados en las zonas desarrolladas del planeta. En este hecho
puede encontrarse, por tanto, la razón por la cual se estimaron unos valores de vida útil tan
largos en el trabajo de Poulter y Nicolaides (1985). La vida útil de otras especies de pescado
de agua dulce mantenidas a refrigeración se aproxima bastante a los valores observados en
nuestro trabajo. Así, Huang y Leung (1992) estimaron que la vida útil del pez gato
eviscerado era de diez días. Acuff y col (1984), estudiando ejemplares de tilapia eviscerados,
la establecieron en 12 días. En contraste con nuestros resultados, Gelman y col (1990),
determinaron que la carpa no eviscerada almacenada a bajas temperaturas (0-2ºC) tenía un
período de vida útil superior en tres días a la de los ejemplares eviscerados (que era de 18
días), fenómeno que podría ser consecuencia de un eviscerado deficiente. Poulter y
Nicolaides (1985), por su parte, determinaron que la vida útil de la carpa entera (Cyprinus
carpio) y del pejerrey (Basylichthys bonariensis) almacenados a refrigeración era de 17-20
días y 15-21 días, respectivamente. En los ejemplares de pez gato (Ictalurus punctatus)
estudiados por Manthey y col (1988), su prolongada vida útil se podría deber a que procedían
de aguas cálidas. Es sabido que los pescados de origen tropical almacenados a refrigeración
presentan una vida útil mayor que los procedentes de zonas templadas y almacenados en las
mismas condiciones. Éste, asimismo, podría ser el caso de algunas de las especies de pescado
de agua dulce estudiadas por Poulter y Nicolaides (1985) en Bolivia. Así, el sábalo
(Prochilodus platensis) y la corvina (Plagioscion squamosissimus ) mostraron unos períodos
de vida útil superiores a los 25 días.

En nuestro trabajo no hemos apreciado una excesiva influencia de la contaminación
inicial del pescado (tablas I.2 y I.8) sobre la duración de la vida útil. Charm y col (1972)
afirman que el número inicial de microorganismos, aparte de un número crítico mínimo,
tiene poca o ninguna influencia en la duración de la vida útil. En este sentido, Huss y col
(1974) afirman que los recuentos iniciales de microorganimos viables no sirven para predecir
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la vida útil, pero sí reflejan las condiciones higiénicas bajo las cuales se manipula el pescado.
Según este mismo autor, la manipulación condiciona la contaminación microbiana de modo
que malas condiciones higiénicas multiplican los niveles iniciales de gérmenes por 10 ó por
100, pero un cuidado extremo en la manipulación no proporciona mucha más vida útil.

En cuanto al efecto de la inmediatez en la aplicación de la refrigeración sobre la
duración de la vida útil, Ward y Baj (1988) se hacen eco de varios trabajos en los cuales se
obtuvieron resultados dispares. Algunos autores postularon que, por cada hora de retraso en
la aplicación de la refrigeración, la vida útil se acortaba en un día. Por el contrario, otros
autores, trabajando con sardinas, no apreciaron diferencias entre los ejemplares refrigerados
inmediatamente y aquéllos cuya refrigeración se había pospuesto hasta cinco, e incluso, doce
horas. Barile y col (1985) observaron que la única diferencia que se podía apreciar entre el
pescado que era refrigerado entre las cero y las seis horas tras su captura, y aquel refrigerado
entre las nueve y doce horas residía en la composición de la flora alterante. Dawood y col
(1986b) apreciaron que el mantenimiento del pescado a temperaturas ambientales altas
durante períodos de hasta seis horas afectaba a la textura y al aroma del pescado de modo
marginal. Asimismo, no mostraba malos olores y se mantenía firme al tacto hasta los 10 días
de almacenamiento, período ligeramente inferior al de la vida útil de las truchas refrigeradas
inmediatamente o mantenidas a 10ºC durante un máximo de 6 horas. Estos mismos autores
(Dawood y col, 1986b) consideran que el mantenimiento del pescado a 10 ó 20ºC un máximo
de 6 horas asegura que el desarrollo de microorganismos alterantes se vea retrasado con
respecto a un almacenamiento similar a 30ºC. Como puede verse en la tabla I.8 en nuestro
trabajo no se han observado grandes diferencias entre la vida útil del pescado refrigerado
inmediatamente (trucha arco iris y lucio) y aquél sometido a refrigeración varias horas más
tarde (trucha común). En general, Dawood y col (1986b) recomiendan que el periodo entre
captura y aplicación de la refrigeración sea el mínimo posible y que el pescado se mantenga
durante el almacenamiento a refrigeración a la temperatura más baja posible.

Un aspecto interesante a tener en cuenta, desde el punto de vista tecnológico, es la
utilización de hielo picado. Este procedimiento es ampliamente utilizado en la conservación
del pescado (Liston, 1980b; Moral Rama y Beltrán, 1989; Poulter y Nicolaides, 1985). Con él
se consigue alargar su vida útil mediante un doble efecto. Por un lado, la temperatura que
proporciona al pescado a nivel de la piel es cercana a 0°C, temperatura a la cual la mayor
parte de los microorganismos alterantes ven retrasado e, incluso, inhibido su crecimiento. Por
otro lado, el agua procedente de la fusión del hielo puede tener la capacidad de lavar y
arrastrar a los microorganismos presentes en la superficie del pescado. De todos modos, el
uso de hielo no detiene completamente la actividad microbiana (Dawood y col, 1986b). La
relación hielo:pescado que se ha utilizado en este trabajo, 3:1, ha mostrado, en estudios
previos, su eficacia en la conservación del pescado (Bennour y col 1991). Valores por debajo
de 1:1 (1:2) permiten una alteración rápida (León Fajardo y Marth, 1979).

La evolución de las medias de los recuentos de microorganismos aerobios viables
(figuras I.2 a I.10) en las muestras tomadas durante el almacenamiento (piel, superficie de la
cavidad abdominal y músculo) sigue un patrón similar (muestran paralelismo) en las distintas
especies de pescado analizadas. No se aprecian diferencias significativas entre la evolución
de los niveles microbianos correspondientes al lucio y a la trucha arco iris (p<0.05) si bien
los primeros son ligeramente más altos en las determinaciones de flora mesófila (figuras I.5 a
I.7), con la excepción de un muestreo realizado en la cavidad abdominal al comienzo del
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almacenamiento (figura I.6). En los recuentos de microorganismos psicrotrofos las curvas de
lucio y trucha arco iris son, prácticamente, idénticas (figuras I.8 a I.10). Del mismo modo
cabe decir que, en la mayor parte de los casos, sí se aprecian diferencias significativas al
comparar los recuentos de estas dos especies a lo largo del almacenamiento a refrigeración
con los recuentos correspondientes a trucha común (p<0.05). Este hecho podría estar
relacionado con las condiciones en que se mantuvieron los ejemplares de esta última especie
tras el período post-captura, las cuales dieron lugar a las diferencias existentes al principio
del almacenamiento, y no a las condiciones en que se encontraban los distintos ejemplares
antes de su recolección (diferencias entre especies de vida libre y especies cultivadas). Las
excepciones más notorias a esta tendencia se dan al final del almacenamiento en las muestras
tomadas de tejido muscular, donde no se aprecian diferencias significativas entre las tres
especies de pescado (p<0.05), y en el primer muestreo realizado en la superficie de la
cavidad abdominal (tabla I.9). En este último caso, las diferencias entre las muestras tomadas
en trucha común y lucio y las tomadas en trucha arco iris podrían estar relacionadas con la
carga microbiana presente a nivel intestinal tras la captura del pescado (tabla I.4), de las
cuales se desprende que el intestino de trucha arco iris presentaba recuentos
significativamente más bajos que el intestino de las otras dos especies de pescado (p<0.05).
Por lo que se refiere a las muestras de tejido muscular que anteriormente mencionábamos se
observa que, mientras en los ejemplares de trucha arco iris y lucio se produce un incremento
de cerca de una unidad logarítmica/g entre los días 12 y 15 de almacenamiento, en los
ejemplares de trucha común a este mismo nivel se da un incremento mucho menor, de menos
de media unidad logarítmica/g. Por todo ello cabría decir que, independientemente de su
origen, las especies de pescado de agua dulce muestran unos patrones de evolución
microbianos semejantes cuando los ejemplares se manipulan del mismo modo. En otros
estudios llevados a cabo con pescado de agua dulce almacenado a refrigeración (Acuff y col,
1984; Tejada y col, 1979) se observa un comportamiento similar al aquí expuesto pero, en
aquéllos, se aprecia un fuerte incremento de los niveles microbianos en los últimos estadios
del almacenamiento, una vez finalizado el período de vida útil.

Al comparar los recuentos de flora aerobia mesófila y flora aerobia psicrotrofa en
cada una de las especies estudiadas y en cada una de las muestras (figuras I.2 a I.4) se aprecia
paralelismo entre las evoluciones de ambas poblaciones microbianas. Los recuentos de
microorganismos psicrotrofos son superiores a los correspondientes de mesófilos, sobre todo
después del día 6 del almacenamiento, aumentando la diferencia a medida que avanza el
mismo. Esto se puede deber a que los primeros son microorganismos capaces de crecer a las
temperaturas a las que se almacenaron todos los ejemplares analizados mientras que, entre
los mesófilos, hay cepas que se desarrollan más lentamente a esas mismas temperaturas. Es
decir, la diferente capacidad de adaptación de las floras psicrotrofa y mesófila a las
temperaturas proporcionadas por el hielo podría explicar la diferente evolución de ambas
durante el almacenamiento. Las diferencias que se observaron entre ambas poblaciones
fueron cercanas o superiores a una unidad logarítmica/g, pero no fueron significativas en la
mayor parte de las ocasiones, y principalmente cuando tuvimos en cuenta la zona de
muestreo y las especies de pescado por separado. Únicamente fueron significativas (p<0.05)
en las truchas procedentes de piscifactoría en los momentos finales del almacenamiento a
refrigeración (tabla I.9), lo cual confirma lo postulado anteriormente acerca de la mejor
adaptación de la flora psicrotrofa a las bajas temperaturas. Cuando realizamos el análisis
estadístico de estos mismos datos sin tener en cuenta la especie de pescado, sino únicamente
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la zona de muestreo y el momento del almacenamiento, se apreciaron diferencias
significativas en el primer muestreo y al final de dicho almacenamiento en el tejido muscular.
Cuando se analizaron los recuentos en función del momento de muestreo e
independientemente de la muestra y de la especie de pescado (se consideraron globalmente)
se observaron diferencias significativas entre los recuentos de microorganismos mesófilos y
psicrotrofos (p<0.05).

Jay (1987) considera deseable que, para determinar el número de microorganismos
psicrotrofos presentes en una muestra, existan métodos que aporten resultados en 24-48
horas. El paralelismo observado entre la evolución de la flora aerobia mesófila y la flora
aerobia psicrotrofa nos llevó a pensar que se podrían predecir los niveles de flora aerobia
psicrotrofa (la población microbiana responsable de la alteración en pescado almacenado a
refrigeración) en cualquier punto del almacenamiento a partir de los recuentos de
microorganismos mesófilos. Con este procedimiento se podría acortar el período necesario
para obtener resultados en 8 días (10 días -correspondientes a una incubación a 7ºC- es el
tiempo necesario mínimo para el recuento de microorganismos psicrotrofos en un
laboratorio, frente a un máximo de 2 para el de microorganismos mesófilos) y se podría
prescindir del uso de un incubador a refrigeración, del cual no disponen todos los
laboratorios en los que se llevan a cabo análisis de rutina en alimentos. Teniendo en cuenta
los elevados coeficientes de correlación “r” que se muestran en las figuras I.17 y I.18 y en la
tabla I.10, superiores a 0.84, se puede afirmar que la la flora aerobia psicrotrofa en las
distintas muestras tomadas en pescado de agua dulce (especialmente en la piel y del tejido
muscular) como en las distintas especies de pescado (principalmente en trucha común y
lucio) se puede predecir, con bastante precisión, a partir de la determinación de flora aerobia
mesófila. Se puede llevar a cabo empleando las fórmulas de regresión que aparecen en la
tabla I.10. Esto también se puede extrapolar a los recuentos microbianos realizados en el
pescado recién capturado. Así, se pueden predecir los niveles de microorganismos
psicrotrofos a partir de los recuentos de microorganismos mesófilos, con un coeficiente de
correlación “r” cercano a 0.9 (figura I.17).

Otro aspecto interesante, descrito previamente por otros autores, es la existencia, en
muestras de piel y tras al aplicarse temperaturas de refrigeración, de un período de
adaptación o período de latencia en el transcurso de la evolución de los microorganismos
presentes, de modo inicial, en el pescado (figuras I.5 y I.8). Shewan (1971) afirma que este
período puede ser debido al mucus superficial presente en el pescado recién capturado, al que
atribuye propiedades antibióticas, así como que contiene lisozima y anticuerpos. Horsley
(1973) también apunta esta posibilidad. Acuff y col (1984) y Poulter y Nicolaides (1985)
observaron, en tilapia almacenada a refrigeración y trucha común, respectivamente, períodos
de adaptación de hasta nueve días en los recuentos llevados a cabo en piel, mientras que los
que apreciaron Gelman y col (1990), Gram y col (1990) y Huang y Leung (1993) en diversos
pescados fueron ligeramente más cortos. En nuestro trabajo, el período de latencia pudo ser
visto en las muestras de piel, tanto en los recuentos de mesófilos como en los de psicrotrofos.
Además, en los muestreos llevados a cabo al analizar trucha arco iris y lucio se observan, al
comparar los recuentos iniciales y en los días 3 y 6 (tabla I.2 y tabla I.9), descensos cercanos
a una unidad logarítmica/cm2 en los niveles de ambos grupos microbianos. No se ha
observado, al contrario que lo apreciado por Ryder y col (1993) en hoki (Macruronus
novaezelandiae) almacenado en hielo, el establecimiento de una fase logarítmica y fase
estacionaria posteriores a la fase de latencia sino, más bien, una evolución lineal.



53

En los recuentos realizados a partir de muestras de superficie interna de la cavidad
abdominal (figuras I.6 y I.9), excepción hecha de las tomadas a partir de lucio, no se observa
período de latencia. Este fenómeno podría ser debido a dos causas. Por un lado, a la no
existencia del efecto de lavado y arrastre de microorganismos, llevado a cabo por el agua de
fusión del hielo empleado en el almacenamiento, que sí se podría aplicar al caso de la piel.
Por otro lado, la temperatura a este nivel no es tan baja como en la piel, ya que no existe
contacto directo entre el hielo, que proporciona una temperatura de 0ºC al fundirse, y la
superficie de la cavidad abdominal. Debido a estos hechos, posiblemente los recuentos en las
muestras de cavidad abdominal son más altos que en piel durante, prácticamente, todo el
almacenamiento a refrigeración (figuras I.2 a I.4).

Por lo que respecta a las muestras tomadas a partir de tejido muscular en trucha
común, tampoco se observa período de latencia, lo cual puede estar relacionado con las
mismas causas apuntadas en el caso anterior. Algunos autores, como Poulter y Nicolaides
(1985), no sólo no observaron dicho período de latencia, sino que los recuentos microbianos
en el tejido muscular a lo largo del almacenamiento a refrigeración fueron considerablemente
más altos que a nivel de la piel. El período de latencia “aparente” en los análisis realizados,
en muestras de este mismo origen, en trucha arco iris y lucio no es tal, ya que los
microorganismos no fueron detectados a niveles apreciables (por encima del límite de
detección: 101 ufc/g para mesófilos y 102 ufc/g para psicrotrofos) hasta los muestreos
realizados después del día seis de almacenamiento.

En todos los casos, a partir del día tres de almacenamiento se observa que, tal y como
apuntan Huss y col (1974), los recuentos microbianos aumentan en una unidad logarímica/g
cada 5 días de almacenamiento. En general, la evolución microbiana no es lineal, lo cual
puede explicarse por el descenso de la actividad metabólica de los microorganismos
mesófilos, seguido por un predominio gradual de los microorganismos psicrotrofos, tal y
como apuntan Dawood y col (1986a).

Cuando los ejemplares de trucha común eviscerados comenzaron a mostrar signos de
alteración (día 12) los niveles de flora psicrotrofa en piel y cavidad abdominal (figura I.3)
eran del orden de 5×106 ufc/cm2, por encima del límite de aceptabilidad propuesto por la
ICMSF (Anon, 1986) para pescado de cualquier origen (106ufc/cm2). Llegados a este punto,
cabe decir que el método empleado en el muestreo en piel y cavidad abdominal, raspado y
aclarado, en principio no es tan efectivo como la escisión a la hora de recoger todos los
microorganismos presentes en una muestra de superficie, si bien es bastante eficaz. Por lo
que respecta a los ejemplares no eviscerados, al final de su vida útil se observaron valores de
microorganismos psicrotrofos en piel y músculo cercanos a 105 ufc/cm2 y 104 ufc/g
respectivamente, por debajo del límite de aceptabilidad establecido por la ICMSF (Anon,
1986).

En los ejemplares de trucha arco iris al final de su vida útil los recuentos de
microorganismos psicrotrofos, tanto en los ejemplares eviscerados (11-12 días) como en los
no eviscerados (9 días), también se encuentran por debajo del límite de la ICMSF (Anon,
1986), siendo del orden de 5×104 ufc/cm2 en los primeros y de 5×102 ufc/g en los segundos.
En los ejemplares eviscerados estos niveles se encuentran por debajo, incluso, de los
obtenidos por Hansen (1973) y Tejada y col (1979) cuando estudiaron esta misma especie.
Parece claro que los fenómenos autolíticos tienen un mayor peso que la proliferación
microbiana en la alteración de la trucha arco iris no eviscerada almacenada a refrigeración.
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El final de la vida útil en los ejemplares de lucio eviscerados (13-14 días) está
relacionado con niveles microbianos (tanto mesófilos como psicrotrofos) ligeramante por
encima de 105 ufc/cm2, mientras que a los ejemplares enteros (10 días) les corresponden
valores del orden de 103 ufc/g.

En trabajos previos, realizados en pescado de agua dulce almacenado a refrigeración,
distintos autores obtuvieron resultados muy variables cuando trataron de determinar el
número de microorganismos presentes en distintas muestras al final de la vida útil. Así,
Poulter y Nicolaides (1985) detectaron, en trucha común, del orden de 107 ufc/g en tejido
muscular y 104 ufc/cm2 en piel; Acuff y col (1984) encontraron, en tilapia, niveles de 3×105

ufc/cm2 (día 12); Gelman y col (1990), en carpa, hallaron valores, en pescado entero, de
5×105 ufc/g (día 18), mientras que en los ejemplares evicerados estuvieron comprendidos
entre 103 y 104 ufc/g (15 días), y afirmaron que valores entre 105 y 106 ufc/g son equivalentes
a un estadio intermedio entre alterado y aceptable; finalmente, Huang y Leung (1993), en pez
gato, detectaron niveles de 105 ufc/g al final de la vida útil (día 10).

A la vista de los resultados expuestos parece lógico pensar que, existiendo una gran
variabilidad entre cada especie y siendo, muchas veces, función de sus condiciones de
manejo, no hay correlación entre el establecimiento de los procesos de alteración (final de la
vida útil) y una carga microbiana determinada. Esto podría deberse a que, entre la flora total,
se encuentran no sólo los microorganismos responsables de la alteración, sino
microorganismos capaces de crecer en las condiciones de almacenamiento pero que no
participan en la descomposición del pescado (Bennour y col, 1991). Algunos autores
(Gelman y col, 1990) han comprobado la ausencia de relación entre carga microbiana y
deterioro de características organolépticas. Por el contrario, otros (Tejada y col, 1979) han
encontrado correlación entre el análisis sensorial, encaminado a determinar la alteración, y la
contaminación microbiana en todas las etapas del almacenamiento. Poulter y Nicolaides
(1985) afirmaron que la determinación olfatoria y visual de algunas características, además
de la utilización de un panel de catadores, era un sistema adecuado para la estimación de la
frescura y calidad del pescado siendo, los análisis microbiológicos, de gran valor pero que
contaban con el inconveniente del retraso en la obtención de resultados. Observaron,
asimismo, que otros parámetros, como el pH y el nitrógeno básico volátil total, no eran
adecuados para la estimación de la calidad del pescado. Dawood y col (1986a) recomiendan
el análisis sensorial para evaluar la calidad del pescado almacenado a refrigeración.
Consideran, asimismo, que los recuentos de microorganismos y la determinación del índice
de hipoxantina también son indicadores válidos de calidad del pescado. Nosotros opinamos,
en consecuencia, que una carga microbiana presente, en un determinado momento del
almacenamiento, en un tipo de pescado y relacionada, por tanto, con un determinado grado
de frescura, no necesariamente tiene que significar lo mismo en otro tipo de pescado en ese
mismo instante del almacenamiento. De todas maneras, Gram (1992) opina que, aunque los
recuentos microbianos rara vez son un buen indicador de la calidad sensorial o vida útil
esperada del pescado, se pueden tomar como indicadores generales del estado higiénico del
pescado. Por su parte, Ryder y col (1993) afirman que la vigilancia de los niveles bacterianos
es útil como un indicador objetivo de alteración del pescado y es obligado por razones
sanitarias.

Los patrones de evolución de los recuentos de anaerobios totales en las tres especies
de pescado estudiadas (figuras I.11 a I.13) son claramente diferentes. Mientras en trucha
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común los niveles en el día tres se encuentran entre 104 y 105 ufc/cm2 ó g, en trucha arco iris
se encuentran entre 102 y 103 ufc/cm2 ó g y, en lucio, entre <10 y 102 ufc/cm2 ó g, siendo
estas diferencias significativas (p<0.05) entre trucha común y trucha arco iris y, en la mayor
parte de los casos, entre trucha común y lucio. Al final de la vida útil de la trucha común, los
recuentos están una unidad logarítmica/g ó cm2 por encima de los niveles en el día tres (tabla
I.9), en cada una las muestras correspondientes; en trucha arco iris se observan ligeros
descensos y aumentos en piel y cavidad abdominal, respectivamente, mientras en lucio (las
tres muestras) los niveles, por lo general, aumentan. Este comportamiento no se puede
explicar desde la perspectiva de una mayor proliferación de este grupo microbiano en
aquellas muestras que presentan condiciones de anaerobiosis puesto que, mientras el pescado
está fresco apenas se aprecia aumento de sus niveles en muestras musculares (anaerobias tras
el sacrificio), aunque sí se aprecian cambios en piel, en trucha y lucio, lugar aeróbico por
excelencia.

Por otro lado, se podría razonar, de dos maneras, el hecho de que durante casi todo el
almacenamiento los recuentos en cavidad abdominal fueran más altos que los
correspondientes a muestras de piel, del mismo modo a como ocurría en los recuentos de
microorganismos aerobios. En primer lugar se podría explicar basándonos en que, a nivel de
la cavidad abdominal, la tensión de O2 puede ser más baja que en la piel. Pero parece mucho
más sencillo de interpretar si tuviesemos en cuenta que el medio empleado en la realización
de este estudio (Agar y Caldo RCM -Oxoid-) pudiera permitir el crecimiento de
microorganismos anaerobios facultativos, tales como bacterias acidolácticas (Esquivel,
1995), que pueden ser fácilmente aisladas en las incubaciones llevadas a cabo en condiciones
de anaerobiosis. Este último argumento adquiere consistencia al observar, en las figuras I.14
a I.16, que las diferencias (cercanas a dos unidades logarítmicas/g ó cm2) entre las medias
correspondientes a trucha común, por un lado, y a trucha arco iris y a lucio, por otro, son
similares a las obtenidas en la evolución de los recuentos de microorganismos aerobios
(figuras I.5 a I.10).

Estos resultados, y las conclusiones que de ellos se derivan, no parecen hacer
recomendable el uso del medio RCM (Oxoid) para el recuento de microorganismos
anaerobios estrictos y, por tanto, los recuentos obtenidos a partir de su utilización no sirven
como parámetros indicadores de la existencia de microorganismos anaerobios patógenos
tolerantes al frío.





CAPÍTULO II.:

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Aeromonas MÓVILES

INTRODUCCIÓN

Tradicionalmente, el género Aeromonas se ha incluido dentro de la familia
Vibrionaceae (cocobacilos Gram negativos, catalasa y oxidasa positivos, anaerobios
facultativos). Colwell y col (1986) propusieron la inclusión de este género en una nueva
familia, Aeromonadaceae, nombre finalmente aceptado por el “International Committee on
Systematic Bacteriology. Subcommittee on the Taxonomy of Vibrionaceae” (1992). La
taxonomía dentro del género Aeromonas ha variado considerablemente durante los últimos
años. En la última edición del Manual de Bergey de Sistemática Bacteriana (1984), Popoff
divide el género en cuatro especies: A. hydrophila, A. sobria, A. caviae  y A. salmonicida,
siendo las tres primeras móviles y, la última, inmóvil. Desde la publicación de este Manual se
han ido describiendo otras especies de Aeromonas en las que se incluyen algunas cepas que
previamente fueron identificadas como pertenecientes a las "especies clásicas". Son: A. media
(Allen y col, 1983a), A. eucrenophila (Schubert y Hegazi, 1988), A. schubertii (Hickmann-
Brenner y col, 1988), A. veronii (Hickmann-Brenner y col, 1987), A. trota (Carnahan y col,
1991a), A. jandaei (Carnahan y col, 1991b), A. allosaccharophila (Martínez Murcia y col,
1992b) y A. encheleia (Esteve y col, 1995b). En los trabajos llevados a cabo por Abbot y col
(1992) se ha puesto de manifiesto la existencia de trece grupos de hibridación (GH). En la
tabla II.1 se muestra la correspondencia entre las especies descritas en los últimos años
(basadas en criterios fenotípicos) y los GH obtenidos por estudios del genoma bacteriano.

Tabla II.1. Especies de Aeromonas descritas.

Especie Subespecie (biotipo) Grupo de hibridación (1)

A. hydrophila 1, 2, 3
A. salmonicida salmonicida 3

masoucida 3
achromogenes 3

smithia 3
A. caviae 4, 5
A. media 5

A. eucrenophila 6
A. sobria 7
A. veronii sobria 8
A. veronii veronii 10
A. jandaei 9

A. schubertii 12
A. trota 13

A. allosaccharophila 14
A. encheleia (2)

No adscrito 11
(1) datos de Abbot y col (1992) y Esteve y col (1995c); (2) Esteve y col (1995b).
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Si bien los representantes del género Aeromonas son considerados como ubícuos
(Berrang y col, 1989), el medio acuático es su hábitat primario (Eddy y Carpenter, 1964;
Hazen y col, 1978), habiéndose aislado de todo tipo de aguas, dulces o saladas, residuales,
aguas corrientes de uso doméstico (Burke y col 1984) e incluso de aguas embotelladas (Slade
y col ,1986) y aguas cloradas (Le Chevallier y col, 1982), siendo, además, parte importante de
la flora de peces y otros organismos acuáticos (Kaper y col, 1981). Los niveles más altos de
Aeromonas presentes en el agua se dan en verano, decreciendo sus niveles a medida que la
temperatura del agua disminuye (Cavari y col, 1981; Kaper y col, 1981; Pathak y col, 1988;
Rippey y Cabelli, 1979; Seidler y col, 1980). También la presencia de Aeromonas en heces de
pacientes con trastornos gastrointestinales es máxima en esa misma época (Burke y col,
1983a; Eddy y Carpenter, 1964; Gracey y col, 1982a; Poffé y Op de Beeck, 1991).

Cepas del género Aeromonas se han aislado de alimentos tales como pescado
(Boulanger y col, 1977; Fricker y Tompsett, 1989; Gobat y Jemmi, 1993; Knochel y
Jeppesen, 1990; Myers y col, 1982; Olivier y col, 1981; Pathak y col, 1988), marisco (Abeyta
y col 1986; Altwegg y col, 1991; Hudson y De Lacy, 1991), leche y productos lácteos (Freitas
y col, 1993; Hunter y Burge, 1987; Kirov, 1993; Santos, 1994), carne de vacuno y ovino
(Majeed y col, 1989; Nishikawa y Kishi 1988), carne de pollo y porcino, verduras y hortalizas
(Callister y Agger, 1987; Nishikawa y Kishi 1988). Su presencia en estos alimentos,
principalmente en los no relacionados directamente con el hábitat acuático, puede deberse al
contacto de los mismos con agua contaminada (Fricker y Tompsett, 1989; Krovacek y col,
1992). Esto se daría en riego de verduras y hortalizas con ese agua o en el del lavado de las
canales con agua no suficientemente clorada, si bien también podrían verse contaminados de
manera cruzada por contacto con otros alimentos (Knochel y Jeppesen, 1990). En este
sentido, varios autores recomiendan la vigilancia de su presencia en aguas, no sólo de bebida,
sino en aquéllas asociadas a la acuicultura (Abeyta y col, 1986; Araujo y col, 1991) ya que se
ha puesto de manifiesto que sus niveles no van parejos a los de los indicadores clásicos de
contaminación fecal (Feuerpiel y col, 1992; Le Chevalier y col, 1982). Otros autores (Eley y
col, 1993), por su parte, han propuesto la vigilancia de su presencia en alimentos, principal-
mente en aquéllos mantenidos a refrigeración, al ser fuentes potenciales de contaminación. La
importancia del origen fecal de las Aeromonas contaminantes de los alimentos parece escasa
teniendo en cuenta el bajo nivel de individuos sanos portadores de Aeromonas móviles
(Araujo y col, 1991; Gracey y col, 1982a; Nishikawa y Kishi, 1988; Poffé y Op de Beeck,
1991).

Por lo que se refiere a la incidencia particular de estos microorganismos en pescado
fresco, ésta varía según la zona geográfica, siendo diferentes las especies de Aeromonas
predominantes en los distintos tipos de pescado, así como según su origen, siendo
encontrados con una mayor frecuencia en pescado de agua dulce que en pescado marino
(Nishikawa y Kishi, 1988). Asimismo, en la bibliografía aparece reseñado el aislamiento, en
pescado, de cepas de este género con propiedades enterotoxigénicas y citotóxicas (Boulanger
y col, 1977; Myers y col, 1982).

De modo general, cabe decir que representantes del género Aeromonas son
responsables de procesos infecciosos, tanto en animales poiquilotermos como en animales
homeotermos. Así, son los agentes causales de forunculosis en salmónidos (Austin y Allen



59

Austin, 1985), así como distintos procesos infecciosos en mamíferos que Von Graevenitz y
Altwegg (1991) dividen en varias categorías.

Su interés en Microbiología de los Alimentos se centra en dos aspectos fundamentales:
como agente de infecciones alimentarias “sensu lato” (Palumbo y col, 1985) y como grupo
microbiano alterante de alimentos como el pescado (Gram, 1991; Knochel, 1990). El género
Aeromonas ha sido identificado como la causa de gastroenteritis humana en diferentes
ocasiones. Así, Altwegg y col (1991) describen el aislamiento de A. hydrophila de heces de
individuos que habían consumido un cóctel de gambas en el que también se detectó la
presencia de ese microorganismo. Por su parte, Abeyta y col (1986) aislaron A. hydrophila a
partir de ostras implicadas en una intoxicación alimentaria. Las cepas por ellos aisladas
fueron clasificadas como enteropatógenas. La presencia en distintos alimentos (crudos o
cocinados     -Fricker y Tompsett, 1989-) de miembros de este género microbiano poseedores
de diversos factores de virulencia (Kirov, 1993; Janda, 1991) y capaces de desarrollar un
proceso gastroentérico (Beuchat, 1991), puede suponer un peligro para la salud, tanto para
individuos sanos (Altwegg y col, 1991), como para aquéllos pertenecientes a determinados
grupos de riesgo, entre los que se encuentran los ancianos, pacientes inmunodeprimidos,
pacientes con trastornos hepatobiliares y niños de corta edad (Gracey y col, 1982a; Kirov,
1993; Palumbo y col, 1989). Goodwin y col (1983) hacen referencia a que se han aislado
Aeromonas en individuos enfermos no pertenecientes a estos grupos de riesgo, si bien no eran
los únicos microorganismos patógenos aislados. Kirov (1993) considera que la presencia de
Aeromonas en alimentos supone un peligro potencial para la salud y, en especial, en los
individuos inmunodeprimidos. Por otra parte, y para reforzar lo anteriormente expuesto, la
presencia de Aeromonas en heces está más asociada con diarrea que con el estado de
portador, tal y como se ha visto en los estudios de Burke y col (1983a), Ghanen y col (1993) y
Gracey y col (1982a).

Dentro de las especies que forman el grupo de las Aeromonas móviles, hay algunas
que se han visto asociadas, en mayor frecuencia, con la presencia de factores de virulencia.
Entre ellas están A. hydrophila, A. sobria y A. veronii sobria (Schubert, 1991). Daily y col
(1981), por otra parte, consideran que A. sobria tiene una mayor relación que A. hydrophila
con la infección en humana. Carnahan y col (1991b), Namdari y Bottone (1988a) y Rautelin y
col (1995) han asociado a las especies A. jandaei y A. caviae , respectivamente, con procesos
diarreicos humanos. Según Schubert (1991), A. eucrenophila y A. media  nunca han sido
aisladas de pacientes con síntomas de gastroenteritis humanas.

El papel de las Aeromonas en la alteración de alimentos almacenados a refrigeración
se debe, principalmente, a su intensa actividad enzimática (Knochel, 1990), y a su capacidad
de multiplicación a bajas temperaturas (Berrang y col, 1989; Beuchat, 1991; Palumbo y col,
1991; Rouf y Rigney, 1971; Walker y Stringer, 1987). Su caracter psicrotrofo es
especialmente interesante en alimentos que no van a recibir un tratamiento térmico posterior
(Callister y Agger, 1987), puesto que su termorresistencia es baja (Condón y col, 1992).
Knochel (1990) ha puesto de manifiesto que las cepas aisladas de muestras clínicas crecen
mal a temperaturas de refrigeración, mientras que las aisladas de truchas vivas crecen mal, o
no lo hacen, a 37ºC. Sin embargo, las cepas de alimentos pueden crecer en las dos
condiciones extremas. Asimismo, se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de los
factores físicos y químicos que influyen en el comportamiento de la especie tipo de este
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género, A. hydrophila, y que podrían hacerse extensivas al resto de especies de Aeromonas.
Bajas concentraciones de CO2 no inhiben su crecimiento (Golden y col, 1989) lo cual hace
posible su proliferación en alimentos envasados en atmósferas modificadas. Su crecimiento
también se ve favorecido, indirectamente, por bajas concentraciones de O2, al crecer más
lentamente la flora alterante comúnmente presente en aquellos alimentos donde se aislan
Aeromonas, como miembros del género Pseudomonas (Berrang y col 1989). Por otra parte,
hay una serie de agentes presentes en los alimentos que, por separado o combinados, son
capaces de inhibir el desarrollo de Aeromonas: cloruro sódico, sorbato potásico, ácido
ascórbico, nitrito sódico y humo líquido (Gram, 1991; Knochel, 1990; Palumbo y col, 1991;
Stecchini y col, 1993). Los valores de actividad de agua en los cuales son capaces de crecer
son similares a los de otras bacterias Gram negativas alterantes presentes en los alimentos
(Santos, 1994). Por otra parte, en alimentos ligeramente salados A. hydrophila compite
eficazmente con la especie Pseudomonas fragi, si bien en alimentos salados y refrigerados,
esta última especie se encuentra condiciones más ventajosas que A. hydrophila (Ingham y
Potter, 1988; Kirov y col, 1990). El pescado fresco mantenido a temperaturas de refrigeración
constituye un entorno ideal para la proliferación de Aeromonas, a pesar de no verse frenado el
crecimiento de los grupos microbianos competidores que intervienen en su alteración.

El objetivo principal del trabajo comprendido en este capítulo ha sido el estudio de la
presencia e incidencia de microorganismos del género Aeromonas en distintas especies de
pescado de agua dulce, así como la evolución de sus niveles durante su almacenamiento a
refrigeración, en hielo picado, hasta el establecimiento de los primeros síntomas de alteración.
También se ha pretendido identificar, a nivel de especie, las cepas aisladas en los distintos
muestreos utilizando un esquema simple basado en pruebas fenotípicas. Como objetivo final,
y previo al estudio de los factores de virulencia asociados al género Aeromonas (que serán
objeto de estudio en el capítulo III), las cepas se sometieron a un proceso de caracterización
bioquímica y fisiológica en un intento de estudiar "in vitro" sus potencialidades como
microorganismos alterantes y como posibles agentes de intoxicaciones alimentarias.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Muestras.

La investigación de Aeromonas se llevó a cabo en las muestras de trucha común,
trucha arco iris y lucio: en los ejemplares recién capturados (piel, agallas e intestino), en los
almacenados a refrigeración (piel y superficie de la cavidad abdominal -eviscerados- y piel y
tejido muscular -no eviscerados-), así como en las muestras de agua del mismo origen que el
pescado (véase capítulo I).

Recuento y aislamiento de Aeromonas.

Para el recuento y aislamiento de miembros de este grupo microbiano, se procedió a la
siembra directa de 0.1 ml de las distintas diluciones de las muestras de pescado y agua en la
superficie del medio Agar Almidón Ampicilina (Starch Ampicillin Agar -SA-, Palumbo y col
-1985-). Las placas se incubaron invertidas a 30ºC durante 24 horas. A continuación, se
procedió al recuento de colonias características: amarillas, de 2 a 3 mm de diámetro y que
hidrolizaban el almidón. Esta última característica se apreciaba tras inundar las placas con
solución de lugol de media fuerza. Finalmente, con el fin de someterlas a las pruebas de
identificación, se recogieron un máximo de tres colonias características por placa, que fueron
subcultivadas en Caldo Triptona de Soja (TSB, Oxoid), en las cepas aisladas de trucha
común, o en Caldo Nutritivo (NB, Oxoid), en el resto de las cepas, y purificadas en Agar
Triptona de Soja (TSA, Oxoid). Las cepas puras se almacenaron a refrigeración en Agar
Triptona de Soja (TSA, Oxoid) inclinado y a -70ºC en glicerol al 40%.

Identificacion de las cepas.

Se realizó siguiendo los esquemas de Popoff (1984), Abbot y col (1992) y Hänninen
(1994).

Para la identificación a nivel de género se realizaron las siguientes pruebas:

1. Tinción por el método de Gram. Siguiendo la metodología descrita en Harrigan y
McCance (1976), se examinó la coloración rosada (negativa) o azul púrpura (positiva) de
las células bacterianas.

2. Actividad citocromo-c-oxidasa, descrita con detalle en el capítulo I (prueba de la oxidasa).

3. Actividad catalasa. A un cultivo de 24 h en Agar Triptona de Soja (Oxoid) se le añadieron
unas gotas de peróxido de hidrógeno al 3%, manifestándose la actividad enzimática por la
aparición inmediata de burbujas (Cowan, 1974).

4. Oxidación-Fermentación de la glucosa. Utilizando como medio base el medio OF de
Hugh y Leifson (Difco), al que se le adicionaba glucosa (Sigma) al 1%, se sembraron, en
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picadura, dos tubos por cepa, a uno de los cuales se le añadía un tapón de parafina estéril
de 10 mm de altura con el fin de obtener condiciones anaerobias. Se incubaron a 30ºC y se
procedió a su lectura a las 24 h (Cowan, 1974). Aquellas cepas que crecían en el medio y
provocaban un viraje en el indicador hacia el color amarillo en ambos tubos fueron
calificadas como anaerobias facultativas.

5. Movilidad. Se empleó el medio de movilidad GI (Difco), sembrando en picadura a partir
de colonias presentes en la superficie de un medio sólido e incubando los tubos a 30ºC
durante 24 h (Cowan, 1974). Fueron consideradas como positivas aquellas cepas en las
que el crecimiento se extendía alrededor de la zona de picadura (a modo de
enturbiamiento del medio).

6. Licuefacción de la gelatina. Para la realización de esta prueba se usaron tubos de gelatina
nutritiva (Difco) incubados a 37ºC durante 48 horas. Antes de su lectura fueron
mantenidos a 4ºC por un corto espacio de tiempo con el fin de solidificar la gelatina no
hidrolizada. Tras este periodo, se observaba si la gelatina permanecía en estado líquido; si
así era, las cepas habían sido capaces de licuar la gelatina (Cowan, 1974).

7. Hidrólisis del ADN. Siembra en la superficie del medio Agar DNAsa (Oxoid) de un asa
de un cultivo de 24 horas e incubación a 30ºC durante 24 h. Para observar los halos de
hidrólisis se inundaron las placas con HCl al 25%, que precipitaba el ADN no hidrolizado
(Cowan, 1974).

8. Tolerancia al NaCl. Para ello se utilizó Caldo Nutritivo (Oxoid) al que se le añadió NaCl
(Panreac) hasta alcanzar una concentración final del 6% (p/v). La incubación se realizó a
30ºC, efectuándose las lecturas a las 24 y 48 h. Si los tubos mostraban turbidez al llevar a
cabo las lecturas, eran considerados como positivos (Prieto y col, 1992a).

9. Resistencia al agente vibriostático O-129. En la superficie de una placa de Agar Mueller-
Hinton (Oxoid) se extendió un asa de un cultivo líquido de 24 h. A continuación, se
colocó un disco de O-129 de 150µg (Oxoid) y se incubó 24h a 30ºC. Aquellas cepas que
mostraron un halo de inhibición del crecimiento alrededor del disco eran sensibles a dicho
compuesto (Cowan, 1974).

10. Producción de ácido a partir de meso-inositol. Al medio base Caldo Púrpura (Difco) se le
añadió una solución, esterilizada por filtración, de meso-inositol (Sigma), hasta una
concentración final del 1% (p/v). Tras la inoculación de un asa de cultivo, a partir de una
suspensión en solución salina al 0.85% (p/v) de una colonia problema, se incubó a 30ºC,
realizando lecturas a las 12, 24 y 48 h. Las cepas capaces de producir ácido a partir del
meso-inositol viraban el color del indicador hacia amarillo (Harrigan y McCance, 1976).

Las cepas Gram negativas, oxidasa y catalasa positivas, anaerobias facultativas,
móviles, que hidrolizaban la gelatina y el ADN, que no eran capaces de crecer a una
concentración del 6% de NaCl ni producían ácido a partir de inositol y que eran resistentes al
agente vibriostático O-129, se consideraron pertenecientes al género Aeromonas.
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Para la identificación a nivel de especie se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

1. Hidrólisis de la esculina. Siembra en la superficie de un medio sólido al que se le adicionó
esculina (Sigma) al 0,1% y cloruro férrico (Merck) al 0,05%, siguiendo las indicaciones
del manual de Cowan (1974). La reacción positiva se manifestaba, tras 24 horas de
incubación a 30ºC, por la aparición de un halo de ennegrecimiento alrededor de la zona de
crecimiento.

2. Producción de gas a partir de la D-glucosa. Se utilizó Caldo Nutritivo (Oxoid), al que se le
incorporó D-glucosa (Sigma) al 0.5%, distribuido en tubos de ensayo que contenían
campanas de Durham invertidas, donde se acumulaba el gas producido, tras la incubación
a 30ºC/24h. La aparición de burbujas de gas en el interior de las campanas era registrado
como reacción positiva (Cowan, 1974).

3. Producción de H    2   S a partir de L-cisteína. Se inocularon tubos de Caldo Nutritivo (Oxoid)
suplementados con L-cisteína (Sigma) al 0.01% que se incubaron a 30ºC durante 24
horas, visualizándose la producción de H2S por la aparición de ennegrecimiento en las
tiras de papel saturadas de acetato de plomo (Difco) y colocadas en la parte superior del
tubo (Cowan, 1974).

4. Producción de indol a partir de triptófano. Se sembraron tubos del medio A. hydrophila
(AH -Kaper y col, 1979-), incubándolos 72 h a 30ºC. La presencia de indol se manifestaba
por la aparición de un color rojo teja en la superficie del medio, tras la adición de unas
gotas del reactivo de Kovac (Cowan, 1974).

5. Test del rojo de metilo. Después de inocular e incubar a 30ºC durante 5 días tubos que
contenían 5 ml de Caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer (MRVP, Oxoid) se añadían
unas gotas de solución alcohólica de rojo de metilo (Cowan, 1974). Los tubos en los que
se mantenía un disco de color rojo en la superficie del cultivo fueron considerados
positivos.

6. Producción de acetoína a partir de la glucosa o prueba de Voges-Proskauer. Tras la lectura
de la prueba del rojo de metilo, los tubos se alcalinizaban con 0,2 ml de una solución
acuosa al 4% de KOH (Panreac) y se revelaban adicionando 0,6 ml de una solución de α-
naftol (Sigma) al 5% en etanol absoluto (Panreac). Los tubos en los que se desarrollaba un
color rojizo antes de 60 minutos se consideraron positivos (Cowan, 1974).

7. Descarboxilación de L-lisina y L-ornitina e hidrólisis de la L-arginina. Se utilizó el Caldo
Base de Moeller (Difco), suplementado con el aminoácido correspondiente al 1%. Tras la
inoculación (del mismo modo que en la producción de ácido a partir de meso-inositol), los
tubos se incubaron a 30ºC, en condiciones anaerobias, realizándose lecturas a las 12, 24 y
48 horas. Durante la realización de la prueba, y como controles, se inocularon e
incubaron, en las mismas condiciones, tubos con el medio base al que no se le adicionaba
aminoácido alguno (Cowan, 1974). La aparición de color púrpura era registrado como
resultado positivo.
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8. Producción de ácido a partir de distintos azúcares. Soluciones de D-manitol, salicina, L-
arabinosa, sacarosa y D-sorbitol, esterilizadas por filtración, eran añadidas, hasta una
concentración del 1%, al Caldo Púrpura (Difco). Tras la inoculación de las cepas (del
mismo modo que en la producción de ácido a partir de meso-inositol) e incubación a
30ºC, se realizaron lecturas periódicas a las 12, 24 y 48 horas. La interpretación de los
resultados se llevó a cabo siguiendo los criterios empleados en lo referente a la
producción de ácido a partir de meso-inositol (Harrigan y McCance, 1976).

9. Crecimiento en presencia de ácido urocánico. Siguiendo la metodología empleada por
Häninnen (1994) se utilizó un medio base que no contenía agar, y al que se le añadió una
solución de ácido urocánico (Sigma) a una concentración final de 2 g/l. Tras la
inoculación e incubación a 30ºC durante 48 horas (del mismo modo que en la producción
de ácido a partir de meso-inositol), la presencia de turbidez y la aparición de un color azul
brillante indicaba que las cepas eran capaces de crecer en presencia de ácido urocánico.

10. Fenómeno suicida. Se inocularon tubos de Caldo Triptona de Soja (TSB, Oxoid), cuyo
contenido en glucosa es del 0.5%, incubándolos a 30ºC. A las 24 se sembraba un asa de
cultivo en la superficie de Agar Nutritivo (NB, Oxoid). Se consideraban cepas suicidas
aquéllas que no eran capaces de crecer en el medio sólido tras 48 horas de incubación a
30ºC (Namdari y Cabelli, 1989).

Actividades proteolítica y lipolítica de las cepas:

El estudio de la aptitud proteolítica y lipolítica de las cepas identificadas como
Aeromonas se llevó a cabo utilizando como substrato los siguientes compuestos:

1. Elastina. Para llevarlo a cabo, se empleó el medio descrito por Williams y col (1988)
sembrando las cepas problema en la superficie del mismo, e incubando 48 horas a 30ºC.
La aparición de halos de aclaramiento alrededor de la colonia, tras inundar la placa con
ácido tricloroacético (Panreac) al 35%, era debida a la hidrólisis de la elastina.

2. Caseína. El medio empleado para el estudio de la acción proteolítica de las Aeromonas
sobre la caseína es el resultado de la mezcla, a partes iguales, de Agar Nutritivo (Oxoid) a
doble concentración y leche descremada (Oxoid) al 10%, esterilizada a 0.75 atmósferas de
sobrepresión durante 10 minutos. La incubación se llevó a cabo a 30ºC, realizándose una
lectura a las 24 horas y otra a las 48 horas, para aquellas cepas que no manifestaron
actividad proteolítica a las 24 horas. La hidrólisis de la caseína se manifestaba por la
presencia de un halo de aclaramiento alrededor de la zona de crecimiento (Cowan, 1974).

3. Tween 80. Se sembraron placas del Medio de Sierra (Cowan, 1974). Tras 24 horas de
incubación a 30ºC, aquellas cepas que presentaban áreas de precipitación a su alrededor
fueron consideradas como positivas (Cowan, 1974).

4. Tributirina. Las cepas problema se sembraron en la superficie de placas de Agar
Tributirina (Oxoid) y se incubaron 24 horas a 30ºC. La aparición de un área de
aclaramiento alrededor de la zona de inoculación del microorganismo es interpretada
como actividad lipolítica (Gray y Stewart, 1980).
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5. Yema de huevo. Con este sustrato se pretendían estudiar las actividades fosfolipasa
(acción sobre la lecitina) y proteolítica (también conocida como actividad ”yema de
huevo”) que corresponden, respectivamente, a la aparición, alrededor de la zona de
crecimiento y tras incubar 48 horas a 30ºC, de una zona de precipitación y una zona de
aclaramiento. Con este fin se utilizó un medio sólido (Agar Nutritivo -Oxoid-) al que, una
vez esterilizado y atemperado, se le añadía Yema de Huevo (Oxoid) a una concentración
final del 10% (v/v).

Propiedades fenotípicas relacionadas con la virulencia: también se estudió la
posesión, por parte de las cepas, de algunas propiedades relacionadas con la virulencia, tales
como la capacidad de crecer a 37ºC en Caldo Nutritivo (Oxoid) y la actividad β-hemolítica.
Esta última se realizó en placas de Agar Base Columbia (Oxoid) suplementado con sangre de
oveja (Oxoid) al 5%, siendo positivas aquellas cepas que presentaban un halo de aclaramiento
alrededor de la zona de siembra como resultado de la lisis total de los eritrocitos presentes en
el medio (Santos, 1994). Otras pruebas relacionadas con virulencia (prueba del Voges
Proskauer y descarboxilación de la L-lisina) han sido descritas con anterioridad.
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RESULTADOS

En la tabla II.2 se pueden apreciar las medias y las desviaciones típicas de los
recuentos iniciales de presuntas Aeromonas en las muestras tomadas de las tres especies de
pescado estudiadas, así como del agua de sus respectivos lugares de procedencia. Los
recuentos en piel de trucha arco iris estuvieron, en todos los ejemplares muestreados, por
debajo del límite de detección que, en dichos análisis, fue de 2.3 log ufc/cm2.

Tabla II.2. Recuentos iniciales de presuntas Aeromonas.

       Especie de pescado
Muestras Trucha común Trucha arco iris Lucio

Piel a2.53±0.63 (1) a<2.30 a1.94±0.64

Agallas a3.30±0.77 (2) b2.50±0.86 a3.95±0.64

Intestino a5.19±0.95 (2) b2.72±1.19 a5.07±0.98

Agua a2.24±0.44 (3) a1.77±0.69 a2.37±0.50
(1) log ufc/cm2; (2) log ufc/g; (3) log ufc/ml. a,b, resultados en la misma fila con distinta letra indica la existencia de
diferencias significativas (p<0.05).

En las figuras II.1, II.2 y II.3 se muestra la evolución de los recuentos medios de
presuntas Aeromonas (colonias características en SA) en las distintas muestras estudiadas
(piel, superficie interna de la cavidad abdominal y músculo) a lo largo del almacenamiento a
refrigeración de trucha común (figura II.1), trucha arco iris (figura II.2) y lucio (figura II.3).
Los resultados se expresan como log ufc/cm2 (superficies) ó g (masa muscular). El límite
mínimo de detección (l.m.d.) fue, para las muestras tomadas de trucha común y trucha arco
iris, de 2.3 log ufc/cm2, en piel y cavidad abdominal, y de 2.0 log ufc/g en las muestras de
músculo. En las muestras de piel y superficie de la cavidad abdominal tomadas de lucio, al
sembrarse directamente del agua de aclarado (sin diluir), este umbral mínimo se redujo hasta
1.3 log ufc/cm 2. En las muestras tomadas de los ejemplares de lucio, los niveles de presuntas
Aeromonas se situaron por debajo del límite de detección de la técnica en piel (hasta el día
12) y en músculo (todas las muestras).
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Figura II.1. Evolución de los recuentos de presuntas Aeromonas en muestras de
trucha común.

Figura II.2. Evolución de los recuentos de presuntas Aeromonas en trucha arco iris.

Figura II.3. Evolución de los recuentos de presuntas Aeromonas en muestras de
lucio.
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De los distintos lotes de pescado se aislaron un total de 243 cepas de presuntas Aeromonas, de
las cuales 171 se identificaron como Aeromonas móviles. El número de cepas aisladas de
cada especie de pescado, el de cepas confirmadas, así como los porcentajes de cepas
confirmadas con respecto al número total de cepas aisladas como presuntas Aeromonas, se
detallan en la tabla II.3.

Tabla II.3. Número de cepas de Aeromonas aisladas en cada especie de pescado.

Trucha común Trucha arco iris Lucio Total
Aeromonas

confirmadas/presuntas
Aeromonas aisladas

68/73 34/84 69/86 171/243

Porcentaje 94% 40% 80% 70%

La utilización del esquema de Abbot y col (1992) nos permitió identificar 151 cepas
de Aeromonas a nivel de especie (88% del total de Aeromonas móviles confirmadas). En la
figura II.4 se presenta la distribución porcentual de las distintas especies a que se adscribieron
las cepas de Aeromonas. La distribución de las especies en función del origen (especie de
pescado) se presenta en las figuras II.5 a II.7.

Figura II.4. Distribución porcentual y número de cepas de las especies de
Aeromonas aisladas en este trabajo.
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Figura II.5. Distribución porcentual y número de cepas de las especies de
Aeromonas aisladas en trucha común.
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A. jandaei   16,2%
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Figura II.6. Distribución porcentual y número de cepas de las especies de
Aeromonas aisladas en trucha arco iris.
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Figura II.7. Distribución porcentual y número de cepas de las especies de
Aeromonas aisladas en lucio.
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Las distintas especies de Aeromonas, así como los grupos de hibridación a los que se
adscribieron, se distribuyeron en función de la especie de pescado tal y como se presenta en la
tabla II.4. Por lo que respecta a la subdivisión del grupo A. hydrophila en los grupos de
hibridación, ésta se realizó teniendo en cuenta que las cepas pertenecientes al GH 3 eran las
únicas capaces de producir ácido a partir de sorbitol, y que solamente las cepas del grupo 1 no
crecían en el medio que contenía ácido urocánico.

Tabla II.4. Distribución de las especies de Aeromonas y sus grupos de hibridación
en función de su origen.

        Especie de pescado
Especie Grupo hibridación Trucha común Trucha arco iris Lucio

A. hydrophila 1 7(1) 2 17

A. hydrophila 2 23 5 2

A. hydrophila 3 20 4

A. eucrenophila 6 2

A. caviae 4, 5a 3 1

A. jandaei 9 11 10 7

A. veronii sobria 8 6 27

No adscrita 11 1

A. schubertii 12 3

Aeromonas spp 2 4 14
(1) número de cepas.

En la tablas II.5, II.6 y II.7 se muestra la distribución de las especies de Aeromonas
identificadas entre las muestras y para cada tipo de pescado.

Tabla II.5. Distribución de especies de Aeromonas en las muestras de trucha común.

Muestras de pescado
Especie Agua Piel Agallas Intestino Cavidad

abdominal
Músculo

A. hydrophila 6(1) 10 4 9 11 10

A. eucrenophila 1 1

A. jandaei 2 3 3 3

A. schubertii 1 2

Aeromonas spp 1 1
(1) número de cepas.
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Tabla II.6. Distribución de especies de Aeromonas en las muestras de trucha arco
iris.

Muestras de pescado
Especie Agua Piel Agallas Intestino Cavidad

abdominal
Músculo

A. hydrophila 8(1) 1 1 1

A.caviae 3

A. jandaei 2 1 4 3

A. veronii sobria 2 3 1

Aeromonas spp 4
(1) número de cepas.

Tabla II.7. Distribución de especies de Aeromonas por cada tipo de muestra en
lucio.

Muestras de pescado
Especie Agua Piel Agallas Intestino Cavidad

abdominal
Músculo

A. hydrophila 1(1) 5 1 2 9 1
A. caviae 1
A. jandaei 2 1 4

A. veronii sobria 2 6 3 2 9 5
GH 11 1

Aeromonas spp 4 2 1 5 2
(1) número de cepas.

En la tabla II.8, se muestra la evolución de las distintas especies de Aeromonas a lo
largo del almacenamiento a refrigeración en las muestras de piel, superficie de la cavidad
abdominal y tejido muscular obtenidas en los lotes de lucio.
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Tabla II.8. Evolución de las especies de Aeromonas en las muestras de lucio a lo
largo del almacenamiento a refrigeración.

    Días de almacenamiento
Especie Muestra 0 3 6 9 12 15

Piel 1 (1) 3 1

A. hydrophila Cav. abdominal 1 1 1 2 4

Músculo 1

Piel 1 1

A. jandaei Cav. abdominal 1 1 2

Músculo

Piel 1 1 2 2

A. veronii sobria Cav. abdominal 4 2 1 2

Músculo 3 2

Piel 1

GH 11 Cav. abdominal

Músculo

Piel

A. caviae Cav. abdominal

Músculo 1

Piel 2 1 1

Aeromonas spp. Cav. abdominal 1 2 1 1

Músculo 2
(1) número de cepas.

Los patrones bioquímicos (correspondientes a las pruebas de mayor valor taxonómico)
de las cepas de Aeromonas adscritas a especie se presentan en la tabla II.9. Dentro del grupo
de cepas que no pudieron ser identificadas a nivel de especie es interesante reseñar que
aquéllas aisladas en los lotes de trucha común (dos cepas) y de lucio (14 cepas) poseen unas
características bastante similares al patrón mostrado por A. schubertii que se puede ver en la
tabla II.9, con la excepción de la producción de gas a partir de glucosa y producción de indol
(características típicas de dicha especie), siendo todas las cepas positivas para estas dos
pruebas. Por lo que respecta a las cuatro cepas aisladas de trucha arco iris, clasificadas
únicamente a nivel de género, no se adscribieron a especie al producir un ligero viraje del
color del indicador al estudiar la producción de ácido a partir de meso-inositol, si bien
presentaron características muy similares a A. veronii sobria.
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Tabla II.9. Perfiles bioquímicos de las distintas especies de Aeromonas aisladas.

Especie ‡
AH AE AC AJ AVS ND ASch

Grupo de hibridación 1,2 y 3 6 4, 5a 9 8 11 12

Número de cepas (80) (2) (4) (28) (33) (1) (3)

Hidrólisis de la esculina 100* 100 100 0 0 0 0

Gas de glucosa 100 100 0 65 78 0 0

Producción de H2S 100 100 0 100 100 100 100

Voges-Proskauer 97 0 50 93 93 0 100

Rojo de Metilo 35 100 50 72 75 0 100

Ácido a partir de:

    - D-manitol 100 100 100 100 100 100 0

    - Salicina 90 100 50 0 18 0 100

    - L-arabinosa 75 100 50 18 21 0 0

    - Sacarosa NR+ NR NR 0 100 NR NR

Descarboxilación de:

    L-Lisina 100 0 25 25 72 0 0

    L-Ornitina 0 0 0 0 0 100 0

Hidrólisis de L-Arginina 100 100 100 100 100 0 100

Producción de indol 70 100 50 54 50 0 0

Fenómeno suicida 0 0 50 0 0 0 0
‡, AH (   A. hydrophila   ), AE (   A. eucrenophila   ); AC (   A. caviae  ); AJ (    A. jandaei  ), AVS (   A. veronii sobria   ), ND
(especie no definida), ASch (   A. schubertii  ); *, porcentaje de cepas positivas en la prueba; + NR, prueba no
realizada.

Por lo que respecta a la capacidad hidrolítica de las distintas especies sobre diversos
sustratos, todas las cepas analizadas fueron capaces de hidrolizar ADN y gelatina. En la tabla
II.10 se detalla la frecuencia de presentación de las actividades proteolítica y lipolítica, sobre
el resto de sustratos analizados, en las distintas especies de Aeromonas. Entre las cepas de A.
caviae se presentó una relación inversa entre la actividad proteolítica sobre la caseína y la
existencia del “fenómeno suicida”, de tal forma que la cepa que exhibía esta última
propiedad, tras 24 horas de incubación, era incapaz de hidrolizar la caseína, mientras que lo
hizo débilmente aquélla que mostró “actividad suicida” tras 48 horas de incubación. Las
cepas pertenecientes a esta especie que no manifestaron dicha actividad, hidrolizaban la
caseína con la misma intensidad que las cepas más proteolíticas del género.

En la tabla II.11 se muestra la frecuencia de presentación, en las distintas especies de
Aeromonas, de los marcadores fenotipos que distintos autores han relacionado
tradicionalmente con la virulencia. De las 20 cepas de Aeromonas que no pudieron ser
identificadas a nivel de especie, dos manifestaron actividad β-hemolítica, mientras el resto
tenían las mismas características que las cepas adscritas a A. schubertii.
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Tabla II.10. Actividades proteolítica y lipolítica de las distintas especies de
Aeromonas.

Especies‡
AH AE AC AJ AVS GH 11 ASch

(80) (1) (2) (4) (28) (33) (1) (3)

Elastina 95 * 100 25 60 78 100 100

Caseína 100 100 75 90 100 100 100

Tween 80 100 100 75 94 100 100 100

Lecitina 95 100 100 100 100 100 100

Yema de huevo 95 100 100 100 100 0 100

Tributirina 98 100 100 100 100 100 100
‡, AH (   A. hydrophila   ), AE (   A. eucrenophila   ); AC (   A. caviae  ); AJ (    A. jandaei  ), AVS (   A. veronii sobria   ), ND
(especie no definida), Asch (   A. schubertii  ); *, porcentaje de cepas positivas en la prueba; (1) número de cepas;

Tabla II.11. Marcadores fenotípicos de virulencia en las distintas especies de
Aeromonas.

 Especies‡
AH AE AC AJ AVS GH 11 ASch

(80) (2) (2) (4) (28) (33) (1) (3)

β-hemólisis 75* 100 25 0 9 0 0

Voges-Proskauer 97 0 50 93 93 0 100

LDC (1) 100 0 25 25 72 0 0

Crecimiento a 37ºC 60 100 0 20 15 0 0

‡, AH (   A. hydrophila   ), AE (   A. eucrenophila   ); AC (   A. caviae  ); AJ (    A. jandaei  ), AVS (   A. veronii sobria   ), ND
(especie no definida), Asch (   A. schubertii  ); *, porcentaje de cepas positivas en la prueba; (1) LDC,
descarboxilación de la L-lisina; (2) número de cepas estudiadas de cada especie.
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DISCUSIÓN

En ejemplares recién capturados, los recuentos de colonias típicas de Aeromonas, en
Agar Almidón Ampicilina, en las muestras de piel de las tres especies de peces de agua dulce
estudiados no presentaron diferencias significativas (p<0.05), pero los recuentos en muestras
de agallas y en las de intestino, difieren substancialmente unos de otros (Tabla II.2). Una
explicación a este hecho puede ser el propio origen del pescado; de esta manera, los peces de
vida libre estudiados, trucha común y lucio, presentan unos patrones microbianos distintos al
de la trucha arco iris, cultivada por el hombre, hecho ya observado por Sugita y col (1994).
Los niveles de Aeromonas en las distintas muestras, de todos modos, son cercanos a los
valores observados por varios autores en vísceras y muestras de agua (Hazen y col, 1978;
Huang y Leung, 1993; Kaper y col, 1981; Leung y col, 1992a; Nishikawa y Kishi, 1988;
Schubert, 1991), pero ligeramente inferiores a los encontrados por Leung y col (1992a) en
piel de pez gato. Por lo que se refiere a las muestras de agua analizadas, las diferencias
observadas entre los distintos lotes guardan paralelismo con los recuentos en agallas e
intestino, aunque no se observaron diferencias significativas entre ellas (p<0.05). Araujo y col
(1991), por su parte, encontraron niveles de Aeromonas ligeramente superiores (cercanos a
103 ufc/ml) a los observados por nosotros.

Los bajos recuentos de Aeromonas en el intestino de los ejemplares de trucha arco iris
recién capturados, en relación a las otras dos especies de pescado, pueden deberse al uso de
compuestos antimicrobianos y antibióticos, añadidos al agua y al pienso de la dieta con el fin
de controlar la aparición de procesos infecciosos que pudieran diezmar las poblaciones de
peces cultivados en piscifactorías (Austin, 1985). Los distintos niveles en las muestras de
agallas, pueden estar en relación con la diferente calidad microbiológica del agua de los
estanques. Así, a mayores niveles de Aeromonas en el agua, mayores recuentos en las
muestras de agallas (Tabla II.2).

Se puede observar, en las figuras II.1 y II.3, una diferencia, de algo más de dos
unidades logarítmicas/cm2, entre los recuentos iniciales y los recuentos en el día 15 de
almacenamiento en las muestras de piel y superficie de la cavidad abdominal. Resultados
similares obtuvieron Palumbo y col (1989) en trucha común, y Huang y Leung (1993) en pez
gato. Este aumento de las poblaciones de Aeromonas durante la conservación del pescado
puede ser debido al anteriormente mencionado carácter psicrotrofo de este género
microbiano. Por otra parte, dicha evolución poblacional es paralela en ambas muestras
durante todo el almacenamiento (a partir del día tres -figuras II.1 y II.3-), y guarda relación
con la evolución de los recuentos de microorganismos viables (ver capítulo I). Le Chevallier y
col (1982) encontraron correlación entre los niveles de Aeromonas y los de microorganismos
viables.

Por lo que respecta a la presencia de Aeromonas en músculo, no se detectó su
presencia hasta los días seis y doce del almacenamiento en trucha común (figura II.1) y lucio
(figura II.3), respectivamente. Como ya se ha comentado en el capítulo I, el final de la vida
útil de los ejemplares no eviscerados se estableció entre los días 9 y 10, y entre los 11 y 14
días en los peces no eviscerados. Teniendo esto en cuenta, representantes del género
Aeromonas se aislan en la masa muscular del lucio cuando los signos de alteración han
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comenzado a ser evidentes (día nueve), siendo dichos ejemplares, por lo tanto, rechazados
para el consumo desde ese mismo instante; por ello, el no aislamiento de Aeromonas del
músculo de lucio sin eviscerar (a diferencia de los ejemplares de trucha común) podría ser
interpretado como indicador de frescura.

También se aprecia una fase de latencia en la evolución de los recuentos de
Aeromonas de piel (figuras II.1 y II.3), similar a la que se observa en los recuentos de flora
aerobia mesófila, mientras que en la superficie de la cavidad abdominal no se presenta. La
explicación de este fenómeno puede residir en el contacto directo de la piel con el hielo, que
confiere a esta zona del pescado una temperatura cercana a la de fusión del hielo, la cual
puede afectar al crecimiento microbiano (lo enlentece). Además, el agua procedente de la
fusión del hielo puede dar lugar a un efecto de lavado y arrastre de los microorganismos que
contribuiría al estancamiento de los recuentos de presuntas Aeromonas.

Las colonias características de Aeromonas en la piel de trucha arco iris no son detecta-
bles hasta el último día de almacenamiento, mientras que los recuentos en la superficie de la
cavidad abdominal están ligeramente por encima del umbral mínimo de detección a partir del
sexto día (figura II.2). No se detectaron colonias sospechosas en la profundidad de la masa
muscular de los ejemplares de esta especie. La importancia, pues, de este grupo microbiano
en trucha arco iris parece escasa en comparación con las otras dos especies estudiadas.

Nishikawa y Kishi (1988), aislaron Aeromonas en todas las muestras de pescado que
analizaron. Por su parte, Gobat y Jemmi (1993) y Knochel y Jeppesen (1990) encontraron,
respectivamente, que el 94% y el 75% de las muestras de pescado que analizaron eran
positivas a la presencia de Aeromonas. Gobat y Jemmi (1993), por su parte, las aislaron,
únicamente, en un 22% de las muestras de pescado, en proporciones similares al resto de
muestras de alimentos (pollo y carne) que analizaron. Como acabamos de ver, en nuestro
trabajo se han aislado cepas de este género en todas y cada una de las muestras tomadas de
trucha común y lucio, mientras que en trucha arco iris no lo fueron en muestras de piel, en
ejemplares recién capturados, ni en músculo, durante todo el almacenamiento (tabla II.6 y
figura II.2). Puede que este hecho esté relacionado con los recuentos bajos de este grupo
microbiano en las muestras de agua de los estanques de cría.

Si bien algunos autores recomiendan el uso de agua de peptona alcalina (APW) al
favorecer el aislamiento de Aeromonas, (Kay y col, 1985; Majeed y col 1989; Von Graevenitz
y Bucher, 1983), o bien el enriquecimiento en frío (Myers y col, 1982), Kaper y col (1981) lo
desestiman porque favorece el crecimiento de microorganismos competidores. En este
sentido, Gobat y Jemmi (1995) observaron una mejor tasa de aislamiento de Aeromonas, a
partir de alimentos preinoculados, cuando se llevaba a cabo un enriquecimiento en APW
(frente a siembra directa en medios selectivos) pero, sin embargo, apreciaron que la eficacia
selectiva del medio sólido de siembra disminuía ostensiblemente cuando se realizaban dichos
enriquecimientos. Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, y que el pescado fresco
es un alimento en el que la presencia de Aeromonas es habitual, no nos pareció necesario el
uso de enriquecimiento.

En general, los medios que contienen ampicilina son los más indicados para el
aislamiento de Aeromonas (Arcos y col 1988; Havelaar y Vonk, 1988), si bien hay que
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exceptuar a la especie A. trota, sensible a este antibiótico. El Agar Almidón Ampicilina (SA),
incubado a 30ºC durante 24 h, se ha empleado en este estudio al ser especialmente recomen-
dado para el aislamiento de A. hydrophila en alimentos (Callister y Agger, 1987; Kirov y col,
1990; Knochel y Jeppesen, 1990; Palumbo y col, 1985). De todos modos, hay que tener en
cuenta que Palumbo y col (1985) agrupan bajo el epígrafe A. hydrophila, no sólo a los repre-
sentantes de esta especie, sino a todas las Aeromonas mesófilas. El medio SA ha sido reco-
mendado por su capacidad para recuperar la mayoría de Aeromonas presentes en el alimento
y, principalmente, por su carácter altamente selectivo (elevado número de cepas que, una vez
aisladas, eran confirmadas como Aeromonas). Asimismo, este medio permite un recuento rá-
pido de estos microorganismos en presencia de niveles altos de flora competidora (Palumbo y
col, 1985). En cuanto a la temperatura ideal de incubación, cabe decir que, en los estudios
llevados a cabo por Knochel (1989a) se observó que, si esta temperatura era menor de 30ºC,
disminuía el porcentaje de Aeromonas confirmadas, al verse favorecido el crecimiento de
flora competidora. Por otra parte, Arcos y col (1988), consideran que la incubación durante un
periodo máximo de 24 h incrementa su selectividad. En diversos trabajos, en los que se
aislaban Aeromonas en diversos alimentos preinoculados, los niveles de recogida en SA fue-
ron del orden del 68 al 122%, en los estudios de Palumbo y col (1985), y entre el 86 y el 89%
en los de Poffé y Op de Beeck (1991). No se empleó en nuestro trabajo ningún medio clásico
de los descritos para el aislamiento de Aeromonas presentes en muestras clínicas porque éstos
no conseguían niveles de recogida aceptables cuando se utilizaban en alimentos, al ser
dificultosa la distinción de las Aeromonas de la flora acompañante (Palumbo y col, 1985).

Como se muestra en la tabla II.3 el número de cepas confirmadas como pertenecientes
al género Aeromonas, en relación a las cepas aisladas, es alto en los muestreos realizados en
trucha común (94%) y en lucio (80%), semejantes a los obtenidos por Knochel (1989a), del
orden del 85%, mientras que en las truchas arco iris es considerablemente menor, cercano al
40%. Esta diferencia puede deberse a la aparición, en ciertos microorganismos habitualmente
aislados en hábitats acuáticos capaces de hidrolizar el almidón y de dar lugar a colonias
típicas de Aeromonas (amarillas, de 1 a 2 mm de diámetro), de resistencia a la ampicilina
presente en el medio SA. El desarrollo de resistencias puede estar relacionado con la adición
de antibióticos al pienso de la dieta (Austin, 1985; Austin y Austin, 1992). Las cepas aisladas
como presuntas Aeromonas que fueron desechadas como tales, lo fueron por su sensibilidad
al agente vibriostático O-129, e identificadas presuntivamente como Vibrio spp. sin llegar a
profundizar en su estudio. Por el contrario, en el estudio de Palumbo y col (1985) ninguna
presunta Aeromonas fue identificada como perteneciente al género Vibrio (sensibles al O-
129). En ese mismo trabajo se afirmaba que las cepas de Vibrio capaces de crecer a 4ºC son
amilasa negativas, si bien algunas cepas caracterizadas como amilasa positivas son capaces de
crecer a esa temperatura (Baumann y col, 1984). Por su parte, Callister y Agger (1987)
encontraron cepas de Vibrio amilasa positivas en el medio SA, no adscribiendo a dicho
género ninguna de las cepas amilasa negativas. Se puede considerar que, en líneas generales,
el medio SA ha sido adecuado para el aislamiento de miembros de este género en pescado de
agua dulce. En comparación con otros medios de cultivo, el SA es el que logra un mayor
porcentaje de recogida de cepas de la especie A. hydrophila (Pin y col, 1994).

Como puede verse en la figura II.4, un total de 151 cepas (88% del total) pudieron
identificarse a nivel de especie, y adscribirse al grupo de hibridación correspondiente,
siguiendo los esquemas descritos por Abbot y col (1992). Estos mismos autores (Abbot y col,
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1992) proponen que, a partir de una identificación basada en caracteres fenotípicos, se puede
llegar a una identificación a nivel de grupo de hibridación. Con la excepción de A. trota , se
han aislado cepas pertenecientes a todas las especies de Aeromonas de interés sanitario
(Janda, 1991). Como se observa en dicha figura (II.4), la especie mayoritariamente presente
en pescado de agua dulce es A. hydrophila, con cerca del 50% del total de cepas aisladas, por-
centaje muy similar al encontrado por Nishikawa y Kishi (1988), pero menor que los obteni-
dos por Hudson y De Lacy en 1991 (78%), Palumbo y col en 1989 (68%) y Fricker y
Tompsett en 1989 (60%). En las muestras de trucha común (figura II.5), la mayoría de las
cepas fueron identificadas como A. hydrophila, mientras que en trucha arco iris y en lucio
(figuras II.6 y II.7) las diferencias, en cuanto a presencia relativa de las distintas especies de
Aeromonas, son menores. A continuación de A. hydrophila, en importancia relativa en cuanto
a su porcentaje de aislamiento (figura II.4), aparecen las especies A. jandaei y A. veronii
sobria que, anteriormente, se identificaban como A. sobria. Estas especies son comúnmente
encontradas en muestras de pescado y están muy asociadas con procesos gastrointestinales
humanos. No se ha encontrado ninguna cepa perteneciente a la especie A. sobria (grupo de
hibridación GH7).

Es destacable el hecho de que no se aislaran cepas de la especie A. caviae (especie
“clásica” de Aeromonas móviles, junto a A. hydrophila y A. sobria, y comúnmente encontrada
en ambientes acuáticos) en las muestras de trucha común (figura II.5) y las correspondientes
de agua, en contraste con los trabajos de otros autores (Hudson y De Lacy, 1991). Este no
aislamiento puede ser debido a dos hechos. En primer lugar, cabe decir que, tanto en aguas
continentales como marítimas, la presencia de esta especie es directamente proporcional a la
cantidad de materia orgánica; por ello, cabe suponer que, en aquellas áreas fluviales donde se
obtuvieron las muestras de pescado (con poca contaminación orgánica al ser zonas de
montaña y, tal y como las define Schubert (1991), “biológicamente limpias”), se ve
favorecida la presencia de otras especies, tales como A. hydrophila, y dificultada la de A.
caviae (Araujo y col, 1991; Pathak y col, 1988; Schubert, 1991). En segundo lugar, podría
estar relacionado con el hecho de que para el subcultivo de cepas aisladas de dichas muestras,
se utilizó Caldo Triptona de Soja (TSB, Oxoid) en vez de un medio libre de glucosa, como
Caldo Nutritivo (NB, Oxoid), que fue posteriormente empleado con las muestras de trucha
arco iris y lucio. De esta manera, cuatro cepas, que fueron aisladas y subcultivadas en Caldo
Triptona de Soja (Oxoid) e incubadas a 30ºC durante 24 horas no mostraron crecimiento en
medio sólido, tras ser sembradas a partir de dichos caldos, y a pesar de que los tubos
mostraron una turbidez manifiesta. Namdari y Cabelli (1989), observaron un fenómeno que
ellos calificaron como comportamiento "suicida", que consistía en la pérdida de viabilidad, en
24 horas, de las células de la especie A. caviae  cuando crecían en medios que contenían
glucosa incubados a 30ºC o a 37ºC debido a la producción de determinados ácidos orgánicos
que producían daños en la membrana celular. Por otra parte, la especie A. caviae apenas está
presente en las muestras de trucha arco iris y de lucio analizadas; esto parece apoyar la
hipótesis de que, efectivamente, los lugares de procedencia de los distintos ejemplares de
pescado no presentan elevados niveles de contaminación microbiana.

Por lo que se refiere a las otras especies de Aeromonas identificadas (A. eucrenophila -
trucha común-, A. schubertii -trucha común- y GH 11-trucha arco iris-), fueron aisladas en
especies distintas de peces de agua dulce (figuras II.5 y II.6). De este hecho, y de su escaso
número, no se puede extraer una conclusión definitiva en cuanto a la existencia de unas
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condiciones medioambientales determinadas que favorezcan la presencia de una u otra espe-
cie de Aeromonas. Estas especies son aisladas en alimentos, únicamente, de manera
ocasional.

Como se ve en las tablas II.5 y II.6, prácticamente todas las especies de Aeromonas
encontradas en pescado también lo fueron en las muestras de agua que acompañaban a cada
tipo de pescado, confirmando de nuevo lo postulado por Shewan (1971), es decir, que la flora
del pescado refleja aquélla del ambiente en el que han sido obtenidos. En el caso particular de
las cepas aisladas a partir del agua donde se capturaron los ejemplares de lucio (tabla II.7),
cabe decir que pertenecen a las especies mayoritarias en las muestras tomadas de los lucios.
En estas mismas tablas (II.5 y II.6) se puede apreciar que el origen de las Aeromonas
presentes en la piel podría ser el agua en que se desarrolla el pescado, ya que casi todas las
especies aisladas de piel también lo son a partir del agua; del mismo modo, las cepas aisladas
de la superficie de la cavidad abdominal procederían tanto de los microorganismos liberados a
partir del intestino durante el eviscerado, como de aquéllas que, inicialmente presentes en la
piel, llegan a la cavidad abdominal como consecuencia del efecto de arrastre y lavado del
agua de fusión del hielo sobre la piel. De hecho, todas las especies aisladas de la superficie de
la cavidad abdominal, también lo fueron de muestras de piel y/o intestino.

En lo que se refiere al origen de las cepas aisladas de muestras de tejido muscular,
mayoritariamente A. hydrophila y A. veronii sobria, hay que tener en cuenta que, en los
primeros estadios del almacenamiento, a partir de este tejido no se recuperan
microorganismos (Capítulo I); en los peces sanos existen una serie de barreras fisiológicas
(p.e. integridad de la piel, sistema inmune, etc...) que impiden el paso y asentamiento de
microorganismos en su seno, pero que desaparecen al morir el pez y comenzar el
almacenamiento (Shewan 1971). A partir de este momento, los microorganismos procedentes
de piel, agallas e intestino llegan por distintas vías (p.e. lisis de la piel, del peritoneo y/o a
través de los vasos sanguíneos). Las cepas del género Aeromonas que alcanzan el tejido
muscular (a las que hemos hecho referencia anteriormente) tienen dos características: la
primera es que son psicrotrofas y sus niveles han aumentado durante el almacenamiento a
refrigeración; la segunda es que pertenecen a las especies más proteolíticas del género, tal y
como puede verse en la tabla II.10. Asimismo cabe recordar que, en el momento en que
aparecen estos microorganismos en el músculo de lucio, éste ya presenta signos de alteración.

La especie A. hydrophila  fue aislada de, prácticamente, todas las muestras analizadas.
En muestras de intestino en trucha arco iris, Sugita y col (1994) aislan mayoritariamente la
especie A. hydrophila, en contra de los resultados obtenidos por nosotros, en los que esta
especie no se obtuvo en dichas muestras (tabla II.6). Este mismo autor, a partir de otros peces
de agua dulce (carpa común, tilapia y pez gato), aisló representantes de las especies A. caviae,
A. sobria, A. veronii sobria y A. jandaei, que, con la excepción de A. sobria (GH 7), fueron
igualmente obtenidas por nosotros.

En la tabla II.8 se refleja el aislamiento de las distintas especies de Aeromonas a partir
de muestras de lucio, y a lo largo del almacenamiento a refrigeración de los distintos lotes. En
ella se observa que las cepas que tradicionalmente eran identificadas como A. sobria (A.
veronii sobria y A. jandaei) están presentes en las muestras de piel a lo largo de dicho
almacenamiento, mientras las de A. hydrophila sólo lo están hasta el momento de empezar a
instaurarse los primeros signos de alteración; las cepas no identificadas a nivel de especie sólo
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aparecen en piel al principio del almacenamiento y cuando los ejemplares estaban ya
alterados. En las muestras de cavidad abdominal la mayor parte de las cepas aisladas en los
primeros estadios del almacenamiento pertenecen al complejo A. sobria (A. veronii sobria y
A. jandaei), decreciendo su número a lo largo del mismo y aumentando el de las cepas
pertenecientes a la especie A. hydrophila a partir del establecimiento de la alteración. En el
tejido muscular se aprecia que las cepas de Aeromonas se aislaron a partir del momento en
que se comenzaron a apreciar signos de alteración. Estas cepas se identificaron como A.
veronii sobria. Las cepas de A. hydrophila y de Aeromonas spp. se aislaron de músculo,
únicamente, cuando los ejemplares estaban completamente alterados (día 15 de
almacenamiento).

La identificación de las cepas a nivel de género se ha basado en la utilización de diez
pruebas bioquímicas. Austin y Lee (1992) recomiendan el uso de un mínimo de seis pruebas
para la diferenciación de las cepas de Aeromonas de las pertenecientes a otros géneros de la
familia Vibrionaceae, así como de los miembros de la familia Enterobacteriaceae con los que
se pudiera confundir. Por otro lado, la identificación a nivel de especie y, por extensión, de
grupo de hibridación (GH), se ha llevado a cabo con ayuda de los esquemas descritos por
Abbot y col (1992), utilizando un número reducido de tests bioquímicos de uso rutinario en
laboratorios de análisis de alimentos (hemos empleado 16 pruebas, frente a las 19-24 de
Abbot y col, 1992). Otros autores, como Sugita y col (1994) son contrarios a esta
metodología, a la que consideran laboriosa y que requiere mucha preparación por parte del
investigador. Kuijper y col (1989), por su parte, ha observado que cepas identificadas como
A. hydrophila por este sistema pertenecen, en realidad, al grupo de hibridación 8 (A. veronii
sobria). Janda (1991) opina, por otro lado, que este tipo de metodología simplifica mucho la
identificación y propone seguir con la identificación fenotípica de las especies principales.
Añade, incluso, que un esquema con 10 ó 15 pruebas puede ser suficiente para distinguir las
cepas de Aeromonas importantes en medicina humana.

Por lo que se refiere a nuestro trabajo, se han conseguido identificar, a nivel de
especie, un 88% de las cepas previamente adscritas al género Aeromonas. Sirimaco-Neves y
col (1990) identificaron un 76% de las cepas utilizando, asimismo, un esquema simple. De
todos modos, para completar la identificación a este nivel, haciéndola más precisa, sería
necesario llevar a cabo estudios de hibridación de ácidos nucleicos, que requerirían, además
de un equipamiento adecuado, cierta especialización y entrenamiento, de tal manera que no se
pueden llevar a cabo en todos laboratorios donde se desarrollan análisis microbiológicos de
rutina. Por ello, y teniendo en cuenta el porcentaje de microorganismos identificados (cerca
del 90% del total), así como el hecho de que las cepas identificadas pertenecen a grupos de
hibridación comúnmente aislados en alimentos y en muestras clínicas, estos esquemas, basa-
dos en identificación fenotípica, son ideales en laboratorios donde se realizan análisis micro-
biológicos de alimentos. En nuestro estudio no se han empleado métodos rápidos de identifi-
cación miniaturizados, tales como las galerías API, ni medios de cultivo para la realización de
tests múltiples, como el medio AH diseñado por Kaper y col (1979) para la identificación
rápida de A. hydrophila, al ser confusos los resultados obtenidos y estar referidos solamente a
las "especies clásicas" de Aeromonas (Janda, 1991; Ogden y col, 1994; Toranzo y col, 1986)

Como puede apreciarse en la tabla II.9, para la diferenciación entre las cepas de
Aeromonas identificadas a nivel de especie, aisladas de muestras de pescados de agua dulce,
sería necesaria la utilización de los siguientes tests bioquímicos:
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1. Hidrólisis de la esculina para distinguir A. hydrophila, A. eucrenophila y A. caviae del resto
de especies del género; esta prueba ya fue propuesta por Popoff y Veron en 1976 con este
fin.

2. La descarboxilación de la L-lisina, así como la producción de diacetilo a partir de la
glucosa, es una prueba útil para la diferenciación de A. hydrophila y A. eucrenophila
(Abbot y col, 1992)

3. Producción de gas a partir de la glucosa y de H2S a partir de cisteína, para distinguir A.
hydrophila de A. caviae, tal y como recomendaban Popoff y Veron (1976).

4. Formación de ácido a partir de D-manitol para distinguir A. schubertii del resto de especies,
siguiendo las indicaciones de Hickmann-Brenner y col (1988). Las cepas que eran manitol
negativas y producían gas a partir de la glucosa no se consideraron como pertenecientes a
esta especie y se agruparon con el resto de cepas que no pudieron ser identificadas a nivel
de especie.

5. Descarboxilación de la L-ornitina, para diferenciar la cepa del grupo de hibridación 11 del
resto, así como la incapacidad de dar positivo en la prueba del Voges-Proskauer para
distinguirla de A. veronii veronii (Abbot y col, 1992).

6. Para la distinción entre las cepas del grupo "A. sobria", compuesto por las especies A.
sobria, A. jandaei y A. veronii sobria, se utilizaron los siguientes criterios: las cepas
incapaces de producir ácido a partir de la sacarosa fueron identificadas como A. jandaei;
el hecho de que el resto de cepas de este grupo fueran capaces de hidrolizar la arginina y
de que las cepas que conforman el grupo de hibridación 7 (que contiene la cepa tipo de A.
sobria) son rara vez aisladas en alimentos y en muestras fecales (Kjuiper y col, 1989),
hizo que las identificaramos como pertenecientes a la especie A. veronii sobria  a pesar de
que sólo un bajo porcentaje de las mismas fermentaron la salicina (característica típica de
A. veronii sobria).

7. Otra serie de pruebas, como la del rojo de metilo, producción de ácido a partir de la
arabinosa y la producción de indol, han ayudado a clarificar la posición taxonómica de
algunas de las cepas pertenecientes al género Aeromonas.

Recientemente se ha descrito una nueva especie móvil de Aeromonas (Esteve y col,
1995b), A. encheleia (aislada a partir de anguilas sanas cultivadas en una piscifactoría) cuyas
características más significativas son su capacidad para hidrolizar la esculina y la actividad
elastinolítica negativa. Teniendo en cuenta ambas características, un 5% de las cepas
identificadas como A. hydrophila podían ser adscritas a esta especie de nueva descripción,
pero estas cepas fueron asimismo incapaces de producir ácido a partir de la salicina (A.
encheleia sí fermenta este azúcar), por lo que no modificamos su adscripción y las asignamos,
definitivamante, a A. hydrophila . Asimismo, también podría haberse confundido con algunas
de las cepas identificadas como A. caviae, pero éstas eran incapaces de producir gas a partir
de la glucosa, a diferencia de la cepa tipo de A. encheleia, por lo que su identificación
permaneció cómo estaba.

Tradicionalmente, la diferenciación fenotípica entre los grupos de hibridación 1, 2 y 3
es difícultosa (Kämpfer y Altwegg, 1992). En el presente trabajo, la diferenciación entre las
mismas se ha llevado a cabo empleando el esquema de Hänninen (1994), basándonos en el
empleo de sorbitol y ácido urocánico. Así, las cepas del GH 1 fueron las únicas incapaces de
utilizar el ácido urocánico, mientras que las cepas del GH 3 eran las únicas capaces de
producir ácido a partir del D-sorbitol. Hemos encontrado representantes de los tres grupos de
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hibridación en todas las muestras analizadas de pescado de agua dulce, a diferencia de otros
autores (Hänninen y col, 1994), excepto en el caso del GH 3 en lucio (tabla III.4). Kirov y col
(1994) y Hänninen y col (1994) coinciden en que la mayoría de las cepas del GH 1 han sido
aisladas de muestras clínicas, mientras que las GH 2 y 3 se encuentran con mucha mayor
frecuencia en alimentos, agua y otras muestras ambientales, y son consideradas como poco
importantes desde el punto de vista de la salud pública. Asimismo, las cepas del GH 1
aisladas de muestras clínicas presentan una mayor virulencia que las aisladas de muestras
ambientales y son calificadas por Kjuiper y col (1989) como A. hydrophila “sensu stricto”.
Las cepas de estos tres grupos de hibridación también difieren en su temperatura máxima de
crecimiento, siendo más alta en el caso del GH 1 (Hänninen, 1994). Este extremo no ha
podido ser comprobado en nuestro trabajo.

Por lo que se refiere a la exhibición del fenómeno “suicida” por parte de algunos
microorganismos cabe destacar que esta propiedad no fue común a todas las cepas adscritas a
la especie A. caviae. Esta prueba, por tanto, serviría para confirmar que una cepa problema
pertenece a esta especie, pero el hecho de que no manifieste dicha actividad no la excluiría de
esta identificación.

La frecuente actividad lipolítica y proteolítica exhibida por las distintas especies de
Aeromonas, tal y como se muestra en la tabla II.10, ha sido relacionada con la capacidad que
tienen estos microorganismos de producir alteración en los alimentos (Gram, 1991; Knochel,
1990). Asimismo, Cahill (1990), Daily y col (1981), Janda y col (1985) y Wadström y Ljungh
(1988), entre otros, han propuesto la existencia de una relación entre estas actividades
exoenzimáticas y la virulencia de Aeromonas en el hombre. Todas las especies mostraron una
marcada capacidad proteasa y lipasa (más del 90% en la mayor parte de los casos),
apreciándose una actividad proteolítica menos frecuente en las especies A. caviae y A.
jandaei, especialmente en lo que se refiere a la degradación de la elastina. También Hänninen
(1994) observó una tasa baja de actividad elastolítica entre estas especies de Aeromonas. Por
su parte, Janda y col (1985) obtuvieron valores de actividad elastinolítica cercanos a los
observados por nosotros en las cepas de A. hydrophila, A. caviae, A. veronii sobria y A.
jandaei. Por lo que respecta a la relación inversa observada en las tres de las cuatro cepas de
A. caviae entre la actividad proteolítica sobre la caseína y la manifestación del fenómeno
suicida ya había sido anteriormente observada en nuestro laboratorio (Santos, 1994).

Desde principios de los años sesenta ha habido un creciente interés por determinar si
existe algún tipo de relación entre algunas propiedades fenotípicas y la presencia de factores
de virulencia asociados a cepas de este género (Kirov y col, 1990). De esta manera, se han ido
estudiando distintas pruebas bioquímicas, de las cuales la descarboxilación de la lisina, la
prueba del Voges-Proskauer y la actividad elastinolítica han mostrado relación directa con los
resultados obtenidos al realizar las pruebas biológicas “in vivo” e “in vitro” comúnmente
empleadas para la demostración de propiedades de virulencia; a este respecto se han obtenido
resultados variables en distintos trabajos (Abeyta y col, 1986; Callister y Agger, 1987;
Cumberbatch y col, 1979; Daily y col, 1981; Kaper y col, 1981; Kirov y col, 1986; Le
Chevalier y col, 1982; Seidler y col, 1980). A estas pruebas bioquímicas se las ha definido
como “marcadores fenotípicos de virulencia”. Si tenemos en cuenta los resultados obtenidos
en el transcurso de nuestro estudio, la presencia de actividad lisina descarboxilasa y
positividad en la prueba del Voges Proskauer es mayoritaria en las especies A. hydrophila  y
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A. veronii sobria , mientras que es nula en las cepas de A. eucrenophila  (característica de esta
especie) y del GH 11. En las otras especies, la actividad lisina descarboxilasa se da en menos
de un 25% de las cepas, y no tiene relación con los porcentajes de positividad en la prueba del
Voges Proskauer (tabla II.11)

La capacidad de las cepas de Aeromonas de crecer a 37ºC también ha sido estudiada.
Esta temperatura, a la que no crecen algunas cepas aisladas a partir de muestras ambientales,
podría ser indicativa de la capacidad de colonizar e invadir hospedadores homeotermos, como
el hombre, que pueda permitir la producción de exotoxinas “in vivo”. Un porcentaje
relativamente bajo de las cepas estudiadas, positivas para los marcadores de virulencia a los
que anteriormente hemos hecho referencia, han sido capaces de crecer a esta temperatura y
pertenecen a las especies A. hydrophila (un 60% de ellas crecen a 37ºC, tabla II.11), y A.
veronii sobria (15%) y A. jandaei (20%).

La mejor aproximación al marcador fenotípico de virulencia ideal es la manifestación
de actividad β-hemolítica, por parte de estos microorganismos, en medio sólido que contenga
sangre de alguna especie de mamífero (Abeyta y col, 1986; Gracey y col, 1982b; Kirov,
1993). De hecho, esta propiedad es un marcador de virulencia “per se”. Distintos autores han
postulado, asimismo, que la mayoría de las cepas que exhiben actividades citotóxica y
enterotoxigénica son capaces de lisar eritrocitos presentes en un un medio sólido (Abeyta y
col, 1986; Monfort y Baleux, 1990). Callister y Agger (1987), por su parte, encontraron que
todas las cepas hemolíticas tenían efectos citotóxicos sobre cultivos celulares. Por el
contrario, Nishikawa y Kishi (1988) opinan que la hemólisis sólo sirve para definir especies y
no para distinguir entre cepas virulentas y avirulentas. En nuestro estudio, la mayor parte de
las cepas identificadas como A. hydrophila eran β-hemolíticas (tabla II.11), lo cual está en
concordancia con los resultados de Janda (1985). Por el contrario, un porcentaje bajo de A.
veronii sobria  (9%), la mayor parte de las cuales eran fermentadoras de la salicina, exhibían
esta propiedad. Una cepa de la especie A. caviae (de las cuatro estudiadas) mostró esta
propiedad, contrariamente a lo esperado, ya que la actividad hemolítica está principalmente
relacionada con las especies A. hydrophila y A. veronii sobria, mientras que, tan sólo un bajo
porcentaje de las cepas de A. caviae son capaces de manifestarla (Araujo y col, 1991; Callister
y Agger, 1987; Monfort y Baleux, 1990; Nishikawa y Kishi, 1988). Sirimaco-Neves y col
(1990) aislaron cepas de A. caviae  de río que no eran hemolíticas, mientras que el 75% de las
cepas (muy por encima de nuestros resultados) de la especie A. veronii sobria sí lo fueron.
Parece ser que la manifestación de la actividad β-hemolítica de la especie A. caviae está muy
relacionada con la presencia de hierro en el medio (Karunakaran y Devi, 1994).

Teniendo en cuenta los datos obtenidos, referentes a los marcadores fenotípicos de
virulencia estudiados, tan sólo un pequeño número de representantes de las especies A.
hydrophila y A. veronii sobria podrían ser considerados, “a priori”, como potencialmente
patógenos (Kirov, 1993). En este sentido, Esteve y col (1995a) observaron que cepas de A.
hydrophila y A. jandaei eran más activas que A. caviae y A. sobria, entre otras, con respecto a
sus actividades enzimáticas, hemolíticas y citopáticas. Con el fin de confirmar su carácter
virulento se han realizado otros estudios encaminados a la determinación de la producción de
factores de virulencia tales como citotoxinas y enterotoxinas, aspecto que será tratado en el
capítulo III.





CAPÍTULO III:

ESTUDIO DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA ASOCIADOS
A Aeromonas

INTRODUCCIÓN

A pesar de haberse visto reconocida recientemente la participación del género
Aeromonas en procesos patológicos de localización gastrointestinal como consecuencia del
consumo de alimentos contaminados (Altwegg y col, 1991), el mecanismo, o mecanismos,
por los cuales algunos de los miembros de este grupo microbiano son capaces de desencade-
nar procesos diarreicos en seres humanos sigue siendo motivo de estudio y controversia.

Gracey y col (1982a) y Schubert (1991) describen tres patrones sintomáticos de
gastroenteritis asociada a Aeromonas:

1. Parecido al cólera: diarrea de agua de arroz.
2. Diarrea con mucus hemorrágico.
3. Gastroenteritis con diarrea prolongada.

De aquí se puede desprender que en el desarrollo del cuadro clínico o bien participan varios
factores de virulencia, que se combinan entre sí de distinta manera dando lugar a distintos
patrones sintomáticos, o bien diferentes mecanismos de patogenicidad están involucrados en
cada una de las distintas manifestaciones de la enfermedad anteriormente descritas.

Un aspecto relativo a la virulencia de Aeromonas es aquél que se refiere a la vía de
entrada y modo de establecimiento de la enfermedad. Kirov (1993), por un lado, postula dos
mecanismos bien diferenciados:

1. Ingestión de las células bacterianas, multiplicación en la mucosa intestinal y
exhibición de distintos factores de virulencia.

2. Ingestión de la toxina preformada en el alimento.
De todos modos, en la mayoría de los casos de gastroenteritis debida a Aeromonas hay

evidencia de infección, no de intoxicación (Knochel, 1989b). Beuchat (1991), asimismo,
considera poco probable la intoxicación como mecanismo de patogenicidad.
Por su parte, Wadström y Ljungh (1988) se refieren únicamente a la primera de las
afirmaciones de Kirov (1993) y propone el siguiente modelo de patogénesis tras la ingestión
de las bacterias patógenas pertenecientes al género Aeromonas:

1. Colonización con ayuda de las fimbrias.
2. Acción de ácidos siálicos específicos.
3. Degradación de la capa de mucus de las vellosidades intestinales por las proteasas.
4. Producción y liberación de enterotoxinas (termolábil y semejante a la del cólera) en

cepas adaptadas a animales de sangre caliente.

En 1975, Sanyal y colaboradores demostraron que en un modelo animal, el asa ileal
ligada de conejo, inoculado con distintas cepas de Aeromonas de origen clínico se producía
acúmulo de fluidos. Desde entonces, el interés mostrado por distintos grupos de
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investigadores en el estudio de los mecanismos de virulencia asociados a Aeromonas ha sido
creciente. Desafortunadamente no se ha encontrado un modelo animal ideal para el estudio de
la patogenicidad de este grupo microbiano (Kirov y col, 1990; Nishikawa y Kishi 1988).
Nishikawa y Kishi (1988) se hacen eco de que incluso las pruebas realizadas con voluntarios
humanos han resultado negativas.

Entre los posibles mecanismos de patogenicidad asociados al género Aeromonas que
han sido propuestos y estudiados por distintos autores a lo largo de los años y, finalmente,
agrupados por Janda (1991), destacan los que aparecen en la tabla III.1, que varían de unas
cepas a otras, y que se dividen en tres grandes grupos:

Tabla III.1. Factores de virulencia asociados a Aeromonas.

Denominación Otras denominaciones Peso molecular

Hemolisina α 65Kd

Hemolisina β Aerolisina, Enterotoxina
citotóxica, Toxina de

Asao

49-54 Kd

Asociados a Enterotoxina citotónica Toxina semejante a la del
cólera

15 Kd

productos Proteasa termolábil Serinproteasa 68 Kd

extracelulares Proteasa termoestable Metaloproteasa 35-38 Kd

α-amilasa 49 Kd

Quitinasa

Sideróforos

Invasinas

Asociados a la Resistencia a sueros

célula Plásmidos

Adhesinas

Pilis

Factores Capas-S

estructurales Lipopolisacáridos

Proteínas externas de
membrana

La mayor parte de las investigaciones que se han llevado a cabo hasta la fecha se han
centrado en el primer grupo, es decir, en aquellos factores de virulencia asociados a productos
extracelulares, análogamente a lo realizado con otros microorganismos patógenos Gram
negativos cuya virulencia está relacionada con su actividad extracelular. Janda (1991) los
considera como determinantes en el desencadenamiento de la enfermedad. A continuación,
nos referiremos brevemente a aquellos factores de virulencia objeto de nuestro estudio.
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Las proteasas producidas por Aeromonas han sido relacionadas, principalmente, con la
patogenicidad de este género microbiano sobre animales poiquilotermos (Thune y col, 1982).
También se las ha relacionado con procesos infecciosos extraintestinales en humanos (Ljungh
y Wadström, 1982-1983). En otros microorganismos Gram negativos, las proteasas
contenidas en sus productos extracelulares juegan un papel muy importante en su
patogenicidad y virulencia a nivel gastrointestinal (Janda, 1991). Se ha propuesto que las
proteasas producidas por Aeromonas participan en la virulencia a este mismo nivel al:

1. Provocar daño tisular directo (Leung y Stevenson, 1988; Wadström y Ljungh,
1988).

2. Favorecer el acúmulo de líquidos en el tracto gastrointestinal (Wadström y Ljungh,
1988).

3. Activar mecanismos enterotoxigénicos mediante la actuación sobre otras proteínas
extracelulares secretadas al mismo tiempo (Leung y Stevenson, 1988).

Distintos autores (Leung y Stevenson, 1988; Rivero y col, 1990, 1991) hacen
referencia a dos tipos de proteasas: una termoestable (metaloproteasa), y otra termolábil
(serinproteasa), que difieren en su peso molecular (35-38 Kd y 68 Kd respectivamente), con
actividad inespecífica sobre distintos substratos proteicos (Leung y Stevenson, 1988) y
producidas ambas por la mayoría de las cepas de Aeromonas (Janda, 1991). Ljungh y
Wadström (1982-1983) y Thune y col (1982), por su parte, difieren de lo anteriormente
expuesto en lo referente a los pesos moleculares de ambas enzimas: el de la metaloproteasa es
de 22 Kd, mientras el de la serinproteasa es de 42-43 Kd. También se ha postulado la
existencia de una tercera proteasa, con actividad elastinolítica, a la que se ha relacionado con
la virulencia, y que Cumberbatch y col (1979) identifican con el factor de redondeamiento
celular termoestable. En animales poiquilotermos se la ha asociado con el desencadenamiento
de enfermedad (Esteve y col, 1995c). Finalmente, Ljungh y Wadström (1982-1983) describen
dos endopeptidasas, una termoestable (24 Kd) y otra termolábil (34,8 Kd). Janda (1991), por
su parte, afirma que las cepas de A. hydrophila son capaces de producir cuatro o cinco
proteasas diferentes.

El aspecto que mayor controversia produce entre los distintos investigadores es el
referente a la existencia y naturaleza de moléculas que provocan acúmulo de fluidos en
modelos animales (tales como el asa ileal ligada de conejo -AIL- y la prueba de los ratones
lactantes -TRL-, que para Dean y col -1972- son ensayos equivalentes) y que inducen efectos
característicos de compuestos enterotoxigénicos en cultivos celulares. Entre los factores que
presumiblemente tienen este efecto se encuentran las hemolisinas, una enterotoxina citotóxica
o citolítica (provoca rotura o lisis de las células) y una enterotoxina citotónica (no provoca
rotura de las células, sino que aumenta los niveles intracelulares de AMPc -Gemmel, 1984-).
Las principales dificultades en su estudio se deben a la interferencia existente entre los
distintos componentes de los productos extracelulares. Al ser inoculados “en crudo” en los
modelos biológicos a los que anteriormente hemos hecho referencia, se hace imposible
distinguir, en principio, si la acumulación de fluidos se ha debido a alguno de esos
componentes o a varios. Estos problemas se obvian en el momento en el que se trabaja bien
con moléculas purificadas, bien con sueros frente a algunas de ellas o bien tratando los
productos extracelulares con calor. Por ejemplo, Seidler y col (1980) observaron que el
porcentaje de cepas enterotoxigénicas en la línea Y-1, tras tratamiento a 56ºC durante 10
minutos, disminuía considerablemente con respecto a los productos extracelulares (EPC) “en
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crudo”. La molécula enterotoxigénica era termoestable en algunos casos, y termolábil en
otros. Champsaur y col (1982) apreciaron que, a 56ºC durante diez minutos, desaparecían las
actividades citototóxica, proteolítica y hemolítica relacionadas, como anteriormente se ha
citado, con la actividad enterotoxigénica.

Las hemolisinas son moléculas que poseen actividad biológica en distintos modelos
experimentales. Se distinguen, en principio, dos hemolisinas: la α y la β. La hemolisina α es
una toxina termolábil, de 65 Kd de peso molecular, producida a temperaturas menores de
37ºC (Ljungh y Wadström, 1982-83). La hemolisina β, por su parte, también es una molécula
destruida por tratamiento térmico (56ºC, 10 minutos) del orden de 50 Kd de peso molecular y
estable frente a la acción de las proteasas (Asao y col, 1984; Bernheimer y Avigad, 1974;
Ljungh y Wadström, 1982-83). Por lo que respecta a la actividad de estas moléculas, hay
resultados contradictorios entre los distintos grupos de investigadores. Así, Ljungh y
Wadström (1982-1983) y Wadström y Ljungh (1988), afirman que el efecto de ambas
hemolisinas sobre los modelos anteriormente citados (AIL y TRL) consiste en una pequeña
acumulación de fluido sanguinolento aunque no se observan los típicos efectos
enterotoxigénicos (acumulación de fluidos). Otros autores (Asao y col, 1986; Burke y col,
1981b; Kirov y col, 1993; Stelma y col, 1986), han observado que las hemolisinas provocan
acúmulo de líquidos en AIL y TRL, mostrando un efecto equivalente al de una enterotoxina
citotóxica o citolítica. Asimismo y por lo que se refiere a otras acciones tóxicas de estas
moléculas, cabe decir que tienen un efecto citotóxico sobre distintas líneas de cultivos
celulares, como la línea VERO (Asao y col, 1984; Barer y col, 1986; Burke y col, 1981a),
produciendo redondeamiento y/o vacuolización de las células (Wadström y Ljungh, 1988).
Parece evidente, pues, que las hemolisinas, principalmente la hemolisina β, constituyen uno
de los factores que, con mayor frecuencia, participan en la virulencia de Aeromonas, si bien
no es el único, tal y como apuntan Brenden y Janda (1987) y Ljungh y Wadström (1982-
1983). Stelma y col (1986), por otro lado, afirman que la hemolisina β provoca cambios
significativos en la permeabilidad intestinal, siendo un mecanismo de patogenicidad más
común que la enterotoxina citotónica termoestable. Distintos autores han propuesto
recientemente la existencia de hemolisinas específicas de especie en Aeromonas (Brenden y
Janda, 1987), así como la producción, por distintas cepas de una misma especie, de
hemolisinas con diferente grado de afinidad por eritrocitos de distintas especies (Nzeako y
col, 1991).

Gemmel (1984) enumera tres tipos de enterotoxinas distintas producidas por
microorganismos Gram negativos: una enterotoxina citotónica termoestable, otra citotónica
termolábil, así como una molécula enterotoxigénica con efectos citotóxicos e igualmente
termolábil. En el género Aeromonas, los efectos enterotoxigénicos de carácter citotóxico, tal y
como postulan distintos autores (Ljungh y col, 1981; Asao y col, 1986; Stelma y col, 1986)
pueden ser inducidos por la hemolisina β.

Wadström y Ljungh (1988), se hacen eco de dos tipos de enterotoxinas citotónicas no
relacionadas antigénicamente, una de las cuales reacciona con el suero antitoxina del cólera.
La existencia, puesta en entredicho por Johnson y Lior (1981), de esta enterotoxina llamada
también “Toxina semejante a la del cólera” había sido propuesta anteriormente por Honda y
col (1985), pero ha sido estudiada, principalmente, por Potomski y col (1987), que la
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describen como un conjunto de moléculas de distintos pesos moleculares (27, 29 y 43 Kd),
que acumulan fluidos en AIL y TRL y que no tienen efectos hemolíticos ni enterotoxigénicos
típicos en cultivos celulares. La frecuencia de producción de esta enterotoxina en las distintas
especies de Aeromonas, según estos mismos autores, es la siguiente: un 20% de A.
hydrophila, un 26% de A. sobria y un 24% de A. caviae. Chopra y Houston (1989)
purificaron y caracterizaron parcialmente una enterotoxina citotónica, de 44 Kd de peso
molecular, producida por A. hydrophila que tampoco poseía actividades hemolítica ni
citotóxica. Afirmaron, asimismo, que su mecanismo de acción podría ser similar al de las
enterotoxinas termolábiles de E. coli y V. cholerae.

Pero la enterotoxina citotónica que ha sido estudiada y caracterizada con mayor interés
es la descrita por Ljungh y Wadström (1982-83), y a la que han hecho referencia la mayoría
de los autores (Burke y col, 1981b; Chakraborty y col, 1984; Gemmel, 1984). Esta
enterotoxina es una molécula de 15 Kd de peso molecular, estable durante calentamiento a
temperaturas de 56ºC, que incrementa los niveles intracitoplasmáticos de AMPc y provoca
acumulación de fluidos en AIL, pero no siempre en TRL, sensible frente a proteasas y que
tiene efectos semejantes a los inducidos por la toxina del cólera y por la enterotoxina
termolábil de E. coli sobre las líneas celulares Y-1 y CHO, pero que no está relacionada
antigénicamente con estas toxinas (Gemmel, 1984).

Asimismo, Wadström y Ljungh (1988) postulan la existencia de una tercera
enterotoxina semejante a la del cólera, pero de naturaleza termoestable.

Se han realizado diversos estudios (Eley y col, 1993; Kirov y Bodribb, 1993; Majeed y
McRae, 1991) con el fin de establecer si existe alguna influencia, por parte de la temperatura
de incubación, sobre la producción de factores de virulencia en las cepas de Aeromonas. Así
se ha estudiado la producción de toxinas tanto en medios de cultivos líquidos, como en
homogeneizados de alimentos previamente esterilizados a los que se les inoculaban
Aeromonas. En dichos trabajos, y en general, se observó que a temperaturas de refrigeración
se producían toxinas, las cuales, en caso de almacenamiento prolongado del alimento, podrían
suponer un riesgo para la salud. También se ha investigado la producción de toxinas
extracelulares a 37ºC (p.e. Mateos y col, 1993), con el fin de mimetizar su capacidad infectiva
“in vitro” y poder extrapolar los resultados a una infección “in vivo”, y a 28ºC, temperatura
óptima de crecimiento de Aeromonas (Palumbo y col, 1987).

Wadström y Ljungh (1988) opinan que, de modo similar a lo que ocurre con E. coli ,
solamente las cepas pertenecientes al género Aeromonas con combinaciones específicas de
factores de virulencia son capaces de colonizar el intestino grueso o delgado y causar
enfermedad. Por ello, la capacidad de producir tan sólo una de las exotoxinas a las que hemos
hecho referencia anteriormente no garantizaría el desarrollo de la enfermedad. En este mismo
sentido, Stelma y col (1986), afirman que la evidencia de producción de exotoxinas no
siempre predice la capacidad de Aeromonas de causar enfermedad humana; están
involucrados otros factores desconocidos que permiten el crecimiento de Aeromonas
patógenas en el intestino. Además de los factores de virulencia que aparecen en la tabla III.1,
diversos autores, como Champsaur y col (1982) y Ljungh y Wadström (1982-83), han hecho
referencia a la presencia, asociada a Aeromonas, de otros, como leucocidinas, factores
dermonecróticos, fosfolipasas y factores de redondeamiento celular. También se ha sugerido
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que la presencia de otro microorganismo patógeno puede estimular la virulencia de
Aeromonas.

A lo largo de estos años también se ha venido estudiando la relación entre virulencia y
especie de Aeromonas, habiéndose encontrado que esta correspondencia es mayor en las
especies A. hydrophila y A. veronii sobria  (A. sobria). La cepas pertenecientes a la especie A.
hydrophila han sido las más estudiadas en relación con la producción de factores de
virulencia. A. veronii sobria (anteriormente identificada como A. sobria) también ha sido
reconocida como una especie capaz de exhibir propiedades de virulencia y, de hecho, muestra
una mayor capacidad invasiva que A. hydrophila (Kirov, 1993). Según Kirov (1993), la
primera (A. veronii sobria) está más relacionada con gastroenteritis agudas, mientras que la
segunda (A. hydrophila) lo está con gastroenteritis crónicas. Por lo que respecta a A. caviae ,
los trabajos en los que se hace referencia a la producción de factores de virulencia obtienen
resultados de positividad muy por debajo de las otras dos especies (Majeed y col, 1989), pero
se ha descrito la presencia de una enterotoxina citotónica semejante a la del cólera en los
productos extracelulares de cepas de esta especie (Potomski y col, 1987), así como capacidad
invasiva sobre cultivos celulares (Shaw y col, 1995). Asimismo se sospecha que el
mecanismo por el cual A. caviae causa diarrea es análogo al de Plesiomonas shigelloides
(Janda y col, 1985). Finalmente, y por lo que se refiere a las variaciones en la virulencia
dentro de las cepas adscritas a cada especie, Janda (1991) afirma que estas diferencias no se
pueden adscribir a un solo factor extracelular o asociado a la célula.

Por lo que respecta a la importancia sanitaria de la presencia de Aeromonas en los
alimentos, Fricker y Tompsett (1989) opinan que el hecho de que se aislen cepas de
Aeromonas con propiedades citotóxicas a partir de los mismos implica que éstos son fuentes
potenciales de infección alimentaria “sensu lato”. En esta misma línea, Majeed y McRae
(1991), sugieren que los alimentos de origen animal juegan un papel significativo en la
epidemiología de gastroenteritis asociada a Aeromonas. Rahim y col (1984) afirman que
cepas de Aeromonas enterotoxigénicas aisladas de alimentos pueden ser responsables de
brotes de diarreas. Varios autores han aislado a partir de distintos alimentos, entre los cuales
se encuentra el pescado, cepas de Aeromonas capaces de exhibir las distintas propiedades de
virulencia que anteriormente hemos enumerado (Boulanger y col, 1977; Eley y col, 1993;
Knochel, 1989b; Kirov, 1993; Majeed y McRae, 1991; Olivier y col, 1981). Otros autores
(Mateos y col, 1993), por el contrario, dudan de que la mera presencia de A. hydrophila en
agua de bebida o alimentos, pueda suponer un riesgo serio para la salud.

El objetivo principal de este capítulo ha sido el estudio de los factores de virulencia
asociados a distintas cepas de Aeromonas que se obtienen como resultado de su actividad
metabólica y posterior liberación al medio en el que se encuentran (proteasas, hemolisinas,
citotoxinas y enterotoxinas) y que son conocidos como productos extracelulares. Para ello se
han seleccionado una serie de cepas aisladas de pescado de agua dulce (capítulo II), así como
distintas temperaturas de incubación con el fin de evaluar su influencia sobre la producción de
dichas propiedades de virulencia.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas de Aeromonas.

En el estudio de los factores de virulencia asociados al género Aeromonas se
emplearon las diecisiete cepas de origen piscícola, identificadas y caracterizadas del modo
descrito en el capítulo II, y una de origen clínico, que se detallan en la tabla III.2.

Tabla III.2. Cepas incluidas en el estudio de los factores de virulencia.

Cepa Especie Tipo de pescado Muestra
16 A. hydrophila Trucha común intestino
21 A. hydrophila Trucha común (2)cav. abdominal 3(1)

29 A. hydrophila Trucha común cav. abdominal 9

77 A. hydrophila Trucha común (3)tej. muscular 9

92 A. hydrophila Trucha común tej. muscular 12

154 A. hydrophila Trucha común piel 3

156 A. hydrophila Trucha común tej. muscular 6

157 A. hydrophila Trucha común piel 9

167 A. hydrophila Trucha común cav. abdominal 3

169 A. hydrophila Trucha común cav. abdominal 6

176 A. hydrophila Trucha común piel 9

181 A. hydrophila Trucha común piel 9

186 A. hydrophila Trucha común cav. abdominal 15

271 A. hydrophila Trucha arco iris piel 15

510 A. veronii sobria Lucio cav. abdominal 6

579 A. veronii sobria Lucio cav. abdominal 6

546 A. veronii sobria Lucio cav. abdominal 3
(4)HL2 A. hydrophila heces

(1) día de almacenamiento en que fueron aisladas; (2) cav., cavidad; (3), tej., tejido; múscular; (4) cepa
suministrada por el equipo del Hospital Clínico de Ponferrada (León).

Estas cepas tenían las siguientes características en común: producción de áreas de
aclaramiento (hemólisis β) en medio sólido suplementado al 5% con sangre de oveja (excepto
la cepa 579, que solamente producía zonas de hemólisis α); crecimiento a 37ºC en 24 h
(excepto la 546); producción de Lisina-descarboxilasa y reacción del Voges-Proskauer
positiva.
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Obtención de productos extracelulares.

Para la obtención de los productos extracelulares (PEC) se empleó la técnica descrita
por Inamura y col (1984) que conlleva su recogida en discos de celofán depositados sobre
placas de medio de cultivo sólido según se describe a continuación:
1. Los discos de celofán (British Cellophan Company, film type 400P), previamente

esterilizados en autoclave, fueron colocados asépticamente sobre la superficie de placas de
TSA (Oxoid).

2. A continuación, se depositaron 150 µl de un cultivo de 18 horas de la cepa de Aeromonas
correspondiente, sobre la superficie del disco de celofán, que fueron repartidos
homogéneamente con ayuda de un asa acodada de vidrio.

3. Las placas así sembradas se incubaron, en posición invertida, en las distintas condiciones
de tiempo y temperatura que aparecen en la tabla III.3.

4. Tras el periodo de incubación correspondiente, las membranas de celofán se retiraron
asépticamente y se colocaron en la cara interna de la tapa de la placa de Petri.

5. Acto seguido, a cada membrana se le añadía 1 ml de agua destilada estéril, enfriada hasta
0ºC, en la cual se suspendían las células y los productos extracelulares mediante rascado de
la superficie con una varilla de vidrio.

6. Posteriormente, esta mezcla era centrifugada a 14000 rpm durante 15 min a 4ºC con el fin
de obtener un sobrenadante libre de células microbianas.

7. Estos sobrenadantes (PEC) se recogieron asépticamente y almacenaron en alícuotas de 400 
µl a -20ºC, con el fin de realizar las determinaciones que se señalan a continuación.

Tabla III.3. Condiciones de obtención de los productos extracelulares.

Cepas Temperatura incubación Tiempo incubación

21, 29, 154, 167, 510, HL2 (1) 4ºC 10 d

Todas 28ºC 24 h

29, 154, 510, HL2 37ºC 24 h
(1) para algunos ensayos electroforéticos también se obtuvieron los PEC a 4ºC de las cepas 92,156,157,181
y579.

Determinación del contenido en proteína de los productos extracelulares.

Se empleó la técnica de Bradford (1976) haciendo uso del Reactivo Concentrado para
el Análisis de Proteínas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Gmbh) y siguiendo las instrucciones
del fabricante; para la elaboración de la curva patrón se utilizó albúmina de suero bovino
(Sigma). Cada determinación fue hecha por duplicado y los resultados se expresaron en
µg/ml.
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Análisis electroforético de las proteínas de los productos extracelulares.

Preparación de los PEC para su análisis electroforético:
1. Con el fin de cargar la misma cantidad de proteína total en cada una de las calles de los

geles, se tomaron 200 µl de cada PEC “crudo”, a cada uno de los cuales se añadieron 800 
µl de acetona.

2. La mezcla se mantuvo en un congelador (-20ºC) durante 10 min (pudiendo alargarse este
periodo hasta un máximo de una hora) para facilitar la precipitación de las proteínas.

3. Para la obtención de un precipitado firme, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm,
durante 5 ó 10 min, a 4ºC.

4. Una vez desechado el sobrenadante, los precipitados se dispusieron en un evaporador a
vacío para favorecer la eliminación de los restos de acetona.

5. Finalmente, a cada muestra se le añadió la cantidad necesaria del tampón de carga
correspondiente, para obtener una concentración de proteína de 300 µg/ml.

En la elaboración de los geles de poliacrilamida, en la preparación de los tampones de
carga y en la tinción de los mismos se procedió siguiendo la metodología expuesta por Hames
y Rickwood (1990). Como marcadores de Peso Molecular se emplearon los siguientes: 94,
67, 43, 30, 20 y 14 Kd (Pharmacia). El cálculo de los pesos moleculares se hizo según
Bernheimer y Avigad (1974).

Sistemas empleados para la separación de las proteínas mediante electroforesis:
1. Geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo con el procedimiento

de Laemmli (1970): el tampón de carga contenía β-mercaptoetanol; asimismo las muestras
se hirvieron durante 5 min con el fin de desnaturalizar las estructuras secundaria, terciaria
y cuaternaria de las proteínas.

2. Geles de poliacrilamida no desnaturalizantes: el tampón de carga no contenía β-
mercaptoetanol (Laemmli, 1970). Las muestras eran calentadas únicamente durante cinco
segundos a 80ºC antes de ser cargadas en los geles.

Los marcadores de peso molecular, en todos los casos, se trataron del mismo modo que las
muestras de PEC analizadas por SDS-PAGE. Por tanto, el cálculo de los pesos moleculares de
las bandas de proteínas obtenidas en los geles de poliacrilamida no desnaturalizantes es
aproximado.

La separación electroforética fue llevada a cabo en el Mini-Protean II Dual Slab Gel
(Bio-Rad), aplicando 150 V durante 2 horas mediante el uso de la fuente de alimentación Bio-
Rad mod. 1000/500.
Para visualizar las bandas de proteinas se utilizó la tinción de plata, de acuerdo con la
metodología descrita por Hames y Rickwood (1990).

Determinación de la actividad proteolítica de los productos extracelulares “en crudo”.

Se empleó un sustrato de naturaleza proteica, azocaseína (Sigma), siguiendo el
protocolo descrito por Inamura y col (1984), si bien adoptando algunas modificaciones.
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1. En primer lugar se preparó una solución de azocaseína (5 mg/ml) en tampón Tris      0.2 M,
pH 8 (pH recomendado por Rivero y col, 1990). Esta solución se repartió en viales en
cantidades de 0.25 ml, a los que se añadieron 0.2 ml de agua destilada y 50 µl de PEC
“crudo”.

2. La mezcla fue incubada durante 20 min a 37ºC, periodo tras el cual, y con el objeto de
detener la reacción y precipitar la proteína no hidrolizada, se agregaron 1.75 ml de ácido
tricloroacético al 5% por cada vial.

3. Posteriormente se procedió a la centrifugación (3000 rpm, durante 5 min y a 4ºC) y
recogida de sobrenadantes.

4. Finalmente, a cada ml de sobrenadante se le adicionó 1 ml de una solución de NaOH 0.5 M
y se procedió a la lectura de la absorbancia a 440nm en un espectrofotómetro Kontron
Uvikon mod. 810.

En todos los casos, una unidad de actividad proteolítica se definió como un aumento
de la absorbancia o densidad óptica en 0.1 unidades a la mencionada longitud de onda.

Pruebas de inhibición de la actividad proteolítica.

Se realizaron, únicamente, con los extractos que fueron obtenidos a 28ºC y utilizando
la técnica de Inamura y col (1984) descrita anteriormente; en este caso se procedió a la
sustitución del agua destilada a añadir a la solución de azocaseína y PEC “crudo” por una
solución de inhibidor enzimático, ácido etilen-diamino-tetracético (EDTA, BDH), empleado a
dos concentraciones finales distintas: 4 mM y 20 mM.

Determinación de la actividad proteolítica específica (APE).

Con los datos de contenido proteico y actividad proteolítica, se hallaron los distintos
valores de actividades específicas, es decir, el cociente entre la actividad proteolítica y la
cantidad de proteína presente en cada PEC “crudo”. Se expresaron como unidades de
actividad proteolítica por mg de proteína.

Detección y caracterización de la actividad proteolítica en geles de actividad o geles
substrato (Substrate-PAGE).

En la elaboración de estos geles de resolución se siguió el mismo procedimiento
descrito para la preparación de los geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (véase antes)
incorporándoles, además, caseína (Sigma) a una concentración final del 0.1% (Bertolini y
Rohovec, 1992).
1. Una vez cargadas las muestras, se aplicaron 150V durante 90 minutos.
2. Transcurrido este periodo, los geles se incubaron durante una hora en una solución al 2.5%

de Triton X-100 (Sigma), con el fin de eliminar el dodecil-sulfato de sodio (SDS, Sigma)
presente en el gel.

3. Finalmente, los geles se introdujeron en una solución 0.1 M de tampón Glicina-NaOH pH
8.3 durante una hora a 37ºC. Durante este periodo, las proteasas presentes en las distintas
muestras hidrolizaron la caseína.

4. Para visualizar el efecto caseinolítico los geles se tiñeron de acuerdo con la metodología
descrita por Hames y Rickwood (1990), empleando Coomasie blue G-250 (Sigma) disuelto
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en ácido perclórico al 3.5%. La actividad proteolítica se advertía por la aparición de zonas
de aclaramiento, es decir, áreas no teñidas por el colorante. La determinación del peso
molecular se hizo según Bernheimer y Avigad (1974).

Titulación de la actividad hemolítica.

Se emplearon eritrocitos de cuatro especies de mamíferos con el fin de determinar cual
era la especie más susceptible a la acción de las hemolisinas presentes en los productos
extracelulares. Los eritrocitos utilizados fueron de conejo y de sangre humana (grupo O) en
los análisis llevados a cabo con todos los PEC, y de oveja y de asno únicamente con los PEC
obtenidos a 28ºC. En todos los casos se partió de una suspensión al 2% de eritrocitos en
tampón fosfato salino pH 7 (PBS, “Dulbecco A” tablets, Oxoid).
1. En una placa de microtítulo en la que se habían realizado diluciones de factor dos de los

distintos PEC (a partir de una solución estandarizada de 300 µg de proteína/ml) en PBS
(Oxoid) pH 7 (Inamura y col,1984; Nzeako y col, 1991), se añadieron 100 µl de la
suspensión de eritrocitos, obteniendo un volumen final en cada pocillo de 200 µl.

2. Como control positivo (50% de hemólisis) se emplearon 50 µl de una solución al 0.025%
de SDS (Sigma), al que se le añadían 50 µl de PBS pH 7 (Oxoid) y 100 µl de la suspensión
de eritrocitos. Como control negativo (ausencia de lisis) se utilizaron 100 µl de PBS pH 7
(Oxoid) y 100 µl de la suspensión de eritrocitos.

3. Las placas se incubaron a 37ºC durante 2 horas, periodo tras el cual se efectuaron,
visualmente, las lecturas. Los resultados se expresaron como el inverso de la dilución más
alta de PEC que producía un 50% de hemólisis.

Actividad hemolítica: análisis cuantitativo.

Se empleó la técnica descrita por Kodama y col en 1984 (con las modificaciones que
se citan a continuación) con los PEC obtenidos a 28ºC.
1. Se repartieron 1.9 ml de la suspensión de eritrocitos al 2% (de conejo y humanos          -

grupo O-) en tubos a los que posteriormente se añadieron 100 µl de cada PEC (una vez
estandarizados a una concentración proteica de 300 µg /ml). Como control positivo se
emplearon 2 ml de una solución de SDS al 0.1% y como control negativo 100 µl de PBS
pH 7 (Oxoid) que fueron adicionados, también, a los tubos que contenían 1.9 ml de
suspensión al 2% de eritrocitos.

2. Tras una incubación a 37ºC durante 2 horas, se procedió a la centrifugación de los tubos a
3000 rpm, durante 5 min a 4ºC.

3. Finalmente se efectuó la lectura de la absorbancia de los sobrenadantes a 540 nm en un
espectrofotómetro Kontron Uvikon mod. 810, tomando como blanco el sobrenadante del
control negativo.

La actividad hemolítica de cada PEC se expresó como el cociente entre su densidad
óptica y la densidad óptica del control positivo.
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Titulación de la actividad citotóxica sobre cultivo celular.

Se emplearon tres líneas celulares de distinto origen:
RTG-2 (de gónadas de trucha común -de naturaleza fibroblástica-) y EPC (de epitelioma
papiloso de carpa -naturaleza epitelial-). Unicamente para el ensayo de los productos
extracelulares resultantes de las incubaciones a 28ºC.
VERO (de naturaleza fibroblástica). Los PEC que se analizaron fueron los de las cepas 21,
29, 154, 167, 510 y HL2,obtenidos a 4ºC y a 28ºC, y los obtenidos a 37ºC.

Con las tres líneas celulares se procedió de la misma manera, una vez preparadas las
monocapas en placas de 96 pocillos que contenían 100 µl de medio esencial de crecimiento
celular ajustado a pH 7.2 (MEM, Gibco), suplementado con un 5% de suero fetal bovino
inactivado, un 1% de una solución de aminoácidos no esenciales (Gibco) y antibióticos.
1. Se realizaron diluciones de factor 2 de los PEC (partiendo de una concentración proteica

inicial de 300 µg/ml) de modo análogo al realizado en los ensayos de titulación de la
actividad hemolítica.

2. A continuación, las placas se incubaron 18 horas, a 18ºC en las líneas de origen piscícola,
y a 37ºC (en un incubador con CO2 al 5%) en la línea Vero.

3. La visualización, a través de un microscopio invertido Diaphot-TMD (Nikon) de la
desintegración y/o degeneración de la monocapa, la aparición de soluciones de continuidad
en la misma, así como el redondeamiento y desprendimiento celular fueron interpretados
como efectos citotóxicos (Esteve y col, 1995a).

Los resultados se expresaron como el inverso de la dilución más alta de PEC capaz de
inducir efectos citopáticos en la monocapa.

Detección de la presencia de enterotoxina mediante la utilización de ratones lactantes.

En este ensayo se emplearon los productos extracelulares “crudos” obtenidos a
distintas temperaturas de incubación, correspondientes a las cepas 21, 29, 154, 167, 510 y
HL2. Se siguió la metodología descrita por Abeyta y col (1986) que, en esencia, se describe a
continuación.
1. A ratones lactantes (3-5 días) se les administró, intragástricamente, 100 µl de PEC (teñido

con violeta de etilo -Raymond Lab- al 0.1% p/v), manteniéndolos a 28ºC durante tres horas
en una estufa a 26ºC y 70% de humedad relativa.

2. Posteriormente se sacrificaban, por inhalación de cloroformo, y se extraía el intestino, que
era pesado y comparado con el peso del resto del cuerpo.

3. Paralelamente, también se observaba la aparición de colorante azul en papel de filtro
dispuesto debajo de cada uno de los animales, indicador de diarrea de acuerdo con lo
descrito por Burke y col (1981b).

Cada PEC era administrado a tres ratones. Para evaluar la actividad enterotoxigénica
de cada PEC se calculaba la media de los valores obtenidos al dividir el peso del intestino por
el peso del resto del cuerpo de cada uno de los ratones. En la puntuación global, también se
tuvo en cuenta la presencia de colorante azul en el papel de filtro (Burke y col, 1981b)
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RESULTADOS

En las fotografías siguientes se presentan los perfiles proteicos de los PEC obtenidos a
28ºC (fotografías 1, 2 y 3a) y a 4ºC (fotografía 3b) empleando geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (SDS-PAGE -Laemmli, 1970-). Los de los PEC encontrados en los geles no
desnaturalizantes se muestran en las fotografías 4, 5 y 6a (para los obtenidos a 28ºC) y en la
fotografía 6b (4ºC).

Fotografía 1. Perfiles proteicos, en SDS-PAGE, de PEC obtenidos a 28ºC.

Fotografía 2. Perfiles proteicos, en SDS-PAGE, de PEC obtenidos a 28ºC.
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Fotografía 3a. Perfiles proteicos, en SDS-PAGE, de PEC obtenidos a 28ºC.

Fotografía 3b. Perfiles proteicos, en SDS-PAGE, de PEC obtenidos a 4ºC.

Fotografía 4. Perfiles proteicos, en geles no desnaturalizantes, de PEC obtenidos a
28ºC.
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Fotografía 5. Perfiles proteicos, en geles no desnaturalizantes, de PEC obtenidos a
28ºC.

Fotografía 6a. Perfiles proteicos, en geles no desnaturalizantes, de PEC obtenidos a
28ºC.

Fotografía 6b. Perfiles proteicos, en geles no desnaturalizantes, de PEC obtenidos a
4ºC.
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En la tabla III.4 puede verse la actividad proteolítica que, sobre la azocaseína y
durante 20 min, ejercían los PEC “crudos” obtenidos a distintas temperaturas.

Tabla III.4.Actividad proteolítica de los PEC obtenidos a distintas temperaturas.

Temperatura de obtención

Cepa 4ºC 28ºC 37ºC

16 (1) 2.97

21 4.38* 4.38

29 5.26 3.81 0.69

77 4.98

92 4.81

154 3.11 2.00 0.17

156 4.25

157 6.18

167 3.62 4.40

169 3.08

176 5.17

181 5.28

186 5.17

271 4.55

510 0.86 5.88 5

579 2.35

546 3.54

HL2 2.56 5.43 5.5
*unidades de actividad proteolítica (UP)/ml; (1) ausencia de anotación, ensayos no realizados.

En cuanto a los porcentajes de inhibición de la actividad proteolítica, debida al uso de
EDTA a dos concentraciones diferentes, cabe decir que con ambas concentraciones del
compuesto quelante empleado (4 mM y 20 mM) se consigue una similar inhibición de la
actividad de los PEC sobre la azocaseína, es decir, del orden de un 34±12 %. En la tabla III.5
aparecen desglosadas las actividades proteolíticas de los PEC obtenidos a 28ºC conseguidas
con cada una de las concentraciones de EDTA empleadas, así como los respectivos
porcentajes de reducción de actividad proteolítica. Por su parte, las actividades proteolíticas
específicas (AE, actividad proteolítica de un PEC por mg de proteína que contiene) de los
PEC obtenidos a 4ºC, 28ºC y 37ºC se muestran en la tabla III.6.
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Tabla III.5. Estudios de inhibición de la actividad proteolítica.
 Actividad proteolítica

Cepa Ausencia de EDTA EDTA 4 mM EDTA 20 mM
16 2.97 (1) 1.84 (1) (38*) 2.47 (17)
21 4.38 3.40 (23) 2.68 (39)
29 3.81 2.60 (32) 2.50 (35)
77 4.98 3.26 (35) 3.15 (37)
92 4.81 3.14 (35) 2.88 (40)
154 2.00 1.59 (20) 1.49 (25)
156 4.25 3.26 (24) 2.67 (37)
157 6.18 3.25 (48) 3.07 (50)
167 4.40 2.69 (39) 3.21 (27)
169 3.08 2.69 (13) 2.99 (3)
176 5.17 3.47 (33) 3.30 (36)
181 5.28 3.01 (43) 2.81 (47)
186 5.17 2.60 (50) 2.38 (54)
271 4.55 2.69 (41) 2.76 (40)
510 5.88 4.09 (31) 4.87 (17)
579 2.35 1.18 (50) 1.13 (52)
546 5.43 3.14 (12) 3.00 (15)
HL2 3.54 3.44 (37) 3.69 (32)

(1) unidades de actividad proteolítica (UP)/ml; * porcentaje de reducción de la actividad proteolítica de cada
PEC con respecto a la actividad en las muestras no tratadas con EDTA.

Tabla III.6. Actividades proteolíticas específicas de los PEC obtenidos a distintas
temperaturas.

         Temperatura de obtención
Cepa 4ºC 28ºC 37ºC
16 (1) 3.10
21 11.39* 8.16
29 8.67 7.74 1.46
77 7.80
92 10.54
154 6.13 3.7 0.09
156 9.02
157 17.50
167 7.83 5.20
169 9.20
176 10.76
181 13.50
186 12.27
271 16.54
510 15.35 5.72 6.69
579 7.85
546 8.06
HL2 2.42 5.65 4.00

(1) no anotación, ensayos no realizados; * unidades de actividad proteolítica (UP)/mg de proteína.
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Las fotografías 7 a 9 se realizaron a partir los geles correspondientes a la visualización
y determinación de la actividad caseinolítica de los PEC obtenidos a 4ºC (fotografía 7), a
28ºC (fotografía 8) y a 37ºC (fotografía 9). En las fotografías 10 y 11 se presenta la actividad
caseinolítica de los PEC obtenidos de las 4 cepas que se estudiaron a las tres temperaturas de
incubación (4, 28 y 37ºC).

Fotografía 7. Bandas electroforéticas con actividad proteasa, obtenidas en geles
sustrato, presentes en los productos extracelulares de Aeromonas a 4ºC.

Fotografía 8. Bandas electroforéticas con actividad proteasa, obtenidas en geles
sustrato, presentes en los productos extracelulares de Aeromonas a 28ºC.
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Fotografía 9. Bandas electroforéticas con actividad proteasa, obtenidas en geles
sustrato, presentes en los productos extracelulares de Aeromonas a 37ºC.

Fotografía 10. Bandas electroforéticas con actividad proteasa, obtenidas en geles
sustrato, presentes en los productos extracelulares de las cepas 29 y 154, a 4, 28 y
37ºC.
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Fotografía 11. Bandas electroforéticas con actividad proteasa, obtenidas en geles
sustrato, presentes en los productos extracelulares de las cepas 510 y HL2, a 4, 28
y 37ºC.

En la tabla III.7 se muestra la actividad hemolítica (titulación) de los PEC obtenidos a
28ºC sobre eritrocitos de distintas especies de animales mamíferos.

Tabla III.7. Titulación de la actividad hemolítica de PEC obtenidos a 28ºC.

Especies de mamíferos
Cepa Hombre Conejo Asno Oveja

16 8 (1) 16 4
21 2 8 4
29 64 128 16 16
77
92 32 4
154 128 128 32 16
156 2 8 2
157
167 16 4
169 32 16 2
176 2
181 2
186 2
271 4
510 4
579
546 8 4 4
HL2

(1) inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir 50% de hemólisis.
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En la tabla III.8 aparecen los títulos de actividad hemolítica de los PEC obtenidos a
tres temperaturas distintas.

Tabla III.8.Titulación de la actividad hemolítica de los PEC obtenidos a 4, 28 y 37ºC.

Sangre Humana del Grupo O Sangre de conejo
Cepas 4ºC 28ºC 37ºC 4ºC 28ºC 37ºC

21 16 2 NR 16(1) 8 NR 
(2)

29 4 64 16 128 8
154 32 128 4 32 128 8
167 16 NR 32 16 NR

510 32 4 16
HL2 16 32

(1) inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir 50% de hemólisis; (2) 
NR, test no realizado.

En la tabla III.9 podemos apreciar la comparación de los resultados de la titulación y
los del ensayo cuantitativo de la actividad hemolítica de los PEC obtenidos a 28ºC.

Tabla III.9. Comparación de titulación y ensayo cuantitativo de la actividad
hemolítica para productos extracelulares de Aeromonas.

Eritrocitos de especie humana Eritrocitos de conejo

Cepa Titulación Cuantitativo* Titulación Cuantitativo*
16 8(1) 0.88 16 1.20
21 2 8 1.10
29 64 1.39 128 1.24
77
92 32 1.24
154 128 2.36 128 1.24
156 2 8 0.90
157
167 16 1.01
169 32 1.23
176 2
181 0.38
186 2
271 4 0.57
510 4
579
546 8 1.06 4 0.95
HL2

(1) inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir 50% de hemólisis;* cociente entre la absorbancia
obtenida a partir de cada PEC y la absorbancia dada por la solución de SDS al 1% empleada como control
positivo (0.651).
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La actividad citotóxica de los productos extracelulares, obtenidos a 28ºC, sobre las
monocapas de los cultivos celulares aparece reflejada en la tabla III.10.

Tabla III.10. Actividad citotóxica de los PEC de Aeromonas sobre cultivos celulares.
   Línea celular

Cepa Vero EPC RTG-2
16 * 16 NR

21 16(1) 8 NR

29 16 32 NR

77 16 16
92 16
154 512 64
156 16
157 32
167 128 8
169 16
176 32 128
181 8
186 8
271 16
510 8 128 128
579 4
546 8 64

3HL2 64 32 16
(1) inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir efectos citopáticos en la monocapa (la cantidad de
proteína mínima capaz de producir efectos citopáticos se obtiene al dividir 30 µg -cantidad de proteína presente
en 100 µl de PEC- por los títulos citotóxicos que aparecen en esta tabla); *ausencia de anotación, ensayo no
realizado.

La comparación de la actividad citotóxica (expresada como el inverso del título más
alto que produce efectos citotóxicos) de los PEC obtenidos a distintas temperaturas sobre
monocapas de la línea Vero se muestra en la tabla III.11.

Tabla III.11. Actividad citotóxica de los PEC de Aeromonas a distintas temperaturas.
Temperatura de obtención de los PEC

Cepa 4ºC 28ºC 37ºC
21 32(1) 16 NR *
29 32 16 128
154 256 512 16
167 128 128 NR

510 64 8 8
HL2 16 64 4

(1) inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir efectos citopáticos en la monocapa; * NR, no
realizado.
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En la tablas III.12 a III.14 aparecen agrupados, para cada cepa y temperatura, cuatro
de los factores de virulencia estudiados: actividad proteolítica, actividad proteolítica
específica, actividad hemolítica sobre eritrocitos de conejo y actividad citotóxica sobre
monocapas de la línea celular Vero.

Tabla III.12. Agrupación de factores de virulencia para los PEC obtenidos a 28ºC.

Cepa Actividad
proteolítica

Act. proteolítica
específica

Actividad
hemolítica (conejo)

Actividad
citotóxica (Vero)

16 2.97(1) 3.10(2) 16(3)
NR 

(5)

21 4.38 7.38 8 16(4)

29 3.81 7.44 128 16
77 4.98 7.80 NR

92 4.81 10.54 32 NR

154 2.00 2.75 128 512
156 4.25 9.02 8 NR

157 6.18 17.50 NR

167 4.40 8.60 16 128
169 3.08 9.20 32 NR

176 5.17 10.76 2 NR

181 5.28 13.50 NR

186 5.17 12.27 2 NR

271 4.55 16.54 4 NR

510 5.88 11.11 8
579 2.35 7.85 NR

546 3.54 8.06 4 NR

HL2 5.43 9.31 64
(1) unidades de actividad proteolítica (UP)/ml; (2) unidades de actividad proteolítica (UP)/mg de proteína; (3)

inverso de la dilución más alta de PEC capaz de producir un 50% de hemólisis; (4) inverso de la dilución más
alta de PEC capaz de producir efectos citopáticos en la monocapa; (5) NR, no realizado.

Tabla III.13. Agrupación de factores de virulencia para los PEC obtenidos a 4ºC.

Cepa Actividad
proteolítica

Act. proteolítica
específica

Actividad hemolítica
(conejo)

Actividad
citotóxica (Vero)

21 4.38 11.39 16 32
29 5.26 8.67 32
154 3.11 6.13 32 256
167 3.62 7.83 32 128
510 0.86 15.35 32 64
HL2 2.56 2.42 4 16

Unidades empleadas como en la tabla III.12.
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Tabla III.14. Agrupación de factores de virulencia para los PEC obtenidos a 37ºC.

Cepa Actividad
proteolítica

Act. proteolítica
específica

Actividad hemolítica
(conejo)

Actividad
citotóxica (Vero)

29 0.69 1.46 8 128
154 0.17 0.09 8 16
510 5.00 6.69 8
HL2 5.00 4.00 4

Unidades empleadas como en la tabla III.12.

La detección de la capacidad de acumular fluidos en el intestino de ratones lactantes se
muestra en la tabla III.15.

Tabla III.15. Actividad enterotoxigénica determinada sobre ratones lactantes.

Temperatura de obtención de los PEC

Cepa 4ºC 28ºC 37ºC
21 Ent-(1) Ent-(1)

NR 
(4)

29 Ent-(5) Ent-(1) Ent-(1)

154 Ent-(1) Ent+(2) (2(3) -0.076*-) Ent-(5)

167 Ent-(1) Ent-(5) NR

510 Ent-(1) Ent-(1) Ent-(5)

HL2 Ent+(2) (2(3) -0.81*-) Ent-(1) Ent-(1)

(1) Ent-, ausencia de actividad enterotoxigénica; (2) Ent+, enterotoxigénico según Burke y col (1981b);     (3)

puntuación de acuerdo con el esquema de Burke y col (1981b); (4) NR, no realizado; (5) el cociente peso
intestino/peso resto del cuerpo era superior a 0.07 en dos de los tres ratones; * dos de los tres ratones utilizados
tuvieron diarrea con colorante azul.

En la tabla III.16 se pueden observar, para cada temperatura de obtención del PEC, los
porcentajes de cepas que mostraban los factores de virulencia estudiados.

Tabla III.16. Porcentajes de positividad de las cepas de Aeromonas en cada una de
las propiedades de virulencia estudiadas.

Temperatura de obtención PEC 4ºC 28ºC 37ºC

Número de cepas 6 6 4

Proteolíticas (AE>3) 83 100 50
Hemolíticas (título>2) 100 74 50
Hemolíticas (título>16) 83 42 25
Citotóxicas (título>2) 100 100 100
Citotóxicas (título>16) 100 83 50
Enterotoxigénicas (>0.07*) 33 33 50
Enterotoxigénicas (>0.08+) 17 17 0

*, este valor en dos de cada tres ratones utilizados. +, según el esquema de Burke y col (1981b).
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DISCUSIÓN

La técnica de obtención de los PEC en un medio de cultivo sólido en cuya superficie
se depositaba una lámina de celofán ha mostrado excelentes resultados en otros trabajos
(Nzeako y col, 1991) al obtenerse productos extracelulares muy concentrados y no tener
necesidad de emplear membranas de diálisis, lo cual podría suponer el consumo mucho
tiempo y problemas de contaminacion. Lorian (1989) afirma que, en el estudio de los factores
de virulencia asociados a microorganismos, los resultados difieren según se empleen medios
líquidos o sólidos, siendo estos últimos los que representan mejor las condiciones “in vivo”.
En este sentido, Nzeako y col (1991) encontraron que los productos extracelulares de algunas
cepas no mostraban actividad hemolítica cuando se obtenían a partir de caldo (suplementado
con sangre), pero sí lo hacían cuando se empleaba la técnica de la membrana de celofán y
placas de Agar Sangre. Por lo que respecta al uso de medios sólidos suplementados con
substratos proteicos, los resultados son variables en cuanto a la influencia de aquéllos en la
composición de los PEC producidos. Así McIntosh (comunicación personal) observa que el
uso de medios sólidos suplementados no supone un marcado incremento en la actividad
proteolítica específica, aunque sí en la actividad citotóxica. Santos y col (1996) aprecian, por
su parte, que la producción de proteasas se ve influida por adición de compuestos proteicos al
medio sólido. Con el objeto de reducir los factores de variación en la capacidad de las
distintas cepas de producir factores de virulencia, en nuestro trabajo únicamente se ha
empleado un medio mínimo sin suplementar.

En las fotografías 1 y 2 podemos apreciar los perfiles electroforéticos de las proteínas
(obtenidos en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE) contenidas en los PEC obtenidos a
28ºC, de varias cepas de A. hydrophila  y  A. veronii sobria. Se puede observar que todas las
cepas poseen una serie de bandas comunes (de 20, 40, 48 y 55 Kdaltons -Kd-), que podrían
ser consideradas como características de género. Las bandas de 28 y 52 Kd son comunes a
todas las cepas estudiadas con excepción de las de A. hydrophila de origen ambiental números
16 y 29 (no presentan las de 52 Kd y 28 Kd) y la de A. hydrophila de origen clínico HL2
(carecen de la de 28 Kd). En estos geles no se observaron bandas características y únicas de
las cepas de A. veronii sobria (es decir, que no se aprecien en las cepas de A. hydrophila ). De
todas maneras, sí que se puede ver que los perfiles de dos de las tres cepas (510 y 579)
pertenecientes a esta especie son semejantes entre sí (con excepción de una banda de 35 Kd,
más gruesa en la primera), y distintos de los de la tercera (546).

Las fotografías 3a y 3b corresponden a la comparación de los perfiles proteicos, en
geles desnaturalizantes (SDS-PAGE), de los productos extracelulares de varias cepas (A.
hydrophila y A. veronii sobria) obtenidos a 28ºC y 4ºC, respectivamente. A primera vista
podemos apreciar que los perfiles proteicos a distintas temperaturas son ligeramente
diferentes. Un gran número de bandas de alto peso molecular presentes en los geles de los
PEC obtenidos a 28ºC se pierden en los obtenidos a 4ºC. La mayor actividad proteolítica
específica mostrada a 4ºC (tabla III.6) puede ayudar a explicar este hecho, ya que dicha
actividad enzimática podría contribuir a la degradación de las proteínas de alto peso
molecular y su conversión en proteínas de bajo peso molecular. En general, los perfiles
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proteicos de los PEC obtenidos a 4ºC se asemejan bastante entre sí, siendo mayor la
diversidad en los perfiles de los PEC de esas mismas cepas obtenidos a 28ºC.

Al comparar ambas fotografías (3a y 3b) se observa que la banda característica de
55Kd en los PEC obtenidos a 28ºC (fotografía 3) no aparece en los perfiles de algunas de las
cepas de A. hydrophila de origen ambiental y clínico (156, 157, 181 y HL2) que habían
crecido a 4ºC. Esta proteína bien podría no elaborarse a esta temperatura o bien podría
haberse degradado debido a la acción de alguna de las proteasas producidas a esta
temperatura. Esto mismo ocurre con la banda de 48 Kd, que no aparece a 4ºC en las cepas A.
hydrophila 156, 157, 167, 181 y HL2. Por lo que respecta a la banda de 40 Kd, ésta tan sólo
desaparece en las cepas 510 (A. veronii sobria) y HL2 (A. hydrophila de origen clínico). Con
excepción de las cepas 157 y HL2 (A. hydrophila de origen ambiental y de origen clínico,
respectivamente), los PEC obtenidos a ambas temperaturas presentan la banda de 28 Kd.

En los geles desnaturalizantes correspondientes a 4ºC (fotografía 3b) se observa, en
general, que los perfiles proteicos de las cepas de A. veronii sobria son bastante similares
entre sí, aunque en la cepa 579 algunas de las bandas comunes son sensiblemente más
gruesas. Las ligeras diferencias apreciadas entre las dos cepas de A. veronii sobria consisten
en que la cepa 579 posee una banda de 21 Kd, ausente en la 510, mientras que en esta última
se observa una banda de 22 Kd que no aparece en la cepa 579.

En los geles representados por las fotografías 4 y 5, en los que se emplearon
condiciones no desnaturalizantes, también se observan bandas comunes entre los PEC de las
distintas cepas. Así, todas las cepas, a excepción de la de A. hydrophila de origen ambiental
(156), y de las cepas de A. veronii sobria (510 y 546) presentan una banda de 38 Kd de peso
molecular. Por otro lado, todas las cepas, con excepción de la HL2 (A. hydrophila de origen
clínico) muestran una banda de 48 Kd. Esta última cepa posee una banda gruesa de 20Kd.

Las cepas de A. hydrophila de origen ambiental números 154 y 167 (las cepas que
presentan un mayor número de propiedades de virulencia -tablas III.12 y III.15-) muestran
unos perfiles muy parecidos entre sí, con bandas comunes de 28, 35 y 40 Kd.

Por su parte, las tres cepas de A. veronii sobria (510, 546 y 579) comparten una banda
de 35 Kd. En el perfil proteico correspondiente a la cepa 510 se observan bandas gruesas de
bajo peso molecular (fotografía 5), al igual que ocurría en los geles desnaturalizantes
(fotografía 2).

Al considerar la influencia de la temperatura de obtención de los PEC (28ºC frente a
4ºC) en los perfiles presentados en los geles no desnaturalizantes (fotografías 6a y 6b
respectivamente), el primer efecto observado -y contrario al manifestado en los geles
desnaturalizantes (fotografías 3a y 3b)- es la escasa pérdida de bandas características de alto
peso molecular en los PEC obtenidos a 4ºC. De hecho, los patrones correspondientes a las
cepas de A. hydrophila ambientales a 4ºC (fotografía 6b) apenas se modifican con respecto a
los de 28ºC (fotografía 6a). Así, las cepas 21, 92, 157 y 167 mantienen las bandas de 38 y 48
Kd. Por lo que respecta a la cepa 181, también se mantienen las bandas de 40 y 50 Kd, así
como una de 28 Kd, que también se puede ver en las otras cepas de A. hydrophila  de origen
ambiental.

La cepa de A. hydrophila de origen clínico (HL2) presenta perfiles proteicos
visiblemente diferentes a ambas temperaturas. La banda gruesa de 48-50 Kd presente a 28ºC
(fotografía 6a) desaparece a 4ºC, apareciendo, por el contrario, un gran número de bandas de
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bajo peso molecular, posiblemente procedentes de la degradación de la proteína de 48-50 Kd
(fotografía 6b).

Las cepas pertenecientes a la especie A. veronii sobria (510 y 579) también presentan
un perfil proteico sensiblemente distinto a ambas temperaturas de obtención de los PEC
(fotografías 6a y 6b). Así, mientras algunas bandas presentes a 28ºC se mantienen a 4ºC, la
mayor parte de las que se observan correspondientes a la primera temperatura no se detectan a
4ºC. Las bandas que sí permanecen son las de 33-35 y 46 Kd (cepa 571), la de 43 Kd (cepa
510) y la de 58 Kd (en ambos casos).

Como se puede apreciar en la tabla III.4, la actividad proteolítica “en crudo” de las
distintas especies de Aeromonas a 28ºC está comprendida entre 2 UP (unidades de actividad
proteolítica) y 6.18 UP. Las cepas que presentan una mayor actividad proteasa a 28 y 37ºC
son la cepa A. hydrophila de origen clínico (HL2) y la 510 (aislada de lucio e identificada
como A. veronii sobria), que presentan valores superiores a 5 UP (tabla III.4). Los productos
extracelulares de las cepas de A. hydrophila de origen acuático obtenidos a 37ºC no
manifiestan, prácticamente, actividad proteolítica, en concordancia con los resultados
obtenidos por Mateos y col (1993).

La adición de EDTA a las muestras supuso una disminución de la actividad proteasa
“en crudo” de todas las muestras (tabla III.5) que fue del mismo orden con las dos
concentraciones de PEC. Para la mayoría de las cepas (83%) esta reducción variaba entre un
20 y un 50% de la actividad proteolítica total de los PEC obtenidos a 28ºC. El EDTA es un
quelante de cationes divalentes presentes en el sitio activo de las metaloproteasas haciéndolas
no funcionales. De este modo, y teniendo en cuenta que la metaloproteasa producida por un
gran número de cepas pertenecientes al género Aeromonas es termoestable (Leung y
Stevenson, 1988; Rivero y col, 1990), la presencia de esta proteasa podría suponer un riesgo
para la salud (en caso de ser producida en grandes cantidades en el alimento) incluso aunque
los alimentos fuesen a ser sometidos a tratamiento térmico.

Una mejor aproximación para la comparación de las actividades proteolíticas de las
distintas cepas se obtiene a partir de la actividad específica (AE, actividad proteolítica por mg
de proteína), por un lado, y del estudio de los geles de actividad, por otro.

En las AE de los PEC obtenidos a 28ºC (tabla III.6) los valores van desde III.1 (A.
hydrophila aislada de trucha común) hasta 17.5 (A. hydrophila del mismo origen), pero la
mayor parte se encuentran comprendidos entre 8 y 12. En este caso, las cepas 510 (A. veronii
sobria) y HL2 (A. hydrophila de origen clínico), muestran valores relativamente bajos,
cercanos a 5.5. Las AE de los PEC obtenidos a 4ºC son, generalmente, más altas que en los
obtenidos a 28ºC y, en éstos, mayores que en los de 37ºC (tabla III.6). Es de destacar que la
cepa 510 (A. veronii sobria) tenga un valor de AE a 4ºC tan elevado con respecto al resto de
las cepas. La cepa 154, por su parte, presenta una actividad proteolítica residual a 37ºC. Este
descenso de la AE a elevadas temperaturas puede estar relacionado con el carácter psicrotrofo
(las bajas temperaturas son características de su hábitat natural) de las cepas aisladas de
pescado almacenado a refrigeración, de modo que no estén bien adaptadas a temperaturas del
orden de 37ºC, pero sí a temperaturas de refrigeración. Teniendo en cuenta estos datos y la
probable participación de las proteasas en la virulencia global de Aeromonas (Leung y
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Stevenson, 1988; Wadström y Ljungh, 1988), el mayor poder infectivo radicaría en la cepa de
origen clínico (HL2) y en la cepa adscrita a A. veronii sobria (510).

Si observamos los geles de actividad proteolítica de PEC obtenidos a distintas
temperaturas (fotografías 7 a 9) podemos apreciar concordancia entre los valores de las AE
(tabla III.6) y la intensidad de las bandas de proteolisis. En los patrones de actividad
proteolítica de los PEC obtenidos a 28ºC (fotografía 8), todas las cepas pertenecientes a la
especie A. hydrophila  mostraron una banda de aclaramiento de 48 Kd aproximadamente, así
como otra de 38 Kd en cuatro de estas cepas, que coinciden con las bandas gruesas a las que
hicimos referencia anteriormente al analizar los geles de poliacrilamida SDS no
desnaturalizantes (fotografías 5 y 6a). La cepa de A. veronii sobria (calle 5, fotografía 8)
produjo dos proteasas, una de 43 y otra de 58 Kd.

A 4ºC (fotografía 7) los perfiles de proteasas son básicamente los mismos que a 28ºC
salvo los de las cepas en las calles 1 y 6 (A. hydrophila de origen ambiental y clínico
respectivamente). La cepa de origen clínico (HL2) presentaba una zona de aclaramiento de 28
Kd, no presente a 28ºC, mientras que la banda de 38 Kd era de menor intensidad que la
obtenida a 28ºC; una posible explicación a este fenómeno podría residir en el hecho de que la
proteasa de 28 Kd pudiera proceder de la degradación parcial de proteasa de 38 Kd.

A 37ºC (fotografía 9), como cabría esperar, no se aprecia actividad proteolítica en la
calle correspondiente a la cepa 154 (A. hydrophila de origen ambiental). Por otro lado, la cepa
de origen clínico (HL2, calle 4), así como una A. hydrophila  de origen ambiental (29, calle 1)
presentan una banda de actividad por encima de 93 Kd. La cepa de la especie A. veronii
sobria (510, calle 3, fotografía 11) presenta los mismos perfiles que a 28 y 4ºC.

Mateos y col (1993) aprecian, en geles substrato, cinco patrones distintos de
producción de proteasas, por parte de cepas de A. hydrophila de origen ambiental y clínico.
Nosotros observamos un solo patrón de producción de proteasas por parte de A. veronii
sobria, y tres diferentes por parte de las cepas de A. hydrophila  sin tener en cuenta su origen.
Finalmente cabe decir que la técnica electroforética empleada para visualizar las actividades
caseinolíticas no proporciona una estimación adecuada del peso molecular tal y como apuntan
Bertolini y Rohovec (1992), por lo que no se pueden establecer comparaciones definitivas con
otros estudios en los que se trabajó con proteasas purificadas (Leung y Stevenson, 1988;
Rivero y col, 1990).

Knochel (1989b) y Nzeako y col (1991) observaron que algunas cepas con actividad
hemolítica en medio sólido suplementado con sangre de distintos orígenes no mostraban
dicha actividad en los ensayos de titulación de sus PEC correspondientes. En los casos en que
los que estos últimos eran positivos, la hemólisis en medio sólido siempre era del tipo β (áreas
de aclaramiento alrededor de la zona de crecimiento). En nuestro trabajo hemos comprobado
este efecto. En un principio, y para el estudio de los PEC, partimos de cepas que producían
áreas de β-hemólisis en medio sólido conteniendo eritrocitos de oveja pero, posteriormente,
no todos los productos extracelulares fueron capaces de exhibir dicha actividad en los ensayos
de titulación, ni siquiera empleando eritrocitos más sensibles a la actividad de la β-hemolisina
de Aeromonas tales como los de conejo. Con el fin de comprobar qué tipo de eritrocitos eran
más susceptibles a la hemolisina o hemolisinas contenidas en los PEC, se estudiaron los
obtenidos a partir de cuatro especies de mamíferos (tabla III.7). Tal y como se esperaba, en
concordancia con los trabajos de Nzeako y col (1991), Daily y col (1981) y Kozaki y col
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(1987), los eritrocitos de conejo fueron los más sensibles a dicha actividad hemolítica. Los
menos sensibles resultaron ser los de oveja.

Algunos autores, como Kirov y col (1994), consideran que las hemolisinas de
Aeromonas son factores de virulencia cuando alcanzan títulos hemolíticos iguales o mayores
a 16. Si tenemos en cuenta únicamente los eritrocitos de conejo y los PEC a 28ºC (tabla III.7),
solamente un 33% de las cepas estudiadas cumplían este requisito, mostrando títulos entre 16
y 128, similares a los observados por Olivier y col (1981) y Paniagua y col (1990). Las cepas
29 y 154 (A. hydrophila de origen ambiental) manifestaron a 28ºC los títulos hemolíticos más
altos (128), similares a los obtenidos por Mateos y col (1993).

En cuanto a la comparación de la actividad hemolítica de los PEC obtenidos a distintas
temperaturas (tabla III.8), cabe decir que todas las muestras, a excepción de la 510 a 37ºC y la
HL2 a 28 y 37ºC, manifestaron dicha actividad sobre, al menos, uno de los dos tipos de
eritrocitos empleados, hecho que es contrario a lo observado por Mateos y col (1993). Éstos,
estudiando PEC obtenidos a 37ºC de cepas de origen ambiental, no apreciaron actividad
hemolítica sobre eritrocitos de oveja. Tal vez, esta ausencia de actividad hemolítica fue
debida a la baja sensibilidad de estos eritrocitos a la acción de las hemolisinas producidas por
Aeromonas. A 4ºC todas las cepas estudiadas por nosotros, excepto la cepa 29, dieron títulos
iguales o superiores a 16; a 37ºC únicamente lo hizo la cepa 29 sobre eritrocitos humanos
(tabla III.8). De estos resultados se desprende que la multiplicación en alimentos almacenados
a temperaturas de refrigeración puede llevar aparejada la producción de elevadas cantidades
de esta exotoxina. Cumberbatch y col (1979), estudiando cepas ambientales de Aeromonas,
observaron que el 57% de las cepas eran hemolíticas a 28ºC, mientras que a 37ºC lo fueron un
69% de las mismas, valores cercanos a los de Majeed y col (1989), cuando estudiaban cepas
aisladas de canales de cordero almacenadas a refrigeración; en ambos trabajos los títulos
hemolíticos fueron superiores a los encontrados por nosotros. En este mismo sentido, Olivier
y col (1981), trabajando con cepas de A. hydrophila aisladas de pescado observaron que, a 10
y 30ºC, un 80 y un 72% de las mismas fueron hemolíticas. Knochel (1989b), estudiando la
producción de hemolisinas por parte de cepas de Aeromonas aisladas de trucha arco iris, a
10ºC y a 37ºC obtuvo valores de actividad hemolítica superiores a 128 en un 52 y un 5% de
las cepas respectivamente, muy por encima de los valores observados en nuestro estudio,
siendo A. hydrophila la especie más frecuentemente encontrada. Pin y col (1995) detectaron
títulos hemolíticos sobre eritrocitos de conejo de entre 2 y 256 en cepas aisladas en distintos
alimentos. Por lo que respecta a la actividad de la cepa clínica (A. hydrophila , HL2), ésta se
comportó de manera distinta a lo observado por otros autores que trabajaron con cepas de ese
mismo origen (Knochel, 1989b; Mateos y col, 1993; Pin y col, 1995), ya que su actividad
hemolítica desaparecía a 28 y 37ºC.

En la tabla III.9 aparecen los valores obtenidos en el análisis cuantitativo de la
actividad hemolítica y la titulación de dicha actividad por parte de los PEC obtenidos a 28ºC
sobre eritrocitos de conejo y de humano. El hecho más destacable es que todas las cepas, con
excepción de la cepa 546 (con eritrocitos de humano) y de la 21 (con eritrocitos de conejo),
que mostraban valores asociados de actividad hemolítica por encima de 1 en el análisis
cuantitativo, presentaban, asimismo, valores, en los ensayos de titulación, iguales o superiores
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a 16. Por el contrario, los valores por debajo de uno se correspondían con títulos de hemólisis
menores de 16.

En lo que se refiere al estudio de la citotoxicidad (tabla III.10), se emplearon tres
líneas celulares distintas, dos de ellas obtenidas a partir de peces de agua dulce (EPC y RTG-
2) y de fácil manejo en laboratorio, y otra, obtenida a partir del riñón del mono verde africano
(VERO), especialmente recomendada para el estudio de propiedades de virulencia asociadas a
Aeromonas (Barer y col, 1986). De los resultados obtenidos con las tres líneas celulares
empleadas en el estudio de los PEC obtenidos a 28ºC, se aprecia que la línea VERO, de
naturaleza fibroblástica, es la más sensible a la actividad citotóxica de las distintas cepas de
Aeromonas, obteniéndose títulos de hasta 512. De hecho, no se aprecia una buena correlación
entre los valores obtenidos con las líneas de origen piscícola y la línea VERO. Esteve y col
(1995c) observaron efectos citopáticos en las líneas EPC y RTG-2 al inocular PEC de A.
hydrophila y A. jandaei. Las cantidades mínimas de proteína (en los PEC de A. hydrophila
estudiados por nosotros) que daban lugar a efectos citopáticos sobre la línea PEC estuvieron
entre 0.44 y 3.7 µg, por debajo de los obtenidos por Esteve y col (1995c) en este tipo de
cultivo celular.

Por lo general, se observa la misma influencia de la temperatura de obtención de los
PEC sobre los títulos de actividad citotóxica en la línea VERO (tabla III.11) que sobre los
títulos de actividad hemolítica en eritrocitos de conejo (tabla III.8), con la excepción de la
cepa 29 a 4ºC (A. hydrophila), así como la 510 (A. veronii sobria) y la HL2 (A. hydrophila) a
28 y 37ºC. A 28ºC obtuvimos títulos similares a los observados por Mateos y col (1993)
cuando trabajaban con cepas ambientales. Por otro lado, contrariamente a lo observado por
otros autores, como Cumberbatch y col (1979) y Mateos y col (1993), pero en concordancia
con Eley y col (1993) (cepas aisladas a partir de alimentos), la actividad citotóxica de los PEC
obtenidos a 37ºC en nuestro trabajo no se mantenía en los mismos niveles que a 28ºC, sino
que disminuía considerablemente en las cepas 154, 510 y HL2 y aumentaba, de manera
notoria, en la cepa 29 (tabla III.11). Por lo que se refiere a la titulación de la actividad
citotóxica de los PEC obtenidos a 4ºC, sus niveles no se vieron reducidos en gran medida, en
comparación con los de 28ºC (tabla III.11), al contrario que en los estudios de Eley y col
(1993), en los que solamente un 79% de las cepas citotoxigénicas a 28 y 37ºC lo fueron a 4ºC.

Todas las cepas estudiadas por nosotros en distintas condiciones de incubación
mostraron actividad citotóxica sobre la línea celular VERO, tal y como puede apreciarse en la
tabla III.11, pero solamente la mitad de los PEC obtenidos a 37ºC dieron lugar a títulos
citotóxicos apreciables (>16). Kirov y col (1993), empleando esta misma línea celular,
obtuvieron que el 65,5 % de las cepas del conjunto A. hydrophila y A. veronii sobria eran
citotóxicas a 37ºC. También Paniagua y col (1990), estudiando los PEC producidos a 28ºC
por cepas de origen piscícola, observaron este tipo de actividad exotóxica (títulos 4 a 128) en
un 95% de las cepas de la especie de A. hydrophila . Por su parte, Burke y col (1981b), Kaper
y col (1981) y Le Chevalier y col (1982), empleando la línea Y-1, encontraron que el 92%, el
71% y el 80%, respectivamente, de las cepas de A. hydrophila (cuyos productos
extracelulares habían sido obtenidos a 37ºC) poseían actividad citotóxica sobre la línea Y-1.
Empleando la línea HeLa, Fricker y Tompsett (1989) obtuvieron que el 61% de las cepas
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aisladas de pescado eran citotóxicas. Todos estos datos apuntan a que la línea celular VERO
parece ser la más sensible a la acción de las citotoxinas producidas por Aeromonas.

En las tablas III.12 a III.14 no se aprecia relación cuantitativa entre la actividad
proteolítica específica de los PEC de las distintas cepas y la actividad hemolítica que
desarrollan. De igual modo, tampoco se observan relaciones cuantitativas entre las actividades
proteolítica específica y la citotóxica en la línea VERO, por lo que el efecto citotóxico no
podría ser atribuido únicamente a las proteasas presentes en los PEC, aunque sí parece
relacionarse la intensidad de la actividad citotóxica sobre la línea Vero con los títulos
hemolíticos en eritrocitos de conejo. Por lo general, los títulos de actividad citotóxica iguales
o menores a 8 se corresponden con ausencia de actividad hemolítica en los ensayos de
titulación (tablas III.12 a III.14). De hecho, Cumberbatch y col (1979) sugirieron que la
citotoxicidad y la actividad hemolítica eran dos expresiones distintas de la misma molécula o
que estaban sujetas al mismo control genético. Otros autores, como Abeyta y col (1986),
Daily y col (1981) también han observado esta relación. Palumbo y col (1989), en un estudio
realizado con A. hydrophila, vió que un 98% de las cepas hemolíticas eran citotóxicas en
cultivo celular. Chakraborty y col (1984), por el contrario, afirman que los determinantes de
ambas actividades se encuentran en segmentos diferentes del genoma. Burke y col (1981b),
sugiriendo que ambos efectos estaban producidos por distintas moléculas, ya observaron que,
en algunos casos, la actividad citotóxica no sólo disminuía tras tratamiento térmico, sino
también tras el tratamiento con enzimas proteolíticas, mientras que la actividad hemolítica, en
este último caso, no se veía afectada en ningún modo. Por otro lado, Barer y col (1986),
contrariamente a lo observado por nosotros, afirmaban que cepas de Aeromonas que exhibían
títulos de citotoxicidad en línea VERO menores de 96 no eran capaces de mostrar actividad
hemolítica.

En la mayor parte de las cepas de A. hydrophila aisladas de pescado (21, 154 y 167),
las actividades hemolítica y citotóxica pudieran ser debidas, principalmente, a la actividad de
una misma molécula (probablemente una hemolisina), independientemente de la temperatura
de obtención de los PEC. Esto mismo se podría aplicar a las cepas 29 (A. hydrophila de
origen ambiental) a 37ºC, y HL2 (A. hydrophila de origen clínico) y 510 (A. veronii sobria) a
28ºC. En las cepas 29, HL2 y 510 a 4ºC, y HL2 y 510 a 37ºC, la actividad citotóxica pudiera
residir, únicamente, en móleculas distintas de hemolisinas, tales como algunas proteasas.
Cumberbatch y col (1979) propusieron que algunas enzimas proteolíticas termoestables
secretadas por Aeromonas podrían participar en la aparición de efectos citotóxicos. La cepa
29 a 28ºC, por su parte, posee una actividad hemolítica muy alta en comparación con su
actividad citotóxica. La hemolisina producida por esta cepa a 28ºC, por tanto, pudiera no
tener un efecto citotóxico muy marcado en cultivo celular y ser distinta de las hemolisinas
producidas por otras cepas en distintas condiciones. Brenden y Janda (1987) han propuesto la
existencia de hemolisinas específicas de cada especie de Aeromonas. En cuanto a la
influencia de la temperatura sobre la producción de diferentes hemolisinas por parte de una
cepa determinada de Aeromonas, en la bibliografía examinada no hemos encontrado estudios
que traten acerca de este aspecto.

Tal y como han venido recomendado diversos autores (Burke y col, 1981b; Kirov y
col, 1993) para el estudio de la capacidad enterotoxigénica de las cepas de Aeromonas, en este
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trabajo hemos empleado la prueba de acumulación de fluidos en el intestino de ratones
lactantes. La interpretación de los resultados es diferente según tengamos en cuenta el
esquema propuesto por Burke y col (1981b), o bien el postulado por Kirov y col (1994). Así,
empleando el primero de ellos, en el que se tienen en cuenta el índice resultante del cociente
entre el peso del intestino y el del resto del cuerpo (>0.08) y la presencia de colorante azul
(debido a diarrea, en el papel de filtro dispuesto en el suelo de las bandejas en que se
incubaron), sólamente las cepas 154 a 28ºC y la HL2 a 4ºC, adscritas a la especie A.
hydrophila, pueden ser consideradas enterotoxigénicas (tabla III.15). Utilizando el esquema
de Kirov y col (1994), en el cual se propone considerar enterotoxigénicos los PEC si dos de
los tres ratones utilizados por cada PEC presentan valores superiores a 0.07 en el cociente
entre el peso de intestino y el peso del resto del cuerpo, el número de cepas consideradas
enterotoxigénicas se amplía hasta seis. Lee y Bryant (1984) encuentran que más de un 90% de
las cepas de A. hydrophila y A. sobria, así como un 10% de las de A. caviae son
enterotoxigénicas. Boulanger y col (1977), Olivier y col (1981) y Knochel (1989a), en sus
trabajos con pescado, obtienen que, respectivamente, un 80%, un 72% y un 40% de las cepas
de A. hydrophila y un 100% (en los dos primeros casos) y un 88% (Knochel, 1989a) de las de
A. sobria, son enterotoxigénicas en la prueba de los ratones lactantes (TRL, >0,08) cuando
son incubados a 30ºC. A temperaturas de refrigeración, Knochel (1989b) observa que
solamente un 30% de las cepas de A. hydrophila (y ninguna de A. sobria) provocaron
acúmulo de fluidos en TRL. En todos los casos, estos valores fueron muy superiores a los
obtenidos por nosotros, que son del orden del 17% a 4 y 28ºC (tabla III.16).

Teniendo en cuenta el primero de los criterios (Burke y col, 1981b), el hecho de que la
cepa 154 a 28ºC sea, además de enterotoxigénica, la que induce los títulos hemolíticos y
citotóxicos más altos nos hace pensar que la molecula inductora de los tres efectos es una β-
hemolisina, tal y como han propuesto distintos autores (Stelma y col, 1986), que observan que
este compuesto provoca acumulación de fluidos en otros modelos animales tales como el asa
ileal ligada de conejo. Cumberbatch y col (1979) afirman que esta acumulación de líquidos,
provocada por los productos extracelulares de algunas cepas de la especie A. hydrophila , no
se debe a la presencia de una enterotoxina citotónica, sino a una enterotoxina citotóxica. En
esta misma línea, Burke y col (1983b) y Gracey y col (1982b) relacionan la actividad
hemolítica con la enterotoxigenicidad, mientras que Daily y col (1981) y Johnson y Lior
(1981), paralelamente, relacionan esta última con la citotoxicidad en cepas de Aeromonas.
Singh y Sanyal (1992) encontraron que las cepas β-hemolíticas de Aeromonas causaban una
acumulación de fluidos en modelos animales mayor que las cepas α-hemolíticas o las no
hemolíticas, con independencia de la especie a la que pertenecieran. En nuestro caso, para la
mayoría de las cepas, el hecho de que mostrasen actividades citotóxica y hemolítica no parece
estar relacionado con su actividad enterotoxigénica, con la excepción de las cepas 154 (títulos
altos de citotoxicidad y hemólisis) y HL2 (cepa citotóxica y hemolítica). En este sentido,
ninguna cepa no hemolítica fue capaz de mostrar actividad enterotoxigénica.

La importancia relativa de la cepa 154 como posible agente de infección alimentaria
disminuye considerablemente al considerar que, a 37ºC, los valores de los tres parámetros
relacionados con la virulencia (proteasas, hemolisinas y citotoxinas) están muy por debajo de
los obtenidos a 28ºC (tablas III.13 y III.14). Esta cepa, por el contrario, podría ser calificada
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como enterotoxigénica a 37ºC si empleasemos el esquema de Kirov y col (1994). Kirov y col
(1994) consideran que una cepa de Aeromonas que lleva asociados, al menos, dos factores de
virulencia (citotoxina, título hemolítico superior a 16 y producción de enterotoxina -
TRL>0.07-), es patógena. De las cepas estudiadas en nuestro trabajo, todas poseen, al menos,
dos de estos tres factores de virulencia a 4 y 28ºC siendo las actividades citotóxica y
hemolítica las más constantes (tabla III.16). Vadivelu y col (1991) apreciaron que, entre las
cepas de origen ambiental, las actividades hemolítica y citotóxica eran más comunes que la
actividad enterotoxigénica, al contrario que lo mostrado por las cepas de origen entérico.
Kirov y col (1993) observaron que el 54% de las cepas que estudiaron a 37ºC poseían, al
menos, dos de estas características, siendo, el 50%, enterotoxigénicas en TRL. Por el
contrario, Kirov y col (1986) observaron que solamente un 15% de las cepas que investigaron
poseían esta última característica. De las cepas cuyos PEC han sido estudiados a 37ºC,
únicamente la cepa 29 (A. hydrophila) presenta valores importantes de actividad citotóxica y
hemolítica (128 y 16 respectivamente), a pesar de no mostrar actividad enterotoxigénica. Esta
cepa puede ser considerada como potencialmente patógena, ya que posee dos de los tres
criterios de virulencia a los que Kirov y col (1994) hacen referencia. De todos modos es
posible que, en todas las cepas y análogamente a lo observado por otros autores, la expresión
de los factores de virulencia que pudieran llevar asociados en el momento de su aislamiento
se haya visto atenuada durante los sucesivos subcultivos a los que fueron sometidas antes de
iniciarse el estudio de su virulencia. Singh y Sanyal (1992) apreciaron que, tras sucesivos
pases en laboratorio o durante períodos cortos de almacenamiento, muchas cepas dejaban de
tener actividades enterotoxigénica y hemolítica. Esta atenuación podría revertirse realizando
varios pases en animales de laboratorio tal y como han propuesto Le Chevalier y col (1982) y
Ljungh y Wadström (1982-83). Kirov y col (1994) apuntan, en este mismo sentido, que todas
las cepas de Aeromonas expresan, potencialmente, factores de virulencia tras pasar por
hospedadores susceptibles.

Varios autores (Eley y col, 1993; Kirov y Brodribb, 1993; Majeed y McRae, 1991)
han sugerido que uno de los riesgos asociados a la presencia de Aeromonas en alimentos es
debido a la multiplicación de estos microorganismos durante el almacenamiento a
refrigeración (son microorganismos claramente psicrotrofos), especialmente por abusos de
temperatura accidentales que se pueden producir en el transcurso del mismo, al poder llevar
aparejada la producción de exotoxinas tales como hemolisinas, citotoxinas y enterotoxinas.
Kirov y Brodribb (1993) y Majeed y col (1989) han realizado ensayos de producción de
exotoxinas a temperaturas de refrigeración en medios de cultivo convencionales y en
alimentos. En ambos estudios se comprobó la producción de estos factores por parte de
Aeromonas, tanto en los medios de cultivo como en los alimentos pero, en el estudio de
Majeed y McRae (1991), se obtenían niveles mayores de exotoxinas en los medios de cultivo
tradicionales empleados. Knochel (1989b) opina que la hemolisina, como toxina preformada
en los alimentos refrigerados, no es un problema en aquéllos que van a ser posteriormente
cocinados (al ser proteínas termolábiles), pero es resistente a concentraciones bajas de ácidos,
por lo que un tratamiento de escabechado sin aplicación de calor no la inactivaría. Este mismo
autor afirma, en este sentido, que en las gastroenteritis debidas a Aeromonas hay evidencias
de infección, y no de intoxicación. De todos modos hay que destacar que, en nuestro trabajo,
las cepas de Aeromonas crecían bien y producían factores de virulencia a 4ºC. Por lo que
respecta a la cepa 154, un abuso en la temperatura de almacenamiento del pescado podría
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suponer un riesgo potencial para la salud, caso de que el alimento no fuese a recibir un
tratamiento térmico posterior, si tenemos en cuenta su capacidad de producción de un factor
de acumulación de fluidos a 28ºC.

Como ya pudimos apreciar anteriormente, el patrón de producción de factores de
virulencia por la cepa de origen clínico (HL2) es muy diferente al de las cepas de origen
ambiental. Diversos autores han observado este mismo fenómeno. Así, Krovacek y col
(1994), comparando cepas de origen marino y de origen clínico, pudieron apreciar que las
primeras tenían asociadas las mismas propiedades de virulencia (actividades citotóxica,
hemolítica y enterotoxigénica) que las segundas, pero las expresaban en menor medida.
Knochel (1989b), contrariamente a lo observado por nosotros, aprecia que las cepas de origen
clínico expresan las propiedades de virulencia con dificultad a temperaturas de refrigeración.
A pesar de que Ljungh y Wadström (1982-83) afirman que las cepas de origen clínico son
más hemolíticas, en nuestro caso la cepa de origen clínico empleada presentó títulos
hemolíticos por debajo de los de las cepas de origen ambiental.

La cepa perteneciente a la especie A. veronii sobria (510) se muestra con una mayor
aptitud virulenta a temperaturas de refrigeración que las cepas de la especie A. hydrophila, si
bien de los estudios de Kirov y Brodribb (1993) y Krovacek y col (1991) se desprende que
esta última especie posee una mayor capacidad de producir más cantidad de exotoxinas a
temperatura de refrigeración que el resto de las especies virulentas de este género microbiano.



CAPÍTULO IV:

SUCESIONES MICROBIANAS A LO LARGO DEL
ALMACENAMIENTO A REFRIGERACIÓN

INTRODUCCIÓN

La alteración del pescado mantenido en condiciones de refrigeración es debida,
principalmente, a la acción microbiana (Castell y Anderson, 1948; Herbert y col, 1971;
Shewan y Hobbs, 1957). La composición cualitativa de la flora microbiana presente en el
pescado fresco tras su captura, y la de las asociaciones microbianas que se suceden a lo largo
de su almacenamiento, especialmente de aquellos microorganismos involucrados en su
alteración (ya sea entero, eviscerado o fileteado), han sido objeto de estudio, por parte de
distintos investigadores, durante los últimos 40 años (Castell y Anderson, 1948; Gram y col,
1987, 1990; Lerke y col, 1963, 1967; Shewan y col, 1960a, 1960b; Shewan, 1971). Algunos
de los aspectos que más han contribuido al desarrollo de estas investigaciones han sido los
avances realizados en los sistemas de identificación y clasificación de microorganismos, así
como el estudio de la capacidad alterante de especies microbianas asociadas al medio acuático
(Castell y Greenough, 1957; Gram y col, 1990; Jorgensen y Huss, 1989).

Shewan (1971) afirmó que, en general, la flora inicial del pescado recién capturado
está influenciada por el ambiente que le rodea y, por tanto, por la contaminación microbiana
del agua en la que se desarrolla. Un dato que puede apoyar está afirmación es que, en otros
alimentos de origen acuático, como el cangrejo (Cancer magister), la flora microbiana
presente en el momento de su captura es muy similar a la descrita en el pescado del mismo
origen (Lee y Pfeiffer, 1975). Es importante tener en cuenta que tanto las bacterias Gram
positivas, como las Gram negativas, se encuentran presentes de modo natural en el pescado
recién capturado, si bien sus porcentajes sobre la flora total son variables. Así, en general, se
asume que en los peces procedentes de áreas templadas (tanto de origen marino como
continental) las bacterias Gram negativas representan un elevado porcentaje de la flora inicial
total (Acuff y col, 1984; Horsley, 1973; Laycock y Regier, 1970; Liston, 1960; Shewan,
1971), mientras que en los pescados obtenidos en zonas tropicales el balance entre ambos
grupos es más favorable a las Gram positivas (León Fajardo y Marth, 1979; Okafor y Nzeako,
1985). Es importante señalar que, en algunas ocasiones, también se han aislado otros
microorganismos, tales como levaduras, a partir de productos de la pesca (Acuff y col, 1984;
Kobatake y col, 1992).

Entre las bacterias Gram negativas presentes de modo natural y aisladas, de manera
regular, a partir del pescado recién capturado destacan, principalmente, cuatro grandes grupos
(Horsley, 1973; Lee y Harrison, 1968; Liston, 1960; Shewan, 1971). En primer lugar se
encuentran las bacterias aerobias móviles y no fermentadoras de azúcares, grupo en el que
están englobados los géneros Pseudomonas (Palleroni, 1984), Shewanella (McDonell y
Colwell, 1985) y Alcaligenes (Kersters y De Ley, 1984) y que, como se comentará más
adelante, están muy relacionados con la alteración del pescado fresco. En segundo lugar, hay
que mencionar a las bacterias aerobias inmóviles, grupo al que pertenecen los géneros
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Acinetobacter (Juni, 1984) y Moraxella (Bovre, 1984), microorganismos que, anteriormente,
eran clasificados dentro del género Achromobacter (Laycock y Regier, 1970). La mayor parte
de las cepas aerobias inmóviles y oxidasa positivas aisladas a partir de pescado, que han sido
identificadas tradicionalmente como Moraxella, actualmente tienden a incluirse dentro de la
especie Psychrobacter immobilis (Gennari y col, 1989; Juni y Heym, 1986). El tercer grupo
microbiano de interés es el de las bacterias anaerobias facultativas y oxidasa positivas, el cual
incluye al género Vibrio, fundamentalmente asociado a pescado de origen marino (Baumann
y col, 1984a), y al género Aeromonas, encontrado con mayor frecuencia en pescado de agua
dulce (Popoff, 1984). Finalmente, es importante mencionar a las bacterias pertenecientes al
grupo Flavobacterium-Cytophaga, que incluye a microorganismos móviles o inmóviles,
incapaces de fermentar la glucosa y que producen pigmentos amarillos o anaranjados cuando
crecen en medio sólido (Holmes y col, 1984).

Por lo que se refiere a las bacterias Gram positivas que se han encontrado
habitualmente en pescado recién capturado, y que pueden formar parte de su flora natural, en
su mayoría pertenecen al grupo de microorganismos corineformes (Horsley, 1973; Laycock y
Regier, 1970), al género Bacillus (Claus y col, 1986), al género Arthrobacter (Keddie y col,
1986) y al grupo de las bacterias acidolácticas, principalmente al género Carnobacterium spp
(Collins y col, 1987).

Además de la carga microbiana presente, de modo natural, en el pescado recién
capturado (debida a la influencia del ambiente) hay que sumar la que el hombre aporta
durante la manipulación y procesado previos al empleo de tratamientos tecnológicos tales
como la aplicación de bajas temperaturas. Esta contaminación añadida está compuesta,
principalmente, por microorganismos mesófilos (Shewan, 1970). Entre estos grupos
microbianos destacan aquéllos cuyo hábitat primario es la piel y el tracto digestivo de los
mamíferos, tales como algunos miembros de las familias Micrococcaceae (Staphylococcus y
Micrococcus) y Enterobacteriaceae (Liston, 1980b; Petit, 1987). En algunos trabajos, como
el de Wempe y Davidson (1992), se observan unos elevados e inusuales niveles de
microorganismos, pertenecientes a los anteriores grupos de bacterias (Enterobacter,
Escherichia, Micrococcus y Staphylococcus), en filetes de pescado recién obtenidos y que,
con gran probabilidad, son indicativos de manipulaciones llevadas a cabo de modo incorrecto.

La composición cuantitativa de la microflora, es decir, el porcentaje de cada grupo
microbiano con respecto a la flora total, es muy variable en las muestras de piel de pescado.
Como ejemplo, baste decir que los niveles de bacterias halófilas (Vibrio spp.) en pescado
capturado en aguas continentales son mucho menores a los encontrados en peces de origen
marino (Nedohula y Westhoff, 1993). En pescado de agua dulce, Horsley (1973) también
observa muchas diferencias, relacionadas con la zona geográfica de captura, al estudiar
salmónidos de distintos orígenes: encuentra que representantes del género Aeromonas son
más frecuentes en los cursos altos de los ríos. Por otro lado, este mismo autor determinó que
la flora de agallas y la de la piel del pescado de un mismo origen eran muy parecidas entre sí
y con la del agua de cría. Trust (1975), por un lado, y Nedohula y Westhoff (1993), por otro,
no encontraron muchas diferencias entre la microflora del pescado de vida libre y la del
pescado cultivado, siendo menos variada en los últimos.
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El análisis microbiológico de las agallas y del intestino es importante si tenemos en
cuenta que ambas estructuras funcionales y anatómicas pueden actuar como fuente y
reservorio de microorganismos que podrían participar en la alteración del pescado entero, tal
y como apuntaron Herbert y col (1971) y Shewan (1971). Se ha de tener presente que durante
la evisceración del pescado se puede producir la liberación de los microorganismos,
contenidos en el tracto intestinal, a la parte comestible del pescado. De este modo, el estudio
de la flora microbiana asociada a ambos órganos es importante por su posible influencia en la
vida útil del pescado. En general, la flora predominante, en pescados de agua dulce y en
ambos casos (agallas e intestino), está constituida por microorganismos Gram negativos. En
muestras intestinales de salmónidos y otros peces de agua dulce, la mayor parte de los
microorganismos aislados son Gram negativos, principalmente bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae y a los géneros Aeromonas y Acinetobacter (Austin y Al Zarahni,
1988; Nedohula y Westhoff, 1993; Sugita, 1985; Trust y Sparrow, 1974; Westhoff, 1993),
género, este último, cuyo papel en la alteración es limitado en comparación con otros grupos
microbianos (Gram y col, 1987). En agallas se aislan, principalmente, microorganismos
pertenecientes al género Pseudomonas (Trust, 1975).

A lo largo del almacenamiento a refrigeración del pescado, la composición
cuantitativa de su flora microbiana se va modificando, de manera que aquellos grupos
microbianos capaces de crecer a bajas temperaturas son seleccionados, al contrario que otros
microorganismos que son incapaces de desarrollarse o que se multiplican muy lentamente a
estas temperaturas (en general, se puede decir que los grupos de microorganismos alterantes
pueden recibir una ventaja selectiva para su crecimiento debido a la manera en que el
producto de la pesca es procesado o almacenado -Martin y col, 1978-). Como resultado de
esta evolución se da lugar a las llamadas sucesiones microbianas, en cuyo desarrollo se
constituyen las asociaciones microbianas alterantes. Estas asociaciones están compuestas por
microorganismos que actúan sobre la fracción no proteica del músculo, que contiene
compuestos de bajo peso molecular como aminoácidos y óxido de trimetilamina, dando lugar
a malos olores característicos de alteración (ver capítulo I). En principio, también se podrían
considerar alterantes a aquellos microorganismos que poseyeran actividad proteolítica, pero
tienen muy poca importancia relativa en comparación con la acción sobre la fracción no
proteica del músculo (Venugopal, 1990). En general, los patrones de alteración (signos de
alteración y su presentación) que tienen lugar durante el almacenamiento a refrigeración de
distintos tipos de pescado, así como los grupos microbianos que en ella intervienen, son muy
similares entre sí, si bien se aprecian pequeñas diferencias, en función del origen del pescado,
que se reflejan en los porcentajes de cada grupo microbiano sobre la flora total al final de la
vida útil. En este sentido, Gillespie y McRae (1975) observaron patrones de alteración en
pescado tropical muy semejantes a los descritos en pescado procedente de aguas templadas.

Como consecuencia de la existencia de un período de latencia, observado en algunos
estudios, durante los primeros estadios del almacenamiento la composición cualitativa de las
poblaciones microbianas apenas cambia (Acuff y col, 1984), pero a medida que avanza el
almacenamiento, desaparecen determinados grupos microbianos y aumentan los porcentajes,
respecto a la flora total, de los microorganismos cuyo crecimiento no se ve inhibido por
acción de las bajas temperaturas. La mayor parte de los gérmenes que resisten estas
condiciones son bacterias Gram negativas aerobias móviles (ya en 1964, Adams y col
observaron que los niveles de Pseudomonas, con respecto a la flora total, se incrementaban a
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medida que avanzaba el almacenamiento). También se aislan, aunque con menor frecuencia, y
en proporciones decrecientes a lo largo del almacenamiento, bacterias Gram negativas
aerobias inmóviles (Acuff y col, 1984), si bien en ocasiones manifiestan incrementos
moderados (Gennari y Tomaselli, 1988).

Paralelamente, se produce la desaparición progresiva de algunos de los grupos
microbianos a los que nos hemos referido anteriormente (Acuff y col, 1984; Gennari y
Tomaselli, 1988; Gram y col, 1990; Wempe y Davidson, 1992). A medida que avanza el
almacenamiento, la mayor parte de las especies de la familia Enterobacteriaceae (mesófilas)
ven inhibido o retardado su crecimiento por las bajas temperaturas y, por tanto, se van
aislando en menores porcentajes. Esto mismo se puede decir de otros microorganismos, tales
como la mayor parte de las bacterias Gram positivas (Micrococcaceae y Bacillus), en su
mayoría mesófilos. Lo mismo se podría aplicar a las bacterias acidolácticas. En cuanto a los
miembros del grupo Flavobacterium-Cytophaga, sus niveles se ven reducidos drásticamente
durante los primeros días del almacenamiento a pesar de tratarse de microorganimos
psicrotrofos (Lerke y col, 1963). Los microorganismos corineformes y las levaduras son
aislados, únicamente, en los primeros estadios del almacenamiento (Acuff y col, 1984).

Como acabamos de mencionar, los microorganismos que participan en la alteración
son aquéllos capaces de utilizar compuestos de bajo peso molecular, a partir de los cuales se
originan malos olores característicos de la alteración del pescado (Pedrosa-Menabrito y
Regenstein, 1988). La actividad proteolítica interviene poco en este proceso alterante, y sólo
se manifiestan estos efectos cuando se alcanzan niveles de 108 ufc/g, momento en el que son
evidentes otros signos de alteración (Herbert y Shewan, 1976). Entre los microorganismos
alterantes destacan las bacterias aerobias móviles, principalmente Shewanella putrefaciens
(Chai y col, 1968; Jorgensen y Huss, 1989), algunas especies pertenecientes al género
Pseudomonas (Herbert, 1975) y, en menor medida, cepas del género Aeromonas (Jorgensen y
Huss, 1989), pero no todos poseen la misma capacidad alterante (Adams y col, 1964; Herbert
y Shewan, 1976; Shaw y Shewan, 1968). Además, se ha comprobado que sólo un pequeño
porcentaje (entre un 10 y un 40%) de la flora que se desarrolla en el pescado durante el
almacenamiento posee esta capacidad (Adams y col, 1964). Una vez establecida la alteración,
momento en el cual el pescado es organolépticamente inaceptable, la presencia de
microorganimos alterantes clásicos en el conjunto de la flora disminuye con respecto a las
etapas inmediatamente anteriores (Adams y col, 1964).

El ejemplo característico de microorganismo alterante del pescado y productos de la
pesca es Shewanella putrefaciens (anteriormente conocido como Pseudomonas putrefaciens  -
Castell y col, 1949- y como Alteromonas putrefaciens -Lee y col, 1968-) que es capaz de
producir compuestos azufrados (H2S, mercaptano de metilo y sulfuro de dimetilo a partir de
aminoácidos sulfurados -Herbert y col, 1975-), de reducir el óxido de trimetilamina (OTMA)
a trimetilamina (TMA, Van Sprekens, 1977) y de hidrolizar compuestos proteicos (Castell y
col, 1949). Castell y col, 1949 encontraron, igualmente, que si bien los representantes de esta
especie no eran abundantes en pescado recién capturado, se multiplicaban rápidamente a bajas
temperaturas y penetraban fácilmente la piel del pescado, colonizando el tejido muscular
subyacente. Jorgensen y Huss (1989) lo consideran como el agente principal responsable de la
alteración del pescado mantenido a temperaturas cercanas a 0ºC, con independencia del
origen del mismo.
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Shaw y Shewan (1968) consideraron que algunas cepas de Pseudomonas
(principalmente las no fluorescentes) eran los microorganismos alterantes más activos, ya que
eran capaces de producir malos olores (no debidos a TMA) y algunas daban lugar a
reblandecimiento del músculo a causa de su actividad proteolítica. Además, crecían a 5ºC más
rápidamente que otros microorganismos presentes en pescado, como Moraxella y
Flavobacterium. Castell y Anderson (1948) afirmaron que, además, cada especie de
Pseudomonas alterante daba lugar a una sucesión específica de malos olores. Así, los olores
afrutados son sustituidos, a lo largo del almacenamiento, por olores a moho, amargos y
amoniacales, como resultado de la actividad de los microorganismos sobre los aminoácidos
libres. Generalmente, las cepas pertenecientes a este género microbiano no dan lugar, en
pescado, a la producción de H2S y TMA (Gram y col, 1990).

Por lo que respecta a los microorganismos aerobios inmóviles, si bien se ha observado
en distintos estudios que sus niveles se mantienen constantes o disminuyen levemente a lo
largo del almacenamiento, no producen alteración detectable organoléptica o químicamente
(Adams y col, 1964; Gennari y Tomaselli, 1988; Gillespie y McRae, 1975; Lee y Harrison,
1968; Lerke y col, 1963). Shewan y col (1960a) apreciaron que cepas de Achromobacter
inducían pequeños cambios visibles en tejido muscular y ligeros malos olores. Otros autores
han observado que cepas de Moraxella producen malos olores en extractos de pescado, a
pesar de no dar lugar a H2S (Gram y col, 1987), e incluso algunas transforman OTMA en
TMA (Van Sprekens, 1977). Otro género de bacterias Gram negativas aerobias inmóviles,
Flavobacterium, parece tener poca importancia como alterante del pescado (Castell y
Mapplebeck, 1952).

Algunas cepas del género Aeromonas son capaces de producir olores anormales en
pescado almacenado en hielo, así como H2S y TMA (Gram y col, 1990). Gram y col (1990)
implicaron a este género en la alteración específica de las agallas, en las que su color original
cambia a verdoso y es debido a la hemólisis y a la producción de H2S que da lugar a
sulfomioglobina. Estos mismos autores (Gram y col, 1990) reconocen a este género como
microorganismo alterante específico de pescado mantenido a temperatura ambiente. Por otra
parte, algunas enterobacterias son capaces de desarrollar malos olores en extractos de pescado
(Castell y Anderson, 1948). Además, junto a representantes del género Aeromonas pueden
participar en la alteración anaerobia del pescado, al atacar monosacáridos, aminoácidos y
OTMA, dando lugar a malos olores (Strøm y Larsen, 1979).

Kazanas (1968) observó que, dentro de las cepas aisladas de pescado de agua dulce,
todos los géneros (Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, Flavobacterium y Corynebacterium)
a excepción de Achromobacter, tenían actividad proteolítica, si bien este fenómeno no tenga
tanta importancia en la alteración del pescado como la transformación de compuestos de bajo
peso molecular. Finalmente, cabe mencionar el aislamiento, en alimentos frescos de origen
marino, de algunas levaduras psicrotrofas que presentaban actividad proteolítica (Kobatake y
col, 1992).

El objetivo del trabajo comprendido en este capítulo ha sido el estudio, tanto de las
asociaciones microbianas presentes en las muestras tomadas de los peces recién capturados,
como de las relaciones existentes entre dichas asociaciones. También se ha analizado la
influencia del manejo de los ejemplares sobre la composición cualitativa de la flora
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microbiana de dichas muestras (presencia de microorganismos tales como Staphylococcus y
enterobacteriáceas). Asimismo, se ha procedido al estudio de las sucesiones microbianas, es
decir, la evolución de los patrones de las poblaciones microbianas a lo largo del
almacenamiento a refrigeración del pescado, en las muestras de piel, superficie de la cavidad
abdominal y tejido muscular, con el fin de establecer cuál o cuáles han sido las poblaciones
microbianas predominantes en el curso del período de conservación, así como la composición
de la flora microbiana en el momento de la alteración, en cada una de dichas muestras.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas.

Las cepas aisladas de las placas empleadas para los recuentos de las floras aerobias
viables mesófilas y psicrotrofa, tanto en los ejemplares recién capturados como durante el
almacenamiento a refrigeración (véase capítulo I), tras su aislamiento y purificación, se
sometieron a las pruebas microscópicas, bioquímicas y fisiológicas que se señalan a
continuación.

Pruebas de identificación.

Pruebas microscópicas a partir de cultivos obtenidos en Caldo Triptona de Soja (TSB,
Oxoid) tras 18 horas de incubación:

1. Tinción por el método de Gram. Siguiendo la metodología descrita en Harrigan y
McCance (1976) se examinó la coloración rosada (negativa) o azul púrpura (positiva).

 
2. Morfología microscópica. Diferenciación de formas cocoides, cocobacilares, bacilares y

filamentosas, así como la presencia de esporos. Asimismo, también se ha anotado la
presencia de formas de agrupamiento celular, tales como la formación de dímeros,
cadenas, tétradas, racimos, estructuras en empalizada,... (Trüper y Kramer, 1981)

Pruebas bioquímicas y fisiológicas:

1. Actividad citocromo-c-oxidasa. Descrita con detalle en el capítulo I.
 
2. Actividad catalasa. Descrita con detalle en el capítulo II.
 
3. Oxidación-Fermentación de la glucosa. Véase capítulo II.
 
4. Movilidad. Descrita con detalle en el capítulo II.
 
5. Presencia de formas de resistencia. Resistencia a un tratamiento térmico a 80ºC, durante

diez minutos. Estas condiciones se aplicaron a tubos conteniendo un cultivo de 24 h de la
cepa problema. Tras el tratamiento se procedió a la recuperación de los microorganismos
resistentes en Agar Triptona de Soja (Oxoid). Las placas se incubaron durante 72 h,
periodo tras el cual se examinaba la presencia de crecimiento en su superficie. Esta
prueba únicamente se utilizó con las cepas de microorganismos Gram positivos y catalasa
positivos.



126

Clasificación.

En función de los resultados de las pruebas anteriores, las cepas se agruparon en los
siguientes taxones, señalados en el Manual de Bergey y en otras referencias:

1. Gram negativos aerobios móviles: microorganismos aerobios estrictos, catalasa y
oxidasa positivos. En este grupo se incluyen, entre otros, los géneros Pseudomonas,
Shewanella, Alcaligenes y representantes del género Flavobacterium (Holmes y col, 1984;
Kersters y De Ley, 1984; McDonell y Colwell, 1985; Palleroni, 1984).

 
2. Gram negativos aerobios inmóviles: bacilos y cocobacilos aerobios estrictos, oxidasa

positivos, pero inmóviles. Incluye a los géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter
(Bovre, 1984; Juni, 1984; Juni y Heym, 1986), sí como a representantes del género
Flavobacterium (Holmes y col, 1984).

 
3. Vibrionáceas: bacilos y cocobacilos móviles Gram negativos, anaerobios facultativos,

oxidasa y catalasa positivos. En este grupo están comprendidos los géneros Vibrio,
Aeromonas y Plesiomonas (Baumann y Schubert, 1984). En el presente capítulo no se han
tenido en cuenta las recientes modificaciónes propuestas por distintos investigadores
(McDonell y Colwell, 1985) para el realojamiento de los géneros tradicionalmente
incluidos dentro de la familia Vibrionaceae.

 
4. Enterobacteriáceas: microorganismos Gram negativos, anaerobios facultativos, oxidasa

negativos y catalasa positivos (Brenner, 1984). En este grupo se encuentran comprendidos
géneros microbianos implicados en infecciones alimentarias “sensu stricto”, como
Escherichia, Salmonella y Shigella, y otros géneros tales como Edwarsiella, Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Hafnia, etc.

 
5. Bacterias acidolácticas: bacterias Gram positivas catalasa negativos, de morfología

bacilar o cocoide. Incluye los géneros Lactobacillus y Carnobacterium y a las bacterias
lácticas de morfología cocoide como Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus (Collins y
col, 1987; Collins y col, 1989; Kandler y Weiss, 1986; Schleifer y Kilpper-Bälz, 1984).

 
6. Micrococáceas: cocos Gram positivos, catalasa positivos. Este grupo comprende los

géneros Micrococcus, Staphylococcus y Planococcus (Schleifer, 1986).

Las cepas que no pudieron ser incluidas en dichos taxones, fueron adscritas a uno de los
siguientes grupos:

1. Bacilos Gram positivos no identificados: catalasa positivos. Incluye formas esporógenas
(Bacillus -Claus y col, 1986-), y no esporógenas (bacterias corineformes, Arthrobacter,
Brochotrix).

2. Bacilos Gram negativos no identificados: anaerobios facultativos, oxidasa positivos e
inmóviles.
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RESULTADOS

En las figuras IV.1 y IV.2 se presenta la distribución porcentual de los diferentes
grupos taxonómicos en las muestras obtenidas de los ejemplares recién capturados (así como
en el agua procedente de los lugares de obtención), para las floras mesófila y psicrotrofa,
respectivamente.

La evolución de las asociaciones microbianas (distribución porcentual) durante el
almacenamiento del pescado se pesenta en las figuras IV.3 (piel, flora mesófila), IV.4 (piel,
flora psicrotrofa), IV.5 (superficie de la cavidad abdominal, flora mesófila), IV.6 (superficie
de la cavidad abdominal, flora psicrotrofa), IV.7 (tejido muscular, flora mesófila) y IV.8
(tejido muscular, flora psicrotrofa).

En cada figura se presentan gráficas distintas para cada especie de pescado (A, trucha
común; B, trucha arco iris; C, lucio).
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Figura IV.1. Composición de la flora mesófila en peces de agua dulce recién
capturados.
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Figura IV.2. Composición de la flora psicrotrofa en peces de agua dulce recién
capturados.
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Figura IV.3. Sucesiones microbianas de la flora mesófila en la piel de peces de agua
dulce almacenados a refrigeración.
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Figura IV.4. Sucesiones microbianas de la flora psicrotrofa en la piel de peces de
agua dulce almacenados a refrigeración.
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Figura IV.5. Sucesiones microbianas de la flora mesófila en la cavidad abdominal de
peces de agua dulce almacenados a refrigeración.
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Figura IV.6. Sucesiones microbianas de la flora psicrotrofa en la cavidad abdominal
de peces de agua dulce almacenados a refrigeración.
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Figura IV.7. Sucesiones microbianas de la flora mesófila en el tejido muscular de
peces de agua dulce almacenados a refrigeración.
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Figura IV.8. Sucesiones microbianas de la flora psicrotrofa en el tejido muscular de
peces de agua dulce almacenados a refrigeración.
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DISCUSIÓN

Agua de la zona de captura.

La flora mesófila del agua de la zona de captura de los peces mostraba una
composición variable en función de su origen. Así, el agua donde se recogían los ejemplares
de trucha común era la que presentaba una flora mesófila más sencilla (únicamente tres
grupos taxonómicos, figura IV.1), mientras que la composición de la flora mesófila del agua
del agua de captura de las otras dos especies piscícolas era más compleja (6 a 7 grupos) y
bastante similar (únicamente en la zona de captura de los lucios se detectó un grupo
taxonómico más -vibrionáceas-, modificándose además la presencia porcentual de
enterobacteriáceas y bacterias acidolácticas en relación con la zona de captura de trucha arco
iris -figura IV.1-).

Mientras que los ejemplares de trucha común se obtenían en cursos altos de los ríos,
tanto las piscifactorías de dónde se recogían las trucha arco iris como las zonas de captura de
los lucios se situaban en los cursos medios-bajos. La presencia de niveles altos de
enterobacteriáceas en muestras de agua correspondientes a trucha común pudiera deberse a la
contaminación, con materia orgánica de origen animal, de los cursos altos de los ríos; al
parecer, en algunas zonas de montaña se procede a la descarga de los residuos fecales que son
destinados al abono de los campos.

La flora psicrotrofa de las diferentes aguas de captura de los peces era más uniforme
en su composición que la mesófila, con variaciones cualitativas en uno o dos de los grupos
taxonómicos, y relativa constancia en cuanto a la importancia porcentual de los tres grupos
comunes en todos los orígenes: enterobacteriáceas, bacilos Gram negativos aerobios móviles
y bacilos Gram negativos aerobios inmóviles (figuras IV.1 y IV.2).

Por otra parte, salvo para la trucha común, las floras mesófila y psicrotrofa del agua
tenían una composición más compleja (mayor número de grupos taxonómicos) que las de las
distintas zonas de los peces (piel, agallas e intestino, figuras IV.1 y IV.2).

En las muestras de agua, los microorganismos Gram negativos representaron entre el
50% (figura IV.1c) y el 90% (figuras IV.2b y IV.2c) de la flora total, niveles característicos
en agua de áreas templadas, en las que los gérmenes Gram negativos suponen un elevado
porcentaje de la flora (Acuff y col, 1984; Horsley, 1973).El grupo de bacterias mesófilas
encontrado con mayor frecuencia es el de las enterobacteriáceas, mientras que entre los
psicrotrofos el grupo microbiano mayoritario es el de las bacterias Gram negativas aerobias
estrictas (tanto móviles como inmóviles). Las enterobacteriáceas representan, con relación a
la flora total determinada a 7ºC, el 17% de las cepas identificadas, porcentaje muy similar al
encontrado por Horsley (1973) al analizar muestras de agua dulce en Canadá. En este mismo
trabajo, Horsley (1973) obtuvo una frecuencia de bacterias Gram negativas aerobias estrictas
(Flavobacterium, Pseudomonas y Acinetobacter-Moraxella) del 37% en este mismo tipo de
muestras, ligeramente por debajo de los porcentajes obtenidos en nuestro trabajo, en las
determinaciones de microorganismos psicrotrofos (48%), y por encima de los hallados entre
los mesófilos. Al realizar análisis microbiológicos de agua dulce de zonas templadas, Trust
(1975) observó que los gérmenes Gram negativos suponían el 82% de la flora total, dentro de
los límites encontrados por nosotros y semejantes a los obtenidos por Evelyn y McDermott
(1961). Por otro lado, las bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae se detectaron en
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niveles similares a los encontrados por Horsley (1973), alrededor del 20%, únicamente en las
muestras de los lugares de captura de los lucios.

Peces recién capturados.

Por lo que se refiere a la composición cuantitativa de la flora microbiana presente en el
pescado, uno de los aspectos más llamativos es el no aislamiento de enterobacteriáceas en
agallas, intestino y piel de trucha arco iris (figuras IV.1b y IV.2b), a pesar de haberse
detectado su presencia en las muestras de agua correspondientes. Por otro lado, miembros de
este grupo microbiano se aislan con relativa frecuencia en las otras dos especies de pescado
estudiadas (en intestino y agallas). Su ausencia en trucha arco iris podría ser debida al uso de
antibióticos en el pienso (Austin, 1985) y de compuestos antimicrobianos en el agua de cría,
de tal manera que los primeros impidieran su desarrollo en el tracto gastrointestinal, y que los
últimos las incapacitaran para competir con otros microorganismos.

En las muestras intestinales (figuras IV.1 y IV.2), la proporción de microorganismos
Gram negativos se encuentra entre un 28% (psicrotrofos en trucha común, figura IV.2a) y un
100% (mesófilos y psicrotrofos en lucio, figuras IV.1c y IV.2c), si bien en la mayoría de los
casos superan el 50% de la flora total. En estas muestras los grupos predominantes son
distintos en cada una de las especies de pescado.

En la flora mesófila las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae son mayoritarias
en todas las especies de pescado, así como en la flora psicrotrofa de trucha común y lucio.
Esta observación coincide con lo observado por Trust y Sparrow (1974) en intestino de
salmónidos de vida libre, en los que, dentro de la variedad de grupos aislados, algunos
géneros pertenececientes a ambas familias (Enterobacter y Aeromonas) se encuentran entre
los microorganismos predominantes (36% y 13%, respectivamente). Por otro lado, Sugita y
col (1985), estudiando carpa y tilapia, determinaron que los microorganismos aislados en la
mayor parte de las muestras de intestino analizadas pertenecían a los géneros Aeromonas y
Pseudomonas, entre los aerobios, y al género Bacteroides, entre los anaerobios. Por su parte,
Campbell y Buswell (1983) observaron que los grupos microbianos predominantes en el
intestino de gallo eran Pseudomonas y Alcaligenes. En nuestro caso, fueron detectados
representantes del género Pseudomonas (género mayoritario dentro del grupo de bacterias
Gram negativas móviles) en trucha arco iris y lucio. En lo referente al género Aeromonas,
cabe hacer una serie de consideraciones previas. En las figuras IV.1 a IV.8, los representantes
del género Aeromonas aparecen comprendidos en el grupo de las vibrionáceas, que también
incluye a los gérmenes del género Vibrio aislados. Como ya se ha comentado en la
introducción de este capítulo, representantes de género Vibrio son aislados con mayor
frecuencia en pescado de origen marino. Así, Newman y col (1972) detectaron, en una
especie de pescado de este origen (Pomatomus saltathrix), que el 28% del total de cepas
aisladas pertenecían a este género, mientras que tan sólo un 3% eran clasificadas como
bacterias fermentadoras (no identificadas a nivel de género y que pudieran ser Aeromonas).
Por el contrario, en pescado de agua dulce la mayor parte de las cepas fermentadoras móviles
y oxidasa positivas son adscritas al género Aeromonas. En el presente trabajo cabe decir que
el 82% de las cepas aisladas pertenecen a este último género. Se puede concluir, por tanto,
que al referirnos al grupo de las vibrionáceas, éstas se pueden tratar “sensu lato” como
Aeromonas.
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En nuestro trabajo hemos aislado e identificado microorganismos pertenecientes a la
familia Micrococcaceae en trucha común, y microorganismos corineformes (parte de los
contenidos bajo el epígrafe bacilos Gram positivos no identificados) en trucha común y trucha
arco iris, mientras que, en las muestras de lucio, no se encontraron microorganismos Gram
positivos. Trust y Sparrow (1974) tambien detectaron la presencia de corinebacterias y
Micrococcus en intestino de salmónidos. En las muestras intestinales obtenidas a partir de
trucha arco iris (figuras IV.1b y IV.2b), y posiblemente debido también al efecto de los
antibióticos sobre determinadas poblaciones microbianas, se aprecian unos niveles elevados
de microorganismos Gram positivos, bacterias acidolácticas y, principalmente, bacilos no
identificados a nivel de especie (que comprende a representantes del género Bacillus y
bacterias corineformes). Las proporciones de los distintos grupos microbianos en esta misma
especie de pescado (principalmente Aeromonas y Bacillus -Gram positivos no identificados-
en las determinaciones de microorganismos mesófilos -figura IV.1b-) son muy similares a las
encontradas por Nedohula y Westhoff (1993) en Morone saxatilis cultivado. Un dato
interesante es que, esos mismos investigadores, aislaron Carnobacterium spp a este nivel,
microorganismo que fue igualmente detectado en nuestro trabajo. Evelyn y McDermott
(1961), por su parte, aislaron cepas de Lactobacillus en distintas especies de pescado de agua
dulce de Canadá. Austin y Al Zahrani (1988) observaron, en intestino de trucha arco iris
cultivada, que el 65% de la flora total estaba compuesto por bacterias Gram negativas, entre
las que destacaban los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas, Providencia y
Flavobacterium. Entre los gérmenes Gram positivos predominaron el género Bacillus y los
microorganismos corineformes.

La muestra de agallas que exhibe una mayor heterogeneidad en cuanto a la
composición de la flora microbiana es la tomada de los lucios. En este tipo de muestras, el
aislamiento de bacterias Gram negativas estuvo comprendido entre un 40% (mesófilos, trucha
arco iris) y el 80% (mesófilos, lucios). Se puede decir que, en general, las muestras de agallas
analizadas son el mejor reflejo de la flora microbiana presente en el agua, hecho que
concuerda con lo expuesto por Horsley (1973) a propósito de la similitud entre los patrones de
composición microbiana de las muestras de agua, agallas y piel examinadas por él. El grupo
microbiano que predomina entre las cepas mesófilas es el de las enterobacteriáceas, en trucha
común y lucio, mientras que en trucha arco iris lo hacen los microorganismos Gram negativos
aerobios estrictos móviles y las micrococáceas. En las determinaciones de microorganismos
psicrotrofos, los grupos predominantes son las bacterias acidolácticas (trucha común y lucio),
micrococáceas (trucha arco iris), y gram negativos aerobios estrictos (trucha arco iris y lucio).
Un hecho destacable es la escasa presencia e incluso ausencia de vibrionáceas en las muestras
analizadas (fenómeno también observado por Horsley -1973-), que pudiera estar relacionado
con una incapacidad, por su parte, de colonizar estas estructuras anatómicas, si bien otros
autores han detectado niveles altos de miembros de esta familia, concretamente Aeromonas,
en este tipo de muestras (Trust, 1975; Nedohula y Westhoff, 1993).

Entre los grupos microbianos mayoritarios que identificó Horsley (1973) en agallas de
salmónidos destacan seis: Pseudomonas, Flavobacterium, bacterias semejantes a
Corynebacterium, micrococáceas, Moraxella y Acinetobacter. De estos seis cabe decir que
Pseudomonas (englobados dentro de los microorganismos Gram negativos aerobios estrictos
móviles) y Moraxella y Acinetobacter (comprendidos en el grupo de microorganismos Gram
negativos aerobios estrictos inmóviles) fueron detectados por nosotros en casi todas las
muestras, principalmente en trucha arco iris y lucio, mientras que no se observó la presencia
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de representantes del género Flavobacterium. Por lo que respecta a las micrococáceas, se
puede decir que fueron aisladas a partir de las agallas de las tres especies de pescado (tanto en
las determinaciones de microorganismos mesófilos, como en las de psicrotrofos). Horsley
(1973) definió las bacterias semejantes a Corynebacterium (“coryneform-like”) como bacilos
Gram positivos o Gram variables, que aparecían formando dímeros (en forma de “V” ancha)
al ser observados al microscopio. En esta vaga descripción podían estar comprendidos, no
sólo los microorganismos próximos a este género microbiano, sino también cepas
pertenecientes al género Carnobacterium (suponen el 90% de las cepas del grupo de las
bacterias acidolácticas aisladas e identificadas en el presente estudio -véase capítulo VIII-).
Cepas adscritas a este género microbiano fueron aisladas a partir de las tres especies de
pescado objeto de estudio en nuestro trabajo, con niveles comprendidos entre el 10% y el
30% de la flora mesófila total. Entre los grupos microbianos minoritarios detectados por
Horsley (1973) hay que destacar al género Aeromonas (5% de la flora total) y al género
Bacillus (1%) también presentes, en niveles parecidos, en nuestro trabajo. Finalmente, cabe
decir que los niveles de enterobacteriáceas obtenidos en el presente estudio (entre el 10 y el
60%), excepción hecha de las muestras de trucha arco iris, están muy por encima de los que
detectó Horsley en su trabajo (alrededor del 6%). Resultados similares fueron obtenidos por
otros autores, como Trust (1975), en salmónidos de vida libre, y Nedohula y Westhoff (1993),
en Morone saxatilis, en los que cepas pertenecientes al género Aeromonas, dentro de los
microorganismos Gram negativos, y al grupo de las bacterias corineformes, dentro de los
Gram positivos, fueron muy abundantes. En el estudio de Gennari y Tomaselli (1988) sobre el
almacenamiento de sardinas, predominaron bacterias Gram negativas aerobias móviles,
inmóviles, enterobacterias y flavobacterias.

Entre las muestras tomadas de piel se observa una gran variabilidad (con la especie) en
lo que respecta a los porcentajes de bacterias las Gram positivas y Gram negativas con
respecto a la flora total. Así, en lucio (figuras IV.1c y IV.2c) predominan las bacterias Gram
negativas (alrededor del 80%), mientras que en trucha común y trucha arco iris (figuras IV.1a,
IV.1b, IV.2a y IV.2b) lo hacen las bacterias Gram positivas (65-85% y 50-60%,
respectivamente). Acuff y col (1984), en piel de tilapia, apreciaron que la proporción de
bacterias Gram positivas ronda el 30%, incluyéndose en dicho grupo, sobre todo,
micrococáceas, aunque también estaban presentes, en menor medida, bacterias corineformes y
lactobacilos. En ese mismo trabajo, las bacterias Gram negativas, supusieron,
aproximadamente, el 65% del total de la flora. Dentro de éstos, los niveles de
microorganismos Gram negativos aerobios móviles, microorganismos Gram negativos
aerobios inmóviles y vibrionáceas, con respecto a la flora total, fueron similares entre sí (del
orden del 15%). Nedohula y Westhoff (1993) en piel de Morone saxatilis, por su parte,
aislaron, principalmente, bacterias corineformes, vibrionáceas, Pseudomonas y representantes
del grupo Flavobacterium-Cytophaga. Tal y como se aprecia en las figuras IV.1 y IV.2, la
mayor parte de estos grupos microbianos han sido aislados a partir de muestras de piel en
nuestro estudio, pero cada especie de pescado presenta características diferenciales.

Uno de los aspectos más llamativos es que el grupo microbiano mayoritario presente
en cada tipo de pescado parece verse influido por la contaminación aportada desde el
momento de la captura hasta el primer análisis microbiológico realizado. Así, en las muestras
de piel de ambas especies de trucha analizadas se observa que el porcentaje de micrococáceas
es más elevado que en las muestras de agallas e intestino correspondientes. En este sentido
hay que recordar que el aislamiento de miembros de esta familia a partir del agua es ocasional
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y presenta valores bajos si son detectados (Acuff y col, 1984). Estos altos porcentajes de
micrococáceas influyen decisivamente en el predominio de los microorganismos Gram
positivos sobre los Gram negativos a este nivel. Otro hecho a considerar es la importancia
porcentual de las micrococáceas entre la flora psicrotrofa. Dado que la algunos miembros de
la familia Micrococcaceae pueden desarrollarse a bajas temperaturas (Venugopal y col,
1994), podría plantearse la posibilidad de que estos microorganismos fueran capaces de
multiplicarse en pescado conservado a temperaturas de refrigeración y contribuir al desarrollo
de malos olores y otros signos característicos de la alteración (Gillespie y McRae, 1975). En
las muestras de piel tomadas en lucio se aprecia que el grupo microbiano mayoritario es el de
las enterobacteriáceas si bien, a diferencia de las micrococáceas en los ejemplares de trucha,
su presencia no sólo podría ser resultado de una manipulación incorrecta del pescado, sino
que podrían estar presentes de modo natural teniendo en cuenta su importante presencia en las
muestras de agua analizadas. Okafor y Nzeako (1985) relacionaron la presencia de
Enterobacteriaceae y Staphylococcus en pescado de agua dulce en Nigeria con malas
condiciones higiénicas durante la manipulación.

Entre los microorganismos Gram positivos presentes inicialmente en la piel de trucha
común destacan las bacterias acidolácticas, que suponen hasta un 55% de la flora mesófila
total. Este fenómeno se puede explicar si tenemos en cuenta que la refrigeración de estos
ejemplares sufrió un retraso con respecto al momento de su captura (véase material y métodos
del capítulo I), lo cual pudo permitir, probablemente, la implantación y el desarrollo de este
grupo microbiano que aprovechó la temperatura ambiente y el efecto inhibidor que el mucus
superficial ejerce sobre los géneros Pseudomonas y Aeromonas (Horsley, 1973).
Aproximadamente, un 90% de estas bacterias acidolácticas fueron identificadas como
pertenecientes al género Carnobacterium (ver capítulo VIII). Este género microbiano y, en
ocasiones, otros representantes del género Lactobacillus se han aislado a partir de muestras de
pescado (Mauguin y Novel, 1994; Nedohula y Westhoff, 1993; Okafor y Nzeako, 1985).
Horsley (1973) también detectó la presencia, en muestras tomadas a partir de piel de
salmónidos, de “microorganismos semejantes a corinebacterias” (donde constituían un 20%
de la flora total) y cuya descripción (mencionada con anterioridad en la discusión del presente
capítulo) coincide con las características microscópicas observadas por nosotros en las cepas
que hemos adscrito al género Carnobacterium. De todos modos, en nuestro trabajo también
hemos aislado microorganismos corineformes, no esporulados y catalasa positivos, que
aparecen comprendidos en el grupo de bacilos Gram positivos no identificados. Las
corinebacterias han sido igualmente detectadas por otros autores en hábitats acuáticos (Acuff
y col, 1984; León Fajardo y Marth, 1979; Nedohula y Westhoff, 1993).

La presencia de vibrionáceas (Aeromonas en su mayoría) en la piel de peces es muy
reducida, siendo solamente detectadas en trucha común y lucio y en bajos niveles, lo que
coincide con lo observado por Horsley (1973). Asimismo, y al contrario que este mismo autor
y Acuff y col (1984), tampoco fueron aislados representantes del género Flavobacterium en
piel en nuestro estudio. Por otro lado, se observó la presencia de microorganismos Gram
negativos aerobios estrictos, siendo más frecuente el aislamiento de microorganismos
aerobios inmóviles (excepto en las determinaciones de mesófilos llevadas a cabo en trucha
común) que el de aerobios móviles, los cuales no se detectaron, siquiera, en trucha común.
Horsley (1973) apunta que los bajos porcentajes, con respecto a la flora total, de Aeromonas y
bacilos Gram negativos aerobios observados en su estudio en muestras de piel (en
comparación con otras muestras) se deben al efecto inhibidor del mucus de la piel sobre el
crecimiento microbiano. En el presente trabajo, podemos suponer este mismo efecto, pues
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estos grupos microbianos (bacilos Gram negativos aerobios y vibrionáceas) representan
reducidos porcentajes con respecto a la flora total de la piel. Por el contrario, Evelyn y
McDermott (1961) encontraron que Pseudomonas y Aeromonas predominaban en el mucus
de truchas.

En resumen, se podría afirmar que, en pescado recién capturado, en conjunto, los
grupos microbianos predominantes, sin distinguir entre las determinaciones realizadas a 7 ó
30ºC, difieren para cada especie de pescado. Así, en trucha común destacan las bacterias
acidolácticas y los representantes de la familia Enterobacteriaceae. En trucha arco iris se
aislaron, con mayor frecuencia, bacilos Gram negativos aerobios, vibrionáceas y
micrococáceas, mientras que en lucio los grupos microbianos característicos fueron
Enterobacteriaceae y Vibrionaceae.

Sucesiones microbianas durante el almacenamiento a refrigeración.

Si observamos la evolución de las asociaciones microbianas en muestras de piel
(figuras IV.3 y IV.4) podemos apreciar notables diferencias entre las tres especies de pescado
y, dentro de cada especie, entre las determinaciones de flora aerobia mesófila y flora aerobia
psicrotrofa. Así, se puede ver que el grupo microbiano predominante a lo largo del
almacenamiento a refrigeración de la trucha común es el de las bacterias acidolácticas, grupo
que también es aislado en distintos momentos del almacenamiento a refrigeración de la trucha
arco iris (aunque en ningún momento representa más del 20% de la flora total) y en los
ejemplares de lucio (únicamente durante los primeros estadios del almacenamiento). Su
presencia, en estos porcentajes tan elevados con respecto a la flora total en trucha común, ha
sido explicada anteriormente y está relacionada con un retraso a la hora de aplicar bajas
temperaturas a los ejemplares tras su captura. Este hecho pudo permitir la implantación de
este grupo microbiano eminentemente mesófilo, pero con capacidad de crecer a temperaturas
de refrigeración y, además, conferirle cierta ventaja a la hora de competir con otros
microorganismos por el nicho ecológico que representa la piel. En los análisis llevados a cabo
a temperaturas empleadas para determinaciones de mesófilos se puede ver que las bacterias
acidolácticas representan valores (en tanto por ciento) más altos, con respecto a la flora total,
que en las determinaciones de microorganismos psicrotrofos, hecho que prueba que el
desarrollo a 30ºC de una parte de la flora psicrotrofa presente en el pescado se ve limitado. A
su vez se puede aclarar el hecho de que el final de la vida útil de estos ejemplares fuera muy
similar a los de trucha arco iris, a pesar de que los recuentos microbianos, en trucha común,
fueron más altos, pues una gran parte de la flora total (bacterias acidolácticas) no poseían
características típicas de microorganismos alterantes (véase capítulo VIII). Asimismo, se
podrían explicar las diferencias existentes entre los valores obtenidos en los recuentos de flora
anaerobia en trucha común y aquellos obtenidos con las otras dos especies de pescado. Así,
este tipo de microorganismos Gram positivos, que son anaerobios facultativos, podrían crecer
en el medio reforzado para aislamiento de clostridios (medio de cultivo poco selectivo) en las
condiciones de incubación empleadas.

En la bibliografía existente no se describe ningún fenómeno de las mismas
características que el aquí expuesto, en el que un grupo microbiano encontrado con poca
frecuencia en este tipo de productos se haya desarrollado y mantenido en niveles superiores a
los de los microorganismos alterantes clásicos del pescado. Acuff y col, 1984 citan la
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presencia de representantes del género Lactobacillus en niveles muy bajos (menos del 2% de
la flora total) durante algunos momentos del almacenamiento a refrigeración de tilapia
mantenida en hielo picado. Otros autores han detectado Carnobacterium en pescado fresco
(Evelyn y McDermott, 1961, en truchas; Okafor y Nzeako, 1985, en pescado de origen
tropical) y en pescado ahumado (Zorn y col, 1993), pero no alcanzan niveles tan elevados
como en nuestro caso.

Las determinaciones realizadas a 7ºC en medios de recuentos de totales nos pueden
reflejar, con mayor fidelidad, la evolución de aquellos microorganismos que poseen actividad
alterante. Así, en los ejemplares de trucha común (figuras IV.3a y IV.4a) los microorganismos
alterantes clásicos (bacilos Gram negativos aerobios y vibrionáceas) supusieron hasta el 50%
de la flora psicrotrofa en algunos momentos del almacenamiento, mientras que en las
determinaciones de mesófilos fueron detectados en raras ocasiones.

Por lo que respecta a las vibrionáceas, se puede decir que están presentes durante los
primeros días del almacenamiento, mientras que las bacterias Gram negativas aerobias
inmóviles son detectadas, únicamente, en el primer muestreo realizado. Por el contrario, los
microorganismos Gram negativos aerobios móviles (Pseudomonas, Shewanella, ...)
comienzan a ser aislados y detectados a partir del día seis del almacenamiento, y representan
el 40% de la flora total (f i gur a  I V . 4a) en el momento en el que finaliza el período de vida útil
comercial (día 12). Este grupo microbiano no se detecta en ninguna de las determinaciones
realizadas a 30ºC en trucha común. Acuff y col (1984), estudiando las sucesiones microbianas
en tilapia, Gram y col (1990) en pesca del Nilo, y Lee y Harrison (1968), en pescado de
origen marino, observaron que Pseudomonas era el género microbiano predominante a
medida que avanzaba el almacenamiento, que los representantes de Flavobacterium
desaparecían, y que los niveles de Gram negativos aerobios inmóviles se reducían mucho.

La presencia de Bacillus y corinebacterias (bacilos Gram positivos no identificados a
nivel de especie), así como de micrococáceas y enterobacteriáceas, disminuye a lo largo del
almacenamiento, algo particularmente notorio entre los psicrotrofos, lo que muestra su
dificultad para desarrollarse a bajas temperaturas. Es de destacar, de todas maneras, la
persistencia de enterobacteriáceas y micrococáceas, que están presentes, incluso, al final del
almacenamiento.

En los ejemplares de trucha arco iris (figuras IV.3b y IV.4b) y lucio (figuras IV.3c y
IV.4c) se aprecia que los patrones de sucesiones microbianas no son muy diferentes entre sí y
que, en las determinaciones de flora aerobia mesófila y flora aerobia psicrotrofa, se observa
una mayor presencia de la flora típicamente asociada con la alteración del pescado, es decir,
microorganismos Gram negativos aerobios (móviles e inmóviles) en comparación con las
sucesiones microbianas alterantes en trucha común.

La diferencia más notable que se puede apreciar entre los patrones de evolución de
microorganismos de estas dos especies de pescado consiste en una mayor presencia de
vibrionáceas, así como de enterobacteriáceas en los primeros estadios del almacenamiento, en
lucio, frente a la preponderancia de micrococáceas (en los primeros días de almacenamiento)
en trucha arco iris.

Al principio del almacenamiento, la proporción de microorganismos Gram negativos
aerobios se situaba entre el 38% y el 50% en trucha arco iris (figuras IV.3b y IV.4b) y
alrededor del 40% en lucio (figuras IV.3c y IV.4c), si bien sus porcentajes, con respecto a la
flora total, se incrementaron a lo largo del almacenamiento a refrigeración, alcanzándose un
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máximo entre los días nueve y doce, fechas en que comenzaban a aparecer o se establecían
los primeros síntomas de alteración. En ambas especies, y tanto en los análisis de mesófilos
como de psicrotrofos, se puede ver como los porcentajes de las poblaciones de estos gérmenes
Gram negativos móviles aumentaron paulatinamente, tal y como observaron Acuff y col
(1984) y Lee y Harrison (1968), mientras que los niveles relativos de bacilos Gram negativos
aerobios inmóviles se incrementaron ligeramente o se mantenían estables durante las primeras
etapas del almacenamiento para, al final del mismo, disminuir drásticamente en la mayoría de
las ocasiones.

En lucio, las vibrionáceas (microorganismos con aptitud alterante -Gram y col, 1987;
Makarios-Laham y Traxler, 1991-) presentan un patrón de evolución semejante al de los
microorganismos Gram negativos aerobios móviles, pero alcanzándose el máximo una vez
que finaliza el período de vida útil. Este hecho puede ser indicativo de una menor capacidad,
por parte de este grupo microbiano, de competir frente a otros microorganismos Gram
negativos.

En general, las bacterias Gram positivas representan, en trucha arco iris y lucio, al
menos un 10% de la flora total alrededor del final de la vida útil, ya sean micrococáceas,
bacterias acidolácticas o corinebacterias. La evolución de las micrococáceas, así como de las
enterobacterias, es similar a la observada en trucha común, es decir, sus porcentajes con
respecto a la flora total disminuyen a medida que avanza el almacenamiento. En el grupo de
los bacilos Gram positivos no identificados a nivel de especie hay que decir que solamente se
detectan en las determinaciones de mesófilos, en las que sus niveles se mantienen constantes
al final de la vida útil.

En las muestras de la superficie de la cavidad abdominal de trucha común (figuras
IV.5a y IV.6a), las sucesiones microbianas presentan un patrón similar al mostrado en piel. Es
decir, predominio de bacterias acidolácticas, con un ligero descenso de su importancia entre la
flora psicrotrofa al final de la vida útil, y una mayor presencia de bacilos Gram negativos
aerobios y enterobacterias (figura 6a). La similitud entre los patrones evolutivos de piel y
cavidad abdominal parece indicar que la flora presente en esta última está determinada, no
sólo por las bacterias contenidas en el tracto gastrointestinal y liberadas a esta última
superficie durante la evisceración, como podría ser el caso de las enterobacteriáceas, sino por
aquéllas procedentes de la piel debido al lavado y arrastre de microorganismos presentes en
su superficie como consecuencia de la fusión del hielo picado empleado en la conservación.
La presencia de micrococáceas se ve reducida a los primeros estadios del almacenamiento,
mientras que las vibrionáceas son detectadas en las mismas etapas que en la piel.

También se observan similitudes entre la evolución de las asociaciones microbianas en
la cavidad abdominal y en la piel de la trucha arco iris (figuras IV.5b y IV.6b). De hecho, las
bacterias Gram negativas aerobias se presentan como el grupo microbiano mayoritario, y
suponen más del 60% de la población total a los doce días de iniciarse el almacenamiento.
Del resto de microorganismos Gram negativos hay que distinguir entre enterobacteriáceas y
vibrionáceas. Por lo que se refiere a las enterobacteriáceas en la cavidad abdominal de trucha
arco iris, están presentes en niveles mucho más bajos que en trucha común, mientras que las
vibrionáceas son detectadas con mayor frecuencia en la cavidad abdominal que en las
muestras de piel de trucha arco iris (figuras IV.3b, IV.4b, IV.5b y IV.6b). En ambos casos
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puede ser debido a la descarga de microorganismos procedentes del intestino durante el
eviscerado. Así, se aprecia que en las muestras de intestino tomadas a partir de trucha arco iris
no se detecta la presencia de enterobacteriáceas, mientras que en trucha común sí. También se
puede observar que el intestino es una fuente de vibrionáceas, mientras que este grupo
microbiano apenas se aisla a partir de piel (figura IV.3b). Al igual que en las muestras de piel,
las micrococáceas ven disminuidos sus niveles al avanzar el almacenamiento, mientras que
los bacilos Gram positivos no identificados y bacterias acidolácticas mantienen sus
porcentajes, con respecto a la flora total, durante el transcurso del mismo (figura IV.6b). Se
aprecia, además, que las bacterias acidolácticas se encuentran en proporciones más elevadas
que en piel.

En la cavidad abdominal de lucio (figuras IV.5c y IV.6c) se puede ver que las
bacterias acidolácticas están presentes, con una frecuencia mayor que en la piel de esta misma
especie, mientras que las enterobacteriáceas se encuentran en menores porcentajes. Al
contrario de lo mostrado en piel, las vibrionáceas en lucio pierden importancia relativa a
medida que avanza el almacenamiento. Los niveles más altos de bacterias Gram negativas
aerobias se dan al final del almacenamiento, una vez que los ejemplares han sido rechazados
para el consumo.

Para reafirmar la influencia que la carga microbiana intestinal pudiera tener sobre la
composición de la flora a nivel de la cavidad abdominal, hay que decir que casi todos los
grupos microbianos presentes en el contenido intestinal de cada especie de pescado, con la
excepción de los bacilos Gram positivos no identificados a nivel de especie en las dos
especies de trucha (figuras IV.1 y IV.2), fueron aislados en sus respectivas muestras
abdominales (figuras IV.5 y IV.6).

Por lo que respecta a las sucesiones microbianas en la masa muscular (figuras IV.7 y
IV.8), y dentro de las semejanza existente entre éstas y los patrones de evolución en las
muestras de piel, es interesante destacar que los microorganismos Gram negativos aerobios y
las vibrionáceas, gérmenes alterantes típicos en este tipo de alimentos, presentan unos valores,
con respecto a la flora total, superiores a los observados en piel y cavidad abdominal. La
presencia de enterobacteriáceas en músculo podría tener su origen en la rotura de la pared
intestinal, y consiguiente paso de estas bacterias a la serosa del peritoneo, lo cual facilitaría la
invasión de la masa muscular adyacente a esta membrana. Por lo que respecta a las bacterias
acidolácticas (no se había descrito su aislamiento a este nivel con anterioridad) y
micrococáceas, tanto el intestino como la piel y las agallas podrían haber servido de fuente de
estos microorganismos para invadir la masa muscular durante el período de almacenamiento
del pescado (Shewan, 1971).

En general se aprecia que, tal y como ocurría en las muestras iniciales, el grupo o
grupos microbianos característicos en cada especie de pescado a lo largo del almacenamiento
a refrigeración es distinto. Así, en trucha común, se observa que las bacterias acidolácticas
son los microorganismos encontrados con mayor frecuencia, tanto en determinaciones de
mesófilos como de psicrotrofos (figuras IV.7a y IV.8a). En los ejemplares de trucha arco iris
(figuras IV.7b y IV.8b), sin embargo, el grupo predominante es el de los microorganismos
Gram negativos aerobios (principalmente móviles). En lucio, en las determinaciones de
mesófilos (figura IV.7c) predominan, fundamentalmente, las bacterias Gram negativas
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aerobias móviles, mientras que en las de psicrotrofos (figura IV.8c) tanto vibrionáceas como
Gram negativos aerobios móviles están igualmente representados. Adams y col (1964)
observaron que, al comienzo del almacenamiento, el porcentaje de microorganimos Gram
negativos aerobios estrictos era del 30-40%, mientras que, al final de la vida útil, estos
porcentajes se incrementaron hasta llegar al 80-90%, tal y como ocurre en nuestro estudio en
las gráficas correspondientes a determinaciones de psicrotrofos (figura IV.8).

En general, las asociaciones microbianas alterantes alcanzan niveles más altos entre la
flora psicrotrofa que entre la flora mesófila, lo que pone de manifiesto la mayor importancia
de aquélla a la hora de evaluar la vida útil del pescado.





CAPÍTULO V:

ESTUDIO TAXONÓMICO DE LOS MICROORGANISMOS GRAM
NEGATIVOS AEROBIOS MÓVILES

INTRODUCCIÓN

Dentro de los microorganismos Gram negativos aerobios móviles, el grupo más
importante, desde el punto de vista de la alteración de los alimentos, está representado por la
familia Pseudomonadaceae. Esta familia engloba a microorganismos saprófitos presentes en
ambientes acuáticos de agua dulce y marinos y que, en ocasiones, se han asociado con
enfermedades en animales y plantas (Bergan, 1981; Palleroni, 1981; Schroth y col, 1981).
Entre las características comunes a estos organismos se encuentran las capacidades tanto para
producir ácido a partir de la glucosa anaeróbicamente, como para crecer en presencia de una
gran variedad de sustratos orgánicos, además de no ser fotosintéticos.

De entre los cuatro géneros incluidos en las pseudomonadáceas (Palleroni, 1981), el
género Pseudomonas, cuyas especies son mayoritariamente móviles y oxidasa positivas, se ha
asociado frecuentemente con la alteración de alimentos refrigerados (Jay, 1992). Así, diversos
autores han aislado a representantes de este género a partir de carne alterada de distintos
orígenes (Mölin y Ternström, 1982, 1986a; Prieto y col, 1992a; Shaw y Latty, 1982), de leche
cruda o pasterizada alterada (Shelley y col, 1987; Ternström y col, 1993) y de pescado
alterado, de origen marino o de agua dulce, (Gennari y Tomaselli, 1988; Gillespie, 1981;
Gray y Stewart, 1980; Sternström y Mölin, 1990).

Las Pseudomonas, tal y como las definieron Shewan y col (1960a), son bacilos y
cocobacilos Gram negativos, móviles, no esporulados y de metabolismo no fermentativo. A
las características anteriores, Colwell y Liston (1961) añadían que ocasionalmente utilizaban
distintos azúcares y que eran resistentes al agente vibriostático O-129. De todas maneras, si
bien se dan excepciones a alguna de las propiedades genéricas a las que hemos hecho
referencia (ya que existen, igualmente, especies móviles -P. mallei-, u oxidasa negativas -p. e.
P. syringae-), las especies de Pseudomonas que más nos interesan desde el punto de vista de
la Microbiología de los Alimentos son móviles (con flagelo polar), oxidasa positivas, que no
producen pigmentos distintos de la fluoresceína y no requieren ningún factor de crecimiento
para su desarrollo.

Palleroni y Doudoroff (1972), dividieron el género Pseudomonas en cinco grupos
ARN (obtenidos por estudios de homología del ARN ribosómico). Palleroni (1984),
basándose en aquellos estudios, realizó una nueva clasificación dentro del género
Pseudomonas y obtuvo un total de cinco secciones. En la sección I incluyó a especies tanto
productoras de pigmento fluorescente como a especies no fluorescentes. Dentro de las
primeras destacaban P. aeruginosa (de interés clínico), P. fluorescens y P. putida (ambas
aisladas en ambientes diversos y relacionadas con la alteración de alimentos conservados a
bajas temperaturas), mientras que entre las segundas se encontraban P. stutzeri, P. mendocina,
P. alcaligenes y P. pseudoalcaligenes. P. fluorescens  y P. putida  eran subdivididas, a su vez,
en cinco y dos biovares respectivamente. La sección II (grupo ARNr II de Palleroni y
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Doudoroff, 1972), que estaba muy relacionado con la sección III (de hecho, eran
indistinguibles desde el punto de vista fenotípico), agrupaba a especies patógenas para los
animales (P. mallei y P. pseudomallei) y para las plantas y/o animales (P. caryophilli, P.
cepacia, P. solanacearum). La sección III, por su parte, comprendía a las especies P.
acidovorans y P. testosteroni , a las cuales De Vos (1985) reclasificó como pertenecientes al
género Comamonas, así como a P. saccharophila y P. flava. Los grupos ARNr IV y V de
Palleroni y Doudoroff (1972) se incluyeron en la sección IV y estaban representados por
especies que necesitaban factores de crecimiento para su desarrollo (P. vesicularis -grupo
ARNr IV-, P. diminuta  -ARNr IV- y P. maltophilia -ARNr V-, ésta relacionada a su vez con
el género Xanthomonas). Finalmente, la sección V comprendía a especies de Pseudomonas
cuyas relaciones con otras especies de este género eran desconocidas en aquellos momentos.
Asimismo, también englobaba a especies que habían sido objeto de estudios taxonómicos
pero que no habían sido introducidas en la Lista de Nombres Bacterianos Aprobados
(Skerman y col, 1980). Las especies contenidas en esta sección (V) y que nos interesan, desde
nuestro punto de vista, son aquellas aisladas frecuentemente a partir de los alimentos (leche y
productos lácteos, huevos, carnes y pescados), fundamentalmente P. fragi . Esta especie, por
otro lado estaba relacionada con el grupo I de ARNr.

Mölin y Ternström (1986a) consideraban que el estado de la taxonomía del género
Pseudomonas no era satisfactoria al faltar criterios de diagnóstico útiles para separar
diferentes grupos de Pseudomonas. Estos mismos autores y Gavini y col (1989) propusieron
la división del grupo I de ARNr de Palleroni y Doudoroff (1972) en varios géneros. Uno de
esos géneros estaría constituído por el “complejo P. fluorescens-P. putida”, por el “complejo
P. fragi”, y por P. lundensis, especies, por otra parte, que eran aisladas con mayor frecuencia
a partir de alimentos alterados (Mölin y Ternström, 1986a, Sternström y Mölin, 1990;
Ternström y col, 1993). En el momento presente no tenemos noticia de que se haya aceptado
tal modificación en la taxonomía de Pseudomonas.

La situación actual de los grupos de mayor interés dentro de este género aparece
recogida en el trabajo de Stackebrandt y col (1988). Los distintos grupos de pseudomonas se
englobaban en la clase Proteobacteria, dentro, a su vez, del “phylum” Eubacteria (Woese,
1987). La clase Proteobacteria se subdividía en cuatro subclases (alfa, beta, gamma y delta).
El complejo “P. fluorescens” se encontraba en la subclase gamma, mientras los complejos “P.
solanacearum” y “P. acidovorans” lo hacían en la subclase beta. Más tarde, De Vos y col
(1989) establecieron las relaciones genotípicas y la localización taxonómica de las especies de
Pseudomonas hasta entonces descritas, de las especies de Pseudomonas no clasificadas y de
aquellas cepas semejantes a Pseudomonas. Consideraron que la rama ARNr-P. fluorescens
(comprendida en la superfamilia II de ARNr) constituía el auténtico género Pseudomonas,
agrupando a cepas procedentes de muy diferentes nichos ecológicos, incluyendo a todas las
cepas clasificadas anteriormente como pertenecientes a la sección I de Palleroni (1984) y a
otras especies de importancia en Microbiología de los Alimentos, entre las que destacaba P.
fragi (incluida en la sección V de Palleroni -1984-). Las pseudomonas de origen marino (P.
nautica, P. doudoroffi y P. marina) descritas por Baumann y col (1972) se agruparon en otras
ramas de esta misma superfamilia ARNr II. La superfamilia ARNr III contenía a las especies
del género Pseudomonas comprendidas en la subclase beta (Stackebrandt y col, 1988).

Shewanella (Mc Donell y Colwell, 1985) es otro género microbiano constituído por
bacilos Gram negativos aerobios móviles y que agrupa a una especie (S. putrefaciens) de gran
importancia en la alteración de pescado conservado a bajas temperaturas (Sternström y Mölin,
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1990). La especie tipo de este género era conocida desde hacía muchos años bajo el nombre,
primero, de Pseudomonas putrefaciens (Castell y col, 1948) y, más tarde, debido a que
algunos autores sugerían que presentaba unas características genéricas peculiares (Shewan,
1971), como Alteromonas putrefaciens (Lee y col, 1977). Estos autores (Lee y col, 1977)
realizaron un estudio taxonómico en el que analizaron bacterias marinas semejantes a las
estudiadas por Shewan y col (1960b) y observaron que existían grandes diferencias entre
aquéllas adscritas a los grupos I y II de Pseudomonas (P. fluorescens y P. fragi) y las
ubicadas en los grupos III y IV (P. putrefaciens  y P. rubescens). Por ello, y basándose en los
resultados obtenidos a partir de los valores G+C y por otras características (fenotípicas),
recomendaron la separación de estas dos especies del género Pseudomonas y su adscripción
al género Alteromonas (propuesto por Baumann y col -1972- para agrupar a bacilos curvos
móviles, aerobios, denitrificantes, incapaces de hidrolizar la arginina, que necesitaban Na2+

para su crecimiento y cuyo hábitat lo constituían el mar abierto o las aguas de zonas costeras)
con el nombre de Alteromonas putrefaciens. Sin embargo, Baumann y col (1984b), autores
del capítulo de Alteromonas del Manual de Bergey, situan a A. putrefaciens como especie
“incertae sedis”. Más adelante, Van Landschoot y De Ley (1983) observaron una
heterogeneidad muy alta entre A. putrefaciens y otras Alteromonas, la suficiente como para
dar a la primera el estatus de un género separado. En este sentido, McDonell y Colwell (1985)
recomendaron la creación del género Shewanella y su inclusión en la familia Vibrionaceae,
tras analizar la fracción 5S del ARN ribosómico de varias especies de organismos
relacionados. Este género estaría constituído por las especies S. putrefaciens (especie tipo del
género), S. hanedai y S. bentica, todas ellas bacilos cortos Gram negativos, no pigmentados,
móviles, oxidasa positivos y asociados a hábitats acuáticos. En estudios posteriores,
Sterntröm y Mölin (1990) demonstraron que S. hanedai y S. putrefaciens estaban poco
relacionados entre sí. Simidu y col (1990) describieron una bacteria de origen marino,
productora de tetraodotoxina, a la que adscribieron al género Shewanella con el nombre de S.
algae.

Tal y como se muestra en el estudio de Stackebrandt y col (1988), este género
(Shewanella) aparece situado, dentro de la clase Proteobacteria, en la subclase γ. De Vos y
col (1989) lo situan en una de las ramas de la superfamilia I de ARNr de la subclase γ.

El género Alcaligenes, aislado en ocasiones a partir de alimentos de origen acuático
(Allen y col, 1983b), aparece definido en el Manual de Bergey (Kersters y De Ley, 1984)
como bacilos, cocobacilos o cocos Gram negativos, móviles por la presencia de flagelos
peritricos, oxidasa positivos, aerobios estrictos y no pigmentados. Se encuentran
principalmente en agua y suelo aunque también se han detectado en material clínico.
Baumann y col (1972) encontraron dificultades para diferenciar, empleando únicamente
pruebas fenotípicas, las cepas adscritas a este género de las Pseudomonas. Añadían,
asimismo, que sólamente se podía establecer esta diferenciación en base a los valores G+C y
a la presencia de flagelos polares o peritricos. Concluyeron afirmando que serían necesarios
más estudios antes de establecer la validez de este género. Kersters y De Ley (1984)
argumentaron que una de las características más obvias de Alcaligenes era su extremadamente
limitada acción sobre los hidratos de carbono, si bien esto podría inducir a su confusión con
otras especies microbianas. Las especies reconocidas dentro de este género son A. faecalis  y
A. denitrificans (con dos subespecies), ambas aisladas a partir del agua, del suelo y de



150

muestras clínicas. Dentro de las proteobacterias, Alcaligenes se encuentra, junto a
Pseudomonas en la subclase β (Stackebrandt y col, 1988).

Entre la flora de pescado recién capturado se han venido aislando cepas pertenecientes
al grupo conocido como Flexibacter-Cytophaga-Flavobacterium (Acuff y col, 1984;
Nedohula y Westhoff, 1993). La taxonomía de este grupo fue objeto de constantes cambios
hasta que Mitchell y col (1969) realizaron un exhaustivo trabajo en pos de clarificar su
sistemática. Así, definían a Cytophaga como bacilos cortos, gram negativos, de morfología
microscópica y macroscópica variable, que actuaban sobre polisacáridos y que daban lugar a
colonias pigmentadas de color amarillo pálido a oscuro. McMeekin y Shewan (1978)
clasificaron el género Flavobacterium, y otros géneros relacionados, en dos secciones, la I
(inmóviles) y la II (móviles), teniendo como característica común el que desarrollaban
colonias amarillentas. Actualmente, se reconoce que este género engloba a microorganismos
oxidasa positivos, inmóviles, que dan lugar a pigmentos amarillos, anaranjados o rojos
cuando crecen en un medio de cultivo sólido y que tienen diferentes modos de acción sobre la
glucosa en condiciones aerobias (Holmes y col, 1984). Algunas antiguas especies incluidas en
este género y que presentaban cierta movilidad, aún sin poseer flagelos, fueron incluidas
dentro del género Sphingobacterium (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992), si bien la
diferenciación entre ambos géneros no es muy nítida. A pesar de tratarse de un grupo que
contiene tanto cepas móviles como inmóviles, será objeto de atención en el presente capítulo.

Tradicionalmente se ha tratado de encontrar esquemas simples para la identificación y
diferenciación de las cepas consideradas como miembros del género Pseudomonas, y de las
cepas pertenecientes a grupos microbianos afines, del resto de bacterias con las que
compartían determinados nichos ecológicos. Así, Thornley (1960) diseñó un esquema que se
basaba en el metabolismo de la arginina, de tal manera que eran identificadas como
Pseudomonas aquellas cepas capaces de hidrolizar la arginina, mientras las cepas negativas
para esta propiedad eran adscritas al género Achromobacter.

Shewan y col (1960b) desarrollaron un sistema para diferenciar los microorganimos
que frecuentemente se encontraban en el pescado de origen marino, tanto en pescado fresco
como alterado, si bien consideraron que esta metodología se podía aplicar a microorganismos
procedentes de otros ambientes. Consistía en una clave dicotómica que se basaba en la
realización de un número reducido de pruebas a través de las cuales se podían llegar a
adscribir a nivel de género, e incluso de especie, a los microorganismos objeto de estudio. Las
pruebas bioquímicas en las que consistía dicho esquema eran la movilidad, la presencia de la
enzima citocromo-c-oxidasa, la pigmentación, la oxidación-fermentación de la glucosa y la
sensibilidad al compuesto vibriostático O-129. Por lo que hace referencia a su aplicación en la
diferenciación de los distintos tipos de Pseudomonas, cabe decir que pudieron subdividir este
género microbiano en cuatro grupos. Al grupo I asignaron las cepas que producían
fluoresceína. El grupo II incluía a la cepa tipo de P. fragi, mientras que los grupos III y IV
contenían las cepas tipo de P. aureofaciens y P. rubescens. Hasta finales de los años setenta y
principios de los ochenta se clasificaron e identificaron, mediante este sistema, a los grupos
de microorganismos saprofitos de alimentos, agua y tierra, excluyendo a aquéllos que eran
patógenos de plantas, animales y a los que eran quimiolitotrofos facultativos (Hendrie y
Shewan, 1979).
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Palleroni y Doudoroff (1972) afirmaron que la separación de las Pseudomonas de
otros géneros se basaba en una serie de características arbitrarias, lo cual suponía un problema
añadido desde el punto de vista de la identificación. En este mismo sentido, Gray y Stewart
(1980) afirmaron que características distintas de la reacción en el medio OF (Hugh y Leifson,
1955) y de la capacidad para producir pigmento fluorescente deberían ser usadas por los
microbiológos para diferenciar a microorganismos Gram negativos, heterótrofos, no
fermentativos y con flagelos polares. Stanier y col (1966) y Palleroni y Doudoroff (1972)
sentaron las bases para la identificación de las pseudomonas a nivel de especie teniendo en
cuenta aquellas propiedades fenotípicas más útiles para la caracterización de dichas especies,
lo cual llevaba aparejado la realización de un número creciente de “tests”, con lo cual la
consecución de un esquema simple de identificación se hacía más complicada. A pesar de ello
se ensayaron nuevos métodos para llevar a cabo la identificación de Pseudomonas de un
modo sencillo (Hendrie y Shewan, 1979), pero eran limitados a bacterias presentes en hábitats
tales como los alimentos, y no siempre se conseguía una separación definitiva entre unas y
otras especies.

La utilización de la informática en Microbiología y, concretamente, en taxonomía
bacteriana, significó un gran avance cualitativo en la sistemática de bacterias como las Gram
negativas aerobias móviles (tanto en lo referente a su clasificación, como en lo referente a su
identificación), ya que permitía procesar un gran volumen de datos en un tiempo
relativamente reducido. Así, en la taxonomía numérica, la codificación de los datos, el cálculo
de los coeficientes de similitud y el agrupamiento de los microorganismos en taxones
definidos, entre otras operaciones, se hace con ayuda de equipos informáticos (Sackin y
Jones, 1993), existiendo multitud de trabajos en los que se trata la taxonomía de
Pseudomonas y bacterias relacionadas aisladas en alimentos, mediante estos métodos (p.e.
Mölin y Ternström, 1982; Prieto y col, 1992a ; Shaw y Latty, 1982; Sternström y Mölin,
1990). En cuanto a la identificación de bacterias por métodos informáticos, Priest y Williams
(1993) afirmaron que se puede llevar a cabo la tradicional caracterización fenotípica de las
cepas con la ayuda de un ordenador personal. Con este ánimo, Prieto (1994) desarrolló un
programa informático mediante el cual la identificación de bacterias era posible y sencilla de
llevar a cabo.

Entre los objetivos contemplados en nuestro estudio está la identificación de los
microorganismos Gram negativos aerobios móviles aislados durante el almacenamiento a
refrigeración de pescado de agua dulce, haciendo especial hincapié en los representantes del
género Pseudomonas y en bacterias semejantes a Pseudomonas que pudieran ser responsables
de la alteración en este tipo de alimentos. Para ello empleamos la identificación microbiana
por métodos clásicos asistida por ordenador, la cual fue complementada con la realización de
análisis matemáticos para establecer las relaciones fenotípicas entre los microorganismos
investigados.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas.

En el estudio comprendido en este capítulo y en el siguiente se clasificaron e
identificaron un total de 661 cepas de microorganismos adscritos al grupo de bacterias Gram
negativas, cepas que se obtuvieron a partir de placas de TSA (Oxoid) utilizadas para el
recuento de las floras aerobia mesófila viable y aerobia psicrotrofa viable y que fueron
almacenadas en “slants” de este mismo agar a refrigeración tras su obtención en cultivo puro
(ver capítulo I de la presente memoria).

Todas las cepas aisladas en el transcurso de dichos análisis fueron sometidas a una
serie de pruebas preliminares (que aparecen reflejadas en el capítulo IV) resultando ser
bacilos o cocobacilos Gram negativos, catalasa positivos y no esporulados. De acuerdo con lo
descrito en dicho capítulo, todas estos aislamientos se subdividieron, siguiendo los esquemas
de Shewan y col (1960b), en tres grandes grupos atendiendo, en primera instancia, a su
capacidad de producir ácido a partir de la glucosa anaeróbicamente y, en segundo lugar, a su
movilidad (ver material y métodos del capítulo IV). Así se obtuvieron, por un lado, un gran
grupo de bacterias fermentadoras de la glucosa (tanto oxidasa positivas como oxidasa
negativas) que englobaba a vibrionáceas y enterobacteriáceas y, por otro lado, un grupo de
bacterias aerobias no fermentadoras de la glucosa. Con estas últimas se ensayó el “test” de la
movilidad, de manera que se subdividieron en bacilos Gram negativos aerobios móviles y
bacilos Gram negativos aerobios inmóviles.

En la tabla V.1 aparece la distribución de las cepas, aisladas en las muestras de agua y
pescado, entre los distintos grupos establecidos del modo descrito anteriormente y en función
de la temperatura de aislamiento.

Tabla V.1. Distribución de las cepas de bacilos o cocobacilos Gram negativos
catalasa positivos no esporulados en función del grupo microbiano y la temperatura
de aislamiento.

Aerobios móviles Aerobios inmóviles Anaerobios facultativos

Mesófilos 146* 50 95

Psicrotrofos 200 56 114

Total 346 106 209

*, número de cepas.

La distribución de las cepas contenidas en cada taxón en función de su origen (especie
de pescado) y temperatura de aislamiento se presenta en la tabla V.2.
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Tabla V.2. Distribución de las cepas de bacilos o cocobacilos Gram negativos
catalasa positivos no esporulados en función de origen (especie de pescado) y
temperatura de aislamiento.

Trucha común Trucha arco iris Lucio
Aerobios móviles
- mesófilos 5 71 70
- psicrotrofos 41 85 74
Aerobios inmóviles
- mesófilos 4 28 18
- psicrotrofos 7 27 22
Anaerobios facultativos
- mesófilos 26 8 61
- psicrotrofos 30 15 69

Los microorganismos Gram negativos aerobios móviles se tratarán en el presente
capítulo. Por otra parte, los Gram negativos inmóviles y los anaerobios facultativos serán
objeto de estudio en el siguiente capítulo.

Las cepas aerobias y móviles se sometieron a identificación clásica (siguiendo los
esquemas que más adelante veremos) y a un estudio de taxonomía numérica. Con el objeto de
establecer relaciones entre las cepas salvajes y microorganismos conocidos, utilizamos una
serie de “cepas tipo” incluidas como patrones internos en el estudio de taxonomía numérica.
Estos microorganismos corresponden: a cepas de colección de especies reconocidas como
alterantes del pescado, a cepas de otras especies que pudieran tener interés desde el punto de
vista de la salud pública, y a otras relacionadas con el hábitat acuático. A continuación se
muestra el listado de los organismos de referencia empleados en el presente capítulo:

Pseudomonas aeruginosa   CECT 110
Pseudomonas putida   CECT 324
Pseudomonas fluorescens   CECT 378
Pseudomonas stutzeri   CECT 930
Pseudomonas mendocina   CECT 320
Pseudomonas fragi   CECT 446
Pseudomonas alcaligenes   CECT 929
Pseudomonas cepacia   CECT 322
Shewanella putrefaciens   CECT 331
Alcaligenes faecalis   CECT 928
Flavobacterium odoratum   CECT 998
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Propiedades examinadas en el análisis numérico y empleadas en la identificación clásica.

Las 346 cepas clasificadas previamente como bacilos móviles no fermentadores de la
glucosa, así como los once microorganismos tipo, fueron sometidas a un total de 108 pruebas
fisiológicas, morfológicas, bioquímicas, nutricionales y de sensibilidad a antibióticos, las
cuales aparecen detalladas a continuación.

Morfología en medio sólido. Las distintas cepas se sembraron en Agar Nutritivo (Oxoid) y se
incubaron a 30ºC durante 48 h. Tras este período, se anotó (Prieto y col, 1992a) la morfología
(bordes enteros o irregulares), tamaño (menor de un mm, entre uno y dos mm y mayores de 2
mm), cremosidad y coloración de las colonias (no pigmentadas o con pigmentación amarilla,
anaranjada o roja).

Producción de pigmentos fluorescentes en Agar King A (piocianina) y King B (fluoresceína).
El medio se formuló de acuerdo a lo descrito en el Manual Oxoid de Medios de Cultivo
(Anon., 1990). Las cepas se sembraron por agotamiento en la superficie del medio sólido, se
incubaron a 30ºC y se procedió a la lectura de los resultados a las 24 y 48 h. Tras este periodo,
las placas se mantuvieron a temperatura ambiente y, a los cinco días, se repitieron las lecturas.
La presencia de pigmento fluorescente se detectaba empleando una lámpara de Wood. Así, el
pigmento producido en King A (piocianina) se hacía visible empleando una longitud de onda
de 365 nm (coloración verde-azulada). La producción de fluoresceína en el agar King B se
detectaba empleando una longitud de onda de 254 nm (coloración verde-amarillenta).

Crecimiento a distintas temperaturas. Se examinó la capacidad que tenían las cepas de crecer
a temperatura de refrigeración (4ºC), así como a 37 y a 42ºC. El medio utilizado fue Caldo
Nutritivo (Oxoid) y las incubaciones se llevaron a cabo en baños de precisión. Las lecturas se
realizaron a los diez días (para la incubación realizada a 4ºC) y a las 48 h (para el “test” a 37 y
42ºC). Los tubos que presentaban una turbidez manifiesta tras agitarlos suavemente fueron
calificados como positivos (Mölin y Ternström, 1982).

Tolerancia a distintas concentraciones de NaCl. Para ello se utilizó Caldo Nutritivo (Oxoid) al
que se le añadió NaCl hasta lograr concentraciones finales del 3% y del 6% (p/v). Tras la
inoculación, los tubos se incubaron a 30ºC y se efectuaron lecturas a las 24 y 48 h. Todos los
tubos que, tras agitación, mostraban turbidez fueron registrados como positivos (Prieto y col,
1992a).

Crecimiento a pH 4.5. Tubos conteniendo Caldo Nutritivo (Oxoid), cuyo pH había sido
previamente ajustado a 4.5, fueron inoculados con la cepa problema e incubados 48 h a 30ºC.
Tras este periodo, las cepas capaces de crecer bajo estas condiciones presentaban una turbidez
aparente (Prieto y col, 1992a).

Crecimiento en Agar McConkey (Oxoid). Consistía en la siembra de las cepas problema,
seguida de incubación a 30ºC durante 48 h. La presencia de crecimiento en la zona de
inoculación (independientemente de la coloración que presentaba la colonia) fue registrada
como positiva.
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Crecimiento en Agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares, Difco). Se realizó de modo
análogo al anterior pero con períodos de incubación más largos (hasta 7 días). Los resultados
se interpretaron tal y como se señala en el “test” de crecimiento en Agar McConkey.

Actividad citocromo-c-oxidasa. A partir de un cultivo de 24 h en Agar Nutritivo (Oxoid) y
añadiendo unas gotas del reactivo de Kovac`s (descrito en capítulos anteriores -Cowan, 1974-
) se visualiza esta actividad enzimática, al aparecer, en unos segundos, color púrpura en la
superficie de las colonias.
Crecimiento en Agar Citrato de Simmon (Oxoid). El medio se dispensó en tubos y se dejó
solidificar de manera que su superficie quedase inclinada (formando un pico de flauta o
“slant”). A continuación, las cepas se sembraron en dicha superficie y se incubaron a 30ºC
durante 48 h, periodo tras el cual se efectuaron las lecturas. El medio se tornaba de color
azulado cuando las cepas eran capaces de utilizar citrato como única fuente de carbono.

Producción de H
   2   
S a partir de L-cisteína. En Caldo Nutritivo al que se adicionó cisteína (ver

estudio taxonómico del género Aeromonas). En este caso, las incubaciones se realizaron a
30ºC durante 72 h. El ennegrecimiento de las tiras de acetato de plomo fue indicativo de esta
producción

Actividades     α     y β-hemolítica. Se realizó en placas de Agar Columbia (Oxoid) suplementado
con sangre de oveja (Oxoid) al 5%. El método empleado y la interpretación de los resultados
aparece detallada en el capítulo II.

Hidrólisis de la esculina. Se empleó el medio Agar Esculina (Cowan, 1974) de modo análogo
al descrito en el estudio taxonómico del género Aeromonas. Las cepas que hidrolizaban este
compuesto daban lugar a un ennegrecimiento alrededor de las colonias.

Producción de indol. En esta prueba se empleó Caldo Nutritivo (Oxoid) debido a que entre
sus componentes se encuentra la peptona y, por tanto, el triptófano, aminoácido a partir del
cual algunos microorganismos producen indol. El periodo de incubación (30ºC) fue de 48 h,
tras el cual a los tubos se les añadieron unas gotas del reactivo de Kovac´s (Cowan, 1974). La
presencia de indol se manifestaba por la aparición de un anillo de color rojo teja en la
superficie del medio.

Producción de levano a partir de sacarosa. Esta prueba fue llevada a cabo empleando el Agar
Sacarosa, descrito por Lelliot y col (1966). La sacarosa era añadida, a una concentración final
del 5%, a Agar Nutritivo (Oxoid). La siembra se realizó en “spot” y las placas se incubaron
hasta siete días a 30ºC. El levano producido aparecía con aspecto mucoso en la superficie de
la zona sembrada.

“Test” del rojo de metilo y producción de acetoína a partir de la glucosa (prueba de Voges-
Proskauer). Para la realización de ambas pruebas se utilizó el medio MRVP (Oxoid)
siguiendo el esquema descrito en el capítulo II. En breve, la acidificación del medio (“test”
RM) se caracterizaba por el mantenimiento de un color rojizo tras añadir una solución de rojo
de metilo, mientras que la transformación de la glucosa en acetoína se manifestaba con la
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aparición de un anillo rojizo en el medio tras alcalinizarlo y adicionar el reactivo de α-naftol
(Cowan, 1974).

Oxidación del gluconato. Se empleó el Caldo Gluconato (Cowan, 1974). Los tubos sembrados
se incubaron a 30ºC durante 48 h. La reacción se visualizó tras añadir 1 ml de la solución
cualitativa de Benedict (Cowan, 1974) y hervir los tubos durante 15 minutos. Los tubos que
presentaron coloraciones anaranjadas fueron calificadas como capaces de oxidar el gluconato
sódico (Cowan, 1974).

Reducción del óxido de trimetilamina a trimetilamina. Para preparar el medio TMAO y llevar
a cabo este “test” se siguieron las instrucciones de Gram y col (1987). Una vez inoculados los
tubos, a cada uno se le añadió un tapón de parafina y se incubaron a 30ºC durante tres días. El
viraje del indicador hacia el color amarillo indicaba la reducción del óxido de trimetilamina a
trimetilamina. Asimismo, también se observaba la producción de ácido sulfhídrico
(ennegrecimiento del medio) a partir de tiosulfato sódico, pero este carácter no se tuvo en
cuenta para el estudio de taxonomía numérica.

Reducción de nitratos a nitritos y a NO    2   . Para ello se utilizó el Caldo Nitrato (Difco). Los
tubos inoculados, los cuales contenían campanas de Durham invertidas, se incubaron a 30ºC
durante cinco días, periodo tras el cual los resultados se hicieron visibles empleando la
metodología descrita a continuación (Cowan, 1974). Los tubos que contenían cepas capaces
de reducir los nitratos a nitritos adquirían un color rojo intenso tras la adición de un reactivo
(mezcla a partes iguales de una solución acuosa de ácido sulfanílico en ácido acético y una
solución acuosa de α-naftilamina en ese mismo ácido). A los tubos cuya coloración
permaneció invariable se les añadió polvo de zinc. Si los microorganismos no actuaban sobre
los nitratos al añadir polvo de zinc el medio se tornaba de color rojo. Si, por el contrario, no
se modificaba su coloración, la totalidad del nitrato contenido en el medio antes de la
inoculación de la cepa correspondiente había sido transformado en óxido nitroso, hecho que,
por otra parte, se manifestaba por la presencia de gas en las campanas de Durham. La
denitrificación, transformación de los nitratos en NO2, fue el único carácter tenido en cuenta
en el análisis matemático llevado a cabo y en la identificación subsiguiente.

Prueba de la hidrólisis del ONPG. Como primer paso, las cepas se sembraron en un medio
sólido (Agar Nutritivo -Oxoid-), al que se le había adicionado lactosa al 1% con el fin de
estimular su actividad enzimática β-galactosidasa, y se incubaron a 30ºC durante 24 h. Tras la
incubación, y con ayuda de un asa de platino, se recogieron cinco colonias y se suspendieron
en solución salina al 0,85%. Finalmente, se añadieron discos de ONPG (Oxoid) a cada uno de
los tubos y se efectuaron lecturas a los quince minutos y a las seis horas de incubación a 30ºC.
La presencia de tonalidad amarilla en los tubos era indicativa de actividad β-galactosidasa.

Hidrólisis del almidón. Siguiendo la técnica de Mölin y Ternström (1982), se prepararon
placas de Agar Almidón (Agar Nutritivo -Oxoid- al que se añadía almidón al 0,3%). Una vez
sembradas se incubaron a 30ºC durante 48 horas. Para visualizar las zonas donde el almidón
había sido hidrolizado, las placas se inundaron con una solución de lugol de media fuerza.
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Hidrólisis de la tirosina. El Agar Tirosina se preparó de acuerdo con Mölin y Ternström
(1982). La tirosina se adicionó a Agar Nutritivo (Oxoid) hasta obtener una concentración final
del 5%. La incubación a 30ºC se prolongó hasta los siete días realizando lecturas periódicas
en las que se anotó, no sólo la existencia de áreas de aclaramiento (correspondientes a la
hidrólisis de la tirosina), sino también la presencia de una pigmentación parda-rosácea
alrededor de las zonas de crecimiento (Mölin y Ternström, 1982).

Hidrólisis del hipurato. El Agar Hipurato se formuló siguiendo las instrucciones de Mölin y
Ternström (1982), obteniéndose una concentración final de hipurato sódico del 3% en el
medio. La aparición de coloración rosada alrededor de las zonas de crecimiento, tras un
periodo de incubación de hasta siete días a 30ºC, era registrada como resultado positivo
(Mölin y Ternström, 1982).

Hidrólisis de la urea. Para este “test” se utilizó el Agar Urea de Christiansen. Al Agar Base
para Urea (Oxoid) se le añadieron ampollas de urea (Oxoid) en las cantidades recomendadas
por el fabricante. El medio se dejo solidificar con los tubos colocados en posición inclinada.
A continuación, y con ayuda de un asa de cultivo, se inoculaba el organismo problema en la
superficie del “pico de flauta”, en la zona inclinada. En aquellos tubos en los que las cepas
eran capaces de hidrolizar la urea, el indicador viraba hacia un color rosa, tras una incubación
máxima de 48h. Las lecturas se efectuaron cada 24 h.

Producción de ácido a partir de la glucosa. Este método, ya descrito en el capítulo II, se
realizó empleando como medio base el medio OF de Hugh y Leifson (Difco) al que se le
adicionaba glucosa (Sigma) al 1%, si bien en este caso únicamente se computó el resultado
correspondiente a las condiciones de aerobiosis, ya que partíamos de cepas incapaces de
crecer producir ácido anaeróbicamente. La incubación se realizó a 30ºC y se procedió a su
lectura a las 24 h (Cowan, 1974). Eran positivas aquellas cepas que provocaban un viraje en
el indicador hacia el color amarillo.

Producción de gas a partir de la glucosa. Se comprobó en un medio líquido al que se le
adicionaba glucosa y empleando campanas de Durham sumergidas en la profundidad del
mismo. La preparación del medio ha sido detallada en el capítulo II. En este caso, la
incubación a 30ºC se prolongó hasta los siete días, realizándose lecturas periódicas cada 24
horas y anotándose la aparición de burbujas de gas en el interior de las campanas como
reacción positiva (Cowan, 1974).

Producción de ácido a partir de distintos azúcares. Como medio base se empleó Caldo
Púrpura (Difco) al que se le añadieron soluciones acuosas, previamente esterilizadas por
filtración, de los siguientes azúcares: adonitol, almidón, L-arabinosa, celobiosa, D-fructosa,
D-galactosa, glicerol, meso-inositol, lactosa, maltosa, manitol, D-manosa, melibiosa, rafinosa,
ramnosa, D-ribosa, sacarosa, salicina, sorbitol, L-sorbosa, trealosa, xilitol y D-xilosa. La
concentración final de estos azúcares en el medio base fue del 1%. El medio conteniendo cada
azúcar se distribuyó en placas de microtítulo (Anon, 1978) que se sembraron
automáticamente, con ayuda de un multiinoculador Ridgway Watt AM 80 (Dynatech,
Billingshurst, England) con un cabezal de 96 puntas, a partir de una placa “madre” que
contenía las distintas cepas problema suspendidas en solución salina al 0,85% (Prieto y col,
1992a). Tras la inoculación se procedió a la incubación (30ºC) y se realizaron lecturas
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periódicas a las 12, 24 y 48 horas (Cowan, 1974). Aquellos pocillos que exhibieron viraje en
el color del indicador (púrpura de bromocresol) hacia amarillo, como consecuencia de la
producción de ácido a partir del azúcar correspondiente, se anotaron como positivos.

Crecimiento en presencia de una sola fuente de carbono. Como medio base se utilizó el
descrito por Mölin y Ternström (1982), pero obviando el agar en su formulación. A
continuación se le añadieron soluciones acuosas, previamente esterilizadas por filtración, de
los siguientes compuestos hasta alcanzar una concentración final del 0,13%: adonitol,
almidón, D-arabinosa, L-arabinosa, celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa,
gluconato, meso-inositol, lactosa, maltosa, manitol, D-manosa, ramnosa, sacarosa, salicina,
sorbitol, trealosa, xilitol, L-arginina, L-cisteína, L- lisina, glicocola, formiato sódico, alcohol
butílico y etanol. La siembra se realizó de manera análoga a la del estudio de la producción de
ácido a partir de azúcares. Las placas se incubaron a 30ºC y se realizaron lecturas periódicas a
las 48 h y a los siete días con el fin de detectar turbidez, manifestación de la capacidad de los
distintos microorganismos de crecer en presencia del sustrato ensayado como una única
fuente de carbono (Prieto y col, 1992a).

Descarboxilación de L-lisina y L-ornitina e hidrólisis de la L-arginina. Como medio base se
empleó el medio Möller para descarboxilaciones (Difco). El procedimiento empleado ha sido
descrito en el capítulo II. La incubación a 30ºC se prolongó hasta el momento en que se
produjeron virajes en el color de los tubos utilizados como control.

Hidrólisis del ADN. En Agar DNAsa (Oxoid). La descripción del método empleado aparece
en el capítulo II.

Actividad lipolítica sobre distintos substratos. Se investigó la capacidad de los distintos
microorganismos para hidrolizar los siguientes compuestos en medio sólido: Tween 20,
Tween 80, tributirina y lecitina (reacción de la yema de huevo). En todos los casos las placas
se incubaron hasta un máximo de siete días. Los procedimientos empleados aparecen
descritos en capítulos anteriores.

Aclaramiento de la yema de huevo. Con esta prueba se pretendía evidenciar la actividad
proteolítica sobre este sustrato, que se caracteriza por la aparición, alrededor de la zona de
crecimiento, y tras una incubación a 30ºC durante siete días, de un área de aclaramiento. Para
ello se utilizan el medio y el protocolo descritos para el estudio de la actividad lipolítica
(fosfolipasa) sobre la lecitina (Mölin y Ternström, 1982). Las lecturas se realizaron cada 24 h.

Actividad proteolítica sobre distintos substratos. Los compuestos objeto de estas pruebas
fueron los siguientes: elastina, caseína y gelatina. Los métodos empleados en cada caso
aparecen descritos descritos en el capítulo de identificación de Aeromonas. Para la caseína y
gelatina, la incubación a 30ºC se prolongó hasta los siete días.

Resistencia al agente vibriostático O-129. Mediante la colocación, en medio sólido (ver
capítulo II), de un disco de O-129 de 150µg (Oxoid). La presencia de halo de inhibición del
crecimiento alrededor del disco se interpretaba como sensibilidad a dicho agente
antimicrobiano (Hendrie y Shewan, 1979).
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Análisis numérico de los datos.

Un total de 108 caracteres cuantitativos se codificaron como: 0, negativo; 1, positivo,
y 2, prueba no realizada o resultado de difícil interpretación. El coeficiente de similitud (SSM
- Sokal y Michener, 1958-) se obtuvo entre cada par de cepas empleando programas en
BASIC desarrollados por Prieto (1994). El agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) se
consiguió con el programa SPSS/PC+ V3.1 (SPSS Inc., Chicago).

Tambien se calcularon el coeficiente de correlación (r) entre la matriz de similitud y
los niveles en el fenograma derivados de los de la matriz (correlación cofenética; Sneath,
1978a) empleando el programa NTSYS-pc V1.80 (Exeter Software, New York). Las tablas de
frecuencia se generaron mediante el programa LOTUS 1,2,3 V2.0 (Lotus Development
Corporation, Texas) y fueron empleadas para determinar los caracteres más discriminantes
(Sneath, 1978a).

Reproducibilidad.

Todas las pruebas se repitieron en un 10% de las cepas (treinta y cinco). La
probabilidad media de error (p) se calculó de acuerdo con lo especificado por Sneath y
Johnson (1972).

Identificación clásica asistida por ordenador.

Se utilizó el programa de identificación diseñado por Prieto (1994). Para ello se
tuvieron en cuenta las pruebas consideradas como más discriminantes entre los grupos
resultantes de nuestro estudio de taxonomía numérica, así como aquéllas de mayor valor
taxonómico y que aparecen recogidas en el Manual de Bergey (Palleroni, 1984). Es decir, se
emplearon un total de 72 de los 108 criterios taxonómicos introducidos en el análisis
matemático y que aparecen señalados a continuación: prueba de la oxidasa, producción de
pigmento amarillo, producción de fluoresceína, crecimiento a 4 y 42ºC, crecimiento en
presencia de 3 y 6% de NaCl, tolerancia a pH 4.5, crecimiento en Agar Citrato de Simmon,
producción de indol, producción de H2S, hidrólisis de la urea, reducción de los nitratos a NO2,
producción de levano y reducción del OTMA; producción de ácido a partir de: glucosa, L-
arabinosa, celobiosa, D-fructosa, galactosa, glicerol, maltosa, manitol, manosa, ramnosa, D-
ribosa, sacarosa, almidón, trealosa y D-xilosa; asimilación de: adonitol, L-arabinosa, D-
arabinosa, celobiosa, D-fructosa, galactosa, glicerol, glucosa, gluconato, maltosa, manitol,
manosa, ramnosa, sacarosa, almidón, trealosa, D-xilosa, glicocola, L-arginina, cisteína, L-
lisina, alcohol butílico, etanol y formiato sódico; hidrólisis del Tween 20, del Tween 80, de la
tributirina, reacción de la yema de huevo, aclaramiento de la yema de huevo, hidrólisis de la
gelatina, de la caseína, de la elastina y del ADN; hemólisis α y β; hidrólisis de la tirosina y
producción de pigmento rosado en el Agar Tirosina; hidrólisis del almidón, de la esculina y
del hipurato; actividades β-galactosidasa, arginina dihidrolasa, lisina descarboxilasa y ornitina
descarboxilasa.
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Paralelamente se preparó una base de datos que recogía los resultados obtenidos por
otros autores en distintos estudios taxonómicos sobre cepas aisladas a partir de alimentos
diversos (Allen y col, 1983b; Cox y McRae, 1989; Gillespie, 1981; Mölin y Ternström, 1982,
1986a; O´Connor y col, 1986; Shaw y Latty, 1982; Shelley y col, 1987; Sternström y Mölin,
1990; Ternström y col, 1993) así como de las descripciones de las especies de Pseudomonas,
Alcaligenes y Flavobacterium que aparecen en el Manual de Bergey (Holmes y col, 1984;
Kersters y De Ley, 1984; Palleroni, 1984). Los perfiles fenotípicos obtenidos por nosotros
para cada cepa (y/o HMO -organismo medio hipotético o centroide de cada taxón- en su caso)
fueron comparados con la base de datos a la que acabamos de hacer referencia. A cada una de
nuestras cepas se la relacionó, al menos, con uno de los géneros introducidos en la base de
datos. Como resultado de dicha comparación se obtuvieron los valores NS (“normalized
score” o cociente normalizado -Willcox y col, 1973-) que definían la proximidad entre la
descripción de una cepa salvaje y la del perfil introducido en la base de datos.
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RESULTADOS

En la figura V.1 aparece la distribución porcentual y el número de cepas (a
continuación del género) correspondientes a cada uno de los géneros englobados en este
grupo de bacterias aerobias, y que han sido aislados e identificados en el transcurso del
presente estudio. Asimismo se incluyen las cepas que no se pudieron adscribir a ninguno de
dichos géneros (NI). De este mismo modo, y en la figura V.2, se presentan los datos
correspondientes a las especies de Pseudomonas.

Figura V.1. Géneros de microorganismos Gram negativos aerobios móviles en
pescado de agua dulce.

Flavobacterium   0,3%
1

Shewanella   14,5%
50

Pseudomonas   76,9%
266

Alcaligenes   2,6%
9

NI   5,8%
20

Figura V.2. Especies de Pseudomonas aisladas a partir de las muestras de pescado
de agua dulce.

P. fragi   8,3%
22

Otras especies   2,6%
7

Pseudomonas spp   11,3%
30

P. fluorescens   33,1%
88

P. putida   44,7%
119

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras especies” corresponden a:    P. syringae   (2 cepas),    P.
  pseudoalcaligenes   (2),    P. solanacearum    (1),    P. caryophilli   (1) y    P. pseudomallei   (1).

En las siguientes figuras se puede observar la distribución porcentual (y el número de
cepas -a continuación del género-) de las especies microbianas aisladas: en cada una de las
especies de pescado de agua dulce analizadas (figuras V.3 a V.5), en las muestras de pescado
analizadas a lo largo del almacenamiento a refrigeración (figuras V.6 a V.8) y en los
recuentos de mesófilos y psicrotrofos (figuras V.9 a V.10).
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Figura V.3. Distribución de especies microbianas aisladas en trucha común.

NI    2,1%
1

P. putida   12,8%
6

Otras psudomonas   2,1%
1

Alcaligenes   4,3%
2

S. putrefaciens   6,4%
3

P. fragi   19,1%
9

Pseudomonas spp    6,4%
3

P. fluorescens   46,8%
22

Las cepa contenida dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponde a    P. syringae   (1 cepa).

Figura V.4. Distribución de especies microbianas aisladas en trucha arco iris.

NI    8,3%
13

P. putida   48,7%
76

Otros   1,9%
3

Alcaligenes   3,2%
5

P. fragi   5,1%
8

Pseudomonas spp    4,5%
7

P. fluorescens   28,2%
44

Otros: representan a   S. putrefaciens   (una cepa),    Flavobacterium    (1) a    P. caryophilli   (1).

Figura V.5. Distribución de especies microbianas aisladas en lucio.

NI    3,5%
5

P. putida   25,9%
37

Otras pseudomonas  3,5%
5

S. putrefaciens   32,2%
46

Alcaligenes   1,4%
2

P. fragi   4,2%
6

Pseudomonas spp    14,0%
20

P. fluorescens   15,4%
22

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponden a:    P. syringae   (1 cepa),    P.
  pseudoalcaligenes   (2),    P. solanacearum    (1) y    P. pseudomallei   (1).
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Figura V.6. Distribución de las especies microbianas aisladas en muestras de piel.

NI    5,8%
7

P. putida   41,7%
50

Otras pseudomonas  2,5%
3

S. putrefaciens   7,5%
9

Alcaligenes   1,7%
2

P. fragi   2,5%
3

Pseudomonas spp    10,8%
13

P. fluorescens   27,5%
33

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponden a    P. syringae   (1 cepa),    P.
  pseudoalcaligenes   (1), y    P. pseudomallei   (1).

Figura V.7. Distribución de las especies microbianas aisladas en muestras de
cavidad abdominal.

NI    3,3%
3

P. putida   25,6%
23

S. putrefaciens   23,3%
21

P. fragi   8,9%
8

Pseudomonas spp    10,8%
13

P. fluorescens   25,6%
23

Figura V.8. Distribución de las especies microbianas aisladas en muestras de tejido
muscular.

NI    6,5%
7P. putida   35,5%

38

Otras pseudomonas  1,9%
2

S. putrefaciens   16,8%
18

Alcaligenes   2,8%
3

P. fragi   7,5%
8

Pseudomonas spp    4,7%
5

P. fluorescens   24,3%
26

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponden a    P. syringae   (1 cepa) y    P.
  solanacearum    (1).
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Figura V.9. Especies microbianas aisladas de las placas empleadas para los
recuentos de microorganismos mesófilos.

NI    8,2%
12

P. putida   32,7%
48

Otras pseudomonas  3,4%
5

Flavobacterium spp   0,7%
1

S. putrefaciens   12,2%
18

Alcaligenes  3,4%
5

P. fragi   8,8%
13

Pseudomonas spp    7,5%
11

P. fluorescens   24,3%
26

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponden a:    P. pseudoalcaligenes   (1),    P.
  solanacearum    (1),    P. caryophylli   (1) y    P. pseudomallei   (1).

Figura V.10. Especies microbianas aisladas de las placas empleadas para los
recuentos de microorganismos psicrotrofos.

NI    4,0%
8

P. putida   35,7%
71

Otras pseudomonas  1,0%
2

S. putrefaciens   16,1%
32

Alcaligenes  2,0%
4

P. fragi   4,5%
9

Pseudomonas spp    9,5%
19

P. fluorescens   27,1%
54

Las cepas contenidas dentro del epígrafe “otras pseudomonas” corresponden a:    P. syringae  .

En la tabla V.4 se presenta el número de cepas de cada especie aisladas en las
muestras del agua de cría del pescado y en agallas e intestino del pescado recién capturado.

Tabla V.4. Cepas aisladas en agua de cría, agallas e intestino de pescado.

Agua Agallas Intestino
P. fluorescens 2* 1 3
P. putida 2 2 4
P. fragi 1 1 1
P. pseudoalcaligenes 1
P. caryophilli 1
S. putrefaciens 1 1
Alcaligenes (1) 2 2
NI 2 1

*, número de cepas; (1) incluye a las cepas de las especies    A. faecalis   y    A. denitrificans  .
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En la tabla que aparece a continuación (V.5) se muestran el número de cepas
correspondientes a cada biovar descrito de P. fluorescens y de P. putida y su distribución
entre las especies de pescado analizadas.

Tabla V.5. Número de cepas identificadas como pertenecientes a los distintos
biovares de P. fluorescens y P. putida y distribución por especie de pescado.

Biovariedad Total Trucha común Trucha arco iris Lucio

P. fluorescens * 5 2 2 1
P. fluorescens I 12 9 3
P. fluorescens III 37 4 21 12
P. fluorescens V 34 7 18 9
P. putida * 57 2 43 12
P. putida A 50 26 24
P. putida B 12 4 7 1

*, cepas pertenecientes a biovares desconocidos o con propiedades intermedias entre los biovares descritos (Palleroni, 1984).

En las figuras V.11 y V.12 se aprecia la distribución porcentual de las distintas
especies microbianas cuando el pescado comenzaba a presentar signos claros de alteración
(día 12) y cuando ésta era manifiesta (día 15) respectivamente

Figura V.11. Distribución de especies microbianas cuando se presentaban los
primeros signos de alteración.

NI    2,3%
2

P. putida   32%
37,2

S. putrefaciens   17,4%
15

Alcaligenes  2,3%
2

P. fragi   8,1%
7

Pseudomonas spp    4,7%
4

P. fluorescens   27,9%
24

Figura V.12. Distribución de especies microbianas en el pescado alterado.

NI    1,3%
1

P. putida   31,6%
25

S. putrefaciens   18%
22,8

Alcaligenes  1,3%
1

P. fragi   10,1%
8

Pseudomonas spp    10,1%
8

P. fluorescens   22,8%
18

Todas las cepas incluidas en el presente estudio eran bacterias Gram negativas no
cocoides, inmóviles, catalasa positivas, incapaces de fermentar la glucosa y que no requerían
factores de crecimiento para su desarrollo. Tal y como se observa en la figura V.13, a un nivel
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de semejanza del 81% empleando el coeficiente de similitud SSM (“Simple matching
coefficient”), 324 cepas se agruparon en un total de 26 taxones, de los cuales 10 estuvieron
constituídos por menos de tres cepas (taxones no significativos). El resto de los
agrupamientos (taxones significativos) los subdividimos en taxones mayoritarios, que
contenían más de diez cepas (un total de 7), y en taxones minoritarios, que incluían menos de
diez cepas (nueve agrupamientos). Las restantes 33 cepas (entre ellas siete cepas tipo) no se
agruparon al anteriormente mencionado nivel de semejanza. Unicamente la cepa tipo de S.
putrefaciens se incluyó en alguno de los taxones significativos, mientras P. fluorescens y P.
aeruginosa formaron un taxón no significativo y P. fragi se agrupó con una cepa salvaje en
otro taxón no significativo. Las restantes cepas tipo no contenidas en los taxones establecidos
se agruparon con el resto a unos niveles de semejanza comprendidos entre el 64 y el 80%. En
la figura V.14 se muestra la representación gráfica simplificada del dendrograma que aparece
en la figura V.13.

El coeficiente cofenético r fue igual a 0.82431, valor que nos indica que no se produce
una distorsión significativa de la matriz triangular de similitudes al comparar dicha matriz con
la obtenida al aplicar el agrupamiento UPGMA.

Figura V.13. Dendrograma resultante del análisis numérico de cepas de
microorganismos Gram negativos aerobios móviles aislados de pescado de agua
dulce. Coeficiente SSM. Agrupamiento UPGMA. Nivel de corte: 81%.
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Figura V.14. Dendrograma simplificado correspondiente al análisis “cluster” llevado
a cabo sobre microorganismos Gram negativos aerobios móviles aislados de
pescado de agua dulce.
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En la tabla V.6 se presenta un resumen en el que se reflejan los taxones en los cuales
aparecen agrupadas las distintas especies (y biovares) identificadas por taxonomía clásica.

Tabla V.6. Distribución de las especies identificadas entre los diferentes taxones.
                                         TAXON

ESPECIE (y biovar,
en su caso)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1
0

1
1

1
2

1
3

1
4

1
5

1
6

A
N
S

N
A

P. fluorescens* + + + + +
P. fluorescens I + + + +
P. fluorescens III + + + + + + + +
P. fluorescens V + + + + + +
P. putida* + + + + + + + +
P. putida A + + + + + + +
P. putida B + + + + +
P. fragi + + + + + + + + +
Otras Pseudomonas + + +
Pseudomonas spp + + + + + + +
S. putrefaciens + +
A. faecalis + + +
A. denitrificans + +
Alcaligenes spp. +
Flav./Cyto./Sphin.(1)

+
NI + + + + + + + +

*, cepas pertenecientes a biovares desconocidos o con propiedades intermedias entre los biovares descritos; NI,
cepas no identificadas; ANS, cepas contenidas en taxones no significativos; NA, cepas no agrupadas; (1) grupo
    Flavobacterium    /    Cytophaga    /    Sphingobacterium    .

En base a los procedimientos de adscripción a género, especie o biovariedad que se
discuten más adelante, los taxones fueron identificados de este modo:
TAXON 1. Shewanella putrefaciens.
TAXON 2. Alcaligenes faecalis.
TAXON 3. No identificado a nivel de género.
TAXON 4. Pseudomonas fragi.
TAXON 5. Pseudomonas fluorescens biovar I
TAXON 6. Pseudomonas fluorescens intermedio biovar I-biovar V.
TAXON 7. Pseudomonas fluorescens intermedio biovar III-biovar V.
TAXONES 8 y 9. Pseudomonas spp.
TAXON 10. Pseudomonas fragi.
TAXON 11. Pseudomonas putida.
TAXON 12. Intermedio Pseudomonas fragi-Pseudomonas putida.
TAXONES 13 a 15. Pseudomonas putida.
TAXON 16. Pseudomonas spp.

En la tabla V.7 se presentan las propiedades fenotípicas con una mayor capacidad
discriminante entre los distintos taxones significativos obtenidos, así como el índice de
separación entre agrupamientos (IS) obtenido para cada prueba.
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Tabla V.7. Pruebas más discriminantes entre taxones y otras de interés en la taxonomía de microorganismos Gram negativos aerobios móviles.

TAXON I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI IS

Número de cepas 51 4 3 3 7 10 28 33 6 3 5 12 53 3 73 5

Citocromo-c-oxidasa +(1) + – + + + + + + + + + + + + + 15(3)

Pigmento amarillo –(2) – + – – – – – – – – – – – – – 15

Fluoresceína en King B – – – + + 75 70 + – 80 33 + 67 56 – 24

Crecimiento a 4ºC + – – + + + + + + + 80 + + + + + 26

Crecimiento en 3% NaCl + 25 – 67 + + + + 67 + – 83 60 + 39 + 16

Crecimiento a pH 4.5 19 40 – – + + 61 + 33 – 20 67 60 + 34 – 16

Agar citrato de Simmon – 20 + + + + + + 83 + + + + 67 + – 22

Producción de H2S + 60 67 – – – – – – – – – – – – + 24

Denitrificación + 40 – 33 – 17 64 18 17 – 80 25 62 – 30 + 6

Producción de levano – – – – + 25 32 – – – – – 25 – – – 12

Reducción del OTMA 60 – – – – – – – – 33 – – – – – 71 -

Hidrólisis de la urea 41 50 – 67 + 50 30 59 – 33 – 71 40 67 20 – 4

Hidrólisis de la esculina – 20 + – – – – – – 33 20 – – – – – 12

Hidrólisis de la tirosina – – – – 57 33 + 56 67 – – – 47 33 46 – 8

Pigmento Agar Tirosina 16 – – + 29 – – 48 – – 40 + 53 67 47 – 14

Hemólisis α + 40 67 – – 17 54 39 + + 40 50 40 – 70 + 12

Acido a partir de:

     Glucosa – 40 – 67 + + 79 + 83 + 20 + + 67 + – 21

     D-fructosa – – – + – 42 – – – – 20 – – 33 – + 22

     Galactosa – – – 67 + + – – – 33 40 + – – – 83 21

     Glicerol – – – + – – – – – – – – – – – + 28

     Maltosa – – – + – 25 – – – – 20 – – – – + 24

     Manosa – – – 67 – + – – – 33 20 + – 33 – + 27
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tabla V.7 (continuación).

TAXON I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI IS

     Ribosa – – – + – – – – 17 33 – 42 – – – + 22

     Trealosa – – – – – 17 – – – – – – – – – + 14

     D-xilosa – – – 33 43 + 21 – 33 33 20 + – 67 – – 14

Asimilación de:
     Adonitol – 20 33 – + 75 + – 17 – + 67 45 – 29 – 12

     L-arabinosa – 20 67 33 + + 76 33 83 33 80 + – + + – 15

     D-arabinosa – – – + – – – – 33 67 – 55 83 33 65 – 9

     Celobiosa – – – 33 – 50 – – 17 – + – – – 24 80 10

     D-fructosa 23 20 – + + + 46 + 33 67 + 36 + + 63 57 7

     Galactosa – – – 67 + + – – – 33 40 + – – – 83 27

     Glicerol – – – + – – – – – – – – – – – + 28

     Glucosa + 20 33 + + + + + + + + + + + + + -

     Gluconato + 20 – + + + + + + + + + + + + + 14

     Maltosa – – – + – 25 – – – – 20 – – – – + 24

     Manitol – 20 + 33 + + + 33 + 33 80 67 – + + – 14

     Manosa – – + 67 + + + 33 + 67 + 67 – + + + 27

     Trealosa – – – – – 17 – – – – – – – – – + 14

     Xilitol – – – – + 45 54 – 50 + 50 33 – – 78 – 16

     Glicocola – – – 33 43 42 + 30 67 – + + 94 + + – 30

     L-arginina – – – + + + + + 83 + + + + + + – 44

     Cisteína 48 20 – + – + 29 21 – – + 83 + – 18 57 20

     L-lisina – – – + + + + 78 83 – 80 + + + + – 40

     Alcohol butílico 29 20 67 + 29 + + 67 33 – + + + 67 + – 14

     Etanol – – – 33 – 42 + – – – + + + 33 79 – 32

     Formiato sódico – – – 67 – 17 54 – – – + + + 33 59 – 24
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Tabla V.7 (continuación).

TAXON I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI IS

Hidrólisis de:

     Tween 20 + 20 – – – 33 39 58 17 33 60 – 40 – 23 + 10

     Tween 80 + 20 – – 29 + 46 76 – – – – 25 33 18 + 18

     Tributirina 62 – 67 – + + 71 + + – 60 50 53 33 51 + 15

     Lecitina 81 20 67 – 43 + 82 + 83 – – – 25 + – + 20

     Yema de huevo – 0 0 0 + + 54 + 50 – – – 26 + – 43 32

     Gelatina + – + – + + 82 + 67 – – 17 26 – – + 36

     Caseína 34 40 33 – + + + + 83 – – 33 25 – – 71 28

     Elastina + 20 67 – – 50 33 67 80 – – – – – – + 16

     ADN 77 20 + – – – – – – – – – – – – + 24

Arginina dihidrolasa – – – – + + + + + + 20 58 74 + – 71 35

Lisina descarboxilasa 40 20 – – – – – – – – 20 – – – – + 12

Ornitina descarboxilasa 54 20 – 33 – – – – – – – – – – – – -

(1)+,  85% positivas para esa prueba; (2) – ,  15% positivas para esa prueba; (3) producto de taxones positivos y taxones negativos para cada prueba fenotípica (Sneath,
1978b). Todas las cepas contenidas en estos agrupamientos fueron: catalasa positivas, negativas para la producción de piocianina, pigmento naranja, ácido a partir del
adonitol, meso-inositol, lactosa, melibiosa, salicina, D-sorbosa, sorbitol, xilitol y para la utilización de meso-inositol, lactosa, salicina y sorbitol como única fuente de
carbono. Tampoco fueron capaces de crecer en Agar TCBS ni presentaron actividad β-galactosidasa.
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TAXONES MAYORITARIOS

El taxón 1 contenía 49 cepas ambientales identificadas como S. putrefaciens , la cepa
tipo de esta misma especie y una cepa salvaje identificada como A. denitrificans denitrificans.
Las cepas de S. putrefaciens poseían unos perfiles que se aproximaban al de los taxones
identificados como Alteromonas putrefaciens y S. putrefaciens por Mölin y Ternström (1982)
y Sternström y Mölin (1990), respectivamente. Entre las características más sobresalientes de
las cepas contenidas en este agrupamiento destacan su incapacidad para producir pigmentos
fluorescentes, la producción de H2S a partir de la cisteína, la incapacidad de producir ácido a
partir de los azúcares empleados (incluso de la glucosa), el crecimiento en Agar Citrato de
Simmon y el reducido número de compuestos que emplea como única fuente de carbono. Por
el contrario, su actividad proteolítica y, sobre todo, su actividad lipolítica estaban bastante
extendidas entre las cepas contenidas en el presente taxón. Lo mismo cabe decir de su
capacidad para hidrolizar el ADN y de su actividad reductora del óxido de trimetilamina. Por
otro lado, ninguna de estas cepas presentó actividad arginina dihidrolasa, mientras que la
actividad descarboxilante sobre otros aminoácidos fue variable. El perfil del HMO
(organismo hipotético medio) de este agrupamiento se corresponde con la descripción del
taxón 11 de Sternström y Mölin (1990), adscrito a la especie S. putrefaciens, excepto en lo
referente a la asimilación de la sacarosa y la maltosa como fuentes de carbono, así como
hidrólisis de la caseína y descarboxilación de la ornitina. Por estas razones, y por contener la
cepa tipo de S. putrefaciens, adscribimos este agrupamiento a dicha especie.

Todas las cepas agrupadas en el taxón seis fueron identificadas como P. fluorescens
siguiendo la descripción de Palleroni (1984). Concretamente, dos pertenecían al biovar III,
cuatro al biovar I y seis al biovar V. Las cepas 1331 y 1335, identificadas como P.
fluorescens biovar V, se asemejaban mucho a la descripción del taxón número 46 de Allen y
col (1983b) y a la del agrupamiento de P. fluorescens de Gillespie (1981). Por otro lado, la
cepa 648, también P. fluorescens V, estaba muy próxima a la descripción del taxón III de
Shaw y Latty (1982). Las cepas contenidas en este taxón eran capaces de crecer a pH 4.5, de
producir ácido a partir de varios azúcares, entre los que se encontraba la glucosa, y de utilizar
un elevado número de compuestos como única fuente de carbono. En cuanto a su capacidad
para degradar compuestos de naturaleza lipídica y proteica hay que mencionar que eran
bastante activos, mientras que su actividad desoxirribonucleasa era prácticamente nula. Como
buena parte de las especies de pseudomonas fluorescentes (Palleroni, 1984), hidrolizaron la
arginina y no fueron capaces de descarboxilar la ornitina ni la lisina. La adscripción del
centroide (HMO) de este taxón a nivel de especie se basó en las consideraciones que
detallamos a continuación. En primer lugar, el perfil fisiológico y bioquímico de este HMO se
ajustaba con bastante precisión, excepto en la utilización de glicerol y trealosa, al del biovar I
de la especie P. fluorescens (NS=0.99), si bien también era cercano a los de los taxones de P.
fluorescens biovar I y P. fluorescens biovar V descritos por O´Connor y col (1986). En
segundo lugar tuvimos en cuenta que se agrupaba a un 80% de semejanza (SSM) con el taxón
número V que, como veremos más adelante, fue adscrito al biovar I de la especie P.
fluorescens. Finalmente, consideramos la identificación de las cepas individuales contenidas
en este taxón y concluimos en asignarlo a P. fluorescens, biovar intermedio entre el I y el V.

El taxón siete comprendía un total de 28 cepas, dos de ellas no identificadas a nivel de
género, dos identificadas como P. putida biovar A, una de las cuales (2076) estaba muy
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relacionada con la descripción del taxón número dos de Shaw y Latty (1982), y 24 como P.
fluorescens (una adscrita al biovar I, nueve al biovar III, trece al biovar V y una que
permaneció sin clasificar a este nivel). A diferencia del grupo anterior, las cepas incluidas en
el presente agrupamiento no mostraron una gran actividad fermentadora de los azúcares pero,
sin embargo, sí utilizaron un gran número de compuestos como única fuente de carbono. Sus
actividades proteolíticas y lipolíticas se manifestaron entre moderadas y altas. Sin lugar a
dudas, la característica diferenciadora principal de este taxón fue su capacidad para hidrolizar
la tirosina (característica única en el conjunto de los grupos formados en este estudio). El
HMO de este agrupamiento se encontraba más próximo a P. fluorescens biovar III (NS=0.84)
que a P. fluorescens biovar V (NS=0.10). De ambos difería en la utilización de glicerol y de
trealosa como única fuente de carbono. A tenor de estos resultados decidimos clasificarlo
como P. fluorescens biovar intermedio entre el III y el V.

Tal y como observamos en la figura V.13, este taxón se subdivide, a un nivel de
semejanza del 86%, en cuatro subgrupos. El primero de ellos es intermedio P. putida A-
P.fluorescens III, el segundo es P. fluorescens III, mientras que el tercero y el cuarto
contenían mayoritariamente cepas de P. fluorescens biovar V.

El taxón ocho fue uno de los grupos más heterogéneos de todos los analizados.
Contenía un total de treinta y tres cepas, de las cuales una no pudo ser identificada a nivel de
género, otras tres fueron identificadas como como P. syringae, P. putida y P. putida biovar A,
respectivamente, una como P. fluorescens (biovar sin determinar), dos como P. fluorescens
biovar III y trece como P. fluorescens biovar V. Las trece cepas restantes se clasificaron como
pertenecientes al género Pseudomonas, pero sin asignar a ninguna especie descrita. El perfil
fenotípico de muchas de éstas se aproximó bastante a la descripción del taxón número tres de
Shaw y Latty (1982), taxón que contenía, entre otras, cepas productoras de fluoresceína, y al
perfil de P. lundensis, especie fluorescente y gelatinasa positiva que no utiliza un elevado
número de compuestos como única fuente de carbono, a pesar de lo cual no los adscribimos a
nivel de especie. Los organismos agrupados en el presente taxón presentaban grandes
similitudes, en cuanto a su comportamiento fisiológico y bioquímico, con las del
agrupamiento anterior (Taxón siete), si bien no fueron muy vigorosos desde el punto de vista
nutricional. Así, únicamente cuatro de los veintiocho compuestos ensayados fueron utilizados
como única fuente de carbono por todas las cepas, mientras que diecisiete no fueron
metabolizados en absoluto por ninguna de ellas. Sin embargo, un mayor porcentaje de cepas
que en el taxón siete manifestaron actividades lipo y proteolíticas. El HMO de este
agrupamiento se ajustó satisfactoriamente (NS=0.90) a la descripción del taxón III de Shaw y
Latty (1982), excepto en lo referente a la utilización de galactosa y trealosa como únicas
fuentes de carbono. Al ser comparado el perfil de este HMO, únicamente, con los datos
recopilados por Palleroni (1984), el programa informático utilizado (Prieto, 1994) lo asignó al
género Pseudomonas, mientras que a nivel de especie lo relacionaba con las especies P.
fluorescens biovar I (NS=0.64), P. putida biovar A (NS=0.19) y P. putida biovar B
(NS=0.10). Debido a que estos resultados no fueron excesivamente concluyentes, finalmente
lo denominamos como Pseudomonas spp. al observarse una gran heterogeneidad en la
composición específica del taxón.

El taxón doce contenía doce cepas, de las cuales seis se identificaron como P. fragi,
cinco como P. putida y una Pseudomonas no identificada a nivel de especie. En una
identificación preliminar observamos que cinco de las seis cepas de P. fragi mostraron
bastante similitud con la descripción del taxón I de Shaw y Latty (1982). Once de estas cepas
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exhibieron su capacidad para fermentar la glucosa, la galactosa, la manosa y la D-xilosa, así
como de utilizar un número relativamente elevado (en comparación con otros taxones) de
compuestos como única fuente de carbono. En ambas propiedades se asemeja mucho al taxón
cinco (identificado como P. fluorescens biovar I y que veremos más adelante), pero difiere de
éste en que las cepas contenidas en el taxón doce presentan una actividad extracelular, así
como frente a la arginina, restringida a unos pocos organismos. Todas las cepas agrupadas en
el presente taxón desarrollaron una pigmentación rosa-marronácea alrededor de la zona de
crecimiento en el medio con tirosina. Para la designación específica del HMO de este
agrupamiento consideramos únicamente el perfil de las cepas contenidas en él, de modo que
lo identificamos como intermedio P. fragi -P. putida, a pesar de que el análisis informático de
dicho HMO reveló que estaba más cercano a la descripción de P. putida biovar B (NS=0.94)
que a cualquiera de las cepas individuales de nuestro agrupamiento. A esto podía haber
contribuido el hecho de que un elevado número de “tests” correspondientes al perfil del HMO
eran variables.

De las cincuenta y tres cepas incluidas en el taxón trece, ocho no pudieron ser
identificadas a nivel de especie. Otras once se adscribieron a P. fluorescens (siete al biovar III
y cuatro al biovar V) y una a P. fragi. Las restantes treinta y tres se identificaron como P.
putida, de las cuales diez presentaron un fenotipo intermedio entre los biovares A y B,
veintidós se adscribieron al biovar A y la cepa restante al biovar B. A un nivel de semejanza
del 85% este taxón se subdividió en tres grupos, conteniendo dos la mayor parte de las cepas.
Uno de estos subgrupos englobaba al 90% de las cepas asignadas a P. fluorescens en este
taxón, mientras el segundo contenía, mayoritariamente, cepas de P. putida . Aunque las cepas
constitutivas de este taxón eran capaces de fermentar la glucosa, no hicieron lo propio con el
resto de los azúcares ensayados. Por el contrario, utilizaron un rango amplio de compuestos
como fuente de carbono, entre los cuales se encontraba la D-arabinosa. La actividad
proteolítica y lipolítica, por otro lado, fue característica de, únicamente, una cuarta parte de
las cepas contenidas en el presente taxón. El perfil del HMO de este agrupamiento se
aproximó al del biovar A de P. putida (Palleroni, 1984), presentando un NS=0.97. Este
mismo patrón se aproximó, asimismo, al del taxón de P. putida (NS=0.87) descrito por
Ternström y col (1993), por lo que finalmente acabamos asignándolo a esta especie.

En el taxón quince, constituido por setenta y tres cepas, la especie componente
mayoritaria es P. putida (64 cepas), treinta y cinco pertenecientes al biovar intermedio A-B,
veintiuna al biovar A y ocho al biovar B. Asimismo, se identificaron cuatro cepas como P.
fragi y una como P. fluorescens biovar III. Otras dos cepas, únicamente pudieron ser
identificadas a nivel de género (Pseudomonas spp.), mientras las dos restantes permanecieron
sin identificar. Como en los otros taxones que contienen P. putida, la capacidad fermentadora
de azúcares se circunscribe a la glucosa siendo, todas las cepas, capaces de utilizar, al menos,
un 33% de los compuestos empleados como única fuente de carbono pero, al contrario que
aquéllas, un porcentaje relativamente alto de cepas no daban lugar a pigmentos fluorescentes.
Algunas de ellas presentaron actividad proteolítica, pero muy pocas manifestaron actividad
proteolítica. Algo hemolíticas (un 7% fueron β-hemolíticas), no actuaron sobre ninguno de
los aminoácidos ensayados. El perfil del centroide de este taxón se encontraba entre las
descripciones de P. putida A y P. putida B, con NS semejantes en ambos casos (NS=0.49).
También se encontraba próximo a la descripción del taxón 1 de Shaw y Latty (1982).
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Dentro de los siete subgrupos en que se podría dividir este agrupamiento, a un nivel de
semejanza del 86%, dos de ellos, el primero y el cuarto, no estarían constituidos
mayoritariamente por cepas de P. putida, sino por Pseudomonas no identificadas a nivel de
especie (el primero) y por P. fragi (el cuarto). Este último subgrupo incluiría, además, al 60%
de las cepas de P. putida biovar B.

TAXONES MINORITARIOS

El taxón dos incluía cepas pertenecientes al género Alcaligenes, cuatro de ellas
identificadas como A. faecalis, las cuales tenían un perfil fenotípico que se correspondía con
bastante exactitud con el recogido en el Manual de Bergey (Kersters y De Ley, 1984). De
todos modos, la cepa tipo de esta misma especie se agrupó con este taxón a un nivel de
semejanza relativamente bajo, del orden del 72%. La cepa restante fue identificada como
Alcaligenes spp. Por otro lado, las cepas 1976 y 2541 también presentaron una gran similitud
con las cepas clasificadas por Gillespie (1981) en el taxón tres de su estudio y con la especie
P. testosteroni (Palleroni, 1984). Las cepas contenidas en este agrupamiento mostraron una
actividad nula en lo referente a la producción de ácido a partir de los azúcares empleados en
los correspondientes “tests” (excepto en la glucosa), una muy reducida utilización de
compuestos carbonados y unas actividades extracelulares prácticamente inexistentes.
Asimismo, ninguna de las cepas contenidas en el presente taxón fue capaz de desarrollarse a
4ºC. El HMO de este agrupamiento presentaba un perfil bioquímico que se aproximaba al del
taxón de A. faecalis de Allen y col (1983b), a excepción de los “tests” de crecimiento a 42ºC,
las actividades caseinasa y amilasa, y a la asimilación de la L-arabinosa y la maltosa. Sin
embargo, se ajustaba con bastante más precisión (NS=0.99) a la descripción de A. faecalis del
Manual de Bergey (Kersters y De Ley, 1984) con excepción de los resultados obtenidos en el
Agar Citrato de Simmon. Por esta razón, y por las apuntadas anteriormente, a este taxón lo
adscribimos finalmente a la especie A. faecalis.

Las tres cepas contenidas en el taxón tres no pudieron ser adscritas a ninguna especie
de las incluidas en la matriz o base de datos de identificación. Presentaban características
intermedias entre P. syringae, P. fluorescens y algunas especies de Flavobacterium. Los
rasgos dominantes de este grupo fueron la producción de pigmento amarillo, ser oxidasa
negativas y su capacidad para hidrolizar la esculina. Por otro lado, mostraron una nula
actividad fermentadora de azúcares y emplearon pocos compuestos como única fuente de
carbono. Sin embargo, y dentro de una tónica general de poca actividad extracelular, las
actividades gelatinasa y desoxirribonucleasa que desarrollaron fueron considerables. El perfil
fenotípico del HMO de este agrupamiento presentaba, al ser comparado con los contenidos en
la base de datos, unos NS bajos con respecto a P. syringae  (0.61) y F. breve (0.22). A pesar
de no haber incluido ningún perfil correspondiente al género Xanthomonas en la base de
identificación, sí pudimos observar cierta semejanza entre este género bacteriano (Palleroni,
1984) y el perfil del HMO de este taxón (móviles, oxidasa débiles ó positivos y productores
de pigmentos amarillos insolubles). También coincidía, el mencionado perfil, en algunas de
sus características (excepto en la actividad gelatinasa) con la descripción de P. maltophilia
ofrecida por Hendrie y Shewan (1979). Finalmente, y teniendo en cuenta que ninguna de las
cepas incluidas había podido ser identificada previamente, optamos por no adscribirlo a
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alguno de los géneros de bacterias Gram negativas aerobias móviles, ni al género
Flavobacterium.

El taxón cuatro incluía dos cepas que fueron adscritas a P. fragi , mientras que la otra
únicamente pudo ser identificada a nivel de género (Pseudomonas spp.). Ambas P. fragi
presentaron un fenotipo muy similar al del taxón de P. fragi de Sternström y Mölin (1990).
Las propiedades más destacables de este agrupamiento fueron su incapacidad para producir
fluoresceína, su capacidad para fermentar varios azúcares (si bien en distinto grado), y la
utilización de D-arabinosa, glicerol y maltosa como única fuente de carbono. De hecho un
35% (10 compuestos) de sustancias carbonadas fueron empleadas, en las correspondientes
pruebas, por las tres cepas contenidas en el presente taxón. Por el contrario, su actividad
extracelular fue escasa, con excepción de la capacidad de producir pigmento marrón en el
medio que contenía tirosina. El análisis informático del centroide de este agrupamiento reveló
su proximidad a la especie P. fragi. De hecho, el programa de identificación nos lo relacionó
con el perfil del taxón que agrupaba a las cepas de P. fragi identificadas por Sternström y
Mölin (1990), con un NS de 0.88. Con este mismo programa pudimos observar, asimismo,
cierta similitud con la descripción del grupo I de Shaw y Latty (1982). Tras valorar estos
resultados, optamos por adscribir este taxón a la especie P. fragi.

De las siete cepas agrupadas en el taxón cinco, seis de ellas se identificaron como P.
fluorescens biovar I, mientras que la cepa restante, la única no productora de levano a partir
de la sacarosa, se adscribió a esta misma especie, pero sin poder especificar el biovar al que
pudiera pertenecer. Esta misma cepa presentaba ciertas similitudes, asimismo, con las cepas
contenidas en el grupo 3 de Shaw y Latty (1982), que a su vez muestran características
propias de P. lundensis. Todas las cepas contenidas en el presente taxón produjeron ácido
aeróbicamente a partir de la glucosa y de la D-fructosa, crecieron a pH 4.5, hidrolizaron la
urea y fueron muy vigorosas, ya que asimilaron un mínimo de 12 compuestos como fuente de
carbono. Presentaron, asimismo, una actividad proteolítica muy marcada y una actividad
lipolítica más débil. Todas las cepas hidrolizaron la arginina, pero no descarboxilaron ni la
lisina ni la ornitina. El HMO de este taxón se correspondió, excepto en lo referente a la
utilización de la trealosa como única fuente de carbono, con la descripción del biovar I de la
especie P. fluorescens (NS=0.99). Por ello, y por ser mayoritaria la presencia de
representantes de dicha especie en este taxón, fue finalmente identificado como P. fluorescens
biovar I.

Cuatro de las seis cepas incluidas en el taxón nueve fueron identificadas como P.
fluorescens biovar V y una como P. putida, mientras que la restante no pudo ser identificada a
nivel de especie (2323). Este taxón presentaba unas características bastante similares a los
taxones cercanos (siete y ocho). De hecho, tampoco fueron capaces de utilizar un elevado
número de fuentes de carbono, como en el taxón ocho, lo cual podría habernos hecho pensar
que se trataban de cepas de P. lundensis (Mölin y Ternström, 1986b). En cuanto al porcentaje
de cepas lipolíticas y proteolíticas, su número disminuyó considerablemente con respecto a
ese mismo taxón. La característica más sobresaliente, y que incluso podríamos considerar
como discriminante con respecto a otros agrupamientos fue la actividad α-hemolítica. En este
caso, el centroide presentó un perfil que el programa de identificación empleado situó entre P.
putida A (NS=0.66) y P. putida B (NS=0.33). Considerando lo expuesto anteriormente, el
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hecho de que el 66% de las cepas fueron adscritas a la especie P. fluorescens  biovar V y la
escasa asimilación de fuentes de carbono (característico de P. lundensis), lo clasificamos
como Pseudomonas spp.

El taxón diez contiene una cepa identificada como P. fragi y otras dos que no pudieron
ser identificadas a nivel de especie. Ninguna de las tres desarrolló actividad proteolítica ni
lipolítica (excepto en una de ellas, que hidrolizó el Tween 20). Todas ellas tuvieron actividad
α-hemolítica, pero utilizaron un número reducido de compuestos nutritivos. Sólamente una de
ellas presentó cierta actividad fermentadora de azúcares (en condiciones aerobias de
crecimiento). El perfil fenotípico del HMO de este taxón se parecía ligeramente al de P. fragi
(Sternström y Mölin, 1990) y al del taxón de Pseudomonas spp. (taxón II) descritos por Mölin
y Ternström (1982). Asimismo, también se ajustaba bastante a la descripción del taxón 1 de
Shaw y Latty (1982). Debido al hecho de que contenía una cepa identificada como P. fragi , a
este taxón lo clasificamos como semejante a P. fragi.

El taxón once comprende un total de cinco cepas, de las cuales cuatro son P. putida
(una de ellas perteneciente al biovar B) y una P. fragi. Sólamente una de ellas fue capaz de
fermentar la glucosa y algunos otros pocos azúcares. Ninguna de ellas toleraba
concentraciones del 3% de sal. Por otro lado, utilizaron un elevado número de compuestos
como fuente de carbono (doce de ellos fueron empleados por las cinco cepas). Sus actividades
proteolíticas y desoxirribonucleasa fueron nulas, mientras que su actividad lipolítica fue
meramente residual. Tampoco fue muy destacable su actividad sobre los aminoácidos
ensayados. A pesar de que el análisis del HMO de este taxón lo situó cercano a la descripción
del taxón número cuatro de P. fluorescens de Ternström y col (1993), se adscribió a la especie
P. putida al contener mayoría de cepas pertenecientes a esta especie y tener, entre sus
características más importantes, una muy baja actividad extracelular.

Las tres cepas incluidas en el taxón catorce fueron asignadas a la especie P. putida,
dos de ellas al biovar A, mientras que la restante presentó un fenotipo intermedio entre los
biovares A y B de esta misma especie. Estas cepas fueron capaces de crecer a un pH de 4.5 y
mostraron poca capacidad formadora de ácido a partir de los azúcares. Por el contrario, sí que
exhibieron cierta actividad lipolítica y sobre la yema de huevo como sustrato, dando lugar a
proteo y lipolisis de la misma, característica que compartieron con los taxones seis y ocho.
Todas ellas emplearon, al menos, un 33% de los compuestos nutritivos empleados.
Igualmente presentaron actividad argininadihidrolasa. Finalmente, adscribimos este
agrupamiento al género Pseudomonas, concretamente a la especie P. putida, pero sin
asignarlo definitivamente a ninguno de los dos biovares que aparecen descritos en el Manual
de Bergey (Palleroni, 1984). Así, al comparar el centroide de este taxón con las descripciones
de ambos, se apreció que existía la misma semejanza entre aquél y cada uno de los dos por
separado (NS=0.49). Por ello, los acabamos denominando P. putida biotipo intermedio A-B.

Los taxones cinco a nueve conformaron un superagrupamiento de P. fluorescens, si
bien en los taxones VII y VIII no se detectó la producción de fluoresceína en un 30% de las
cepas contenidas en ellos. Los taxones once a quince, por su parte, representan un
superagrupamiento de P. putida a un nivel de semejanza del 78%. Estos grupos coinciden en
ser mayoritariamente incapaces de hidrolizar la gelatina y el almidón, si bien no todos fueron
capaces de hacer lo mismo con la arginina. En los taxones 11, 14 y 15, adscritos
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definitivamente a P. putida a pesar de no ser fluorógenas todas las cepas en él contenidas (de
hecho, el perfil fenotípico del taxón 15 se asemejaba al del taxón I de Shaw y Latty -1982-
que estos consideraban cercano a P. fragi), se planteó la posibilidad de que dichas cepas
supusiesen una especie intermedia entre P. fragi  y P. putida, pero salvo en la producción de
fluoresceína, en el resto de sus características generales se observó una mayor proximidad a
P. putida . Al igual que en los taxones de P. putida  obtenidos por Sternström y Mölin (1990),
las cepas contenidas en nuestro taxón 15 no mostraron producción de ácido a partir de la
maltosa ni hidrolizaron la arginina, características que podrían servir para diferenciar P.
putida no fluorescente de P. fragi.

Algunas de las cepas contenidas en el taxón dieciseis fueron adscritas a distintas
especies de pseudomonas (P. solanacearum, P. pseudomallei, dos a P. fluorescens y a P.
fragi), pero presentaron perfiles que diferían sensiblemente de las descripciones de dichas
especies recogidas en el Manual de Bergey (Palleroni, 1984). Las dos cepas restantes no
pudieron asignarse a ninguno de los géneros introducidos en la base de datos. Este taxón (16)
presentaba una características muy diferentes a las de los taxones uno a tres, por un lado, y a
las de los taxones cuatro a quince, por el otro. Ninguna de las cepas fue capaz de crecer a pH
4.5 pero, por el contrario, dieron lugar a H2S a partir de la cisteína, mostraron actividad
denitrificante y, gran parte de ellas, redujeron el OTMA a TMA. A pesar de no producir ácido
a partir de la glucosa, sí que lo hicieron a partir de un mínimo de seis azúcares. Por otro lado,
asimilaron un número reducido de compuestos carbonados como fuente nutritiva. Todas las
cepas mostraron actividades proteolíticas (incluyendo la hidrólisis de la elastina), lipolíticas,
desoxirribonucleasa y α-hemolítica, así como actividad descarboxilante de la lisina, por otro
lado característica única de este taxón. El perfil del HMO de este agrupamiento se ajustó
(NS=0.99) a la descripción de P. solanacearum, excepto en lo referente a la utilización de la
celobiosa, la maltosa y la manosa como únicas fuentes de carbono, y fue próximo, asimismo,
a la descripción del taxón de P. fragi de Ternström y col (1993). Sin embargo, el hecho de ser
un taxón misceláneo constituido por varias especies determinó que lo asignásemos al género
Pseudomonas, pero sin especificar una especie.

TAXONES NO SIGNIFICATIVOS

Cabe destacar el agrupamiento de las cepas tipo de P. aeruginosa y P. fluorescens, que
confluyeron a un nivel de semejanza del 84%. También es destacable el agrupamiento de la
cepa tipo de P. fragi con una cepa salvaje de esta misma especie.

En la tabla V.8 podemos apreciar cómo habría resultado la asignación de los HMO a
grupo microbiano si hubiéramos empleado el esquema de Shewan y col (1960b) teniendo en
cuenta las características que aparecen en la tabla V.7.
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TABLA V.8. Adscripción de los HMO a grupo de Shewan y col (1960b).

GRUPOS TAXONES

Pseudomonas I V, VI, IX, XIII

Intermedio Ps.I-Ps. II (1) VII, VIII, XI, XII, XIV, XV*

Pseudomonas II IV, X

Pseudomonas III I, II

Pseudomonas IV XVI

Enterobacteriáceas III
                  (1), identificación intermedia entre los grupos I y II de Pseudomonas ;
                     *, las cepas contenidas en estos taxones eran variables en cuanto a la
                      producción de fluoresceína.
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DISCUSION

La extendida utilización de pruebas fenotípicas para realizar la identificación de
pseudomonas se ha debido, principalmente, a la facilidad para llevarlas a cabo en laboratorios
en los que se hacen análisis microbiológicos de rutina y en la correlación satisfactoria de sus
resultados con los resultados obtenidos mediante análisis de ácidos nucleicos, ya que tanto la
determinación de los valores G+C como las hibridaciones de ácidos nucleicos requieren un
equipamiento y una preparación específicas, de modo que estas técnicas no se pueden llevar a
cabo en todos los laboratorios de Microbiología de los Alimentos (Palleroni y Doudoroff,
1972; Palleroni, 1981). Champion y col (1980) observaron, asimismo, una gran congruencia
entre los resultados fenotípicos y los resultados de los estudios genotípicos de las
biovariedades de P. fluorescens al poder clasificar, mediante los primeros, a 81 de 87 cepas
definidas a nivel genotípico.

Debido a que las claves dicotómicas (método de identificación secuencial -Sneath,
1978b-) empleadas en la identificación de este grupo microbiano son de uso limitado debido a
la existencia de cepas aberrantes con características distintas (posiblemente modificadas por
mutación) a las que poseen las cepas típicas (Palleroni y Doudoroff, 1972), en nuestro estudio
empleamos matrices (método de identificación simultáneo y secuencial -Sneath, 1978b-) que,
basadas en caracteres múltiples, nos permitieron identificar los microorganismos-problema
mediante el uso de programas de identificación diseñados por Prieto (1994). De esta manera,
se pretendió minimizar el efecto negativo que pudiera derivarse de la existencia de cepas con
propiedades fenotípicas mutadas. En este sentido, Palleroni (1984) afirma que para la
identificación de las pseudomonas se requiere considerar muchas características que debieran
estar presentes en una cepa individual, hecho que tuvimos presente al diseñar este trabajo.

El género aislado mayoritariamente en el conjunto de las especies de pescado y
muestras analizadas dentro de las bacterias Gram negativas aerobias (figura V.1) fue
Pseudomonas (76.9%), mientras que Shewanella, Alcaligenes y Flavobacterium (14.5, 2.6 y
0.3%, respectivamente) fueron los otros tres géneros identificados. De todas maneras, un
5.8% de las cepas no pudo ser adscrita a ninguna de las especies (ni siquiera a nivel de
género) introducidas en la base de datos de la identificación. Especies asignadas a estos cuatro
géneros, que en ocasiones aparecen con nombres distintos a los que actualmente están
aprobados y reconocidos, han sido aislados en el hábitat acuático (Allen y col, 1983b) y a
partir de pescado de distintos orígenes (Sternström y Mölin, 1990). A representantes de los
dos primeros, se les ha responsabilizado de la alteración de dicho pescado cuando éste es
mantenido a refrigeración. La importancia del primero de ellos (Pseudomonas) viene avalada
por un gran número de estudios en los cuales se le ha asociado con la alteración del pescado
(Shewan 1971; Gennari y Tomaselli, 1988; Sternström y Mölin, 1990).

Dentro de las pseudomonas, las especies aisladas en mayor número fueron P. putida
(44.7%) y P. fluorescens (33.1%), mientras que P. fragi representó un porcentaje
sensiblemente menor (8.3%). Como se puede apreciar en la figura V.2, la mayor parte de
estas cepas (contenidas en las dos primeras especies) pertenecen al grupo de homología del
ARNr de P. fluorescens (Palleroni, 1981). La suma de los porcentajes de estas tres especies
representaría, asimismo, el porcentaje de pseudomonas aisladas pertenecientes a la rama P.
fluorescens de la superfamilia II de ARNr (De Vos y col, 1989). Por tipo de pescado, las
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especies más representativas en trucha común (figura V.3) fueron P. fluorescens (46.8%), P.
fragi (19.1%) y P. putida (12.8%). En trucha arco iris (figura V.4) P. putida (48.7%) y P.
fluorescens (28,7%) fueron mayoritarios, mientras en lucio (figura V.5) las especies más
características fueron S. putrefaciens (32.2%), P. putida (25.9%) y P. fluorescens (15.4%). La
existencia de un grupo microbiano mayoritario, entre una serie de grupos homogéneos, en
cada una de las especies de pescado podría indicar la existencia de una presión selectiva
debida al ambiente refrigerado, y estar relacionada con lo afirmado por Sternström y Mölin
(1990) al observar la existencia de una relativa homogeneidad entre las cepas que aislaron a
partir de pescado alterado. Se puede comentar, asimismo, que cada especie de pescado
presenta un grupo microbiano mayoritario característico, pero no exclusivo, lo cual puede
estar relacionado con el hábitat natural del pescado, por un lado, y con el diferente manejo del
mismo desde su captura hasta el momento en que comienza su almacenamiento a bajas
temperaturas.

La especie P. fluorescens se ha aislado en múltiples ocasiones en el hábitat acuático
(Allen y col, 1983b; Chai y col, 1968; Gillespie, 1981; Sternström y col, 1990). Debido a su
capacidad para crecer a bajas temperaturas y por su actividad proteolítica y lipolítica, juega un
papel importante en la alteración durante el almacenamiento de los alimentos (Palleroni,
1981). García Armesto y col (1993) detectaron que un 50% de las cepas de P. fluorescens
adscritas al biovar III y un 81% de las del biovar I, aisladas en leche de oveja, eran
proteolíticas. Chai y col (1968) consideraban a P. fluorescens como el segundo grupo
microbiano predominante en pescado alterado y observaron que un 31% de las cepas daban
lugar a olores característicos de alteración. Gillespie (1981) detectó la capacidad, por parte de
cepas pertenecientes a esta especie y aisladas en pescado, de dar lugar a olores a moho,
característicos, asimismo, de la alteración del pescado.

Se ha intentado subdividir P. fluorescens en distintas subespecies, que incluso algunos
autores han considerado como especies propiamente dichas al estar separadas fenotípica y
genotípicamente (Mölin y Ternström, 1986a), pero siempre se han encontrado formas
intermedias entre ellas ya que se trata de una especie muy heterogénea (Palleroni, 1981).
Nuestro estudio no es una excepción, y prueba de ello es que casi un 6%, niveles parecidos a
los obtenidos por Mölin y Ternström (1986a) entre cepas alterantes de la carne, de las cepas
adscritas a P. fluorescens no fueron asignadas a ningún biovar. La diferenciación entre los
biovares de P. fluorescens se llevó a cabo de acuerdo con los criterios expuestos por Palleroni
y Doudoroff (1972) y teniendo presente que a los biovares A, B, C, F y G les corresponden
los biovares I, II, III, IV y V que aparecen en el Manual de Bergey (Palleroni, 1984). Entre
estos criterios se encontraban la producción de levano a partir de la sacarosa, la
denitrificación y otras características nutricionales. Mölin y Ternström (1986a) propusieron,
además, que la utilización del xilitol como única fuente de carbono tenía valor potencial como
criterio diagnóstico, hecho que comprobamos en nuestros taxones cinco a siete al ser
característica de las cepas adscritas a los biotipos I y III la positividad en esta prueba. De
entre los distintos biovares, el I es considerado como el típico de la especie (Palleroni, 1984).
Por otro lado, el biovar V es muy heterogéneo en sus características nutricionales y podría
corresponder a cepas que han perdido una o más propiedades consideradas de importancia
diagnóstica entre los biovares mejor caracterizados (Palleroni, 1984; O´Connor y col, 1986).
En nuestro caso, los biovares más frecuentes han sido el III y el V, mientras que el biovar I
representa un porcentaje con respecto al total sensiblemente menor (tabla V.5). El biovar I ha
sido aislado a partir de carne refrigerada y alterada en distintos trabajos (Mölin y Ternström,
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1982, 1986a; Prieto y col, 1992a) y a partir de leche cruda, fresca y alterada, de distintas
especies de mamíferos domésticos (Cox y McRae; 1989; García Armesto y col, 1993;
O´Connor y col, 1986; Ternström y col, 1993). El biovar III también se ha detectado en
alimentos proteicos refrigerados y alterados como carne (Mölin y Ternström, 1982; Mölin y
Ternström, 1986a; Prieto y col, 1992a), leche (Cox y McRae, 1989; García Armesto y col,
1993; Ternström y col, 1993) y productos de la pesca (Sternström y Mölin, 1990). En cuanto
al otro biovar de P. fluorescens aislado en nuestro trabajo (biovar V), su aislamiento a partir
de alimentos diversos ha sido más escaso (O´Connor y col, 1986; Cox y McRae, 1989), al
contrario que en nuestro estudio (tabla V.5). Llegados a este punto, cabe decir que Ternström
y col (1993) detectaron un taxón de P. fluorescens, aisladas de leche alterada, cuyas
propiedades eran similares a las del biovar V.

Entre las características bioquímicas que más destacan en los taxones constituídos por
P. fluorescens en nuestro trabajo (tabla V.7), y en contraste con lo observado por otros
autores (Cox y McRae, 1989; Mölin y Ternström, 1986a), están la incapacidad de utilizar la
trealosa y el inositol como única fuente de carbono (si bien esta propiedad es variable para los
biovares III y V -Palleroni, 1984-), de producir ácido frente a una gran variedad de azúcares,
así como de hidrolizar el Tween 20 por la mayoría de nuestras cepas. Difieren del esquema de
Hendrie y Shewan (1979) en que son β-galactosidasa negativas, al igual que las cepas
identificadas como P. fragi y P. putida, de las cuales nos ocuparemos más adelante.

En general se puede afirmar que las cepas contenidas en los taxones V a VII pueden
presentar una ventaja ecológica al ser capaces de competir y utilizar una gran variedad de
sustratos para su desarrollo (tabla V.7), tal y como han observado, para cepas de P.
fluorescens aisladas en carne, algunos autores (Mölin y Ternström, 1986a; Prieto y col,
1992a).

La especie P. putida se ha aislado con frecuencia a partir del suelo y del agua
(Palleroni, 1984). Esta especie ha sido aislada, igualmente, a partir de diversos alimentos (si
bien con menor frecuencia y niveles más bajos que en nuestro trabajo). Entre estos alimentos
se encuentran productos de la pesca (Gillespie, 1981; Sternström y Mölin, 1990), productos
cárnicos (Mölin y Ternström, 1986a; Prieto y col, 1992a) y leches cruda y pasterizada
(O´Connor y col, 1986; Ternström y col, 1993). Como en P. fluorescens, se ha visto
implicada en la alteración de los alimentos mencionados pero, al contrario que P. fluorescens,
su actividad alterante no parece muy importante, por ejemplo, en productos cárnicos (Prieto y
col, 1992a), ya que sus actividades proteolíticas y lipolíticas se reducen a un número muy
bajo de cepas tal y como han apreciado Sternström y Mölin (1990). Sin embargo, algunos
autores (O´Connor y col, 1986), al igual que nosotros, han detectado la presencia de cepas de
P. putida capaces de degradar la gelatina y la yema de huevo. Por lo que se refiere al pescado,
su actividad alterante se podría reducir a la producción de olores anormales, tales como los
descritos por Gillespie y McRae (1975) y Herbert y col (1971), que provocasen el rechazo de
dicho pescado por parte del consumidor. Herbert y col (1971) observaron que algunas cepas
de esta especie daban lugar a olores sulfurosos, característicos de alteración, cuando crecían
en bloques de pescado estéril.

Un alto porcentaje de las cepas identificadas como P. putida, tal y como puede
observarse en la tabla V.5, se asignaron a la biovariedad A, considerada como la definidora de
la especie (Palleroni, 1981), más homogénea en cuanto a sus propiedades fenotípicas
(Palleroni y Doudoroff, 1972) y que se aisla con relativa frecuencia a partir de alimentos (de
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los que no hemos tenido noticia que se hayan aislado cepas de la biovariedad B). De todos
modos, casi el 50% de las cepas de P. putida aisladas por nosotros no pudieron ser adscritas a
ninguno de los dos biovares conocidos de esta especie debido, en primer lugar, a que
presentaban propiedades intermedias entre ambos biovares y, en segundo lugar, a que los dos
biovares se diferencian, únicamente, en unas pocas propiedades fenotípicas (Palleroni, 1981).

El conjunto de P. putida y P. fluorescens entre las bacterias alterantes del pescado
(aisladas en los últimos recuentos microbianos, llevados a cabo al final del almacenamiento)
representó cerca del 50% de la flora aerobia Gram negativa móvil (figura V.12). Este
porcentaje fue muy superior al encontrado por Sternström y Mölin (1990), del orden del 13%,
en muestras de pescado alterado.

A pesar de la escasa descripción que de P. fragi se hace en el Manual de Bergey
(Palleroni, 1984), esta especie ha sido reconocida como una de las pseudomonas de mayor
importancia en la alteración de los alimentos refrigerados por encima, incluso, de P.
fluorescens (Shelley y col, 1987). Sin embargo, aún en 1982, la información taxonómica
correspondiente a esta especie, frente a la de otras especies de Pseudomonas psicrotrofas, era
muy limitada (Mölin y Ternström, 1982). P. fragi ha representado, en ocasiones, el porcentaje
más elevado de la flora total de Pseudomonas (Mölin y Ternström, 1982; Prieto y col, 1992a),
aunque en nuestro trabajo su porcentaje relativo dentro de las Pseudomonas fue claramente
inferior al de las dos especies mayoritarias (figura V.2). Se trata de una especie de
pseudomonas caracterizada por agrupar a cepas no fluorescentes (aunque algunos autores -
Ternström y col, 1993- han clasificado cepas fluorescentes dentro de los taxones asignados a
esta especie) y poco vigorosas desde el punto de vista nutricional. Como en los casos
anteriores de P. fluorescens y P. putida, P. fragi  se ha aislado a partir de productos cárnicos
alterados (Mölin y Ternström, 1982, 1986a), de leche cruda (Cox y McRae, 1989; García
Armesto y col, 1993; Shelley y col, 1987; Ternström y col, 1993) y en pescado (Castell y col,
1959; Sternström y Mölin, 1990). Gillespie (1981), estudiando pescado de origen marino,
obtuvo un taxón que contenía a la cepa tipo de P. fragi, al cual consideró como un intermedio
entre P. fluorescens y P. putida. Sternström y Mölin (1990) detectaron que un 33% de las
cepas aisladas en el pescado alterado pertenecían a esta especie que parecía tener un nicho
ecológico general en ambientes proteicos de baja temperatura y actividad de agua alta.

Castell y col (1959) observaron que a pesar de que las cepas de P. fragi  no eran
capaces de reducir el OTMA ni de hidrolizar proteínas, contribuían a la aparición de los
olores asociados a la alteración temprana del pescado (olores afrutados y a cabolla) como
consecuencia de su acción sobre los aminoácidos. Herbert y col (1971) reprodujeron los
olores a fruta, característicos de la merluza y del bacalao alterados, al hacer crecer a P. fragi
en bloques de pescado estériles. En este sentido, Gillespie (1981) afirmó que las cepas
contenidas en el taxón que incluía a la cepa tipo de P. fragi podrían contribuir a la alteración
del pescado al ser capaces de producir olores afrutados, aunque esta capacidad podría variar
entre las especies de pescado analizadas.

P. lundensis (Mölin y Ternström, 1986b), especie no descrita en el Manual de Bergey
(Palleroni, 1984) y que, en ocasiones, se ha confundido con P. fluorescens (Mölin y
Ternström, 1986b), se caracteriza por producir fluoresceína, ser capaz de hidrolizar la gelatina
y poseer un espectro limitado de asimilación de compuestos como fuente de carbono. Shaw y
Latty (1982) detectaron cepas de pseudomonas fluorescentes, cuyos perfiles no correspondían
con los de P. putida ni P. fluorescens, pero al no encontrar correspondencia entre sus perfiles
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y las descripciones de las especies reconocidas en ese momento (Stanier y col, 1966;
Doudoroff y Palleroni, 1974), tampoco se atrevieron a adscribirlas a ninguna especie. Mölin y
Ternström (1982) y Cox y McRae (1989) aislaron, a partir de carne alterada y leche de cabra,
respectivamente, cepas de pseudomonas intermedias entre P. fluorescens y P. fragi , que los
primeros afirmaron podrían constituir una nueva especie y que los segundos asignaron a la
especie P. lundensis . En nuestro estudio no hemos detectado su presencia, si bien algunas de
las cepas contenidas en el taxón ocho podrían corresponderse con esta especie por el hecho de
producir fluoresceína y utilizar un número reducido de compuestos nutritivos, aunque no se
ajustaron a ninguno de los perfiles introducidos en la base de datos. P. lundensis ha sido
aislada también a partir de carne (Mölin y Ternström, 1986a; Prieto y col, 1992a) y leche
alterada (Ternström y col, 1993). En pescado alterado han sido detectadas, representando un
pequeño porcentaje de la flora alterante, por Sternström y Mölin (1990). El taxón III de Shaw
y Latty (1982) podría corresponderse, asimismo, con esta especie, ya que al introducir el
perfil fenotípico de este taxón en nuestro programa de identificación, se obtuvo como
resultado una gran semejanza con el taxón de P. lundensis de Mölin y Ternström (1986b).

Mölin y Ternström (1986a) observaron que P. fragi y P. lundensis estaban muy
relacionadas filogenéticamente con P. fluorescens, y que dentro de los biovares de esta última
especie, los biovares I y IV estaban más relacionadas con aquéllas que con los biovares II y
III.

Tal y como se aprecia en la figura V.2, encontramos una serie de cepas que, aún
perteneciendo al género Pseudomonas, fueron adscritas a especies que resultaron ser
minoritarias en el conjunto de los organismos identificados. Son, en general, representantes de
especies de pseudomonas que pueden ser patógenas para plantas o animales y de las que,
hasta la fecha, no tenemos noticia de su aislamiento a partir de los alimentos. P. caryophili, P.
syringae y P. solanacearum son reconocidos agentes patógenos en plantas (Palleroni, 1984).
La segunda de ellas está constituída por diferentes biovariedades, pero dado la reducida
importancia de esta especie en el conjunto de las pseudomonas aisladas en nuestas muestras
consideramos que no era necesario llegar a ese nivel de identificación. Otra de las restantes
especies aisladas, P. pseudoalcaligenes, es una especie bastante heterogénea que en ocasiones
se ha aislado en muestras clínicas y en otras naturales (Palleroni, 1984). Por lo que respecta a
P. pseudomallei, éste es un reconocido agente accidental de enfermedades animales y
humanas, provocando la melioidosis (Palleroni, 1984), pero consideramos que su importancia
como patógeno en esta serie de alimentos es muy reducida, por su baja tasa de aislamiento y
por el momento del almacenamiento en que fue detectado. La mayor incidencia de estas
especies se dió en las muestras de lucio (figuras V.3 a V.5), las cuales fueron tomadas en
cursos bajos de los ríos y que pueden estar más en contacto con contaminación prodcedente
de áreas agrícolas.

S. putrefaciens (anteriormente Pseudomonas putrefaciens y Alteromonas putrefaciens)
ha sido la única especie aislada perteneciente al género Shewanella. Mölin y Ternström
(1982) ya detectaron la presencia de este organismo en carne alterada, el cual se caracterizaba
por ser el único capaz de producir H2S. Se ha detectado su presencia en diversos trabajos en
los que se estudiaba la flora acuática y del pescado, principalmente de origen marino (Castell
y col, 1949; Chai y col, 1968; Jorgensen y Huss, 1989; Ortigosa y col, 1992; Sternström y
Mölin, 1990), aunque también de agua dulce (Gram y col, 1990).
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S. putrefaciens se ha considerado como uno de los microorganismos que participan
más activamente en la alteración del pescado refrigerado (Gram y col, 1989; Jorgensen y
Huss, 1989). Castell y col (1949) apreciaron que esta especie (P. putrefaciens  entonces) era
uno de los microorganismos que más rápidamente penetraban en la piel del pescado. Herbert
y col (1971) observaron, por su parte, que era capaz de dar lugar a olores propios de la
alteración del pescado (olores sulfurosos) al crecer en pescado estéril. Van Spreekens (1977)
lo relacionaban con la producción de malos olores (a berza, amoniacal, a H2S). Sternström y
Mölin (1990) observaron que el 44% de las cepas aisladas en muestras de pescado en proceso
de alteración pertenecían a esta especie y consideraron que, debido a la producción de H2S y a
la reducción del OTMA, era el agente alterante más potente en este tipo de muestras. Por el
contrario, Gram y col (1990) afirmaron que la alteración del pescado almacenado en hielo no
se caracteriza por la producción de H 2S y por la reducción del OTMA. La importancia de este
microorganismo como alterante de alimentos es mayor si tenemos en cuenta que es capaz de
crecer en zonas a las cuales el oxígeno tiene poco acceso (Gennari y Tomaselli, 1988;
Jorgensen y col, 1988). Por lo observado en nuestro estudio, esta especie únicamente habría
tenido una participación importante en la alteración de los ejemplares de lucio refrigerados, si
bien tampoco habría representado un porcentaje muy elevado con respecto al resto de las
especies microbianas en su conjunto (figuras V.11 y V.12). Gillespie (1981) afirmaba en su
trabajo que parte de las cepas capaces de producir olores característicos a alteración del
pescado (olores a H2S y mohosos) se englobaban dentro de ese mismo agrupamiento.

Hemos detectado la presencia de cepas adscritas a S. putrefaciens en muestras de
agallas e intestino de pescado (tabla V.4), aunque no en el resto de muestras tomadas (agua y
piel) en el primer muestreo tras su captura, lo cual puede indicar que durante la realización del
eviscerado estas cepas se podrían liberar a la zona comestible del pescado y multiplicarse
hasta constituir una parte importante de la flora alterante, a lo largo del almacenamiento a
refrigeración y antes de establecerse los síntomas de alteración. En este sentido, Chai y col
(1968) detectaron una población inicial de P. putrefaciens, que si bien era reducida tras la
captura del pescado, se incrementaba mucho durante la conservación a bajas temperaturas.
Todos estos datos contradicen la hipótesis de Sternström y Mölin (1990) que atribuyen a la
manipulación del pescado la procedencia de S. putrefaciens.

La mayor parte de las cepas de S. putrefaciens aisladas presentaron una pigmentación
rosácea-marrón tras incubaciones largas, coloración igualmente observada en otras ocasiones
(Castell y col, 1949; Gram, 1992; Sternström y Mölin, 1990; Van Spreekens, 1977), lo cual
pudiera haber llevado a su confusión con la especie P. stutzeri , pero esta última especie, a
diferencia de S. putrefaciens, era amilasa positiva, gelatinasa negativa, crecía en Agar Citrato
y producía ácido a partir de la glucosa (Palleroni, 1981). No todas las cepas adscritas a S.
putrefaciens mostraron actividad ornitina descarboxilasa ni redujeron el OTMA, pero en el
resto de características se asemejaron mucho a las descripciones anteriores de esta especie (en
algunos casos, bajo otros nombres científicos), tales como la de Castell y col (1949), la de
Levine y col (1968), la de Van Spreekens (1977), la del taxón E de Lee y col (1977) y la de
Hendrie y Shewan (1979) y, entre las recientes, a las de Jorgensen y Huss (1989) y
Sternström y Mölin (1990). Alguna diferencia más presentaban con las cepas contenidas en el
taxón I de Gillespie (1981), y aisladas también a partir de pescado, que estos autores
consideraban como semejantes a las cepas de P. putrefaciens atípicas descritas por Van
Sprekens (1977), las cuales no daban lubar a H2S, propiedad considerada como característica
diferencial para este tipo de microorganismos (Sternström y Mölin, 1990). Sin embargo,
Gillespie (1981) apunta a que el medio empleado por ellos (Agar Hierro Peptona) podría no
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ser lo suficientemente sensible como para detectar la presencia del H2S producido. Parece
claro que dicho taxón I de Gillespie (1981) podría ser adscrito sin dificultad a la especie S.
putrefaciens, teniendo en cuenta el resto de los criterios de Lee y col (1977). Otras de las
características clásicas de esta especie y que hemos observado entre las cepas estudiadas han
sido, en primer lugar, su escasa capacidad para utilizar un número elevado de compuestos
como fuente de carbono (Gillespie, 1981; Mölin y Ternström, 1982; Sternström y Mölin,
1990) y, en segundo lugar, la producción escasa de ácido, e incluso nula actividad, a partir de
los azúcares ensayados (Mölin y Ternström, 1982). Además de las características anteriores,
Mölin y Ternström (1982), al igual que nosotros, observaron que A. putrefaciens y el género
Pseudomonas se diferenciaban en que los primeros presentaban actividad desoxirribonucleasa
y eran incapaces de hidrolizar la arginina.

Tal y como se puede apreciar en el número y en el tipo de muestras en las que fueron
aislados los representantes del género Alcaligenes (figura V.1 y tabla V.4), su importancia
relativa, desde el punto de vista de la alteración del pescado, parece ser reducida. Sin
embargo, hay que mencionar que las cepas contenidas en el taxón III de Gillespie (1981), a
cuya descripción se aproximan nuestras cepas de A. faecalis, a pesar de ser muy inactivas
desde el punto de vista fisiológico y de utilizar un número reducido de fuentes de carbono,
eran capaces de dar lugar a olores característicos de la alteración del pescado. Sin embargo,
en distintos trabajos se ha apreciado que aunque representantes de este género se ha aislado a
partir de pescado recién capturado (Allen y col, 1983b; Binta y col, 1982), sus niveles
decrecen a medida que avanza el almacenamiento a refrigeración de dicho pescado (Acuff y
col, 1984; León Fajardo y Marth, 1979).

Al igual que en los resultados obtenidos por nosotros en truchas arco iris procedentes
de una piscifactoría, Allen y col (1983b) también detectaron la presencia de A. faecalis y A.
denitrificans en distintas muestras tomadas de la misma especie piscícola.

Una única cepa que, entre otras propiedades, se caracterizaba por ser móvil, se asignó
al grupo Flavobacterium/Cytophaga/Sphingobacterium. En cuanto a las cepas contenidas en
el taxón III, por otro lado no adscritas a ninguna especie, según el esquema de McMeekin y
Shewan (1978) pertenecerían a la sección II de Flavobacterium, es decir, a la que comprendía
a cepas con pigmento amarillo, oxidasa negativas y móviles. Asimismo, también guardarían
cierta similitud con las cepas, aisladas a partir de leche cruda de oveja, contenidas en el taxón
XI (F. breve) de García Armesto y col (1993).

A pesar del aislamiento, en pescado recién capturado, de cepas pertenecientes a este
grupo (Nedohula y Westhoff, 1993), no parece que, por sus propias características
fisiológicas, pueda jugar un papel muy importante en la alteración del pescado (Castell y
Mapplebeck, 1952). Además, habiéndose aislado únicamente en los primeros estadios del
almacenamiento tampoco parece probable que participase en los fenómenos alterativos.

Un aspecto interesante que se puede apreciar en las figuras V.7 y V.8 es que las
distintas especies de microorganismos (e incluso sus biovares, resultados no mostrados),
representan porcentajes similares dentro de cada una de las floras aerobias, tanto entre la flora
mesófila como en la psicrotrofa, en contraposición a lo observado por Prieto y col (1992a), en
cuyo trabajo se apreciaba la mayor incidencia de P. fluorescens en los recuentos realizados a
30ºC (cepas aisladas a partir de canales de cordero refrigeradas) y la distinta frecuencia de
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aislamiento, a ambas temperaturas de incubación, de las distintas biovariedades de esta misma
especie observadas.

En función de la zona morfológica del pescado, también se aprecia cierta variabilidad
en cuanto al grupo mayoritario de microorganismos presentes (figuras V.6 a V.8). En las
muestras de piel, en las cuales la variedad de especies presentes fue mucho mayor que en la
cavidad abdominal, las especies mayoritarias fueron P. putida y P. fluorescens. En la
superficie de la cavidad abdominal y en tejido muscular se aproximaron bastante, entre sí, los
porcentajes relativos a la flora total de P. fluorescens (25% en ambas muestras), P. putida
(25.6 y 35.5% respectivamente) y S. putrefaciens (23.8 y 16.8). Las pseudomonas no
identificadas a nivel de especie apenas representaron niveles importantes en tejido muscular,
en contraposición a lo ocurrido en las otras muestras, mientras que P. fragi  y S. putrefaciens
se aislaron en mucha menor medida en piel que en cavidad abdominal y músculo. El hecho de
que estas dos especies presentaran niveles más elevados en aquellas muestras en las cuales la
disponibilidad de oxígeno era menor (cavidad abdominal y tejido muscular) nos lleva a pensar
en una mejor adaptación de ambas especies a estas condiciones, lo que unido a su reconocida
capacidad alterante podría indicar que los estudios tendentes a retrasar la alteración del
pescado habrían de centrarse en la inhibición de ambas.

ANALISIS NUMERICO

En el presente trabajo hemos empleado, como método de clasificación, un análisis
numérico y los resultados obtenidos han sido satisfactorios. En los últimos cuarenta años ha
sido uno de los sistemas más utilizados con ese fin (Grimes y col, 1993), si bien la distinta
metodología empleada en cada estudio y los avances de la informática han aumentado y
diversificado el caudal de datos obtenidos. Sneath (1957), uno de los pioneros en la aplicación
de la taxonomía numérica, sugirió que el modo más lógico de clasificar bacterias era
comparando las similitudes existentes entre los microorganismos teniendo en cuenta todas sus
características. Colwell y Liston (1961) afirmaron que una dificultad añadida en la
identificación, en este caso de un grupo concreto como son las pseudomonas, era la existencia
de cepas presentes en ambientes naturales, posiblemente con alguna de sus características
típicas modificadas, y proponían también el uso de un sistema consistente en comparar
similitudes para facilitar la identificación de estos nuevos microorganismos. Gray y Stewart
(1980) consideraron, de todos modos, que un análisis numérico de los datos fenotípicos
creaba grupos que no necesariamente están relacionados genéticamente, ya que esto
únicamente se puede conseguir mediante un análisis genótipico. Grimes y col (1993) apuntan
que la taxonomía numérica es muy útil en la clasificación de los microorganismos, si bien
sólamente tiene en cuenta un 50 ó 60% de las relaciones totales entre las unidades
taxonómicas operativas (OTU´s, cepas) en contraste con los análisis de ácidos nucleicos, en
los que se consideran hasta un 90% de esas mismas relaciones.

El crecimiento sobre distintos tipos de compuestos nutritivos como única fuente de
carbono es considerado como un buen instrumento en el estudio de Pseudomonas, sobre todo
si la siembra se realiza de modo automático, si bien puede presentar dificultades a la hora de
puntuar los resultados (Mölin y Ternström, 1986a). De todos modos, no siempre es
recomendable el empleo de un número elevado de fuentes de carbono para diferenciar, por
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ejemplo, entre los biovares de P. fluorescens, y especialmente en aquellos casos en que las
cepas analizadas posean unos vigores (versatilidad a la hora de utilizar diferentes fuentes de
carbono) muy altos (Sternström y Mölin, 1990). En muchas ocasiones, por el contrario, un
alto número de criterios fenotípicos aplicados a taxonomía numérica, especialmente las
características nutricionales, pueden definir grupos que posteriormente se pueden confirmar
como genoespecies (Gavini y col, 1989). En nuestro estudio empleamos un total de
veintiocho fuentes de carbono (ver material y métodos), algunas de las cuales no estaban
relacionadas entre sí (tales como mono, di y polisacáridos, polialcoholes, aminoácidos,
alcoholes y una sal), para aumentar el grado de resolución de los mismos, de acuerdo con lo
recomendado por Mölin y Ternström (1986a). De este modo, cuatro de las siete pruebas con
índices de separación entre taxones más elevados (por encima de 30) correspondieron a
“tests” de asimilación de los siguientes compuestos carbonados (tabla V.7): tres aminoácidos
(glicocola, arginina y lisina) y un alcohol (etanol), aunque algunos otros también presentaron
valores medios de IS (entre 20 y 29). Para la asimilación de la arginina y, en menor grado, de
la lisina (tabla V.7), se puede decir que sirve para diferenciar los taxones que contenían cepas
fluorescentes y la mayor parte de P. fragi (Pseudomonas típicas) de los taxones que no
contenían Pseudomonas (I a III) y del que contenía cepas de Pseudomonas con perfil atípico
(XVI).

En cuanto al porcentaje mínimo de compuestos utilizados por todas las cepas
contenidas en cada uno de los taxones (tabla V.7), hay que mencionar que existieron
diferencias claras entre aquéllos que emplearon cerca de un 40% de los mismos
(representados por los taxones 4 a 7 y 11 a 15) y correspondientes a P. fluorescens y P. putida
en su mayoría, los que emplearon un mínimo del 15% (taxones 8 a 10) adscritos a
Pseudomonas spp (conteniendo cepas cercanas a P. lundensis) y P. fragi, y aquéllos que
utilizaron menos de un 8% (representados por los taxones 1 a 3) y correspondientes a S.
putrefaciens y A. faecalis. Estos resultados están bastante en concordancia con los obtenidos
por Mölin y Ternström (1982), que establecieron una escala en la que, de mayor a menor
capacidad de asimilar compuestos de carbono, aparecían las especies P. putida, P.
fluorescens, P. fragi y A. putrefaciens. En esta línea, Gillespie (1981) observó que los taxones
que contenían Pseudomonas utilizaban un número de fuentes de carbono sensiblemente
superior a los taxones I (presumiblemente S. putrefaciens) y III (presumiblemente Alcaligenes
spp) obtenidos en su estudio. Shelley y col (1987) encontraron diferencias, incluso, en la
capacidad de asimilar fuentes de carbono por parte de distintos taxones de P. fluorescens,
diferencias que no hemos apreciado en nuestro estudio.

Otros autores (Prieto y col, 1992a) observaron que los índices de separación más altos
entre taxones correspondían a los “tests” basados en la producción de ácido a partir de
azúcares. En nuestro estudio, sin embargo, únicamente seis de los veintitrés azúcares
empleados en este tipo de prueba presentaron índices de separación medios (tabla V.7) y
sirvieron, fundamentalmente, para diferenciar a algunos de los taxones de Pseudomonas que
no contenían cepas fluorescentes (IV y XVI) del resto.

Siguiendo con las características nutricionales de las cepas estudiadas, cabe decir que,
como norma general, la mayor parte de las cepas (tanto de Pseudomonas, como de los otros
géneros relacionados) que eran capaces de producir ácido a partir de un determinado azúcar,
también utilizaban esos mismos compuestos como fuente de carbono (tabla V.7). En un
número reducido de casos, algunas cepas no utilizaron un determinado azúcar como fuente de
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carbono y, sin embargo, sí que dieron lugar a ácido a partir de ese mismo compuesto, hecho
puesto en evidencia por Mölin y Ternström (1982) al observar diferencias entre la capacidad
de un organismo para asimilar un determinado compuesto y la capacidad para producir ácido
a partir del mismo. En este sentido, Palleroni y Doudoroff (1972) afirmaron que el hecho de
que algunas cepas no empleasen determinados hidratos de carbono como fuente de carbono
no era óbice para que fuesen capaces de producir ácido a partir de esos mismos compuestos.
De todas maneras, el fenómeno que de modo más general hemos observado es el inverso, es
decir, que aunque una cepa fuese capaz de utilizar un determinado azúcar como fuente única
de carbono, no necesariamente producía ácido a partir del mismo.

En este mismo orden de cosas, al igual que Palleroni y Doudoroff (1972) no hemos
detectado la presencia de cepas de Pseudomonas capaces de hidrolizar la arginina e
incapaces, al mismo tiempo, de crecer en un medio con este mismo aminoácido como única
fuente de carbono (tabla V.7).

La detección de pigmentos fluorescentes tiene un valor taxonómico sustancial en los
análisis de muestras de alimentos, ya que permite diferenciar los taxones adscritos a P. fragi
de los que se asignan a especies fluorescentes. Pero esto no siempre es así ya que, de hecho,
hemos observado que no todos los taxones adscritos a P. fluorescens (taxón 7) o a P. putida
(taxones 11, 14 y 15) contienen más de un 85% de cepas productoras de fluoresceína (tabla
V.7), porcentaje ampliamente utilizado para considerar que un taxón es positivo para una
determinada prueba (Sneath, 1978b). Gillespie (1981) obtuvo un agrupamiento en el cual se
encontraba la cepa tipo de P. putida y, sin embargo, ninguna de las cepas restantes daban
lugar a pigmentos fluorescentes. En el estudio de O`Connor y col (1986) también se puede
observar que tan sólo un 63% de las cepas incluidas en alguno de sus taxones adscritos a la
especie P. fluorescens daban lugar a fluoresceína e incluso que algunas cepas eran capaces de
crecer a 41ºC. Por su parte, Sternström y Mölin (1990) apreciaron que no todas las cepas
agrupadas en sus taxones del complejo P. putida/P. fluorescens poseían esa misma propiedad.
En el estudio de Ternström y col (1993), aproximadamente el 20% de las cepas contenidas en
los taxones con fenotipo fluorescente eran negativas para la producción de fluoresceína en el
Agar King B por el método estándar. Esto pone de manifiesto lo expuesto al comienzo de la
discusión del presente capítulo, en la que se comentaba la existencia de cepas que podían
poseer algunas características modificadas con respecto a las de la cepa tipo de la especie a la
cual pertenecían, sin duda, al tener en cuenta el resto de propiedades.

En cuanto a los “tests” correspondientes a la evaluación de las actividades
extracelulares (lipolíticas, proteolíticas e hidrolíticas en general) de las cepas analizadas como
factores discriminantes entre taxones (tabla V.7), hay que mencionar que, además de las
reacciónes sobre la yema de huevo (lipolítica), sobre la gelatina y sobre la arginina, todas
ellas con IS superiores a 30, el aclaramiento de la yema de huevo, la actividad sobre la
caseína y sobre el ADN tuvieron valores medios (entre 20 y 29). De todos modos, y a
diferencia de las pruebas de asimilación de fuentes de carbono, ninguno de los “tests”
mencionados fue capaz de establecer una separación tan clara entre taxones definidos, a pesar
de que la hidrólisis de la arginina era característica de un grupo muy amplio de Pseudomonas.
Lo que sí se puede afirmar es que los taxones que presentaban actividad gelatinasa (I, III, V,
VI, VIII y XVI) podrían estar más relacionados con la alteración. La actividad
desoxirribonucleasa, que para Gillespie (1981) fue característica de ciertos agrupamientos, ha
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sido una de las características que más nos ha permitido diferenciar los taxones típicos del
género Pseudomonas, de los agrupamientos III y XVI y, en menor medida, del I.

Otras prueba que podría considerarse como de cierto valor taxonómico ha sido la
producción de un pigmento marrón en Agar Tirosina (tabla V.7), especialmente en los
taxones IV (P. fragi) y XII (P. fragi-P. putida), lo cual podría habernos hecho pensar que era
característico de la especie P. fragi. Sin embargo, se trata de una propiedad que también ha
sido observada en algunas cepas de P. fluorescens cuando crecían en este mismo medio
(O`Connor y col, 1986).

En cuanto a otros criterios de indudable valor taxonómico, como el número de flagelos
y la acumulación de PHB (polihidroxibutirato), tienen el inconveniente de no ser útiles con el
propósito de una identificación rutinaria (Gavini y col, 1989).

Dentro de los aspectos puramente taxonómicos de nuestro estudio se puede decir que
se ha conseguido, mediante la aplicación de un análisis numérico, una apreciable separación
entre los distintos géneros microbianos detectados (figura V.13). Así, los taxones conteniendo
cepas de Shewanella y Alcaligenes aparecen claramente separados de los que contienen la
inmensa mayoría de las Pseudomonas, con la excepción del taxón IV (constituído por cepas
de P. fragi). El resto de las pseudomonas contenidas en taxones significativos, sin contar las
incluidas en el taxón atípico (XVI), se agruparon a un nivel de semejanza del 76% y
constituyeron un supertaxón de bacterias fluorescentes, semejante al obtenido por otros
autores (Mölin y Ternström, 1982). Podemos afirmar, por tanto, que este método de
clasificación es satisfactorio para diferenciar, a nivel de género, microorganismos Gram
negativos aerobios móviles de interés alimentario.

Gray y Stewart (1980), además de observar que cepas de ambiente marino, de un
mismo género pero de distinto origen geográfico, no se parecían mucho entre si, obtuvieron
una separación clara entre aquéllos microorganismos con valores G+C altos (correspondientes
a los grupos I y II de Shewan y col -1960b-, es decir, pertenecientes al género Pseudomonas)
y aquéllos con índices G+C bajos (correspondientes a los grupos III y IV de Shewan y col -
1960b- con características semejantes a los géneros actualmente conocidos como Shewanella
y Alcaligenes). Mölin y Ternström (1982) también obtuvieron una nítida separación entre A.
putrefaciens y el superagrupamiento P. fluorescens-P. putida-P. fragi. En esta misma línea,
Sternström y Mölin (1990) obtuvieron los taxones correspondientes a S. putrefaciens y a
Aeromonas y los correspondientes a las especies de Pseudomonas (que se agruparon a un
61% de similitud -SJ-) claramente separados. En el trabajo de Allen y col (1983b) sobre
cepas aisladas en una piscifactoría, se puede apreciar que los taxones de Pseudomonas se
agrupaban a un nivel de similitud muy bajo con las cepas identificadas como Alcaligenes. Por
el contrario, en el testudio de Austin (1982) sobre bacterias de origen marino se observa que
las cepas adscritas a Alcaligenes y las pseudomonas se agrupan a niveles de semejanza más
altos, lo cual podría indicar que las Pseudomonas de procedencia marina están más
relacionadas con las cepas del género Alcaligenes, que las de origen continental.

Dentro del supertaxón de pseudomonas “típicas” (fluorescentes en su mayoría) se
observó la existencia de dos grandes superagrupamientos definidos a un 77% (figura V.13),
uno que contenía a la mayor parte de las cepas de la especie P. fluorescens (así como a cepas
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semejantes a P. lundensis) y otro que agrupaba a la mayoría de P. putida. Sin embargo, al
observar los agrupamientos definidos al 81% de semejanza (figura V.13) podemos apreciar la
existencia de taxones cuyo fenotipo es intermedio entre dos especies o entre dos biotipos de
una misma especie o, dicho en otras palabras, se han observado dificultades a la hora de
establecer demarcaciones claras entre las especies y los biovares de Pseudomonas.

De este modo, el taxón IX presentaba un fenotipo a medio camino entre P. fluorescens
y P. putida (a pesar de lo cual lo adscribimos a Pseudomonas spp), hecho observado,
asimismo, por otros autores (Núñez y col -1984- en leche de oveja). Gillespie (1981)
consideró que su taxón II, que se agrupaba a un 77% SSM con el taxón que contenía P. putida
y a un 79% SSM con el de P. fluorescens, y que tenía, en este caso apreciando las propiedades
del centroide del agrupamiento y no sus cepas por separado, propiedades típicas de P. putida
(gelatinasa negativo y no denitrificante) y de P. fluorescens (asimilaba la trealosa), incluía a
cepas no pigmentadas intermedias entre ambas especies y recomendaba que se identificase
como P. fragi (contenía la cepa tipo de esta especie). Sin embargo, nosotros consideramos
que nuestro taxón IX, a pesar de ser intermedio entre ambas especies, no guarda ninguna
relación con el fenotipo de P. fragi. Mölin y Ternström (1986a) observaron que entre los
diferentes biovares del complejo P. fluorescens/P. putida no existían unas líneas claras de
separación. Advirtieron, por tanto, de la presencia de continuaciones (que podrían darse por
transferencia de material genético entre microorganismos) entre dichos biovares. Concluyeron
que cuantas más cepas de muy distintos ambientes se caracterizasen, esas continuaciones
serían completadas gradualmente. Sternström y Mölin (1990) apreciaron, asimismo, la
proximidad entre los taxones que obtuvieron de P. putida y P. fluorescens, con el
establecimiento de taxones intermedios entre ambas especies y la creación de
superagrupamientos a niveles de similitud ligeramente más bajos (70%), como en nuestro
estudio. En algunos casos incluso (Ternström y col, 1993) alguno de los taxones obtenidos
por análisis numérico fueron adscritos a la especie P. fluorescens, y no a P. putida (aunque
coincidieran con esta especie en su nulas actividades proteolítica y lipolítica) debido a que se
encontraban en el área de influencia de aquéllas.

Por otro lado, no hemos apreciado la existencia de taxones intermedios entre P.
fluorescens y P. fragi  (Shaw y Latty, 1982) caracterizados, principalmente, por ser activos
frente a la gelatina, productores de fluoresceína, pero que utilizan un número reducido de
fuentes de carbono (Mölin y Ternström, 1982), pero sí entre P. putida y P. fragi (taxón XII -
figura V.13-). En el trabajo de Shelley y col (1987) se puede observar una relación más
estrecha entre ambas especies (que se agruparon antes entre sí que con P. fluorescens) que en
los estudios de otros autores (Mölin y Ternström, 1982; Prieto y col, 1992a) en los que la
relación entre ellas era, más bien, laxa.

En cuanto a la existencia de taxones intermedios entre los distintos biovares de P.
fluorescens detectados, cabe decir, en primer lugar, que no se ha encontrado una relación muy
estrecha, como la encontrada por Ternström y col (1993) o por Cox y McRae (1989), entre las
cepas identificadas como pertenecientes a los biovares I y III de esta misma especie, ya que
confluyeron a niveles de semejanza del 77% (SSM) dentro del superagrupamiento de P.
fluorescens (figura V.13), ni tan lejana como la obtenida por Prieto y col (1992a). Estos
últimos observaron que los taxones adscritos al biovar I de P. fluorescens  se agrupaban antes
con otras especies, especialmente P. lundensis y, en segunda instancia P. fragi y P. putida
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biovar A, que con P. fluorescens biovar III. En segundo lugar, hay que mencionar la gran
heterogeneidad mostrada por las cepas identificadas como P. fluorescens biovar V y que se ha
manifestado, en este trabajo, al aparecer dichas cepas diseminadas en distintos taxones del
superagrupamiento de P. fluorescens (figura V.13). Entre ellos, destacan los grupos adscritos
como intermedios entre este biovar y otros biovares de P. fluorescens, como el I (taxón VI) y
el III (taxón VII). En el estudio de Cox y McRae (1989), el taxón correspondiente a P.
fluorescens biovar V confluyó con el resto de biovares de esta misma especie una vez que
éstos ya se habían agrupado.

En cuanto a los dos biovares de P. putida, tradicionalmente se ha venido considerando
que el biovar B de esta especie está más cercano a P. fluorescens (Palleroni, 1981) que al
biovar A, fenómeno que no hemos observado en nuestro análisis taxonómico (figura V.13),
probablemente debido a que no hemos empleado un número suficiente de fuentes de carbono
para facilitar su discriminación. Por el contrario, hemos apreciado que, con las pruebas
fenotípicas empleadas, se pone de manifiesto una íntima relación entre ambas especies, ya
que ninguno de los taxones de P. putida se pudo adscribir a alguno de los dos biovares.

En concordancia con lo apreciado por otros autores, hemos podido observar la escasa
relación existente entre las cepas de colección utilizadas en este estudio taxonómico y las
cepas salvajes aisladas a partir de pescado de agua dulce (figura V.13), lo cual nos podría
llevar a cuestionar la validez de dichas cepas como referencia interna en este tipo de estudios.
Allen y col (1983b), en cuyo trabajo (taxonomía numérica de cepas de origen acuático)
únicamente un número reducido de cepas patrón fueron capaces de agruparse en taxones
definidos, ya apuntaban las dificultades que representaba la selección de cultivos “con
nombre” para la identificación de los grupos obtenidos en análisis de poblaciones
heterogéneas, así como el carácter atípico de cepas tipo al ser comparadas con aislamientos
frescos. Mölin y Ternström (1986a) observaron que muchas cepas tipo y de referencia
pertenecientes al género Pseudomonas aparecían muy alejadas de las pseudomonas
ambientales agrupadas. En algunos casos, como el de Lee y col (1977) y el de O´Connor y col
(1986), las cepas tipo de diversas especies de Pseudomonas constituían taxones
independientes (y exclusivos, en el segundo de los trabajos) de este tipo de organimos. Cox y
McRae (1989) únicamente obtuvieron agrupadas en taxones definidos a dieciséis de las veinte
cepas tipo que emplearon en su estudio taxonómico. Finalmente, Sternström y Mölin (1990)
apreciaron que algunas cepas tipo, incluida la de S. putrefaciens, y de referencia de fuentes
distintas al pescado no se agrupaban en ninguno de los taxones que obtuvieron.

Si hubiesemos empleado el esquema simple de Shewan y col (1960b) el resultado de
los análisis de los HMO (tablas V.7 y V.8) no habría sido muy diferente al aquí mostrado, ya
que el grupo I de Shewan y col (1960b), tal y como ellos lo definieron, contenía cepas
fluorescentes. El II contenía la cepa tipo de P. fragi , y el III y el IV posteriormente fueron
reconocidos como grupos separados del género Pseudomonas. La existencia de taxones
identificados como intermedios entre los grupos I y II se debe a que, a pesar de contener
cepas productoras de fluoresceína, presentaban un perfil a medio camino entre ambos grupos.
Las adscripciones nominación de los taxones XVI y, principalmente, III serían las únicas que
no coincidirían con los resultados obtenidos por nosotros. En el taxón III (serían
enterobacteriáceas para Shewan y col -1960b-) hay que tener en cuenta que como segundo
criterio empleado en dicha clave dicotómica se encontraba la reacción de la oxidasa y no la
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prueba de la producción anaeróbica de ácido a partir de la glucosa, propiedad que
consideramos de igual valor taxonómico que la anterior. Lee y Harrison (1968) realizaron un
estudio, durante el almacenamiento del pescado a bajas temperaturas, en el cual observaron la
evolución de los distintos grupos microbianos y la importancia relativa de cada uno de ellos
con respecto a la flora total. Así apreciaron que el grupo microbiano predominante en el
pescado alterado (al final del periodo de almacenamiento) era el grupo II de Pseudomonas
(según la descripción de Shewan y col, 1960b). El grupo I (P. fluorescens) representaba un
porcentaje considerable de la flora inicial total, al igual que el grupo IV (S. putrefaciens), pero
eran los grupos II y IV los que veían incrementados sus niveles durante el almacenamiento.

Como conclusión, habría que mencionar que las especies aisladas mayoritariamente en
el transcurso de este estudio corresponden a aquellas consideradas de mayor importancia
como alterantes de los alimentos refrigerados, en general, y del pescado en particular, si bien
la especie P. putida se ha aislado en niveles apreciablemente más altos que en otros estudios,
justo a la inversa de lo acontecido con P. fragi.



CAPÍTULO VI:

ESTUDIO TAXÓNOMICO DE LOS MICROORGANISMOS GRAM
NEGATIVOS AEROBIOS INMÓVILES Y ANAEROBIOS
FACULTATIVOS

INTRODUCCIÓN

El papel que, en la alteración del pescado, tienen las bacterias Gram negativas aerobias
inmóviles y las Gram negativas anaerobias facultativas no parece ser tan importante como el
desempeñado por el grupo constituído por el género Pseudomonas y otras bacterias
relacionadas (ver capítulo V). No obstante, sí es importante hacer hincapié en que ambos
grupos microbianos se han venido aislando con bastante frecuencia, no sólo a partir de
pescado fresco, sino también de pescado alterado (Shewan, 1971). Esto podría inducirnos a
pensar que, si bien su participación en dicha alteración no es muy activa, sí podrían
desempeñar algún papel en el desencadenamiento de la misma durante los primeros estadios
del almacenamiento a refrigeración.

Ya en el capítulo IV mencionábamos, de modo sucinto, cuales eran los principales
géneros microbianos que se encontraban comprendidos bajo los epígrafes Gram negativos
aerobios inmóviles y Gram negativos anaerobios facultativos y que incluyen especies que son
importantes desde el punto de vista de la microbiología del pescado. Dentro de los primeros
hay que distinguir dos subgrupos de interés:
1. Bacterias productoras de pigmento amarillo o anaranjado (no difusible) cuando crecen en

un medio sólido: dentro de éstas se encuentran las cepas pertenecientes al género
Flavobacterium.

2. Bacterias incapaces de producir pigmentos (no difusibles) en medio sólido: a este grupo
pertenecen los géneros Acinetobacter, Moraxella y Psychrobacter.

El género Flavobacterium, en la edición del Manual de Bergey de Sistemática
Bacteriana (Holmes y col, 1984), aparece constituido por siete especies, de las cuales F.
aquatile y F. balustinum se han detectado en muestras distintas de las de origen clínico,
especialmente en hábitats acuáticos. A pesar de compartir distintas características con los
géneros comprendidos en el subgrupo 2, no parece que haya ninguna relación entre estos
microorganimos (Flavobacterium) y las bacterias saprofitas inmóviles no pigmentadas (Bovre
y col, 1974).

Durante mucho tiempo, y hasta los años sesenta (e incluso durante décadas
posteriores), las bacterias no pigmentadas aisladas a partir de pescado fresco y refrigerado
recibieron el nombre genérico de Achromobacter (Castell y Anderson, 1948; Ingram y
Shewan, 1960; Kazanas, 1968; Laycock y Regier, 1970). Desde la década de los sesenta y
sucesivas, la posición taxonómica de estos microorganismos se ha clarificado
considerablemente hasta el punto de agruparlos dentro de géneros distintos, si bien
relacionados en mayor o menor grado entre sí, y diferenciados de otros géneros,
fenotípicamente próximos, de interés clínico pero de importancia nula en microbiología de los
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alimentos. Shewan y col (1960a) definían al grupo Achromobacter como cocobacilos cortos,
Gram negativos, inmóviles, que daban lugar a colonias blanco grisáceas y ligeramente opacas
cuando crecían en medio sólido, sensibles a la penicilina, bioquímicamente inactivas y que se
distinguían de Pseudomonas por su inmovilidad y por su morfología microscópica. Fue en las
décadas de los cincuenta y sesenta cuando se empezó a estudiar en profundidad la
microbiología del pescado y su relación con la alteración del mismo, tal y como hemos
reflejado en los capítulos I y IV. Posiblemente debido a las dificultades existentes por aquel
entonces en la identificación de estos microorganismos Gram negativos inmóviles algunos
autores apreciaban que “cepas de Achromobacter” eran capaces de desarrollar olores pútridos
en pescado almacenado a 3ºC (Castell y Anderson, 1948) así como olores ligeros y pequeños
cambios visibles en tejido muscular (Shewan y col, 1960a). Lerke y col (1963), por el
contrario, observaron que crecían en jugo de pescado, pero que no producían alteración
detectable organoléptica o químicamente. En este mismo sentido, Kazanas (1968) pudo ver
que cepas de Achromobacter aisladas de pescado de agua dulce no desarrollaban ninguna
actividad proteolítica, aunque Laycock y Regier (1970) observaron que daban lugar a cambios
en la textura de pescado irradiado (puede que se tratase de un fenómeno similar al observado
por Shewan y col -1960a-). A las cepas contenidas bajo el epígrafe Achromobacter se las
relacionaba con el género Moraxella, incluido en la familia Neisseriaceae (Baumann y col,
1968a).

Previamente, Ingram y Shewan (1960) se hicieron eco del realojamiento de las cepas
de Achromobacter dentro de un nuevo género microbiano, Acinetobacter, ya que a pesar de
que mantenían cierta similitud fenotípica con el género Neisseria, no se consideraba
recomendable el reconocer bajo este último nombre a cepas aisladas de los alimentos.
Paralelamente, para acomodar a las bacterias inmóviles oxidasa positivas se comenzó a
emplear el término “bacterias semejantes a Moraxella” o “Moraxella-like” (Shaw y Shewan,
1968; Van Spreekens, 1977). Dentro de este clima de confusión que reinaba alrededor de este
grupo de microorganismos de origen alimentario Thornley (1967) arrojó un poco de luz al
realizar un estudio taxonómico sobre cepas Gram negativas, no pigmentadas e inmóviles de
diversos orígenes, en el que obtuvo, entre otros, dos taxones definidos, uno conteniendo
bacterias oxidasa positivas y otro con oxidasa negativas, claramente diferenciados entre sí. Un
tercer taxón, relacionado estrechamente con los anteriores, contenía cepas tanto positivas
como negativas para esa misma característica. Al conjunto de estos agrupamientos los definió
como Acinetobacter y describió sus características fenotípicas: cocobacilos Gram negativos o
Gram variables, aerobios, catalasa positivos, que producían colonias blanquecinas a cremosas
y que no hidrolizaban la arginina.

Baumann y col (1968a) propusieron reservar el nombre Moraxella para las cepas
cocobacilares inmóviles, aerobias estrictas, no pigmentadas, sensibles a la penicilina y que
eran oxidasa positivas (incluían a las entonces llamadas “falsas neiserias”). Entre otras
características comunes se encontraban su incapacidad para crecer en presencia de
polisacáridos, disacáridos, polialcoholes y glucosa, y para producir ácido a partir de este
último azúcar. Paralelamente se propuso que bajo el nombre Acinetobacter se agrupase a las
bacterias de características bioquímicas similares a las anteriores, pero que eran oxidasa
negativas. Se aceptaba, dentro de este género, la existencia de tres especies: A. calcoaceticus,
A. lwoffii y A. hemolysans  (Baumann y col, 1968b). Se caracterizaban por asimilar pentosas
(poseían la aldosa-deshidrogenasa), siendo mayoría las que utilizaban glucosa como sustrato
de crecimiento. Asimismo, observaron la existencia de una gran variabilidad nutricional entre
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estos microorganismos oxidasa negativos y sugirieron que un análisis computerizado de sus
propiedades fenotípicas podría ser de ayuda para el reconocimiento de subgrupos o especies.
Apreciaron la existencia de dos grupos definidos, dentro de Acinetobacter, que se
diferenciaban en función de su versatilidad nutricional (las cepas incluidas el grupo A
asimilaban un mayor número de fuentes de carbono que las comprendidas en el grupo B).
Henriksen (1973, 1976) contribuyó a la diferenciación entre ambos géneros, basándose no
sólo en pruebas fenotípicas, sino también en sus hábitats característicos (Acinetobacter común
en suelo y aguas, y Moraxella en muestras clínicas -si bien no consideraba los nichos
ecológicos de M. osloensis y M. phenylpiruvica por no tener información de los mismos-), y
afirmó que eran lo suficientemente distintos como para que no fueran considerados como un
único género. En este sentido, Henriksen (1976) recomendaba que ambos géneros se
incluyeran en la misma familia (Neisseriaceae), si bien no descartó la constitución de una
nueva familia para alojar a Acinetobacter (Acinetobacteriaceae) debido a la diferencias de
carácter fenotípico y ecológico entre ambos géneros en los distintos estudios genéticos
llevados a cabo. En cuanto al hábitat de Acinetobacter, hay que mencionar que aparte de
haberse aislado a partir de agua y del suelo, lo ha sido en diversos alimentos (leche, carne de
pollo e incluso alimentos congelados) y en humanos, dónde puede llegar a ser un patógeno
oportunista (Henriksen, 1973; Van Landschoot y col, 1986).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto con anterioridad es lógico pensar que, por tanto,
las cepas Gram negativas inmóviles y oxidasa negativas aisladas a partir de pescado marino
fresco y alterado, y de pescado de agua dulce se hayan identificado como Acinetobacter,
mientras que las oxidasa positivas de ese mismo origen lo hayan sido como Moraxella o
reconocidas como “bacterias semejantes a Moraxella” (Hendrie y Shewan, 1979; Gennari y
col, 1989), a pesar de lo cual el término Achromobacter se siguió empleando durante una
serie de años para referirse a bacterias saprofitas carentes de pigmento (Juni y Heym, 1980).

Bovre y col (1974) analizaron bacterias Gram negativas relacionadas con Moraxella,
entre las cuales detectaron la presencia de bacterias psicrotrofas (procedentes de carne de aves
y de pescado) que, al igual que las cepas de Acinetobacter, eran capaces de oxidar aldosas.
Estos mismos autores postularon que dichos organismos podrían constituir un grupo
intermedio entre Acinetobacter y Moraxella. Juni y Heym (1980) estudiaron “bacterias
semejantes a Moraxella” aisladas a partir de diversos alimentos (pescado, carne de aves,
alimentos irradiados) cuya principal característica era su carácter psicrotrofo. Estas cepas, por
otro lado, no parecían estar relacionadas con las verdaderas moraxelas y concluyeron que
estos organismos no eran miembros de ningún género conocido. Ito e Iizuka (1983) obser-
varon las diferencias fenotípicas existentes entre las cepas de “Moraxella-like” aisladas de
pescado, salchichas de Viena, kamaboko y carne de aves (y que respondían a las
características que acabamos de enumerar), y las de Acinetobacter y M. osloensis. Juni y
Heym (1986) propusieron el nombre de Psychrobacter immobilis para este grupo de cepas
psicrotrofas, aerobias, cocobacilares, Gram negativas inmóviles, oxidasa positivas y asociadas
a pescado, carne procesada de cerdo y vacuno y a carne de aves (en algún caso también
aisladas a partir de muestras clínicas). Esta especie, aunque compartía propiedades con las
moraxelas, difería de éstas, en general, en cuanto a su temperatura óptima de crecimiento, y a
la producción de ácido a partir de diversos azúcares (entre los que se encontraba la glucosa).
Estos mismos autores (Juni y Heym, 1986) determinaron, asimismo, que eran miembros de
una única genoespecie y sugirieron su inclusión en la familia Neisseriaceae. Gennari y col
(1989), en su estudio sobre la flora microbiana de sardinas del Mediterráneo, concluyeron que
era obvio considerar, como miembro de P. immobilis, a la mayor parte de las cepas aisladas
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entre la microflora de alimentos marinos que fueron identificadas anteriormente como
Moraxella o “Moraxella-like”. En cuanto a su papel en la alteración, por lo general éste se ha
ignorado debido, principalmente, a la pobre clasificación de estos organismos y a la
inexactitud de su identificación (Gennari y Tomaselli, 1988), si bien podría estar relacionado
con dicha alteración si se tienen en cuenta sus niveles elevados en carnes con la superficie
alterada (Shaw y Latty, 1988).

Otro microorganismo Gram negativo inmóvil, pero cuyo hábitat característico es el
medio acuático es Mesophilobacter marinus, especie que presentaba ciertas semejanzas con el
género Acinetobacter (Nishimura y col, 1989).

En cuanto a la clasificación supragenérica de los géneros Moraxella, Acinetobacter y
Psychrobacter, así como de otros organismos relacionados, como las falsas neiserias y las
cepas de Alysiella, se propuso su salida de la familia Neisseriaceae y la creación de la familia
Moraxellaceae, donde Moraxella sería el género tipo (Rossau y col, 1991). Esta nueva familia
se incluiría en la superfamilia II de rRNA, dentro de la clase Proteobacteria (Stakebrandt y
col, 1988), y se dividiría en dos grupos diferenciados:
1- Acinetobacter, por un lado, y
2- el resto de géneros incluidos en esta familia, por el otro.

Dentro de este segundo grupo, Moraxella phenylpiruvica, P. immobilis y otras
bacterias relacionadas constituirían un subgrupo conteniendo cepas aisladas de alimentos
diversos como carne de aves, pescado, productos irradiados y queso, así como de ambientes
marinos y de material clínico. De acuerdo con la descripción de P. immobilis de Juni y Heym
(1986) estos organismos deberían ser reconocidos bajo este último nombre, pero teniendo
presente que presentarían una elevada heterogeneidad genética y fenotípica (Rossau y col,
1991). Fenotípicamente, son intermedios entre Moraxella y Acinetobacter al incluir cepas
tanto mesófilas como psicrotrofas y con mayor o menor versatilidad nutricional (Rossau y
col, 1991). Rossau y col (1991) y Enright y col (1994) propusieron, asimismo, que M.
phenylpiruvica fuese excluida del género Moraxella. Henriksen (1976), ya advirtió que en los
estudios genéticos que se habían llevado a cabo hasta esa fecha se había observado la poca
relación entre M. phenylpiruvica y el resto de las moraxelas.

La taxonomía intragenérica del género Acinetobacter ha sido, también, objeto de
estudio por parte de varios grupos de investigación. Pagel y Seyfried (1976) ahondaron en la
diferenciación entre las cepas contenidas en el género Acinetobacter. Así sus cepas, de origen
acuático, tenían poca actividad bioquímica, lo cual era indicativo de que su presencia podría
estar relacionada con los niveles de contaminación fecal. Esto podía significar una relación
entre taxón y fuente de bacterias. Juni (1984) sólamente incluía a A. calcoaceticus  dentro del
género Acinetobacter en la primera edición del Manual de Bergey de Sistemática Bacteriana.
Más tarde, Van Landschoot y col (1986) consideraron que este género microbiano era muy
heterogéneo. Bouvet y Grimont (1986) manifestaron que la división de Acinetobacter en dos
grupos o especies separadas en base a la producción de ácido a partir de la glucosa, tal y como
se había venido produciendo, no era de ningún modo aceptable. Identificaron un total de doce
grupos de hibridación y establecieron las diferencias entre ellos basándose en sus caracteres
fenotípicos (temperatura máxima de crecimiento, producción de ácido a partir de la glucosa y
patrón nutricional). A algunos de estos grupos de hibridación se les asignó un nombre
específico: A. calcoaceticus (GH1), A. baumanni (GH2), A. haemolyticus (GH4), A. juni
(GH5), A. johnsonii (GH7) y A. lwoffii (GH8-GH9). Las cepas de los GH 1 a 3 y 10-11 fueron
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más versátiles nutricionalmente (correspondientes al grupo A de Baumann y col -1968b-).
Bouvet y Jean-Jean (1989) elevaron el número de genoespecies a diecisiete, incluyendo a
cepas proteolíticas. Soddel y col (1993), por su parte, propusieron que los grupos de
hibridación 1 a 3 y 13 se agruparan en un complejo único.

Basándonos en su importancia como microorganismos presentes en los alimentos, y
concretamente en el pescado, dentro de las bacterias Gram negativas y productoras de ácido a
partir de la glucosa en condiciones anaerobias destacan, los representantes de la familia
Enterobacteriaceae y de los géneros Vibrio, Photobacterium, Plesiomonas y, sobre todo,
Aeromonas. Todos estos grupos microbianos se encuentran clasificados dentro de la subclase 
γ de las proteobacterias estando constituida, la familia Vibrionaceae, por los géneros Vibrio y
Photobacterium entre otros (Stackebrandt y col, 1988; Ruimy y col, 1994). En el trabajo de
De Vos y col (1989) aparecen como ramas (rama Vibrionaceae, rama Enterobacteriaceae y
rama Aeromonadaceae) dentro de la superfamilia I de ARNr.

Ya en los capítulos II y III se hizo una exhaustiva revisión de todos los aspectos rela-
cionados con el hábitat de los representantes del género Aeromonas, de su aislamiento, y de la
identificación a los niveles de género, especie y grupo de hibridación, así como de los factores
de virulencia asociados con algunas cepas capaces de desencadenar procesos gastrointestina-
les en el hombre. Dentro del género Aeromonas se han descrito hasta trece grupos de hibrida-
ción, a algunos de los cuales se les ha asignado un nombre específico (Esteve y col, 1995c),
que han mostrado un muy elevado nivel de homología en su ARNr (Martínez-Murcia y col,
1992a). Asimismo, esta especie ha sido considerada tradicionalmente como perteneciente a la
familia Vibrionaceae, pero, sin embargo, recientes estudios han mostrado que el género
Aeromonas está lo suficientemente separado del resto de representantes de esta familia como
para ser considerado ajeno a la misma (Martínez-Murcia y col, 1992a) y que, en consecuen-
cia, merece rango de familia (McDonell y Colwell, 1985; Ruimy y col, 1994). Se propuso el
epígrafe Aeromonadaceae para acomodar a las cepas pertecientes al género Aeromonas
(Colwell y col, 1986), a la vista de que el género Aeromonas poseía una historia evolutiva lo
suficientemente diferente de las vibrionáceas como para garantizar su separación de esta fa-
milia. Este término (Aeromonadaceae) fue finalmente aceptado por el “International Commi-
ttee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy of Vibrionaceae” (1992).
Desde un punto de vista fenotípico, cabe mencionar que algunos autores han afirmado que el
género Aeromonas posee características intermedias entre las familias Vibrionaceae y Entero-
bacteriaceae (Colwell y col, 1986). A pesar de estas consideraciones que acabamos de enu-
merar, en el capítulo IV, en el cual se estudiaron las sucesiones microbianas a lo largo del
almacenamiento a refrigeración, con ánimo de simplificar incluimos a las cepas de Aeromo-
nas dentro del agrupamiento Vibrionaceae.

En la familia Vibrionaceae se encuentra el género que da nombre a dicha familia
microbiana, Vibrio, que se creó alrededor de microorganismos curvados, patógenos para
animales (Ingram y Shewan, 1960). Baumann y col (1984a) reconocían la existencia de un
total de veinte especies de Vibrio y recogían otras catorce que habían sido propuestas por
diversos autores. McDonell y Colwell (1985) recomendaron que ciertas especies,
anteriormente agrupadas como Vibrio, fueran realojadas en un nuevo género llamado
Listonella. Así, dentro de los vibrios de interés, desde el punto de vista de los ambientes
acuáticos de agua dulce, la especie V. fluvialis siguió siendo considerada como Vibrio “sensu



202

stricto” y V. anguillarum como Listonella anguillarum (McDonell y Colwell, 1985).
Kaznowski y col (1989) manifestaron que la taxonomía dentro de la familia Vibrionaceae era
confusa, por lo que existían grandes dificultades a la hora de identificar algunas cepas.

Otro de los géneros que se encuentra comprendido dentro de la familia Vibrionaceae
es Photobacterium, que agrupa a cepas luminosas de origen marino (Hernández Haba y
Dubón Pérez, 1992) y que en ocasiones ha sido aislado a partir de pescado (Abgrall y Cleret,
1990). En diversos estudios filogenéticos se ha puesto de manifiesto que el género Photo-
bacterium se encuentra bastante próximo a Vibrio (McDonell y Colwell, 1985; Ruimy y col,
1994).

Por su parte, la especie Plesiomonas shigelloides aparece relacionada en diversos
estudios con la familia Enterobacteriaceae (Ruimy y col, 1994), concretamente con el género
Proteus, habiéndose propuesto la salida de esta especie de la familia Vibrionaceae y su
inclusión en la familia Enterobacteriaceae. Los aspectos relativos a la ecología de este
microorganismo y a su aislamiento en los alimentos, han sido discutidos en el capítulo I.

La familia Enterobacteriaceae, tal y como su nombre indica, agrupa a microor-
ganismos cuyo hábitat primario es el tracto digestivo de los animales, aunque también se han
encontrado con mucha frecuencia representantes de esta familia en alimentos de origen
diverso, principalmente en aquéllos obtenidos a partir de animales domésticos, como la carne
y la leche. Este grupo microbiano es, posiblemente, el más extensamente estudiado en la
historia de la Microbiología, por lo que no vamos a discutir en profundidad la taxonomía
interna de esta familia. Ésta sería una tarea interminable dado el número de géneros, especies,
serogrupos y biovares actualmente establecidos. Por ello, trataremos este grupo microbiano a
nivel de género con el fin de facilitar la discusión de los datos obtenidos.

En la tabla VI.1 se muestra la clasificación de las distintas tribus (ocho) y los géneros
más comunes (catorce) de enterobacterias recogidas por Ewing (1986).

Tabla VI.1. División de Enterobacteriaceae en tribus y géneros.

TRIBU GÉNERO NÚMERO DE ESPECIES

Escherichieae Escherichia 5
Shigella 4

Edwarsielleae Edwarsiella 3
Salmonelleae Salmonella 5
Citrobactereae Citrobacter 3
Klebsielleae Klebsiella 7

Enterobacter 10
Hafnia 1
Serratia 9

Proteeae Proteus 4
Morganella 1
Providencia 4

Yersinieae Yersinia 8
Erwinieae Erwinia 2
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Entre los objetivos contemplados en nuestro estudio está la identificación de los
microorganismos Gram negativos aerobios inmóviles y Gram negativos anaerobios
facultativos aislados durante el almacenamiento a refrigeración de pescado de agua dulce,
haciendo especial hincapié en los representantes en aquellos géneros que pudieran tener una
mayor importancia desde el punto de vista de la alteración de este tipo de alimentos
(Acinetobacter, Psychrobacter, Moraxella y Aeromonas). Como en el capítulo V, hemos
empleado soportes informáticos para la identificación microbiana de los microorganismos
Gram negativos aerobios inmóviles, la cual fue complementada con la realización de análisis
de taxonomía numérica para establecer las relaciones fenotípicas entre los microorganismos
investigados. También se procedió a la realización de la identificación clásica de los
microorganismos Gram negativos anaerobios facultativos y a su posterior clasificación por
métodos matemáticos.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas objeto de estudio.

Las 106 cepas aerobias e inmóviles y los 209 microorganismos Gram negativos
fermentadores de la glucosa en condiciones anaerobias (ver material y métodos del capítulo
V) se sometieron a identificación clásica (siguiendo los esquemas que más adelante veremos)
y a un estudio de taxonomía numérica. Con el objeto de establecer relaciones entre las cepas
salvajes y microorganismos conocidos, utilizamos una serie de “cepas tipo” incluidas como
patrones internos en el análisis numérico. Estos microorganismos corresponden a:
. cepas de colección de especies reconocidas como alterantes del pescado,
. cepas de especies que pudieran tener interés desde el punto de vista de la salud pública,
. cepas relacionadas con el hábitat acuático.

A continuación se muestra el listado de los organismos tipo empleados en el presente
capítulo:

Bacilos Gram negativos aerobios inmóviles:
Flavobacterium odoratum   CECT 998
Moraxella osloensis   CECT 460
Acinetobacter calcoaceticus   CECT 441

Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos:
Proteus vulgaris   CECT 484
Enterobacter aerogenes   CECT 684
Hafnia alvei   CECT 158
Serratia marcescens   CECT 846
Escherichia coli   ATCC 25922
Aeromonas sobria   CECT 837
Aeromonas hydrophila   ATCC 7966
Vibrio anguillarum   ATCC 19234

Propiedades examinadas en el análisis numérico y empleadas en la identificación clásica.

GRAM NEGATIVOS AEROBIOS INMÓVILES

Las 106 cepas clasificadas previamente como bacilos y cocobacilos Gram negativos
inmóviles y no productores de ácido a partir de la glucosa en condiciones anaerobias y tres
microorganismos tipo de las mismas características bioquímicas y morfológicas fueron
sometidas a un total de 108 pruebas fisiológicas, morfológicas, bioquímicas y nutricionales,
que aparecen enumeradas a continuación. Las características de las pruebas realizadas y las
condiciones de incubación empleadas en el transcurso del estudio de estos microorganismos
aparecen descritos con detalle en capítulos previos (véase capítulos II y V).
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♦ Morfología en medio sólido.
♦ Producción de pigmentos fluorescentes en Agar King A (piocianina) y King B

(fluoresceína).
♦ Crecimiento a distintas temperaturas (4, 37 y 42ºC).
♦ Tolerancia a distintas concentraciones de sal (3 y 6% de NaCl).
♦ Crecimiento a pH 4.5.
♦ Crecimiento en agar McConkey (Oxoid).
♦ Crecimiento en agar TCBS (Difco).
♦ Actividad citocromo-c-oxidasa.
♦ Crecimiento en agar citrato de Simmon (Oxoid).
♦ Producción de H

2
S a partir de L-cisteína.

♦ Actividades α y β-hemolítica.
♦ Hidrólisis de la esculina.
♦ Producción de indol.
♦ Producción de levano a partir de sacarosa.
♦ “Test” del rojo de metilo y producción de acetoína a partir de la glucosa (prueba de Voges-

Proskauer).
♦ Oxidación del gluconato.
♦ Reducción del óxido de trimetilamina a trimetilamina.
♦ Reducción de nitratos a nitritos.
♦ Prueba de la hidrólisis del ONPG.
♦ Hidrólisis del almidón.
♦ Hidrólisis de la tirosina.
♦ Hidrólisis del hipurato.
♦ Hidrólisis de la urea.
♦ Producción de ácido a partir de adonitol, almidón, L-arabinosa, celobiosa, D-fructosa,

D-galactosa, glicerol, glucosa, meso-inositol, lactosa, maltosa, manitol, D-manosa,
melibiosa, rafinosa, ramnosa D-ribosa, sacarosa, salicina, sorbitol, L-sorbosa, trealosa,
xilitol y D-xilosa.

♦ Producción de gas a partir de la glucosa.
♦ Asimilación de compuestos carbonados como única fuente de carbono.
♦ Descarboxilación de L-lisina y L-ornitina e hidrólisis de la L-arginina.
♦ Hidrólisis del ADN.
♦ Actividad lipolítica sobre distintos substratos (Tween 20, Tween 80, tributirina y yema de

huevo).
♦ Aclaramiento de la yema de huevo.
♦ Actividad proteolítica sobre distintos substratos (gelatina, caseína y elastina).
♦ Resistencia al agente vibriostático O-129.
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GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS

En las 209 cepas clasificadas previamente como microorganismos Gram negativos
fermentadores (productores de ácido de la glucosa en condiciones anaerobias), catalasa
positivos y en las ocho cepas tipo incluidas en este apartado se estudiaron un total de 109
características fenotípicas, incluyendo propiedades fisiológicas, morfológicas, bioquímicas y
nutricionales. Estas propiedades estudiadas han sido las mismas que las consideradas para las
bacterias Gram negativas aerobias inmóviles (a las cuales nos referimos en el apartado
anterior), además del “test” de la movilidad (en el medio GI), que aparece extensamente
descrito en anteriores capítulos. Como para las bacterias aerobias inmóviles, las condiciones
de realización de cada una de las pruebas ensayadas sobre estos microorganismos aparecen
con detalle en capítulos previos (véase capítulos II, IV y V).

Análisis numérico de los datos.

Un total de 108 caracteres cuantitativos se codificaron, para las bacterias Gram
negativas aerobias inmóviles, como: 0, negativo; 1, positivo y 2, prueba no realizada o
resultado de difícil interpretación. Las 109 propiedades de las bacterias Gram negativas
fermentadoras se codificaron de igual modo. El coeficiente de similitud SSM (Sokal y
Michener, 1958) se obtuvo entre cada par de cepas empleando programas en BASIC
desarrollados por Prieto (1990). El agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) se llevó a
cabo con el programa SPSS/PC+ V3.1 (SPSS Inc., Chicago).

Tambien se calcularon el coeficiente de correlación (r) entre la matriz de similitud y
los niveles en el fenograma derivados de los de la matriz (correlación cofenética) (Sneath,
1978a), empleando el programa NTSYS-pc V1.80 (Exeter Software, New York).

Las tablas de frecuencia se generaron mediante el programa LOTUS 1,2,3 V2.0 (Lotus
Development Corporation, Texas) y fueron empleadas para determinar los caracteres más
discriminantes entre taxones (Sneath, 1978a).

Reproducibilidad.

Todas las pruebas se repitieron en un 10% de las cepas (once en las bacterias Gram
negativas aerobias y veintiuna en el da las Gram negativas fermentadoras). La probabilidad
media de error (p) se calculó de acuerdo con lo especificado por Sneath y Johnson (1972).

Identificación clásica.

GRAM NEGATIVOS AEROBIOS INMÓVILES

Se tuvieron en cuenta las pruebas consideradas como más discriminantes por distintos
autores (Bouvet y Grimont, 1986; Juni y Heym, 1986; Kämpfer y col, 1993; Prieto, 1990) y
que aparecen señaladas a continuación: prueba de la oxidasa; producción de pigmento



207

amarillo; crecimiento a 4 y 37ºC, en presencia de 3 y 6% de NaCl y en agar citrato de
Simmon; producción de indol y de H2S; hidrólisis de la urea, del Tween 80, de la gelatina, de
la caseína, del ADN, del almidón y de la arginina; reducción de los nitratos a nitritos;
producción de ácido a partir de glucosa, L- arabinosa, celobiosa, D-fructosa, galactosa,
glicerol, maltosa, manitol, manosa, ramnosa, D-ribosa, sacarosa, almidón, trealosa y D-xilosa;
asimilación de adonitol, L-arabinosa, D-arabinosa, celobiosa, D-fructosa, galactosa, glicerol,
glucosa, gluconato, maltosa, manitol, manosa, ramnosa, sacarosa, almidón, trealosa, D-xilosa,
glicocola, L-arginina, cisteína, L-lisina, alcohol butílico, etanol y formiato sódico; reacción de
la yema de huevo. Como en las bacterias Gram negativas aerobias móviles (ver capítulo V),
empleamos el programa de identificación diseñado por Prieto (1994).

GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS

En primer lugar, y con el fin de realizar una clasificación preliminar, se tuvieron en
cuenta las siguientes propiedades de acuerdo con Hendrie y Shewan (1979) y Shewan y col
(1960b): prueba de la citocromo-c-oxidasa, producción de ácido a partir del manitol,
utilización de este mismo polialcohol como única fuente de carbono y resistencia al
compuesto vibriostático O-129. Así, las cepas oxidasa negativas se identificaron como
Enterobacteriaceae; las oxidasa positivas, productoras de ácido a partir del manitol y
resistentes al O-129 se adscribieron tentativamente a la familia Aeromonadaceae; Las cepas
oxidasa positivas, fermentadoras del manitol y sensibles al O-129 fueron asignadas al género
Vibrio; finalmente, se identificaron como Photobacterium aquellas cepas oxidasa positivas,
sensibles al O-129 e incapaces de utilizar el manitol. Tal y como mencionamos en la
introducción del presente capítulo, estos tres últimos géneros aparecían agrupados, en el
capítulo IV, bajo el nombre de Vibrionaceae.

Enterobacteriaceae: para la identificación de las cepas contenidas en esta familia se
emplearon las claves dicotómicas descritas por Koneman y col (1989), y los esquemas de
identificación de Ewing (1986) y Hernández Haba y Dubón Pérez (1992). Para las cepas de
este grupo se realizó la siembra en agar TSI (Oxoid) con el fin de determinar su capacidad de
producción de H2S a partir del tiosulfato sódico, ya que el uso de papel de acetato de plomo
no es considerado como fiable en el estudio de enterobacterias (Ewing, 1986). La producción
de H2S en TSI no fue utilizada en el análisis numérico realizado.

Aeromonadaceae: la adscripción a especie de los miembros de esta familia se llevó a
cabo teniendo en cuenta los esquemas de Abbot y col (1992), Esteve y col (1995c), Hänninen
(1984) y Popoff (1984), claves que han sido discutidas con amplitud en el capítulo II.

Vibrio: en este caso se han empleado las características diagnósticas descritas por
Hernández Haba y Dubón Pérez (1992) y, para las cepas capaces de crecer en el agar TCBS,
las claves dicotómicas de Alsina y Blanch (1994).

Photobacterium: para este género microbiano se ha empleado el esquema de
identificación de Hernández Haba y Dubón Pérez (1992).



208

RESULTADOS

GRAM NEGATIVOS AEROBIOS INMÓVILES

Identificación clásica.

En la figura VI.1 se muestra la distribución porcentual de los géneros de
microorganismos Gram negativos aerobios inmóviles presentes en pescado de agua dulce
desde el momento de su captura hasta el establecimiento de su alteración.

Figura VI.1. Distribución porcentual y número de cepas de cada género de
microorganismos Gram negativos aerobios inmóviles.

Flavobacterium   6,6%
7

Psychrobacter   35,8%
38

Acinetobacter   22,6%
24

Moraxella   30,2%
32

NI   4,7%
5

Las treinta y ocho cepas de Psychrobacter se adscribieron a la especie P. immobilis.
De las treinta y dos cepas de Moraxella, veintitrés se identificaron como M. phenylpiruvica.
Las restantes nueve no pudieron ser identificadas a nivel de especie. La especie mayoritaria
dentro de Acinetobacter fue A. johnsonii (18 cepas), mientras que A. lwoffii (tres cepas) y A.
calcoaceticus (dos cepas) fueron minoritarias. Dentro de las flavobacterias, se identificaron
cuatro F. balustinum y una de cada de F. breve, F. aquatile y F. odoratum. Únicamente un
4.7% de las cepas no pudo ser asignado a ninguno de los géneros considerados.

En la tabla VI.2 se muestra la distribución de los distintos grupos de microorganismos
Gram negativos aerobios inmóviles entre las muestras de pescado analizadas.

Tabla VI.2. Distribución de los grupos de bacterias Gram negativas aerobias
inmóviles en función de su origen.

Grupo microbiano
Muestras Psychrobacter Moraxella Acinetobacter Flavobacterium NI(1)

Agua 3* 1 1 2
Agallas 3 3 1
Intestino 1
Piel 15 8 9 5 1
Cavidad abdominal 10 9 8
Tejido muscular 9 11 3 2 1

*, número de cepas; (1)NI, cepas no identificadas a nivel de género.
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En la figura VI.2 se muestra la distribución de las géneros considerados entre las
especies de pescado analizadas.

Figura VI.2. Distribución de los géneros de bacterias Gram negativas aerobias
inmóviles entre las especies de pescado consideradas.
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En la figura VI.3 se puede observar la evolución, durante el almacenamiento a
refrigeración del pescado, de los mismos grupos microbianos expresada como el número de
cepas aisladas en cada momento de dicho almacenamiento. En esta gráfica el número total de
cepas de cada grupo microbiano en cada momento del almacenamiento corresponde a la suma
de las halladas en las muestras de piel, cavidad abdominal y tejido muscular.

Figura VI.3. Evolución de las poblaciones de microorganismos Gram negativos
aerobios inmóviles a lo largo del almacenamiento a refrigeración.
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Taxonomía numérica.

En la figura VI.4 aparece el dendrograma obtenido al utilizar el coeficiente de
similitud SSM y el agrupamiento UPGMA. Se procedió a realizar un corte al 77% de similitud
(SSM) con lo que se obtuvieron un total de catorce taxones (incluyen dos o más cepas). De
éstos, nueve fueron considerados como taxones significativos (constituidos por tres o más
cepas), mientras que los cinco restantes lo fueron como no significativos. Diecisiete cepas,
por otro lado, permanecieron sin agrupar.

El coeficiente cofenético r fue 0.81612, valor que nos indica que no se produce una
distorsión significativa de la matriz triangular de similitudes.

Ninguna de las cepas consideradas en este apartado (Gram negativas, catalasa
positivas, no cocoides, no fermentadoras de la glucosa en condiciones anaerobias e inmóviles)
fueron capaces de elaborar pigmentos fluorescentes en los medios King A y King B, de crecer
en el Agar TCBS y de producir ácido a partir de la sorbosa.

Figura VI.4 Dendrograma resultante de aplicar el coeficiente SSM y el agrupamiento
UPGMA a las cepas Gram negativas, aerobias e inmóviles. Punto de corte: 77%.
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En la tabla VI.2 se muestran los resultados correspondientes a aquellas características
fenotípicas que se mostraron con mayor valor diferencial entre los distintos taxones.

Tabla VI.2. Caracteres diferenciales más importantes entre los taxones de bacterias
Gram negativas aerobias inmóviles resultantes del análisis numérico (figura VI.4).

  TAXÓN
I II III IV V VI VII VIII IX

Especie† Mp Pi Pi M.sp A.sp Aj Mp-Pi NA A.sp

Nº de cepas 25 13 13 3 4 3 4 12 5

Oxidasa +(1) + + + −(2) − + 55* 20

Oxidación de la glucosa (aer.) 16 + + 33 25 − 25 − −
Morfología:

   bacilar 76 + + − 50 − 75 50 80

   cocobacilar 24 − − + 50 + 25 50 20

Pigmento amarillo − − − − − − − 25 −
Crecimiento a:

   4ºC + + + + 25 33 75 45 +

   37ºC 16 − − − 25 − − 17 80

Tolerancia a:

   3% NaCl 40 + + − 50 + 25 − +

   6% NaCl 20 − − − − 67 25 17 50

   pH 4.5 32 23 77 67 50 − − 33 −
Pruebas misceláneas:

   Crec. en Agar McConkey + + + + + + 25 73 +

   Agar Citrato de Simmon + + + 67 50 33 − − −
   Rojo de Metilo − − − − − − − − +

   Voges Proskauer − 38 23 67 25 + − 17 20

   Producción de indol − − − − 25 33 25 33 25

   Producción de H2S − − − − 25 33 + − −
   Hidrólisis de la urea 56 23 56 − 25 − 25 − −
   Reducción de nitritos 76 − 23 + 67 33 + 18 −
   Reducción de OTMA − − − − − − 25 − 20

Producción ácido a partir de

   L-arabinosa − 23 − − 25 33 − − 20

   celobiosa − − − − − − 25 − +

   D-fructosa − − − − − 67 − − +

   galactosa − 62 − − − 33 − − 20

   maltosa − − 17 − 25 33 + − +

   manosa − 54 17 33 − 33 − − +

   ribosa − − − − − − 75 − +

   sacarosa − − − − − 67 − − +

   salicina − − − − − 33 − − +

   trealosa − − − 33 − − − − +
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Tabla VI.2 (cont.)
  TAXÓN

I II III IV V VI VII VIII IX

Especie† Mp Pi Pi M.sp A.sp Aj Mp-Pi NA A.sp

Asimilación de:

   D-arabinosa 44 77 23 33 33 − − − −
   L-arabinosa − 77 54 + + + 50 33 −
   D-fructosa + 54 + − 33 67 25 25 60

   glucosa + + + + + − + 42 20

   gluconato + + + + + − + − −
   maltosa − − 17 − 25 33 + − +

   manitol − 58 62 + 75 + − − 40

   manosa 20 + 54 + + 67 75 33 −
   sacarosa − − − − − 67 − − +

   salicina − − − − − 33 − − +

   trealosa − − − − − − − − +

   xilitol − 77 23 + + − − − −
   glicocola 56 + 69 33 75 − 25 − 20

   arginina 73 + + + + − − − 20

   cisteína + 38 38 33 + − 25 − −
   lisina 74 + + + + − − − −
   etanol 52 46 46 + + − − 17 25

   alcohol butílico 78 + 83 + + + 50 50 −
   formiato sódico 44 50 23 + + − − − −
Hidrólisis de:

   Tween 20 33 − 23 − 50 − − 67 −
   Tween 80 24 − − − 25 − − 50 −
   tributirina 36 54 + 67 + 33 25 58 60

   lecitina 16 − + − − − − 17 −
   reacción yema de huevo − − 62 − − − − − −
   gelatina 16 − + − − − 25 33 −
   caseína − − 77 − − − − 17 −
   elastina − − 17 33 − − − − −
   DNA − − − − 50 33 − − −
   tirosina 28 46 + − − − − − −
   esculina − − − − − 67 − 17 +

   arginina 36 + 77 + − − − − 20

Hemólisis α 32 62 62 + 25 33 − 42 −
Resistencia al O-129 + + + + 50 − 75 36 +

†, adscripción a género o especie tal y como sigue: Mp,   M. phenylpiruvica   ; Pi,     P. immobilis   ; M. sp,     Moraxella    spp..; A. sp,     Acinetobacter   
spp; Aj,     A. johnsonii   ; MP-Pi, intermedio     M. phenylpiruvica   -    P. immobilis   ; NA, no adscrito a ningún género. (1), ≥  del 85% de las cepas son
positivas para esa prueba; (2), ≤  del 15% de las cepas son positivas para esa prueba; *, porcentaje de cepas positivas para esa prueba.
Ninguna de las cepas contenidas en los taxones significativos produjeron pigmentos anaranjados o pigmentos difusibles, ni gas a partir de
la glucosa, no crecieron a 41ºC. No produjeron ácido a partir del inositol, rafinosa, sorbitol, almidón y xilitol. No emplearon como única
fuente de carbono inositol, sorbosa ni almidón. Igualmente, tampoco presentaron actividades amilasa, β -galactosidasa y ornitina y lisina
descarboxilasa.
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El taxón I contenía un total de veinticinco cepas, dieciocho de las cuales se adscribieron
mayoritariamente al género Moraxella, catorce de ellas a la especie M. phenylpiruvica
mientras que las otras cuatro moraxelas no pudieron ser identificadas a nivel de especie. De
las siete cepas restantes, cuatro se asignaron a la especie P. immobilis, dos a A. johnsonii y
una a A. calcoaceticus. Entre las características más sobresalientes de este heterogéneo taxón
destacan su incapacidad para producir ácido a partir de distintos azúcares y polialcoholes en
condiciones aerobias (únicamente cuatro cepas fueron capaces de hacerlo a partir de la
glucosa) y el reducido número de compuestos que emplearon como única fuente de carbono.
Su actividad proteolítica y lipolítica se limitó a un número reducido de cepas. Todas fueron
resistentes al compuesto antimicrobiano O-129. Este taxón, aún comprendiendo una gran
variedad de especies incluidas en la familia Moraxellaceae, posee las características típicas
que mostraron los taxones de M. phenylpiruvica obtenidos por Prieto y col (1992b). Por esto y
por el elevado número de cepas identificadas como M. phenylpiruvica, finalmente lo
asignamos a esta especie.

De las trece cepas incluidas en el taxón II, once se adscribieron a la especie P.
immobilis (dos de ellas atípicas), una a M. phenylpiruvica y una a Moraxella spp . Las cepas
eran mayoritariamente oxidasa positivas, daban lugar a ácido a partir de la glucosa, pero
únicamente un grupo reducido era capaz de producir ácido a partir de otros azúcares.
Crecieron a 4ºC y en presencia de 3% de NaCl, pero no a 37ºC y en presencia de 6% NaCl.
No redujeron los nitratos a nitritos y asimilaron muy pocos compuestos como fuente de
carbono. Su actividad hidrolítica fue casi nula, con excepción de la acción sobre la arginina.
También mostraron resistencia frente al O-129. El perfil fenotípico del HMO (organismo
hipotético medio) de este taxón se ajustó adecuadamente a la descripción de P. immobilis de
Juni y Heym (1986) y al del taxón de P. immobilis de Prieto y col (1992b), si bien difería de
este último en la producción de ácido a partir de algunos azúcares como manosa, xilosa, gala-
ctosa y arabinosa. Asimismo, las cepas contenidas en él también muestran cierto parecido a
las cepas psicrotrofas de Bovre y col (1974), excepto en lo referente a la hidrólisis de la urea.

El taxón III estaba compuesto, exclusivamente, por cepas de P. immobilis  (un total de
trece), ocho de las cuales mostraron un perfil atípico con respecto a las descripciones
anteriores de otros representantes de esta especie, principalmente en lo relativo al empleo de
un número elevado de compuestos utilizados como única fuente de carbono. Este taxón
engloba a cepas que, microscópicamente, eran bacilos cortos. En el resto de sus propiedades
se asemejaron mucho al taxón II, si bien mostraron una elevada capacidad para hidrolizar
lípidos (tributirina y lecitina, principalmente) y proteínas (gelatina y caseína). A diferencia del
taxón de P. immobilis de Prieto y col (1992b) fueron capaces de hidrolizar la gelatina.
Algunas de las cepas, asimismo, lisaron eritrocitos de oveja en agar sangre e hidrolizaron la
tirosina. También fueron resistentes al O-129. Al igual que en el taxón anterior, el HMO de
este agrupamiento se asignó a P. immobilis.

Las tres cepas contenidas en el taxón IV no se adscribieron a ninguna especie en
particular, si bien se asignaron tentativamente al género Moraxella aunque, al igual que en el
taxón I, no fueron capaces de crecer a 37ºC. Estas cepas estarían próximas a las descripciones
de M. phenylpiruvica y P. immobilis, presentando características intermedias entre ambas.
Entre sus rasgos más comunes destacan: su morfología cocobacilar, su capacidad para reducir
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los nitratos a nitritos y para hidrolizar la arginina, así como su actividad α-hemolítica. A pesar
de que, con respecto a los restantes taxones, las tres cepas utilizaron un número relativamente
alto de compuestos como única fuente de carbono (un total de once de veintiocho), al igual
que en aquéllos prácticamente no fueron capaces de fermentar de modo aeróbico ningúno de
los azúcares ensayados. Tampoco desarrollaron actividades extracelulares notorias.

Las cepas incluidas en el taxón V fueron identificadas como pertenecientes al género
Acinetobacter. Dos de ellas se adscribieron a A. johnsonii y una a A. calcoaceticus, mientras
que la restante permaneció sin ser identificada a nivel de especie. Las cepas incluidas en este
agrupamiento se caracterizaron por ser oxidasa negativas (propiedad única del género
Acinetobacter dentro de los bacilos y cocobacilos Gram negativos aerobios estrictos), muy
versátiles nutricionalmente desde el punto de vista nutricional (al igual que en el taxón IV
emplearon once compuestos como fuente nutritiva exclusiva) y presentaron cierta actividad
lipolítica, mientras que su restante actividad extracelular fue nula. A diferencia de la
descripción dada por Bouvet y Grimont (1986) de las distintas especies de Acinetobacter,
todas nuestras cepas fueron capaces de asimilar lisina, manosa, y xilitol, fueron variables para
la utilización de adonitol, celobiosa, fructosa, maltosa y manitol, y también variables para la
actividad desoxirribonucleasa, producción de H2S, reducción de nitratos a nitritos y para la
prueba del indol. La mayor parte no manifestaron crecimiento a 4ºC o a 37ºC (las cepas
identificadas como A. johnsonii) y no produjeron ácido a partir de hidratos de carbono.
Sólamente una cepa lo hizo a partir de la glucosa. El HMO de este taxón presentó
características intermedias entre las especies A. johnsonii, A. calcoaceticus y A. lwoffii, si
tenemos en cuenta el esquema de Bouvet y Grimont (1986), por lo que finalmente lo
adscribimos al género Acinetobacter pero sin definir especie.

En el taxón VI, las tres cepas comprendidas y su HMO coincidieron con la descripción
de A. johnsonii, excepto en lo referente a la utilización del etanol como única fuente de
carbono. Como en el taxón V, todas las cepas fueron oxidasa negativas, incapaces de
fermentar la glucosa y, en la mayor parte de las ocasiones, de producir ácido a partir de
cualquiera de los azúcares ensayados. Su actividad extracelular fue incluso más reducida que
en el taxón anterior aunque dos de las cepas hidrolizaron la esculina. Su rango de crecimiento
a distintas temperaturas fue muy restringido, siendo todas incapaces de crecer a 37ºC,
mientras que sólamente una lo hizo a 4ºC. Asimismo, presentaron cierta tolerancia a crecer a
concentraciones de 3 y 6% de sal y fueron positivas para la prueba del Voges Proskauer. Por
lo que respecta a su perfil de asimilación de compuestos carbonados, hay que decir que difiere
significativamente de los de los taxones anteriores, ya que globalmente (las tres cepas
incluidas en este agrupamiento) sólo emplearon L-arabinosa, manitol y alcohol butílico como
fuentes de carbono. Fueron variables para la utilización de adonitol, fructosa, manosa, salicina
y sacarosa. Todas fueron sensibles al agente O-129. Una de las tres cepas dió lugar a H2S, fue
positiva para la prueba del indol y exhibió actividad desoxirribonucleasa, por lo que se
separaba ligeramente de las características genéricas de este grupo microbiano.

El taxón VII contuvo cuatro cepas, tres adscritas a la especie M. phenylpiruvica
(semejantes a las descritas por Prieto y col -1992b-) y una a P. immobilis . Todas las cepas
fueron oxidasa positivas, y produjeron ácido a partir de la maltosa, pero únicamente una lo
hizo a partir de la glucosa (la identificada como P. immobilis) y, excepto en la ribosa, no
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fermentaron ningún otro azúcar. No crecieron a 37ºC, pero fueron capaces de producir H2S y
de reducir los nitratos a nitritos. La cepa de P. immobilis redujo, asimismo, el OTMA a TMA,
lo cual podría interpretarse como una cierta potencialidad de alteración del pescado. Su
capacidad para desarrollarse empleando diferentes compuestos como fuentes de carbono fue
muy limitada al utilizar (todas las cepas comprendidas en este taxón) sólamente tres
compuestos carbonados (glucosa, gluconato y maltosa). Su actividad extracelular a todos los
niveles (frente a lípidos, proteínas, aminoácidos, eritrocitos de oveja, etc...) fue prácticamente
nula. Por presentar características intermedias entre las dos especies anteriormente
mencionadas, no fue adscrito a ninguna especie en particular, pudiendo considerarse como un
taxón intermedio entre M. phenylpiruvica y P. immobilis.

El taxón VIII fue tanto o más heterogéneo que el taxón I. Contenía doce cepas, de las
cuales cinco se adscribieron a M. phenylpiruvica, cuatro a A. johnsonii y dos al género
Flavobacterium (una a F. breve y otra a F. aquatile). La cepa restante no pudo ser
identificada a nivel de especie. Esta heterogeneidad se hizo visible en su respuesta frente a los
distintos “tests” empleados para su caracterización. Así, poco más de la mitad de las cepas
fueron positivas para la prueba de la oxidasa. La mayor parte de ellas fueron negativas para la
producción de ácido a partir de distintos azúcares, entre los que se encontraba la glucosa.
Igualmente, fueron incapaces de asimilar la casi totalidad de los compuestos empleados como
única fuente de carbono. Por otro lado, algunas de las cepas presentaron cierta actividad
lipolítica, siendo escasa su actividad proteolítica. Las dos cepas que desarrollaron
pigmentación amarilla cuando crecían en medio sólido fueron adscritas al género
Flavobacterium. Este taxón se asemeja mucho al taxón 4 de Thornley (1967), debido, entre
otros factores, a que ambos contenían cepas oxidasa positivas y oxidasa negativas.
Basándonos en su falta de homogeneidad fenotípica y en la multitud de características útiles
para la diferenciación de microorganismos Gram negativos inmóviles para las cuales daban
lugar a resultados intermedios, el HMO de este taxón no fue asignado, como en el caso
anterior, a ninguna de las especies consideradas en este apartado del capítulo.

Por último, el taxón IX incluye tres cepas de A. lwoffii, una de A. johnsonii y una de
Moraxella spp. Crecieron a 4 y a 37ºC, pero no a 41ºC. También lo hicieron en presencia de
3% de sal, fueron positivas para la prueba del rojo de metilo y dieron lugar a ácido a partir de
distintos azúcares, excepción hecha de la glucosa. Como única fuente de carbono, asimilaron
compuestos como maltosa, salicina, sacarosa y trealosa, sustancias que prácticamente no
fueron empleadas por las cepas contenidas en los otros taxones, mientras que la glucosa y el
gluconato, cuyo uso estaba extendido entre aquéllos, apenas fueron metabolizados por alguna
de las cepas contenidas en el agrupamiento IX. Fueron variables para la asimilación de
adonitol, celobiosa, fructosa, manitol y en la producción de indol, a diferencia de lo
observado en el esquema de Bouvet y Grimont (1986). La principal característica diferencial
de este taxón con respecto a otros fue su capacidad para hidrolizar la esculina. Las restantes
actividades extracelulares estudiadas fueron inexistentes en este caso. El HMO de este
agrupamiento coincide bastante bien con la descripción de A. lwoffii.

De los taxones no significativos hay que destacar a los siguientes:
- el formado por las cepas 1333 y 99, identificadas como P. immobilis,
- el constituído por las cepas 189 y 196, identificadas como A. johnsonii, y
- el que incluye a las cepas tipo de A. calcoaceticus y M. osloensis.
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GRAM NEGATIVOS FERMENTADORES DE LA GLUCOSA (ANAEROBIOS
FACULTATIVOS)

Identificación clásica.

En la figura VI.5 se puede apreciar la distribución de cepas de bacterias Gram
negativas fermentadoras aisladas en TSA (Oxoid) entre las distintas familias que comprenden
a este tipo de microorganismos.

Figura VI.5. Distribución porcentual y número de cepas pertenecientes a cada una
de las familias de microorganismos Gram negativos fermentadores.

Enterobacteriaceae   41,1%
86

Aeromonadaceas   48,8%
102
266

No identificadas   1,9%
4Vibrionaceae   8,1%

17

En la figura VI.6 podemos observar el número de cepas aisladas correspondientes a las
distintas especies de Aeromonas detectadas.

Figura VI.6 Distribución porcentual y número de cepas de cada especie de
Aeromonas aisladas en los medios de cultivo de recuento general (mesófilos y
psicrotrofos).
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50
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La distribución de especies de Aeromonas entre las distintas especies de pescado se presenta
en la tabla VI.4.

Tabla VI.4 Distribución de las especies Aeromonas entre las especies de pescado
analizado.

  Especie de pescado
Especie microbiana Trucha común Trucha arco iris Lucio
A. hydrophila 6* 7
A. eucrenophila 2 2
A. caviae 1
A. veronii sobria 6 1 43
A. veronii veronii 1 3
A. sobria 1
A. jandaei 3 11
A. schubertii 2
Aeromonas spp. 5 2 8

*, número de cepas.

En la figura VI.7 aparece la distribución porcentual de las diez cepas de Vibrio
(consideramos a L. anguillarum como V. anguillarum a efectos de esta representación)
aisladas en las placas de recuento general (flora mesófila y flora psicrotrofa). Todas las cepas,
con excepción de tres (no identificadas a nivel de especie, encontradas en lucio) se aislaron a
partir de muestras de trucha arco iris. Las otras siete vibrionáceas fueron adscritas al género
Photobacterium.

Figura VI.7. Distribución y número de cepas pertenecientes a cada especie de Vibrio.
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En la figura VI.8 aparece la distribución porcentual y número de cepas
correspondientes a cada uno de los géneros de enterobacterias aisladas.
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Figura VI.8. Géneros de enterobacterias detectados en muestras de pescado.
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Todas las cepas adscritas a los géneros Klebsiella, Hafnia, Serratia y Providencia
fueron identificadas, respectivamente, como K. oxytoca, H. alvei, S. marcescens y
Providencia stuartii. Por otro lado, no nos fue posible adscribir las cepas de Edwarsiella a
ninguna de las especies descritas. Del género Proteus, la especie predominante fue P.
mirabilis (catorce cepas), siendo muy minoritaria P. vulgaris. Dentro de Citrobacter, C.
freundii fue la especie aislada en mayor número (seis cepas) por delante de C. diversus y C.
amalonaticus. E. cloacae, E. intermedius y E. aerogenes  fueron las especies identificadas en
el género Enterobacter.

Los géneros de enterobacterias predominantes en cada una de las especies de pescado
se muestran en la tabla VI.5.

Tabla VI.5. Distribución de géneros de Enterobacteriaceae en las especies de
pescado de agua dulce analizadas.

  Especie de pescado
Género Trucha común Trucha arco iris Lucio
Klebsiella 3*
Edwarsiella 20
Enterobacter 2 1 5
Hafnia 4 1 14
Serratia 1 1
Proteus 13 4
Providencia 2 2
Citrobacter 3 3 2
No identificadas 3 2

*, número de cepas.
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Taxonomía numérica.

La figura VI.9 corresponde al dendrograma obtenido al aplicar el coeficiente SSM a las
217 cepas de bacterias Gram negativas anaerobias facultativas. Como resultado de realizar un
corte al 88% de semejanza se obtuvieron un total de 19 agrupamientos significativos (que
contenían ≥3 cepas) y nueve no significativos (constituidos por dos cepas). De los taxones
significativos, únicamente tres contuvieron más de diez cepas. Las restantes 46 cepas no se
agruparon al anteriormente mencionado nivel de semejanza. En la figura VI.10 se muestra la
representación gráfica simplificada del dendrograma que aparece en la figura VI.9. En la tabla
VI.6 se muestran las características fenotípicas que fueron de mayor utilidad a la hora de
adscribir cada uno de esos taxones a una especie microbiana definida, género o familia (en su
defecto) y de diferenciar unos taxones de otros.

En este caso, el coeficiente cofenético r=0.83989 también se encontró dentro de los
valores considerados como aceptables para los estudios que emplean el agrupamiento
UPGMA. Como consecuencia, al realizar el dendrograma no se produce una distorsión
significativa de la matriz de simmilitudes.

Ninguna de las cepas presentó morfología cocoide, ni pigmentos de color naranja así
como tampoco pigmentación difusible.

Figura VI.9. Dendrograma resultante de aplicar el coeficiente de similitud SSM,
(agrupamiento UPGMA) a un total de 217 cepas de bacterias Gram negativas
anaerobias facultativas. Punto de corte: 88%.
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Figura VI.10. Dendrograma simplificado correspondiente al análisis “cluster”
llevado a cabo sobre microorganismos Gram negativos anaerobios facultativos
aislados de pescado de agua dulce.
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Tabla VI.6. Propiedades fenotípicas de mayor utilidad en la diferenciación de los taxones de bacterias Gram negativas anaerobio-facultativas
(figura VI.9).

      TAXÓN
I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX

Especie † AVS AJ AH AH AVS Aer. Vibr. AVS Aer. AE AH EB Ent. Vibr. E-H EB PM Phot. Phot.

Número de cepas 40 7 6 5 4 4 7 5 4 3 3 11 4 3 29 5 5 3 5

Pruebas realizadas:

Oxidasa +(1) + + + + + + + + + + 18* −(2) + − − − + +

Morfología microscópica:

   bacilar + − + + − 50 43 40 50 − − − + − 66 + 60 + 60

   cocobacilar − + − − + 50 57 60 50 + + + − + 34 − 40 − 40

Crecimiento a:

   4ºC + + + 40 + + + + + 67 67 + + − + + + + 80

   37ºC − 29 − 20 25 + + + 25 + + − − + + + + − −
   42ºC − − − − − − − 80 − − − − − + 41 80 + − −
Tolerancia a:

   3%NaCl 64 29 83 − − 50 + + + + + + + + + + + 33 60

   6%NaCl − − − − − − − − − − − − + − 59 + − − −
   pH 4.5 20 − − − − − − 80 25 + + + + + + + 80 − 20

Pruebas misceláneas:

   Crecimiento en McConkey + + + + + + + + + + + + + + + + + − −
   Agar Citrato de Simmon 63 57 17 − − + + + + + 67 − + − − 80 60 − −
   Gas de glucosa + + + 80 + − 29 + − + + − − − + 80 20 − −
   Rojo de metilo + + + + + 25 71 20 − − 33 + − − − + + + −
   Voges-Proskauer + + + + + 25 − 60 + − + 64 + − 41 20 + − 40

   Producción de indol 68 43 83 − 50 75 + + − + + − − + 68 − + − 20

Hidrólisis de la urea 21 50 67 − − − − 40 + 33 33 27 + − − − + 66 −
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Tabla VI.6 (cont.).
      TAXÓN

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX

Especie † AVS AJ AH AH AVS Aer. Vibr. AVS Aer. AE AH EB Ent. Vibr. E-H EB PM Phot. Phot.

   Reducción del OTMA 50 29 50 − − − − 60 − + 67 − − − + + − − −
   Oxidación del gluconato 73 57 50 20 − + + + + + + − + − + + − − −
   Pigmento en Agar Tirosina − − − − − − − 20 − + − − − − − − − − −
   Actividad β-galactosidasa − − − 40 − 50 + − − − 67 − − + 22 + 20 − −
Prod. de ácido a partir de:

   adonitol − − − − − − − − − − − − − − − + − − −
   L-arabinosa − − − − − − − − − + + − − 33 + + 80 66 −
   celobiosa + 71 + − 75 − − − − − − − − 33 50 − 80 − −
   D-fructosa + + + 80 + + + + + + + + − 33 + + + + −
   galactosa + + + + + + + + + 67 + 64 + + + + + − −
   glicerol + + + 40 + − 67 + − − − 82 − 33 + + 20 − −
   lactosa − − − − − − − − − − − − − − − + − − −
   maltosa + + + 40 + + + + + + + + − + + + + + +

   manitol + + + + + 75 + + + + + + + − + + + − 20

   manosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + 20

   melibiosa − − − − − − − − − − − − − − − + + − −
   rafinosa − − 17 − − − − − − − − − − − − + 80 − −
   ramnosa − − − − − − − − − − + − − − + + 80 − −
   sacarosa + − 17 + + − − 80 25 − + − − − − 60 + + −
   salicina − − 40 − 25 25 − − − + + 55 + − − + + − −
   sorbitol − − − − − − − − − − − 45 − − − + + − −
   D-sorbosa − − − − − − − − − − − − − − − − + − −
   almidón + + + + + + + + + + + − − − − − − − −
   trealosa + + 83 + + + + + + + + + + − + + + 33 −
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Tabla VI.6 (cont.).
      TAXÓN

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX

Especie † AVS AJ AH AH AVS Aer. Vibr. AVS Aer. AE AH EB Ent. Vibr. E-H EB PM Phot. Phot.

   D-xilosa − − − − − − − − − − − − − − + + + − −
Asimilación de :

   adonitol − − − − − − − − − 33 33 − − + − + − − −
   D-arab − − − − − − − − − − − − 50 − − − − − −
   L-arab − − − − − 50 29 − − + + − − 33 + + + 33 −
   celobiosa + 71 + − − 50 − − − − − − − 33 50 80 + − 20

   D-fructosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + −
   galactosa + + + + + + + + + 67 + 64 + + + + + − −
   glicerol + + + 40 + − 67 + − − − 82 − 33 + + 20 − −
   lactosa − − − − − − − − − − − − − − − + − − −
   maltosa + + + 40 + + + + + + + + − + + + + + +

   manitol 53 + 80 + + + + + + + + + + − + + + − −
   manosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + 80

   ramnosa − − − − − − − − − − + − − − + + 80 − −
   sacarosa + − 17 + + − − 80 25 − + − − − − 60 + + −
   salicina − − 40 − 25 25 − − − + + 55 + − − + + − −
   sorbitol − − − − − − − − − − − 45 − − − + + − −
   almidón + + + + + + + + + + + − − − − − − − −
   trealosa + + 83 + + + + + + + + + + − + + + 33 −
   xilosa − − − − − 25 − − − − − − − − − + + − −
   alcohol butílico 25 − 33 60 25 − − 20 25 33 67 + 75 + 69 20 60 66 20

   arginina − 71 17 − + − 50 80 + + + − − − − − − − −
   cisteína 50 + + + + − − + − + 67 + 75 + + + 80 − −
   glicocola − − − − − − + − − + 33 − − − − − − − 20
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Tabla VI.6 (cont.).
      TAXÓN

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX

Especie † AVS AJ AH AH AVS Aer. Vibr. AVS Aer. AE AH EB Ent. Vibr. E-H EB PM Phot. Phot.

Hidrólisis de:

   Tween 20 + + + + + + 71 + + + + − − − − 80 − 66 −
   Tween 80 + + + + + + + + + + + − − − − + − 33 −
   tributirina + + + 80 + + + + + + + − − 33 − − 60 33 −
   lecitina + + + + + + + + + + + 82 − − − + − − −
   reacción yema de huevo + + 67 + + + + 80 + + + 82 − − − + − − −
   gelatina + + + + − + 57 + + + + − 50 − − − − − −
   caseína + + + + − + + + 25 + + − − − − − − − −
   DNA + + + + − + + + + + + − 25 − − − − − −
   elastina + + + + − 25 + 60 + + + − − − − − − − −
   almidón + + + + + + + + + + + − − − − − − − −
   arginina + + 83 + + + + + + + + − − 67 − − − − −
   esculina − − + + − − − − − + + − + − − + + − −
   hipurato − − − − + − − − − − − − − − − − − − −
Hemólisis:

   α + + 67 80 + 25 + + + + + 27 50 − 52 60 60 33 −
   β 23 − 67 20 − − − + − 33 + − − − − − − − −
Descarboxilación de :

   lisina 60 + + + 50 − − 80 − 33 67 64 75 + + 80 − − −
   ornitina − − 17 − − − − − − − − + 50 + + 80 + − −
Sensibilidad al O-129 + + + + + + − + + + + + + − − + + 33 60
(1), ≥  del 85% de lascepas son positivas para esa prueba; (2), ≤  del 15% de las cepas son positivas para esa prueba; †, adscripción a familia, género o especie microbiana tal y como sigue:AVS,     A. veronii sobria   ;
AJ,     A. jandaei  ; AH,     A. hydrophila   ; Aer.,     Aeromonas    spp; Vibr.,     Vibrio    spp; AE,     A. eucrenophila   ; EB,     Enterobacteriaceae   ; Ent.,     Enterobacter   ; E-H,     Edwarsiella   -    Hafnia   ; PM,     P. mirabilis   ; Phot.,     Photobacterium    . *,
porcentaje de pruebas positivas para esa prueba. Todas las cepas contenidas en estos taxones dieron lugar a colonias de consistencia cremosa y produjeron ácido a partir de la ribosa. Ninguna de las cepas contenidas
en los taxones significativos produjeron pigmentos amarillos o de cualquier otra coloración, ni pigmentos fluorescentes en King A o King B. No produjeron ácido a partir del inositol y xilitol. No emplearon como única
fuente de carbono al inositol y al etanol. Igualmente, tampoco dieron lugar a levano a partir de la sacarosa.
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El taxón I, que contenía cuarenta cepas, estaba compuesto mayoritariamente por
representantes de la especie A. veronii sobria (treinta y cinco aislamientos), por lo que su
adscripción a especie no resultó dificultosa empleando el esquema de Abbott y col (1992). El
resto de cepas se adscribieron a A. jandaei (dos), A. hydrophila (una) y Aeromonas spp (dos).
Entre las características más discriminantes (con respecto al resto de los taxones) que presentó
el centroide (o HMO) de este taxón se destacaron su incapacidad para hidrolizar la esculina,
la producción de ácido a partir de la celobiosa y de la sacarosa y la asimilación de estos
mismos azúcares. Poseía, asimismo, un perfil netamente proteolítico y lipolítico.

De las siete cepas contenidas en el taxón II, únicamente una no fue adscrita a la
especie A. jandaei (lo fue a A. veronii sobria). Como en el caso anterior, la adscripción a
especie de este taxón no presentó ningún tipo de problemas, asemejándose mucho al perfil
fenotípico del taxón I, excepto en lo referente a la producción de ácido y asimilación de la
sacarosa, característica diferencial entre A. veronii sobria y A. jandaei. Las cepas de este
taxón mostraron también características proteolíticas y lipolíticas. No crecieron a 42ºC (a
diferencia de lo observado en el esquema de Esteve y col, 1995c).

Los taxones III y IV (que incluían seis y cinco cepas respectivamente) se asignaron al
“complejo A. hydrophila”. Teniendo en cuenta las características de los grupos de hibridación
que aparecen reflejadas en los trabajos de Abbot y col (1992) y Hänninen (1994), la mayor
parte de estas cepas, por el hecho de ser incapaces de fermentar la salicina y el sorbitol,
podrían adscribirse al grupo de hibridación 2 de Aeromonas, dentro del “complejo A.
hydrophila”. Ambos agrupamientos se diferenciaron entre sí, únicamente, en virtud de la
asimilación y la producción de ácido a partir de la sacarosa y la celobiosa, y del crecimiento
en presencia de 3 % de sal. El número de azúcares a partir de los cuales se originó ácido fue
sensiblemente menor en las cepas del taxón IV, ninguna de las cuales dió lugar a indol a partir
del triptófano.

Las cuatro cepas incluidas en el taxón V se identificaron como A. veronii sobria.
Globalmente, mostraron pocas diferencias con respecto a las cepas contenidas en el taxón I.
Entre estas diferencias destacamos las siguientes: su incapacidad para asimilar la celobiosa, su
asimilación de la arginina; su actividad proteolítica nula y su capacidad para hidrolizar el
hipurato.

El taxón VI, a pesar de contener dos cepas identificadas como A. jandaei, no fue
asignado a ninguna de las especies de Aeromonas en particular, si bien su adscripción a
género resultó ser clara. Las cepas comprendidas en este agrupamiento mostraron las menores
versatilidades nutricionales y actividades acidificantes de entre todos los taxones de
Aeromonas, así como una actividad elastinolítica baja y nula capacidad para producir gas a
partir de la glucosa. Teniendo en cuenta las características consideradas en los esquemas de
identificación disponibles, el HMO de este taxón se aproximaba a la descripción clásica de la
especie A. sobria y cercano a A. jandaei. Por otro lado, el hecho de no ser capaces de producir
gas a partir de la glucosa podría habernos llevado erróneamente a pensar que se trataría de A.
caviae o A. media, de acuerdo con el esquema de Esteve y col (1995c).

Las siete cepas contenidas en el taxón VII se adscribieron al género Vibrio,
asignándose tres cepas a V. fluvialis, una a V. furnissi, otra a V. anguillarum (L. anguillarum).
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Las dos restantes no se pudieron identificar a nivel de especie. Si tenemos en cuenta los
resultados de la tabla VI.6, podemos apreciar que estas cepas conformaron un taxón bastante
homogéneo. Su perfil de asimilación de compuestos carbonados y producción de ácido a
partir de distintos azúcares fue bastante parecido al de los taxones asignados al género
Aeromonas. Del mismo modo, sus actividades lipo y proteolíticas fueron equivalentes a las de
las cepas contenidas en los taxones de Aeromonas. Sin embargo, las cepas en él contenidas
resultaron sensibles al agente O-129, característica tenida en cuenta para la diferenciación
entre los representantes del género Vibrio y los del género Aeromonas. Asimismo,
manifestaron actividad β-galactosidasa. Considerando todas estas características, a este taxón
lo asignamos finalmente al género Vibrio, sin definir especie.

Cuatro de las cinco cepas del taxón VIII fueron identificadas como A. veronii sobria.
La restante lo fue como A. jandaei. Este agrupamiento presentó características intermedias
entre los taxones I y V, también identificados como A. veronii sobria. Así, las cepas
contenidas en este taxón no fueron capaces de asimilar la celobiosa (a diferencia del taxón I),
pero manifestaron actividad proteolítica (a diferencia del taxón V). A diferencia de ambos,
poseyeron actividad β-hemolítica y crecieron a 42ºC (característica de esta especie que
aparece en el esquema de Esteve y col, 1995c). El perfil fenotípico de su HMO fue bastante
similar al del taxón 14 de Sternström y Mölin (1990), que ellos identificaron como A. sobria.

El taxón IX, identificado como Aeromonas spp al contener cepas de A. veronii sobria
y A. jandaei, poseía características muy parecidas a las del VI, si bien era ligeramente más
versátil que aquél, desde el punto de vista nutricional, y con actividad elastinolítica marcada y
caseinolítica débil. Teniendo en cuenta su similitud con el taxón VI, podríamos concluir del
mismo modo que en aquel caso, afirmando que este taxón mostró características del
“complejo A. sobria”, con algunas características propias de otras especies (ausencia de
producción de gas a partir de la glucosa).

Los taxones X y XI, que contenían cepas de Aeromonas capaces de hidrolizar la
esculina, fueron identificados, respectivamente, como A. eucrenophila (negativos para la
prueba del Voges-Proskauer) y A. hydrophila (positivas para esta misma prueba). Como
características más significativas de ambos taxones podemos destacar que eran levemente más
vigorosos que el resto de agrupamientos de Aeromonas desde el punto de vista nutricional.
Las cepas del taxón X fueron capaces de reducir el OTMA a TMA y de producir un pigmento
rosado en el Agar Tirosina. Las del taxón XI, por su parte, manifestaron actividad β-
hemolítica. Las cepas de A. hydrophila (taxón XI), a diferencia de las contenidas en los
taxones III y IV, fueron capaces de fermentar la salicina y de asimilar la arginina como fuente
de carbono, por lo que correspondían al grupo de hibridación 1 del “complejo A. hydrophila”.

El primero de los taxones que agrupaba a un número significativo de cepas adscritas a
la familia Enterobacteriaceae (taxón XII) fue muy heterogéneo. Contenía un total de once
cepas de las cuales nueve eran enterobacterias (cuatro H. alvei, tres Edwarsiella spp y dos P.
mirabilis). Las dos restantes fueron identificadas tentativamente como A. veronii sobria. Se
mostraron tan versátiles, nutricionalmente, como las cepas contenidas en los taxones de
Aeromonas. Sin embargo fueron menos activas que aquéllas a la hora de dar lugar a ácido a
partir de los azúcares ensayados. Entre sus actividades extracelulares solamente destacaron su
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acción sobre la yema de huevo y sobre la ornitina. Por lo demás, no mostraron ninguna otra
actividad lipolítica ni proteolítica. Teniendo en cuenta la heterogeneidad de este taxón no
fuimos capaces de asignarlo a ninguno de los grupos microbianos considerados, pero lo
encontramos intermedio entre las tribus Klebsielleae, Proteeae y Edwarsielleae. Las cepas de
P. mirabilis contribuían a que la prueba de la descarboxilación de la ornitina no fuera
enteramente positiva y las cepas de Edwarsiella a que el signo de la prueba del Voges-
Proskauer no fuese positivo, de tal modo que este taxón no pudo ser asignado a una de estas
tres tribus mencionadas.

El taxón XIII, que contenía únicamente cuatro cepas fue más sencillo de tratar, ya que
tres de ellas se identificaron como Enterobacter y una como Serratia. Entre sus características
destacaban que las cepas contenidas en él eran capaces de hidrolizar la urea, de crecer en el
agar citrato de Simmon y de hidrolizar la esculina, pero incapaces de producir indol y de
fermentar la lactosa, propiedades características de las cepas de Enterobacter. Este
agrupamiento, presentó, asimismo, un perfil de fermentación de azúcares y de asimilación de
compuestos de carbono bastante similar al del taxón XII. Sus actividades extracelulares se
circunscribieron a la hidrólisis de la gelatina por parte de algunas cepas. Así, teniendo en
cuenta las características fenotípicas diagnósticas más importantes (conforme a Ewing -1986-
) y atendiendo a la identificación preliminar, mediante claves diagnósticas, este taxón se
identificó como Enterobacter spp.

El taxón XIV incluía tres cepas que se identificaron presuntivamente como Vibrio, si
bien únicamente una de ellas se pudo asignar a alguna de las especies actualmente descritas
dentro de este género, concretamente a V. diazotrophicus, empleando la clave de
identificación de Alsina y Blanch (1994). Las cepas fueron oxidasa positivas, sensibles al
compuesto vibriostático O-129 y mostraron una actividad fisiológica reducida, a pesar de que
eran capaces de hidrolizar el hipurato (propiedad que presentaron muy pocas cepas en este
estudio taxonómico), de descarboxilar la ornitina y de utilizar el adonitol como única fuente
de carbono. No presentaron actividad proteolítica ni lipolítica. No fueron capaces de utilizar
el manitol como fuente de carbono, por lo cual se desmarcaron de la descripción general de
este género (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992). A pesar de ello, por su baja actividad
metabólica (un número reducido de cepas fueron capaces de fermentar azúcares o asimilar
compuestos de carbono) y por su reducidad actividad hidrolítica de compuestos de naturaleza
lipídica y proteica, podrían corresponder a la especie V. diazotrophicus.

De las veintinueve cepas contenidas en el taxón XV, 17 se adscribieron al género
Edwarsiella, nueve a H. alvei , dos a E. aerogenes y una a P. mirabilis. Todas las cepas fueron
móviles, incapaces de hidrolizar la arginina, la urea, la gelatina o alguno de los compuestos de
naturaleza lipídica estudiados, pero sí descarboxiladoras de la ornitina y de la lisina, todas
ellas características comunes a Edwarsiella spp y H. alvei (Ewing, 1986). Sin embargo,
resultaron ser variables en la prueba del Voges-Proskauer, “test” para el cual las cepas del
género Edwarsiella son universalmente negativas (Ewing, 1986). Por lo demás, se mostraron
con una mayor capacidad para utilizar compuestos carbonados y para producir ácido a partir
de once de los azúcares ensayados. Teniendo en cuenta las especies contenidas
mayoritariamente en este grupo taxonómico y las características intermedias entre las dos
especies mayoritarias en este taxón, concluímos en identificarlo como intermedio entre
Edwarsiella spp y H. alvei.
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El taxón XVI resultó ser el más problemático desde el punto de vista de su adscripción
a género, dado que cuatro de las cinco cepas (que indudablemente pertenecían a la familia
Enterobacteriaceae) contenidas en este agrupamiento no pudieron ser adscritas a ninguno de
los géneros de enterobacterias conocidas. Fueron positivas para la prueba del rojo de metilo,
la hidrólisis de la esculina y la fermentación de la lactosa, así como mayoritariamente
crecieron en agar citrato de Simmon y descarboxilaron la ornitina y la lisina, pero no dieron
positivo en la prueba del Voges-Proskauer. Manifestaron actividad frente a sustratos lipídicos
(Tween 20 y 80), a diferencia de los restantes taxones de Enterobacteriaceae y fueron activos
frente a la yema de huevo, al igual que las cepas contenidas en el taxón XII. También
utilizaron un gran número de azúcares para dar lugar a ácido (dieciocho) y crecieron a partir
de múltiples compuestos como únicas fuentes de carbono (un total de diecisiete). Empleando
la clave de identificación de enterobacterias (Koneman y col, 1989), este taxón se habría de
asignar a la especie E. cloacae, pero según las características de la tribu Salmonelleae (Ewing,
1986), excepción hecha de la producción de H2S en el medio TSI para la que fueron
negativas, se podrían haber atribuído a este último grupo microbiano. Finalmente, decidimos
no adscribirlo a ningún grupo descrito con anterioridad.

El taxón XVII fue uno de los agrupamientos más homogéneos de los correspondientes
a las enterobacterias, no sólo en cuanto a las características fenotípicas del HMO, sino en
cuanto a su composición específica, ya que las cinco cepas incluidas en él fueron identificadas
como Proteus mirabilis mediante las claves de Koneman y col (1989). De hecho, el perfil de
este agrupamiento correspondía muy bien a la descripción de esta especie, a pesar de ser
incapaces de hidrolizar la gelatina y de presentar actividad lipolítica variable.
Cuantitativamente, este taxón presentó un patrón de fermentación de azúcares y de
asimilación de compuestos de carbono intermedio entre los taxones XV y XVI.

Los taxones XVIII y XIX agruparon a cepas que, siendo oxidasa positivas, no fueron
resistentes al O-129. Entre éstas, siete cepas se identificaron tentativamente como
Photobacterium spp y una como A. sobria, si bien las primeras no precisaron de NaCl para su
crecimiento y no fueron bacterias luminosas (características tenidas por universales para estas
especies -Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992-). Entre las propiedades bioquímicas típicas
de Photobacterium, que hemos podido apreciar en las cepas identificadas como tales, se
encontraban su incapacidad para utilizar el manitol (las especies de Vibrio sí lo utilizan), el no
crecer por encima de los 40ºC y la sensibilidad al compuesto O-129 (Hernández Haba y
Dubón Pérez, 1992). Otras características interesantes y comunes a ambos taxones fueron su
escasa, e incluso nula (taxón XIX), actividad proteo y lipolítica. En contraste con el resto de
agrupamientos considerados en este trabajo, ambos presentaron una baja actividad fisiológica,
escasa capacidad para fermentar azúcares y escaso vigor a la hora de asimilar compuestos
como única fuente de carbono (sobre todo el taxón XIX). Las cepas contenidas en ellos
fueron psicrofilas, al crecer a 4ºC pero no a 37ºC. De todos modos, no nos atrevemos a
asignar, con total certidumbre, estas cepas al género Photobacterium, por lo que se requerirán
investigaciones posteriores para aclarar su situación taxonómica.

A la vista de estos resultados, podemos observar que todos los taxones identificados
como pertenecientes al género Aeromonas aparecen en la zona superior del dendrograma
(figuras VI.9 y VI.10), claramente separados de los taxones de enterobacterias. Ambos
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superagrupamientos confluyen a un 63 % de similitud. Entre este punto y un 77 % de
similitud se sitúan un número reducido de cepas no agrupadas y que se adscribieron a géneros
o especies pertenecientes a uno u otro grupo.

En la zona del dendrograma correspondiente a la mayoría de las cepas de
enterobacterias (zona inferior, figura VI.9) se puede observar, con respecto a la zona de
Aeromonas, la existencia de un mayor porcentaje de cepas no agrupadas, en relación con las
que sí fueron agrupadas, a un nivel de semejanza del 88 % SSM. Si este nivel lo hicieramos
descender hasta un 80 %, en la representación gráfica nos resultaría un nuevo taxón,
intermedio entre el XVI y el XVII, que agruparía a las cepas identificadas como
pertenecientes al género Citrobacter. Se puede apreciar, asimismo, que a este último nivel de
semejanza no varía mucho la estructura del dendrograma en lo que se refiere a los taxones
que contienen enterobacterias, observándose una diáfana separación entre el supertaxón que
agrupa a Edwarsiella y la mayor parte de las cepas de Hafnia (incapaces de crecer a 37ºC, de
asimilar la L-arabinosa y de producir ácido a partir de la xilosa) y el que agrupa a la mayoría
de Proteus, Klebsiella y Citrobacter (capaces de crecer a 37ºC, de asimilar la L-arabinosa y
fermentadores de la xilosa).

La última porción del dendrograma (figuras VI.9 y VI.10) se caracterizó por contener
cepas oxidasa positivas entre las cuales se encontraron las cepas de colección de A. sobria y
A. hydrophila, varias cepas salvajes de Aeromonas y, como acabamos de mencionar, cepas de
Photobacterium.
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DISCUSIÓN

GRAM NEGATIVOS AEROBIOS INMÓVILES

La prueba de la oxidasa fue utilizada en primer lugar para la diferenciación, a nivel de
género, entre aquellas cepas inmóviles que no mostraron ningun tipo de pigmentación en
medio sólido. Así, la identificación de Acinetobacter a nivel de género no supuso un gran
problema, ya que es el único género caracterizado por ser oxidasa negativo dentro de la
familia Moraxellaceae. Para la adscripción al género Psychrobacter se tuvo en cuenta, en
primer lugar, la capacidad que tenían las cepas para crecer a bajas temperaturas, de manera
que aquellas cepas que no crecían a 4ºC fueron asignadas al género Moraxella. Para distinguir
Psychrobacter de las cepas de M. phenylpiruvica, única especie de este género que es capaz
de crecer a bajas temperaturas, consideramos la producción de ácido a partir de la glucosa en
condiciones aerobias, de modo que aquellas cepas capaces de hacerlo eran adscritas
automáticamente a Psychrobacter. Sin embargo, Gennari y col (1989) diferenciaban las cepas
de “bacterias semejantes a Moraxella” entre sacarolíticas y no sacarolíticas (productoras de
ácido y no productoras de ácido a partir de la glucosa respectivamente), pero las adscribieron
todas ellas a la especie P. immobilis. En este mismo sentido, Shaw y Latty (1988) asignaron a
P. immobilis cepas que no fueron capaces de producir ácido a partir de la glucosa y
consideraron, consecuentemente, que esta propiedad no era de valor para diferenciar P.
immobilis de otros microorganismos próximos y que también fueran oxidasa positivos. Moss
y col (1988), además de considerar las pruebas fenotípicas a las que acabamos de hacer
referencia para la distinción entre estos tres géneros microbianos, tienen en cuenta la
hidrólisis de la urea, si bien se ha detectado la existencia de cepas de Psychrobacter que son
capaces de dar lugar a dicha hidrólisis (Shaw y Latty, 1988).

En nuestro estudio, al igual que en el de Gennari y col (1989), hemos detectado la
presencia de cepas de Psychrobacter con características cercanas a M. osloensis o M.
phenylpiruvica, que sin embargo las hemos identificado como P. immobilis. Tal y como se
aprecia en la figura VI.1, no todas las cepas aisladas de pescado con características similares a
Moraxella fueron identificadas como P. immobilis , al contrario de lo afirmado por Gennari y
col (1989) en referencia a las cepas identificadas como “semejantes a Moraxella” y aisladas
en pescado de origen marino.

Debido a que durante muchos años no existía una separación clara entre las cepas del
género Moraxella y las “bacterias semejantes a Moraxella”, cuya principal característica era
la de crecer a bajas temperaturas, en la bibliografía existente se puede observar que distintos
autores agrupan, bajo el nombre génerico Moraxella, a todas las cepas aisladas a partir de
alimentos diversos con características propias de las moraxelas, lo cual hace complicada la
comparación entre los resultados de dichos estudios y los obtenidos por nosotros. Así, Lee y
Harrison (1968) y Acuff y col (1984) observaron la disminución de Moraxella (en conjunción
con Acinetobacter), en porcentaje con respecto a la flora total, a medida que avanzaba el
almacenamiento a refrigeración del pescado que estudiaron. Horsley (1973), por su parte,
detectó la presencia de Moraxella en piel y agallas de salmónidos, donde representaban un
porcentaje elevado de la población. De todos modos, pensamos que no sería erroneo el
afirmar que dichas cepas, o la mayor parte de dichas cepas, identificadas como Moraxella en
realidad pertenecían bien a P. immobilis o bien a M. phenylpiruvica, especies de interés desde
el punto de vista alimentario y de escasa importancia desde el punto de vista clínico.
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M. phenylpiruvica y microorganismos parecidos a esta especie han sido detectados en
carne de aves, pescado y material clínico siendo, su característica principal, como en P.
immobilis, su capacidad para crecer a bajas temperaturas. Prieto y col (1992b) han aislado M.
phenylpiruvica a partir de como canales de cordero. Otros autores han detectado la presencia
de representantes del género Moraxella a partir de diversos alimentos (Prieto y col, 1992b) y
en piscifactorías (Allen y col, 1983b), pero no pudieron conseguir su identificación a nivel de
especie. Por otro lado, alguna de las cepas no sacarolíticas de “Moraxella-like” estudiadas por
Gennari y col (1989) bien podrían haber sido adscritas a M. phenylpiruvica en virtud de sus
características fenotípicas, pero no lo fueron en base a los ensayos de transformación que
realizaron y que determinaron su identificación como P. immobilis.

Las cepas de M. phenylpiruvica estudiadas en el presente trabajo se asemejan mucho,
en aspectos tales como la incapacidad de producir ácido a partir de distintos azúcares, en la
hidrólisis de la urea, en la reducción de nitratos y en la actividad sobre la gelatina, a la
descripción dada por Henriksen (1973), la cual ha sufrido pocas variaciones desde entonces.
La actividad sobre la urea es una de las principales características que hemos tenido en cuenta
para diferenciar M. phenylpiruvica de M. osloensis.

Desde que se definió P. immobilis como especie han sido numerosos los hábitats en
los que ha sido detectado. Así, tenemos noticias de su aislamiento en canales de cordero
(Prieto y col, 1992b), en leche de oveja (García-Armesto y col, 1993), en pescado fresco y
alterado (Gennari y col, 1989; Sternström y Mölin, 1990) y en alimentos proteicos en general
(Shaw y Latty, 1988).

Las cepas identificadas como P. immobilis (contenidas en los taxones II y III
principalmente -figura VI.4-) se asemejan, desde el punto de vista fenotípico, a la descripción
de especie dada por Juni y Heym (1986) y a la de las cepas de Gennari y col (1989). Además,
el patrón de producción de ácido a partir de los azúcares ensayados fue bastante similar al de
las cepas contenidas en los taxones de P. immobilis de Sternström y Mölin (1990). Sin
embargo, algunas de ellas difieren de dichas descripciones en características puntuales como
la no producción de ácido a partir de ramnosa y de xilosa y la no actividad sobre Tween 80
(positivas en el esquema de Juni y Heym -1986- y en el de Gennari y col -1989-), la actividad
gelatinasa de las cepas contenidas en el taxón III y la variabilidad en la reducción de nitratos.
A diferencia de las de Gennari y col (1989) y de Shaw y Latty (1988) no todas nuestras cepas
de P. immobilis manifestaron crecimiento en presencia de un 6 % de sal. Otros autores
(Nishimura y col, 1989) han observado, de hecho, que algunas cepas de P. immobilis no
toleran esas mismas concentraciones salinas. Al contrario que las cepas de P. immobilis
estudiadas por Shaw y Latty (1988), algunas de nuestras cepas fueron capaces de crecer sobre
hidratos de carbono y polialcoholes y no manifestaron actividades lipolíticas. Podríamos
encontrarnos, por tanto, frente a alguna variedad dentro del género Psychrobacter, diferente
de P. immobilis. Tal y como afirmaron Juni y Heym (1986) esta especie ha evolucionado
considerablemente al estar presente en una gran variedad de ambientes, lo cual podría haber
resultado en cambios en su estructura del ADN, en contraposición a las moraxelas, que
residen en un ambiente muy constante (animales de sangre caliente) y, presumiblemente,
evolucionan menos. Por otra parte, Gennari y col (1989) postularon que el género
Psychrobacter podría estar compuesto por una sola especie, pero que estudios fenotípicos y
genéticos podrían llevarnos a una sudivisión diferente de este género. Por ello pensamos que
estas cepas de Psychrobacter, adaptadas al ambiente del tipo de pescado refrigerado objeto de
nuestro estudio, podrían constituir una nueva biovariedad o especie dentro de este género
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microbiano, teoría que habría de ser contrastada mediante la realización de análisis de ácidos
nucleicos.

Diversos autores, como Shaw y Latty (1988), Prieto y col (1992b) y García-Armesto y
col (1993) han descrito la presencia de una variedad inmóvil de Pseudomonas fragi en
diversos alimentos proteicos. Estas cepas diferían de P. immobilis en que utilizaban un mayor
número de compuestos como única fuente de carbono. En el análisis taxonómico de los
primeros (Shaw y Latty, 1988) obtuvieron un agrupamiento que contenía cepas tipo de
Pseudomonas y en el que la mayoría de las cepas salvajes eran semejantes a las del taxón I de
Shaw y Latty (1982). Afirmaron que podían haber sido relevantes en la alteración de los
alimentos proteicos a partir de los cuales se habían aislado y que podrían haber sido
identificados como “Moraxella-like” al ser oxidasa positivas e inmóviles. En este sentido,
Prieto y col (1992b), al adscribir algunas de sus cepas a P. fragi , consideraron que el utilizar
esquemas taxonómicos clásicos podría llevar a realizar identificaciones erróneas. En ese
mismo trabajo (Prieto y col, 1992b) se observó que, en contra de lo acontecido con el resto de
cepas inmóviles estudiadas, las cepas identificadas como P. fragi  veían que sus niveles, con
respecto a la flora total, aumentaban a medida que avanzaba el almacenamiento a
refrigeración de las canales de cordero. Algunas de las cepas contenidas en los taxones II y III
(las consideradas como P. immobilis atípicas -figura VI.4- y cuyos niveles aumentaban a
medida que avanzaba el almacenamiento) se aproximaron, por su versatilidad nutricional, a la
descripción de este taxón de Shaw y Latty (1988), pero no a la del taxón de P. fragi obtenido
por Prieto y col (1992b). Además, en un estudio preliminar en el que se incluyeron las cepas
tipo de distintas especies de Pseudomonas se pudo apreciar que ninguna de dichas cepas de
colección se agrupaba con las cepas contenidas en los taxones II o III (figura VI.4). Si nos
basamos en el esquema que Shaw y Latty (1988) propusieron para diferenciar los taxones de
P. fragi de los de P. immobilis, los taxones II y III (tabla VI.2) presentarían características
intermedias entre ambas especies. Por todo ello, opinamos que nuestras cepas, más que
corresponder a variantes inmóviles de P. fragi, pueden ser variantes de Psychrobacter no
pertenecientes a la especie P. immobilis.

P. immobilis no parece desempeñar un papel importante en la alteración del pescado,
al no hidrolizar compuestos proteicos ni producir H2S, pero sí podría intervenir en el
desarrollo de la alteración de la grasa del pescado por su acción lipolítica sobre diversos
compuestos (Gennari y col, 1989), lo cual no parece muy probable en los peces sometidos a
estudio, que no entran dentro de la categoría de pescados grasos. Sin embargo, algunas de
nuestras cepas sí dieron lugar a actividad proteolítica, e incluso sus niveles se incrementaron a
medida que evolucionaba el almacenamiento, pero no parece probable que puedan contribuir
al desarrollo de malos olores al no actuar sobre compuestos de bajo peso molecular (OTMA)
ni producir H2S. Gillespie y McRae (1975) y Gram y col (1987) estudiando “bacterias
semejantes a Moraxella” encontraron que eran incapaces de producir malos olores y sulfuros
volátiles en muestras o en jugos de pescado. Sin embargo, Van Spreekens (1977), estudiando
cepas de esa misma naturaleza, apreció que algunas de ellas eran capaces de reducir el OTMA
y de producir malos olores, si bien se trataba de olores débiles. Otra de las razones por las
cuales no se han considerado como microorganismos alterantes era que, en algunos casos, si
bien durante los primeros estadios del almacenamiento a refrigeración de ciertos alimentos
tenían cierta tendencia al incremento de sus niveles (Gennari y col, 1989), a continuación se
daba un rápido descenso de los mismos con respecto a la flora total (Gennari y col, 1989;
Prieto y col, 1992b). En nuestro caso hemos podido apreciar que no sólo no se producía este
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descenso, sino que las proporciones relativas de estos microorganismos aumentaban a medida
que avanzaba el almacenamiento (figura VI.3).

Se han encontrado representantes del género Acinetobacter en leche (García -Armesto
y col, 1993; Ternström y col, 1993), en muestras de agua de una piscifactoría y en distintas
muestras tomadas en salmónidos y otros peces de agua dulce (Abo, 1980; Acuff y col, 1984;
Allen y col, 1983b; Austin y Al Zahrani, 1988; Horsley, 1973; Trust y Sparrow, 1974),
ambientes marinos y en pescado de este mismo origen (Austin, 1982; Gennari y col, 1989) y
en otros alimentos proteicos (Shaw y Latty, 1988). El aislamiento de miembros de este género
en alimentos refrigerados no es extraño, ya que crecen bien a 7ºC (Jay, 1987). A pesar de que
su actividad alterante no parece ser muy importante (Gennari y col, 1989), algunos autores
han constatado la formación de bases y ácidos volátiles en pescado como resultado de su
actividad metabólica. En nuestro estudio hemos podido comprobar que la presencia de
representantes de Acinetobacter se reducía conforme progresaba el almacenamiento (figura
VI.3). Éste es uno de los motivos por los cuales no se ha considerado a Acinetobacter como
alterante del pescado, ya que se ha observado con relativa frecuencia que sus porcentajes
disminuyen de manera muy acusada, con respecto a la flora total, a medida que avanza el
almacenamiento a refrigeración del pescado (Acuff y col, 1984; Lee y Harrison, 1968), si bien
en los estudios de Wempe y Davidson (1992) se pudo apreciar que dichos niveles no se veían
prácticamente reducidos con respecto a los obtenidos tras el fileteado del pescado. Otro
fenómeno que se ha observado en varias ocasiones es que los niveles de Acinetobacter son
más altos en pescado comercial que en pescado fresco recién capturado (Shewan, 1971), lo
cual podría estar relacionado con un manejo higiénicamente deficiente. En este sentido, en la
figura VI.2 se puede observar que la mayor parte de las cepas de Acinetobacter fueron
aisladas a partir de las muestras de trucha arco iris, ejemplares en los que, asimismo (capítulo
VII), se aislaron la mayor parte de las cepas de Staphylococcus. Estos microorganismos, cuyo
hábitat principal son la piel y las mucosas del hombre y de otros animales de sangre caliente,
son indicativos de prácticas higiénicas no aconsejables, de manejo poco cuidadoso.

Anteriormente hemos puesto de manifiesto que la identificación de Acinetobacter a
nivel de género no supone un gran problema, ya que es el único representante oxidasa
negativo dentro de la familia Moraxellaceae, si bien algunas de nuestras cepas, identificadas
como Acinetobacter, son negativas para la producción del indol, característica común a los
géneros incluidos en dicha familia (Rossau y col, 1991). Sin embargo, la diferenciación a
nivel de especie (y de grupo de hibridación) es significativamente más complicada (Shaw y
Latty, 1988). En este sentido, Van Landschoot y col (1986) observaron que los organismos
incluidos en este género no eran fáciles de identificar porque las cepas, dentro de cada grupo
que estudiaron, no mostraban características que permitiesen una identificación inequívoca.

Entre las características variables para algunas de nuestras cepas de Acinetobacter y
que son negativas en los trabajos de algunos autores se encontraron: la reducción de los
nitratos, la producción de indol, la prueba del Voges Proskauer, la producción de H2S, la
actividad desoxirribonucleasa y la utilización de arabinosa, galactosa, glucosa, lactosa,
manosa y ramnosa (Bouvet y Grimont, 1986; Henriksen, 1973; Pagel y Seyfried, 1976), lo
cual podría suponer que nos encontrásemos frente a microorganismos adaptados a un medio
determinado y capaces, por tanto, de desarrollar ciertas actividades que no presentan
organismos de este mismo género pero aislados en otros medios y hábitats diferentes. Soddel
y col (1993) pusieron de manifiesto la falta de correspondencia entre los patrones fenotípicos
de las cepas de Acinetobacter de origen no clínico y los esquemas tradicionalmente utilizados
para la identificación de miembros de este género (basados en las características de cepas de
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origen clínico). Estos autores (Soddel y col, 1993) observaron que ninguno de los sistemas
que emplearon servían para identificar cepas aisladas a partir de aguas residuales. A pesar de
ello, en nuestro trabajo hemos procedido a la identificación a nivel de especie de los
representantes de este género microbiano, si bien teniendo en cuenta que dicha identificación
se ha basado en un número reducido de pruebas fenotípicas que discutiremos a continuación.
En otros trabajos (García-Armesto y col, 1993) también se puede apreciar que las cepas
ambientales identificadas a nivel de especie no se ajustan del todo a las descripciones dadas
en el esquema de Bouvet y Grimont (1986).

Kämpfer y col (1993) encontraron que Acinetobacter johnsonii, al igual que en nuestro
caso, podía presentar respuestas diferentes frente al citrato como única fuente de carbono.
Entre las características (del esquema de Bouvet y Grimont -1986-) que se tuvieron en cuenta
para la adscripción a A. johnsonii se encuentran: su incapacidad de crecer a 37ºC, frente al
resto de grupos de hibridación de Acinetobacter que sí son capaces de hacerlo a esa
temperatura, la incapacidad para dar lugar a ácido a partir de la glucosa, la ausencia de
actividades gelatinasa y no ser hemolíticas. Las cepas identificadas como A. calcoaceticus  y
A. lwoffii  fueron capaces de crecer a 37ºC. A diferencia de las primeras, las de A. lwoffii no
utilizaron citrato como única fuente de carbono y no pudieron producir ácido a partir de la
glucosa. Alguna de las cepas del taxón V (figura VI.4 y tabla VI.2) presentaba características
comunes con la cepa 85 de Bouvet y Grimont (1986), que éstos no asignaron a ninguno de los
grupos de hibridación que establecieron.

A. johnsonii ha sido la especie de Acinetobacter aislada con más frecuencia y en
mayor número de muestras en nuestro trabajo. Esta especie ha sido aislada, también, a partir
de muestras clínicas y en carne de aves, y puede ser agente de la aparición de viscosidad en la
leche (Bouvet y Grimont, 1986). También se ha detectado en leche de oveja cruda (García-
Armesto y col, 1993). Sin embargo, no fue detectada en las muestras tomadas de tejido
muscular, a diferencia de A. lwoffii que sí lo fue. La mayor parte de las cepas de
Acinetobacter que aislaron Gennari y col (1989) a partir de sardinas se adscribieron a la
especie A. lwoffii. También se han aislado cepas en leche alterada que presentaron perfiles
intermedios entre A. johnsonii y A. lwoffii, y que aunque lipolíticas eran poco vigorosas
(Ternström y col, 1993).

Representantes del género Flavobacterium han sido aislados a partir alimentos como
la leche (Cox y McRae, 1989; García-Armesto y col, 1993) y a partir de pescado y ambientes
acuáticos (Acuff y col, 1984; Adams y col, 1964; Allen y col, 1983b; Gennari y Tomaselli,
1988; Laycock y Regier, 1970). A pesar de que entre las cepas que seleccionamos para su
posterior identificación no detectamos la presencia de Flavobacterium en las muestras de
agua, intestino y agallas, sí las detectamos en muestras de piel al comienzo del
almacenamiento a refrigeración y en muestras de tejido muscular cuando el pescado se
encontraba ya alterado. En el estudio de Horsley (1973), Flavobacterium era uno de los
grupos microbianos mayoritarios en piel y agallas de salmónidos. Sin embargo, y a diferencia
de nuestro trabajo, Trust y Sparrow (1974) lo aislaron en muestras de intestino de salmónidos.
En ninguno de estos casos se realizó la identificación a nivel de especie de las cepas aisladas.
Esto tendría explicación si tenemos presente que, debido a las condiciones ambientales
constantemente cambiantes, las cepas de origen no clínico no forman especies definidas y su
adscripción a especie es más difícil (Holmes y col, 1984).

De las cepas de este género que asignamos tentativamente a especie destacan F.
balustinum, F. aquatile y F. breve, especies que se han aislado en muestras no clínicas en
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otras ocasiones (Holmes y col, 1984). Cox y McRae (1989) detectaron la presencia, en leche
de cabra, de cepas inmóviles que daban lugar a pigmentaciones naranjas y que eran cercanas a
F. balustinum.

En cuanto a la importancia de Flavobacterium como microorganismos alterantes, hay
que destacar que, si bien en ocasiones se detectaron formas suaves de alteración debida a
representantes de este grupo microbiano (Castell y Anderson, 1948), desde hace años se ha
podido apreciar que en la mayor parte de las ocasiones no parecía que interviniesen en dicha
alteración en condiciones comerciales, en contraste con otras bacterias que competían mejor
(Castell y Mapplebeck, 1952). En este sentido, Lobben y Lee (1968) observó que no
producían ni ácidos ni bases volátiles relacionadas con la alteración del pescado. En la figura
VI.3 se puede observar que los niveles de Flavobacterium no son significativos durante el
almacenamiento a refrigeración de los pescados de agua dulce analizados. Diversos autores
(Acuff y col, 1984; Adams y col, 1964; Lee y Harrison, 1968) han constatado que,
independientemente de los niveles iniciales de flavobacterias en productos de la pesca, su
presencia se reduce drásticamente a partir del momento en que comienza la refrigeración de
los mismos.

Por lo que se refiere al estudio taxonómico propiamente dicho, los mejores índices de
separación entre taxones (tabla VI.3) correspondieron a la asimilación del gluconato (18), de
la lisina (16) y de la arginina (12). Por otro lado, Prieto y col (1992b) obtuvieron que los
mejores índices de separación entre taxones de bacterias Gram negativas aerobias inmóviles
se debían a las pruebas de producción de ácido a partir de distintos azúcares (concretamente
de melibiosa, L-arabinosa y celobiosa) en contraposición a lo que advirtieron para la
diferencición entre taxones conteniendo Pseudomonas (Prieto y col, 1992a), en los cuales la
mejor separación entre grupos la proporcionaban las pruebas de asimilación de compuestos de
carbono.

En nuestro estudio hemos podido observar la gran proximidad (basándonos en
propiedades fenotípicas) existente entre las cepas de P. immobilis y de M. phenylpiruvica.
Así, la mayor parte de las cepas identificadas como tales se agruparon a niveles de semejanza
del 76% (taxones I a III). La proximidad entre ambas especies, desde un punto de vista
fenotípico, ya fue puesta de manifiesto por Rossau y col (1991). En este sentido, en el trabajo
de Prieto y col (1992b) también se puede observar que los taxones que contenían a ambas
especies estaban muy próximos entre sí y se agrupaban a un nivel de semejanza más alto que
con los taxones que contenían cepas de Moraxella spp y de P. fragi inmóviles.

Los taxones conteniendo cepas de Acinetobacter (taxones V, VI y IX -figura VI.4-) se
encontraron mucho más dispersos en el dendrograma que los de P. immobilis, revelando
cierta heterogeneidad o variabilidad fenotípica dentro de dicho género (Van Landschoot y col,
1986). Las cepas de Flavobacterium, por su parte, se mostraron más próximas a
Acinetobacter que a Moraxella o P. immobilis.

El taxón VIII, constituido por cepas de distintos géneros microbianos, pone de
manifiesto el gran parecido (similar al que encontraron Juni y Heym, 1980) entre las cepas
Gram negativas aerobias inmóviles, tanto oxidasa positivas como oxidasa negativas.
Comparando nuestros taxones adscritos al género Acinetobacter (V, VI y IX -figura VI.4-)
con los de Baumann y col (1968b), podemos apreciar que difieren en varios de los
compuestos utilizados como única fuente de carbono dando valores variables, en nuestro
caso, para la mayoría de dichas sustancias. Sin embargo, podemos observar que el taxón V
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(figura VI.4) corresponde al grupo A de Baumann y col (1968b), muy versátil
nutricionalmente (concretamente al subgrupo A2) mientras que los taxones VI y IX (figura
VI.4) serían más parecidos al B1 o al B2. Los HMO de los tres taxones considerados
poseyeron, por su parte, características intermedias entre los taxones 1 y 2 de Pagel y Seyfried
(1976), que correspondían a cepas de origen acuático y a cepas clínicas respectivamente.
Debido a su mayor versatilidad nutricional, el taxón V (figura VI.4) se asemeja al subtaxón 1b
de Pagel y Seyfried (1976), aunque difiere en el crecimiento en Agar Citrato de Simmon y en
la tolerancia a 3% de sal.

Como en las cepas tipo empleadas en el estudio de las bacterias Gram negativas
aerobias móviles, en el presente análisis numérico, las cepas de colección utilizadas no han
sido de utilidad para la adscripción de alguno de los taxones a género o a especie, ya que,
incluso, las cepas de M. osloensis y A. calcoaceticus conformaron uno de los taxones no
significativos. En todo caso, la cepa tipo de F. odoratum se agrupó, a un 70% de semjanza,
con las cepas 2683 y 2684, identificadas como F. balustinum.

En definitiva, podríamos decir que en este ejercicio de taxonomía numérica no se ha
obtenido una separación clara entre los distintos grupos de microorganismos Gram negativos
aerobios inmóviles, si bien sí se han podido obtener algunos grupos o taxones bien definidos
que han contenido a la mayor parte de las cepas de P. immobilis, de M. phenylpiruvica y de
las especies A. johnsonii y A. lwoffii. Esta deficiente separación puede haberse debido a la
baja actividad bioquímica y fisiológica que presentaron la mayor parte de los
microorganismos estudiados, lo cual habría amplificado las pequeñas diferencias existentes
entre cepas de una misma especie.

GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS

En primer lugar, nos referiremos al género Aeromonas. En el presente estudio se han
conseguido identificar todas las especies y grupos de hibridación (todos móviles) obtenidos
en el estudio recogido en el capítulo II, a excepción del grupo de hibridación 3. Además, se ha
identificado una cepa de A. sobria (grupo de hibridación 7), especie que no fue aislada a partir
de los aislamientos realizados en el medio selectivo (ver capítulo II). Básicamente,
presentaron las características generales de Aeromonas móviles descritas por Popoff (1984).

La identificación de las especies, y de los taxones, correspondientes a Aeromonas fue
satisfactoria empleando el sistema que aparece en la discusión del capítulo II de la presente
memoria y que corresponde a la utilización de un número reducido de pruebas bioquímicas, si
bien en este caso, el porcentaje de cepas que no pudieron identificarse a nivel de especie fue
ligeramente superior al obtenido en el capítulo II (figura VI.6). Sin embargo, cabe hacer una
pequeña salvedad: en el presente caso, si bien la prueba del Voges Proskauer fue útil para la
distinción entre A. hydrophila y A. eucrenophila, no sucedió lo mismo con la prueba de la
descarboxilación de la lisina, con la que se obtuvieron resultados muy variables (tabla VI.6).
También se ha podido obtener la adscripción a nivel de grupo de hibridación, lo que es
especialmente satisfactorio en los grupos de hibridación comprendidos en el “complejo A.
hydrophila”, y caracterizados por presentar dificultades en dicha identificación (Kämpfer y
Altwegg, 1992).
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Como en las cepas estudiadas en el capítulo II, la producción de indol no ha sido un
criterio útil para la distinción interespecífica (tabla VI.6), si bien en algunos esquemas de
identificación, y en otros trabajos que utilizaron taxonomía numérica, aparece como
universalmente positiva o mayoritariamente positiva para las especies consideradas en el
presente estudio (Austin y col, 1989; Esteve y col, 1995c). La prueba del rojo de metilo
tampoco resultó ser de mucha utilidad

Las cepas de A. veronii sobria, que supusieron casi el 50% del total de cepas de
Aeromonas aisladas (figura VI.6), se identificaron como tales en virtud de su positividad en la
hidrólisis de la arginina y por ser capaces de producir ácido a partir de la sacarosa, mientras
que las de A. jandaei fueron negativas para la primera de ambas características (tabla VI.6).
Probablemente, el taxón 7 obtenido por Austin y col (1989) podría ser adscrito, teniendo en
cuenta esta propiedad que caracteriza a A. jandaei y basándonos en criterios fenotípicos, a
esta especie de Aeromonas.

Las cepas pertenecientes a las distintas especies y/o grupos de hibridación de
Aeromonas presentaron unos perfiles muy similares a los obtenidos por Kämpfer y Altwegg
(1992) en lo que se refiere a las pruebas de asimilación de compuestos de carbono y
producción de ácido a partir de azúcares (tabla VI.6). Únicamente las cepas identificadas
como A. eucrenophila presentaron un número reducido de diferencias con respecto al trabajo
de Kämpfer y Altweg (1992), principalmente en lo que se refiere a la utilización de celobiosa,
lactosa, sacarosa y citrato como únicas fuentes de carbono, y de lactosa y sacarosa como
sustrato susceptible de dar lugar a ácido como consecuencia de la acción de estos organismos.
Las cepas identificadas como pertenecientes al grupo de hibridación 1 presentaron un perfil
prácticamente idéntico a las de Kämpfer y Altwegg (1992). Algo similar se ha observado en
las cepas de taxón VIII de A. veronii sobria (GH 8) con respecto al biogrupo 1 de la especie
A. veronii y en las cepas del taxón I de este mismo grupo de hibridación (excepto en la
asimilación de la salicina) con respecto al biogrupo 2 de A. veronii (Kämpfer y Altweg,
1992). Las cepas del A. veronii sobria del taxón V presentaron características intermedias
entre ambos biogrupos definidos por Kämpfer y Altwegg (1992). Las cepas identificadas
como A. jandaei (GH 9, taxón II) únicamente diferían de las de Kämpfer y Altwegg (1992) en
que eran capaces de utilizar celobiosa.

Al comparar nuestro estudio con el de Austin y col (1989) podemos apreciar que,
básicamente, las características comunes de las Aeromonas móviles descritas por ellos
difieren muy poco de las aisladas por nosotros. Estas diferencias se dan, principalmente, en la
tolerancia a concentraciones de sal del 3%, en el crecimiento a 37ºC, en la asimilación de
ramnosa, en la fermentación de sorbitol y lactosa, y en la hidrólisis de tirosina. En otro orden
de cosas, las cepas de Aeromonas móviles de Austin y col (1989) mostraron una considerable
actividad β-hemolítica y productora de indol (a diferencia de las nuestras en que ambas
propiedades fenotípicas resultaron ser muy variables incluso dentro de cada especie
fenotípica) y una baja actividad descarboxilante de la lisina y Voges-Proskauer. En cuanto a
las características exhibidas por parte de las especies de Aeromonas móviles en ese mismo
trabajo se observa que la prueba de la producción de ácido a partir de la celobiosa era positiva
principalmente para A. sobria, así como la asimilación de salicina para A. hydrophila.

Como en el capítulo II, se puede apreciar que en los ejemplares de trucha arco iris se
aisló un número de aeromonas significativamente inferior al obtenido en trucha común y,
sobre todo, lucio (tabla VI.5). En esta última especie predominaron las aeromonas móviles
pertenecientes al complejo “A. sobria”, es decir, las especies A. veronii sobria y A. jandaei .
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Representantes de distintas especies pertenecientes al género Aeromonas, principalmente A.
hydrophila y A. sobria, han sido aisladas en muestras de intestino y superficie de salmónidos
procedentes de piscifactorías (Allen y col, 1983b), en muestras de tiburones (Grimes y col,
1993) y en pescado alterado de distintos orígenes donde representaban un 6% del total de
cepas aisladas de pescado alterado (Sternström y Mölin, 1990). En el estudio de Horsley
(1973) en salmónidos, las Aeromonas fueron aisladas a partir de agallas y piel del pescado en
bajos porcentajes con respecto a la flora total, lo que le llevó a pensar que este género
microbiano podría verse inhibido por la acción del limo superficial de la piel, contrariamente
a lo observado por Evelyn y McDermott (1961). En otros trabajos ha sido, asimismo, uno de
los géneros predominantes en el intestino (Austin y Al-Zahrani, 1988; Trust y Sparrow,
1974), y en agallas de salmónidos de vida libre (Trust, 1975) así como en otras muestras
analizadas en pescado (Nedohula y Westhoff, 1993; Sugita y col, 1985).

En cuanto a su importancia como agentes alterantes del pescado cabe decir que
nuestras cepas de Aeromonas han sido capaces de dar lugar a H2S y de manifestar actividad
lipolítica y proteolítica, pero únicamente un reducido número de cepas redujeron el OTMA
(tabla VI.6). Bacterias de este género se han asociado con la alteración de filetes de bacalao
donde reducían el OTMA (Castell y Anderson, 1948), con la alteración de algunos pescados
de agua dulce (perca del Nilo, Lates Niloticus) almacenados a temperatura ambiente (Gram y
col, 1990) y con la alteración, en condiciones de anaerobiosis, de arenques (Strom y Larsen,
1979). Gram y col (1987) identificaron a las vibrionáceas (entre ellas se incluían Aeromonas)
como las bacterias alterantes específicas del pescado mantenido a 20ºC, siendo capaces de,
entre otras propiedades, producir H2S a partir de la cisteína. Estos mismos autores asociaron
al género Aeromonas con la alteración de las agallas, por sus actividades hemolíticas y
productoras de H2S. Shaw y Shewan (1968), por el contrario, observaron que Aeromonas no
eran capaces de producir malos olores. Sin embargo, Gillespie (1981) aisló bacterias
semejantes a Aeromonas que eran reductoras del OTMA y que producían olores a aminas y de
otros tipos característicos de alteración. En otros alimentos, como la leche, se ha considerado
a Aeromonas como participante en la alteración de la misma como consecuencia de su
actividad lipolítica (Ternström y col, 1993).

La diferenciación entre los géneros Aeromonas y Vibrio se ha basado
tradicionalmente, y entre otras propiedades, en la resistencia o sensibilidad al agente
vibriostático O-129. En algunos de los trabajos científicos que hemos revisado en el presente
estudio (Bryant y col, 1986; West y col, 1983), y que incluían a cepas de los géneros
Aeromonas y Vibrio, hemos podido observar que la inmensa mayoría de las cepas
identificadas como Aeromonas eran resistentes a dicho compuesto vibriostático, mientras que
casi la totalidad de las cepas de las distintas especies de Vibrio eran sensibles a ese mismo
compuesto a las concentraciones utilizadas en nuestro trabajo. Shewan y col (1960b) ya
observaron la utilidad de dicha prueba para la diferenciación entre ambos géneros. Sin
embargo, algunas cepas de V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. mimicus, el primero de
los cuales es de suma importancia desde el punto de vista de la salud pública (Varnam y
Evans, 1991), se han mostrado resistentes a las concentraciones de 150 µg/ml de O-129
(Molitoris y col, 1989). Kaznowski y col (1989) utilizaron asimismo, y entre otros criterios
(como la hidrólisis de la arginina), la resistencia al agente vibriostático O-129 para adscribir
algunos taxones dudosos al género Aeromonas, aunque las cepas contenidas en dichos
taxones fueran poco activas metabólicamente. Sin embargo, se ha descrito la existencia de
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cepas de algunas especies de Vibrio (concretamente V. cholerae) resistentes a dicho
compuesto vibriostático a las concentraciones comúnmente utilizadas en los análisis
microbiológicos (International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the
Taxonomy of Vibrionaceae, 1992). Otra de las propiedades fenotípicas que han servido para
diferenciar al género Aeromonas de las especies de Vibrio halófilas es la incapacidad de
aquéllas para crecer en presencia de una concentración del 6% de sal, fenómeno observado en
los trabajos de otros autores (Kaznowski y col, 1989). Por otro lado, ni la morfología
microscópica (característicamente curvada), ni el crecimiento en agar TCBS han sido de
mucha utilidad a la hora de adscribir las cepas de Vibrio a nivel de género, ya que
prácticamente ninguna de las cepas asignadas a dicho género poseían morfología
microscópica curvada, ni crecían en agar TCBS (tabla VI.6). De hecho, no todos los vibrios
que aislaron Allen y col (1983b) crecieron en este medio de cultivo, ni incluso fueron
halófilos. Sin embargo, las cepas de V. fluvialis que detectaron Allen y col (1983b), a
diferencia de las estudiadas por nosotros, sí crecieron en agar TCBS. El crecimiento en agar
TCBS ha sido incluido en algunas claves de identificación de Vibrio (Alsina y Blanch, 1994)
como una de las condiciones previas a la utilización de las mismas, de manera que aquellas
cepas identificadas como presuntos vibrios e incapaces de desarrollarse en dicho medio de
cultivo (todas menos la cepa 3050) no se han podido identificar empleando este sistema.

En concordancia con lo observado al revisar los trabajos de otros autores que
estudiaron la microbiología de los alimentos de origen acuático (Laycock y Regier, 1970;
Shewan, 1971), en el pescado de agua dulce que hemos analizado, el género Vibrio no
representa un porcentaje significativo de la flora total del pescado (figura VI.5), ni incluso si
únicamente consideramos el grupo de los microorganismos Gram negativos fermentadores de
la glucosa y oxidasa positivos, donde el género Aeromonas es el claramente predominante. De
ellos, únicamente seis cepas se pudieron adscribir a especie (principalmente V. fluvialis). La
mayor parte de ellas se detectaron en las muestras de trucha arco iris, ejemplares en los que
no se aisló un número grande de representantes de Aeromonas, fenómeno que pudimos
observar al realizar los aislamientos de Aeromonas en medios de cultivo selectivos (ver
capítulo II).

Las especies de Vibrio encontradas en las muestras de trucha arco iris podrían
corresponder a las cepas detectadas en el medio agar almidón ampicilina (ver capítulo II), que
eran resistentes a la ampicilina y capaces de hidrolizar el almidón, y que fueron consideradas
como falsos positivos en dicho medio específico para el aislamiento de Aeromonas. Allen y
col (1983b) encontraron V. fluvialis en muestras tomadas en una piscifactoría. West y col
(1983) estudiaron cepas de V. anguillarum procedentes de muestras de agua dulce, así como
de V. diazotrophicus de origen acuático (no especificaban si se trataba de organismos
procedentes de aguas dulces o saladas). En otros trabajos (Acuff y col, 1984; Austin, 1982) se
aislaron miembros de Vibrio a partir de muestras de aguas y de pescado, pero no se procedió a
la realización de su identificación a nivel de especie. Grimes y col (1993) identificaron varias
especies de Vibrio (V. damsela, V. alginolyticus, V. harveyi y V. cholerae, entre otras) en
muestras de tiburones, así como Binta y col (1972) en pescado que se vendía en mercados de
Kenia (V. alginolyticus y V. parahaemolyticus), pero ninguna de dichas especies fue detectada
en nuestro trabajo. Esto puede ser debido al carácter halófilo de algunas de ellas, lo cual hace
que no sean capaces de crecer en agua dulce.

Desde el punto de vista de la alteración, no parece que este género microbiano (Vibrio)
tenga mucha importancia, ya que se ha observado que sus niveles, con respecto a la flora
total, disminuyen a medida que avanza el almacenamiento a refrigeración (Acuff y col, 1984)
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y que no son capaces de producir olores fuertes asociados a la alteración del pescado (Shaw y
Shewan, 1968). Sin embargo, y teniendo en cuenta sus actividades proteo y lipolíticas (tabla
VI.6), las cepas que hemos detectado en nuestro trabajo podrían desempeñar cierto papel en
los estadios finales de la alteración del pescado. En este sentido, Makarios-Laham y Traxler
(1991) opinan que los vibrios, al ser capaces de producir proteasas extracelulares.

El género Photobacterium ha sido detectado en ambientes marinos (Austin, 1982;
Grimes y col, 1993) y como microorganismo alterante en bacalao empaquetado (Dalgaard,
1993), pero no tenemos noticia de su aislamiento en agua dulce. Las cepas identificadas como
Photobacterium lo fueron más como consecuencia de sus características bioquímicas que las
diferenciaban de Vibrio que por coincidir plenamente con la descripción del género dada por
Hernández Haba y Dubón Pérez (1992). Posiblemente se necesitarán estudios posteriores
conducentes a esclarecer su posición taxonómica.

Van Spreekens (1977) pudo apreciar que las cepas de Photobacterium que estudió
eran capaces de reducir el OTMA (al contrario que en nuestras cepas) y daban lugar a la
formación de hipoxantina, propiedades características de microorganimos alterantes de
determinados pescados.

La identificación de las cepas de enterobacterias hubo de realizarse teniendo en cuenta
claves dicotómicas simples (Koneman y col, 1989) y otros esquemas complementarios
(Ewing, 1986), ya que en ocasiones dicha identificación resultaba muy dificultosa,
principalmente debido a que no todas las características tenidas en cuenta en ambos esquemas
coincidían con las empleadas en nuestro estudio. Dentro de cada una de las tribus de
enterobacterias, la identificación a nivel de género era igualmente complicada, como en las
cepas de Klebsiella (tribu Klebsielleae), que se adscribieron a éste en virtud de su
inmovilidad. Dentro de esta misma tribu, y para la diferenciación entre los géneros Hafnia y
Enterobacter, se empleó la acción de estos microorganismos sobre la gelatina (positiva en los
segundos). El hecho de que dos cepas de Enterobacter del taxón XIII fueran gelatinasa
negativas nos podría haber hecho identificarlas como H. alvei, pero diferían de esta especie en
otra característica clave como es la hidrólisis de la urea, por lo que finalmente las asignamos
al género Enterobacter. Las cepas de Providencia, dentro de la tribu Proteeae, se
diferenciaron del género Morganella en base a la producción de indol, a la descarboxilación
de la ornitina y del crecimiento en el agar citrato de Simmon.

En ocasiones, como en las cepas de Edwarsiella, no se pudo llevar a cabo la
adscripción a especie, debido a que los organismos tratados presentaban características
intermedias (según el esquema de Ewing -1986-) entre las especies consideradas dentro de
este género. Sin embargo, esto sí fue posible con P. mirabilis, que se diferenciaba de otras
especies de Proteus en función de su capacidad para descarboxilar la ornitina, con K. oxytoca,
capaz de licuar la gelatina a diferencia de otras klebsielas, y con C. freundii , caracterizada por
ser incapaz de producir ácido a partir del adonitol.

Las cepas contenidas en el taxón XIII (Enterobacter -figura VI.9-) presentaron perfiles
muy similares a los observados por Allen y col (1983b) en sus cepas de E. aerogenes, excepto
en lo referente a su capacidad para crecer a 37ºC y a la producción de ácido a partir de la
L-arabinosa y la maltosa. Las cepas identificadas como H. alvei, contenidas en el taxón XV,
también se mostraron prácticamente idénticas a las aisladas por Allen y col (1983b). El resto
de las cepas comprendidas en el taxón XV, e identificadas como Edwarsiella spp,
correspondieron fielmente a la descripción de la tribu Edwarsielleae dada por Ewing (1989)
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Distintas especies de enterobacterias han sido detectadas a partir de pescado de agua
dulce fresco y almacenado y de ambientes acuáticos (Austin y Al-Zahrani, 1988; Evelyn y
McDermott, 1961; Horsley, 1973; Trust y Sparrow, 1974; Trust, 1975). Petit (1987) afirmaba
que la presencia de especies de Proteus, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter, entre otros
géneros de enterobacterias, era consecuencia de la manipulación humana. En este mismo
sentido, Okafor y Nzeako (1985) opinaron que la presencia de representantes de los géneros
Klebsiella, Enterobacter y Proteus en pescado fresco de Nigeria era indicativo de malas
condiciones higiénicas. Al igual que nosotros, Allen y col (1983b) encontraron cepas de
Enterobacter, Klebsiella, Hafnia y Serratia, así como también E. coli, Yersinia y Erwinia en
superficie e intestino de salmónidos procedentes de una piscifactoría. También se ha
detectado su presencia en ambientes marinos (Austin, 1982; Koburger y Wahlquist, 1979).
Por lo que se refiere a los géneros de enterobacterias, se ha aislado Providencia en intestino
de salmónidos y en otros peces de agua dulce (Austin y Al-Zahrani, 1988; Youseff y col,
1992), Enterobacter en intestino y filetes de carpa y tilapia (Sugita y col, 1985; Wempe y
Davidson, 1992), Citrobacter en intestino de carpa (Sugita y col, 1985) y Proteus en diversas
especies de pescado (Evelyn y McDermott, 1961; Youseff y col, 1992), géneros éstos que,
como se puede ver en la figura VI.8, también han sido aislados en el presente trabajo.
Edwarsiella, Hafnia y Proteus, representaron el 65 % del total de enterobacterias aisladas en
las muestras de pescado de agua dulce (figura VI.8). Las dos primeras se aislaron casi
exclusivamente en muestras lucio (obtenidos en cursos bajos de los ríos -ver capítulo I-),
mientras que la tercera fue característica de trucha común (tabla VI.5). La presencia de estos
microorganismos en el pescado podría deberse no sólo a la manipulación a la que fueron
sometidos, sino también a su presencia en el agua de los ríos donde fueron obtenidos, ya que
en las muestras de agua se localizaron representantes de varias de estas especies (figura VI.9).

En la tabla VI.6 se puede apreciar, asimismo, que la inmensa mayoría de las cepas de
enterobacterias agrupadas en taxones fueron capaces de desarrollarse a 4ºC. Teniendo en
cuenta que estos microorganismos, cuyo hábitat principal es el tracto intestinal de los
animales de sangre caliente, han sido tradicionalmente considerados como mesófilos e
incapaces de crecer a bajas temperaturas, podría resultar chocante su aislamiento a partir de
pescado almacenado a refrigeración. Sin embargo, Jay (1987) comprobó que diferentes
especies de enterobacterias eran capacas de crecer bien a 7ºC durante diez días, lo cual
indicaba carácter psicrotrofo. Entre esas especies psicrotrofas se encontraron algunas de las
aisladas en el presente trabajo, como C. freundii, E. aerogenes , H. alvei, P. stuartii y algunas
especies de Serratia.

Debido a su ubicuidad en el ambiente y a que son capaces de crecer a bajas
temperaturas, en algunos casos las enterobacterias se han visto involucradas en la alteración
de alimentos refrigerados (Varnam y Evans, 1991). En este mismo sentido, hay que
mencionar que su papel como microorganismos potencialmente alterantes de los alimentos en
general, y del pescado en particular, ha quedado plasmado en una serie de trabajos de
investigación que relacionamos a continuación. Castell y Anderson (1948) pudieron observar
que algunas cepas de Proteus y Serratia desarrollaban malos olores (pútridos) y reducían el
OTMA a 3ºC en el curso de la alteración de filetes de bacalao. Strom y Larsen (1979)
observaron que Enterobacter y Proteus podrían participar en la alteración anaerobia de los
arenques (crecían en extractos de este mismo pescado). Gram y col (1987) detectaron
enterobacterias que, si bien no producían H2S en agar hierro, eran capaces de dar malos olores
cuando crecían en medios diseñados para estudiar la capacidad alterante específica de los
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microorganismos. En otros productos alimenticios distintos del pescado, como en leche cruda,
Shelley y col (1987) asociaron a P. mirabilis con la alteración lipolítica de dicha leche.

En cuanto a su importancia como microorganismos patógenos vehiculados por
alimentos cabe decir que algunos representantes de los géneros Citrobacter, Edwarsiella,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Providencia y Serratia, todos ellos aislados en el presente
estudio, se han visto implicados como agentes causales en brotes esporádicos de
toxiinfecciones alimentarias (Varnam y Evans, 1991), si bien esta patogenicidad estaría
restringida a un número reducido de cepas dentro de cada género (Varnam y Evans, 1991).
Algunas de las especies contenidas en los géneros Citrobacter y Enterobacter han sido
reconocidas como patógenas oportunistas, siendo C. freundii y E. cloacae las especies que
podrían tener algo de importancia como tales (Varnam y Evans, 1991). Su baja tasa de
aislamiento en pescado de agua dulce, así como la de los representantes de los géneros
Serratia, Providencia y Klebsiella, nos lleva a afirmar que su importancia como agentes de
trastornos gastrointestinales en el consumidor de este tipo de productos debe ser escasa. En el
género Edwarsiella, la especie E. tarda se ha visto reconocida, también, como agente causal
de diarrea (Varnam y Evans, 1991), si bien en el presente estudio no hemos detectado la
presencia de representantes de esta especie microbiana. Proteus (P. mirabilis  y P. vulgaris)
puede llegar a ser un agente causal de diarrea, pero únicamente los síntomas son producidos
bajo ciertas condiciones poco comunes (Varnam y Evans, 1991). Por último, es importante
hacer constar que en el libro de Varnam y Evans (1991) las especies E. aerogenes, E.
intermedius, P. stuartii , C. amalonaticus, H. alvei  y K. oxytoca, aisladas en el estudio llevado
a cabo en nuestro laboratorio, no aparecen reflejadas como importantes desde el punto de
vista de la salud pública. Teniendo en cuenta todos estos datos podemos concluir que las
enterobacterias detectadas a lo largo del almacenamiento a refrigeración del pescado de agua
dulce no suponen un grave peligro para la salud pública siempre y cuando se lleve a cabo un
tratamiento tecnológico mínimo que inactive a las bacterias potencialmente patógenas, dentro
de las cuales únicamente podríamos considerar como importante a Proteus mirabilis (Varnam
y Evans, 1991).

A pesar de que algunos autores consideraron que Aeromonas y enterobacterias eran
muy similares (Colwell y Liston, 1961), lo cierto es que en el presente estudio han mostrado
profundas diferencias entre sí que se aprecian bien en la figura VI.6. Allen y col (1983b),
empleando el coeficiente de Jaccard (SJ) sobre bacterias aisladas a partir de muestras tomadas
en una piscifactoría, obtuvieron agrupamientos de Aeromonas y Vibrio claramente separados
de la mayor parte de las enterobacterias. Estos resultados (derivados del estudio de
características fenotípicas) entran en contradicción con los estudios genéticos que ponen de
relieve una mayor proximidad entre el género Aeromonas y los representantes de la familia
Enterobacteriaceae, que entre Aeromonas y Vibrio (McDonell y Colwell, 1985). Por lo que
respecta a Vibrio y Photobacterium, tanto en los estudios que empleaban técnicas genéticas
como en los que se utilizaban propiedades fenotípicas, aparecen muy próximos entre sí y
bastante separados de las enterobacterias (Austin, 1982; McDonell y Colwell, 1985; Ruimy y
col, 1994). Por lo que hace referencia a los resultados obtenidos en nuestro estudio, se
observa que el taxón VII (figura VI.7), que contiene un grupo heterogéneo de especies de
Vibrio, aparece muy próximo a los taxones correspondientes a distintas especies de
Aeromonas, mientras que el taxón XIV se agrupa con Aeromonas, y los restantes vibrios, a un
nivel de semejanza bastante bajo (rondando el 64%) y a un nivel del 62% con los taxones
conteniendo cepas identificadas tentativamente como Photobacterium. En diversos trabajos



246

en los que se han tratado numéricamente poblaciones de Vibrio, Photobacterium y
Aeromonas (West y col, 1983; Bryant y col, 1986), las Aeromonas móviles se agrupaban con
los taxones que contenían cepas de V. fluvialis, V. furnissi y V. anguillarum a un nivel de
semejanza alto, mientras que con Photobacterium lo hacían a niveles mucho más bajos. Al
igual que nosotros, y a pesar de las similitudes fenotípicas existentes entre las especies A.
hydrophila y V. fluvialis (en algunos casos cepas de V. fluvialis aparecen comprendidas en
taxones correspondientes a A. hydrophila -West y col, 1986-), West y col (1983) apreciaron
que la separación entre ambas especies era satisfactoria tanto en la identificación preliminar
que realizaron como en el análisis taxonómico posterior.

Shewan (1971) señalaba la semejanza existente entre los representantes del género
Aeromonas y del género Photobacterium, algo que no hemos visto reflejado en nuestro
estudio al menos entre la mayor parte de las cepas de Aeromonas identificadas y las de
Photobacterium.

Diversos autores han realizado análisis de taxonomía numérica sobre cepas
pertenecientes al género Aeromonas (Austin y col, 1989; Kämpfer y Altwegg, 1992;
Kaznowski y col, 1989; Lee y Bryant, 1984), obteniendo resultados bastante similares en
tanto en cuanto podían apreciar el establecimiento de taxones que correspondían a especies
definidas dentro de dicho género. En algunos casos, encontraron que existía una buena
correlación entre sus estudios de taxonomía numérica y los de hibridación referidos al género
Aeromonas (Kämpfer y Altwegg, 1992).

Austin y col (1989), además de obtener una buena separación entre las Aeromonas
móviles y las inmóviles, observaron la existencia de grupos de Aeromonas con características
intermedias entre las especies de Aeromonas móviles y postularon, desde sus estudios de
taxonomía numérica, que estas cepas eran nuevos centros de variación en este género,
afirmando que podrían estar relacionados con la posible existencia de otras especies de
Aeromonas móviles que se pudieran definir por criterios fenotípicos. Esto se ha visto
refrendado en diversos estudios en los que se han ido describiendo nuevas especies y grupos
de hibridación (ver capítulo II).

En el estudio de taxonomía numérica de Vibrio y Aeromonas de Kaznowski y col
(1989) los taxones conteniendo a las cepas adscritas a las especies A. sobria, A. hydrophila y
A. caviae se agrupaban a niveles de semejanza muy altos (85% SSM). Sin embargo, alguna
característica tradicionalmente considerada como clave para diferenciar entre dichas especies
de Aeromonas (hidrólisis de la esculina) resultó variable para cada uno de dichos
agrupamientos.

Kämpfer y Altwegg (1992) obtuvieron una buena resolución en la diferenciación entre
los diversos grupos de hibridación de Aeromonas descritos y que eran los más comúnmente
encontrados en análisis microbiológicos. Cada uno de los distintos taxones contenía, casi
exclusivamente, cepas de uno de dichos grupos. Sólamente en algunos casos observaron que
las cepas de los grupos de hibridación 2 y 3 se alojaban en los mismos taxones. Al igual que
en nuestro caso, la mayor parte de los taxones de Aeromonas se agruparon por encima de un
nivel de semejanza del 76%. Kämpfer y Altwegg (1992) también pudieron apreciar una gran
similitud fenotípica y homogeneidad fisiológica dentro del género Aeromonas, lo cual
dificultó la identificación a nivel de grupo de hibridación de algunas de las cepas estudiadas.
Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos una separación tan definida como la que
ellos obtuvieron entre los superagrupamientos que constituyen los complejos “A. sobria”, “A.
hydrophila” y “A. caviae”. Tal y como se puede apreciar en las figuras VI.9 y VI.10, la
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relación fenotípica obtenida entre los taxones de los grupos de hibridación 1 y 2 del
“complejo A. hydrophila” es menor que entre cualquiera de ellos y otros grupos de
hibridación distintos de los del “complejo A. hydrophila”. En este sentido, Kämpfer y
Altwegg (1992) encontraron que era mayor la relación entre los grupos de hibridación 2 y 3
entre sí que con las cepas del grupo de hibridación 1, si bien las cepas de estos tres grupos de
eran difíciles de separar fenotípicamente. En nuestro trabajo, las cepas de A. hydrophila del
grupo de hibridación 1 (reconocidas como A. hydrophila “sensu stricto” - Kämpfer y
Altwegg, 1992-) se agruparon con las del grupo de hibridación 6 (A. eucrenophila) y con la
única cepa de A. caviae identificada como tal. Este superagrupamiento aparece relativamente
separado de los taxones correspondientes al complejo “A. sobria” (figura VI.10).

En la figura VI.9, las cepas de A. veronii (correspondientes al grupo de hibridación 8)
aparecían distribuidas en taxones (I, V y VIII) relativamente alejados unos de otros, así como
incluidas en taxones en los que no eran la especie más representativa. Estos taxones podrían
corresponder a variedades dentro de este biogrupo de A. veronii (GH 8). Kämpfer y Altwegg
(1992) también pudieron observar la existencia de subgrupos (biogrupos), definidos por
taxonomía numérica, dentro del grupo de hibridación número 8 de Aeromonas, así como
cepas de estas mismas características que permanecieron sin agrupar en taxones
significativos. Concluyeron que dentro del grupo de hibridación 8 existía una gran
heterogeneidad bioquímica y que era apropiado establecer dos subespecies de A. veronii, si
bien de sus resultados se desprende que habrían de ser dos biogrupos contenidos en el grupo
de hibridación 8 de Aeromonas (actualmente conocido como A. veronii sobria) y no
relacionados con el grupo de hibridación 10 (A. veronii veronii). En nuestro estudio, tal y
como hemos mencionado con anterioridad, se puede apreciar una elevada homogeneidad
fenotípica entre los taxones de Aeromonas analizados, si bien pueden plantearse diferencias,
de las que resultan taxones como los de A. veronii sobria . Estas diferencias pueden deberse a
la variabilidad existente en propiedades fenotípicas distintas de aquéllas consideradas como
claves para la diferenciación entre especies y/o grupos de hibridación, como la hidrólisis de la
esculina y otras que aparecen reflejadas en diversos artículos y revisiones (Abbot y col, 1992;
Hänninen, 1994).

Por lo que respecta a A. eucrenophila , Austin y col (1989) consideraron que esta
especie no merecía tal rango taxonómico al poseer muchas características comunes con A.
caviae. Sin embargo, de nuestro dendrograma se desprende que las cepas identificadas como
tales forman un taxón bien definido, si bien próximo a las cepas del grupo 1 de hibridación y
a la cepa de A. caviae.

Como en el estudio de Lee y Bryant (1984), la cepa tipo de A. sobria empleada en
nuestro estudio no se agrupó en ninguno de los taxones correspondientes a las cepas del
“complejo A. sobria”. Austin y col (1989) encontraron que algunas cepas identificadas como
A. sobria se agrupaban en taxones de A. hydrophila, lo que demuestra la gran heterogeneidad
existente dentro de este género microbiano.

Al contrario que en el estudio de Kämpfer y Altwegg (1992), algunos de los taxones
de Aeromonas definidos en nuestro estudio no fueron politéticos, es decir, un sólo carácter era
suficiente para asignar una especie a un grupo de terminado. Así, las cepas del taxón X (A.
eucrenophila) fueron las únicas Aeromonas capaces de asimilar la glicocola como única
fuente de carbono, las del taxón V (A. veronii sobria) las únicas incapaces de hidrolizar la
gelatina, etc.

Finalmente cabe decir que en el trabajo de Martínez-Murcia y col (1992a), en el que se
estudiaron las relaciones filogenéticas entre las distintas especies de Aeromonas, se pudo
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observar que las especies A. veronii sobria, A. schubertii y A. jandaei formaban un grupo bien
definido dentro de este género (conocido como “rama Schubertii”) y que estaba poco
relacionado con la especie A. sobria.

Uno de los aspectos más relevantes observados en las figuras VI.9 y VI.10 es la
existencia de un taxón identificado como Vibrio spp (taxón VII) compuesto por tres especies
distintas de Vibrio y dos cepas de Vibrio que no pudieron ser identificadas a nivel de especie.
V. fluvialis y V. furnissi, dos de las especies recogidas en dicho agrupamiento, son organismos
que presentan una gran proximidad fenotípica y, tradicionalmente, son difíciles de distinguir
entre sí (Dawson y Sneath, 1985). De nuestro estudio se desprende que existe un claro
requerimiento para el establecimiento de caracterísiticas mínimas para la identificación de
Vibrio spp, especialmente en aquellas cepas de origen acuático.

El uso de los porcentajes de semejanza entre las cepas de enterobacterias es uno de los
métodos taxonómicos disponibles, de los basados en caracteres fenotípicos, cuyos resultados
son más fácilmente comprensibles (Ewing, 1986), pero tal y como se aprecia en la figura
VI.9, existe una gran heterogeneidad en el área del dendrograma correspondiente a las
especies de enterobacterias. Este hecho podía ser un reflejo de la capacidad que tienen estos
microorganismos para intercambiar información genética entre distintas especies, con el
resultado de la existencia de cepas de una especie determinada que presentan muy poca
similitud fenotípica con otras cepas de la misma especie y que, por lo tanto, se encuentran
situadas en otras zonas del dendrograma. Este fenómeno contribuye a explicar las
limitaciones de las técnicas de la taxonomía numérica para estudiar la sistemática dentro de
esta familia microbiana. Entre los trabajos de taxonomía numérica, en los que se incluían
cepas de enterobacterias aisladas a partir de alimentos diversos, que hemos consultado
(García-Armesto y col, 1993; Ternström y col, 1993) tampoco hemos observado una
separación clara entre las distintas especies de enterobacterias, ni incluso a nivel de género, si
bien García-Armesto y col (1993) encontraron que H. alvei y Klebsiella spp, tras realizar un
corte a un nivel de similitud más alto que el que definía claramente especies de otros grupos
microbianos tanto Gram positivos como Gram negativos, conformaron taxones diferenciados
con respecto a otras enterobacterias con las que confluían a un nivel de semejanza
ligeramente más bajo.



CAPÍTULO VII:

IDENTIFICACIÓN CLÁSICA Y CLASIFICACIÓN MEDIANTE
TAXONOMÍA NUMÉRICA DE Micrococcaceae

INTRODUCCIÓN

En la última edición revisada del Manual de Bergey de Sistemática Bacteriana (1986)
la familia Micrococcaceae, que agrupa a microorganismos Gram positivos de morfología
cocoide y catalasa positivos, aparece compuesta por cuatro géneros microbianos:
Micrococcus, Staphylococcus, Planococcus y Stomatococcus (Kloos y Schleifer, 1986). Cada
uno de estos géneros comprende a un número variado de especies, que se ha visto
incrementado, como en el género Staphylococcus, desde la publicación del citado Manual.
Actualmente, el género Micrococcus está constituido por las mismas nueve especies que
aparecían en dicho Manual (Kocur, 1986), el género Planococcus por dos (Kocur y Schleifer,
1981) y el género Stomatococcus por una sola (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992). Por lo
que respecta a Staphylococcus, en el trabajo de Kloos y Bannerman (1994) se recogen un total
de treinta y una especies pertenecientes a este género, que se vienen agrupando en dos
grandes bloques: las especies positivas para la prueba de la coagulasa, tradicionalmente
consideradas como patógenas, y las negativas para aquella prueba, de importancia creciente
desde el punto de vista clínico (Kloos y Bannerman, 1994; Kloos y Schleifer, 1975). En
cuanto a la estabilidad de la composición de la familia Micrococcaceae, cabe decir que
Alderson (1985) ya propuso la separación de Micrococcus y Staphylococcus en dos familias
diferentes, teniendo en cuenta que los primeros están más relacionados con otros géneros,
tales como Arthrobacter. Baird Parker (1990), por su parte, afirmó que ambos géneros no
están relacionados filogenéticamente y, en consecuencia, postuló la salida del género
Staphylococcus de la familia Micrococcaceae y su inclusión en una nueva familia llamada
Staphylococcaceae.

La distinción entre Micrococcus y Staphylococcus ha sido objeto de atención por parte
de muchos investigadores a lo largo de las cuatro últimas décadas. De hecho, la historia de
esta familia microbiana se ha centrado, desde los años cincuenta y en muchas ocasiones, en la
búsqueda de un método eficaz para conseguir dicha diferenciación. Evans y col, en 1955,
observaron que la producción de ácido a partir de la glucosa en condiciones anaerobias por
parte de cepas del género Staphylococcus podía ser el mejor criterio para distinguir las cepas
adscritas a la familia Micrococcaceae. Más tarde, Cowan (1962) afirmaba que el uso de los
azúcares podía ser útil para distinguir entre las especies de micrococos.

El “Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci” (1965) propuso el
uso del medio OF (Hugh y Leifson, 1953) mejorado, con el que se detectaba la producción,
aerobia o anaerobia, de ácido a partir de la glucosa, con el fin de distinguir con más precisión
ambos géneros microbianos. Pero esta prueba no resultó del todo adecuada puesto que, a
medida que se fueron describiendo nuevas especies asociadas a nuevos hábitats, y eran
adscritas a uno u otro género, se vió que no siempre daban lugar a las reacciones
características de cada uno de los géneros en este mismo medio. Schleifer y Kloos (1975),
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entre otros, observaron que algunos estafilococos no producían ácido a partir de la glucosa
anaeróbicamente, mientras que algunos micrococos sí.

Años más tarde, Klesius y Schuhardt (1968) emplearon la prueba de la sensibilidad a
la lisostafina (relacionada con la composición del peptidoglicano de la pared celular) para
diferenciar a las cepas pertenecientes a cada uno de estos dos géneros de micrococáceas. Así,
observaron que las cepas resistentes a la lisostafina poseían unos índices Guanina+Citosina
(G+C) en sus ADN iguales a los característicos de los micrococos, mientras que los G+C de
las cepas sensibles eran iguales a los de los estafilococos. Ya entonces, estos mismos autores
afirmaron que esta prueba era la mejor aproximación a una característica bioquímica única
para diferenciar a ambos géneros. También apreciaron que la prueba del OF, por sí sola, no
servía para diferenciar los micrococos de los estafilococos y que, de hecho, algunas cepas
identificadas como micrococos en virtud de la prueba del OF, producían ácido
anaeróbicamente tras ser subcultivadas varias veces en este mismo medio.

Evans y Kloos (1972) dieron otro paso con el fin de progresar en la identificación de
estos microorganismos y hacerla más sencilla. Emplearon el medio del tioglicolato de
Brewer, no como un nuevo criterio para separar ambos géneros, sino como un método
mejorado para detectar la capacidad de los estafilococos de fermentar la glucosa
anaeróbicamente. Al igual que los anteriores, observaron la existencia de cepas que eran
incapaces de producir ácido a partir de la glucosa en condiciones anaerobias (identificadas
como pertenecientes a Micrococcus), pero que poseían características propias de los
estafilococos (índice G+C) y eran capaces de crecer en condiciones anaerobias en el medio
del tioglicolato. Este medio presentaba, entre otras, una serie de ventajas tales como que era
más simple que el OF y que presentaba una mejor correlación que éste con la composición del
ADN en bases nitrogenadas. Aún así, no se podía considerar como un “test” definitivo, puesto
que había cepas de Micrococcus (aunque más tarde fueron reclasificadas como estafilococos)
que podían crecer en condiciones anaerobias.

Schleifer y Kloos (1975) propusieron un nuevo esquema, que en este caso consistía en
una combinación de varias pruebas, en el cual se evaluaban, conjuntamente, la sensibilidad a
la lisozima y a la lisostafina, y la producción de ácido a partir del glicerol en presencia de
eritromicina, propiedad, esta última, exclusiva de los estafilococos. En principio, el único
inconveniente de este esquema residía en la existencia de cepas de micrococos sensibles a la
lisostafina, problema que se obviaba al no ser capaces de producir ácido a partir del glicerol.
Estos mismos autores, en 1976, destacaron la importancia del estudio combinado de la
sensibilidad a la lisostafina con la producción de ácido a partir del glicerol en presencia de la
eritromicina. Este esquema, con el paso de los años, se ha visto superado por la existencia de
cepas de micrococos que no fermentan el glicerol (Schumacher y col, 1985).

El estudio de la presencia de hidrocarburos alifáticos en las grasas neutras de los
micrococos y la capacidad de éstos para crecer en presencia de nitrofuranos también han
venido siendo considerados como criterios para la diferenciación entre micrococáceas
(Schleifer y Kloos, 1976).

Finalmente, hay que mencionar a Von Rheinbaben y Hadlock (1981) que diseñaron un
medio que contenía furazolidona y que era útil para distinguir los micrococos de los
estafilococos ya que mientras los primeros eran resistentes a este antibiótico, los segundos
eran sensibles.

De todos modos, si bien la adscripción a género de la mayor parte de las cepas aisladas
e identificadas como pertenecientes a esta familia se puede llevar a cabo empleando alguna de
las pruebas bioquímicas propuestas durante las décadas de los años sesenta y setenta, y a las
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cuales hemos hecho referencia anteriormente, sigue siendo todavía problemática la
identificación del resto de las cepas empleando esos mismos métodos, especialmente en
aquellos microorganismos que no tienen origen clínico (De la Rosa y col, 1990).
Actualmente, el estudio de la composición del ADN y de la pared celular son las técnicas más
empleadas para llevar a cabo la identificación de micrococáceas, pero para los laboratorios de
análisis de rutina los “test” bioquímicos convencionales son todavía necesarios para realizar
dicha identificación, aunque en algunos casos se trate de una identificación aproximada. Un
sistema definitivo, basado en propiedades fenotípicas y diseñado con el fin de ser empleado
en un laboratorio de análisis de rutina, no está todavía disponible.

El hábitat principal de los representantes de esta familia es la piel y las mucosas de los
animales de sangre caliente, si bien se han aislado de una gran variedad de fuentes como aire,
plantas, agua dulce y agua salada, etc... (Baird Parker, 1990; Kloos y Schleifer, 1981; Kocur y
Schleifer, 1981; Schleifer y col, 1981). Como resultado de su presencia en los mencionados
hábitats han sido detectados frecuentemente en una gran variedad de alimentos de origen
animal, como carne y productos cárnicos (De la Rosa y col, 1990), y leche y productos lácteos
(García y col, 1988; García Armesto, 1990). Ocasionalmente, también han sido aislados en
pescado recién capturado y en productos derivados de la pesca (Abo, 1980; Acuff y col, 1984;
Gram y col, 1990; Horsley, 1973; Kocur y Schleifer, 1981; Okafor y Nzeako, 1985), sobre
todo procedentes de áreas tropicales (Gillespie y McRae, 1975; León Fajardo y Marth, 1979).
Tal y como se apuntaba en el capítulo II, la presencia de microorganismos pertenecientes a la
familia Micrococcaceae en el pescado se asocia con su manejo tras la captura, bien por el
contacto con áreas contaminadas o por las manipulaciones a que son sometidos, previas a su
procesado y/o distribución, a bordo de los barcos o en tierra. La piel de los manipuladores
puede ser la fuente de dichos microorganismos, aunque también se ha detectado su presencia
en ambientes acuáticos.

Además de las del género Planococcus, se han descrito otras micrococáceas asociadas
al medio acuático, tales como Staphylococcus delphini (Varaldo y col, 1988) y
Staphylococcus piscifermentans , detectada en pescado fresco en Thailandia (Tanasupawat y
col, 1992).

Representantes de esta familia han sido aislados en niveles elevados a partir de canales
de cordero refrigeradas (Prieto y col, 1995) y en carne envasada en atmósferas modificadas y
almacenada a refrigeración (Venugopal y col, 1993), debido a lo cual podrían ser
considerados como parte de la flora alterante de dichos productos. Por el contrario, el papel
que desempeñan estos microorganismos en la alteración del pescado de agua dulce, capturado
en regiones templadas del planeta y posteriormente mantenido a refrigeración, no parece ser
muy importante, a pesar de la capacidad que tienen algunas especies de micrococáceas de
desarrollar malos olores al crecer en un medio basado en pescado (Gillespie y McRrae, 1975)
y de hidrolizar proteínas y lípidos (Kloos y Schleifer, 1981; Schleifer y col, 1981). Este hecho
puede deberse a que su crecimiento se ve retardado (e incluso inhibido), en la mayoría de los
casos, por el efecto de las bajas temperaturas de conservación. De hecho, los niveles de estos
microorganismos, con respecto a la flora total, disminuyen a lo largo del almacenamiento a
refrigeración, independientemente de los niveles iniciales que presenten (Acuff y col, 1984).
Algunos autores apuntan que son malos competidores y son incapaces de crecer en presencia
de bacterias psicrotrofas (Varnam y Evans, 1991).
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Asimismo, y tal y como se comentaba en el capítulo IV, este grupo microbiano puede
ser considerado como indicador de la higiene durante el procesado del pescado, así como de
su manipulación desde el momento de la captura hasta su consumo (Shewan, 1971). No hay
que olvidar, de todas maneras, la capacidad que tienen algunas especies para desencadenar
intoxicaciones alimentarias humanas (Kloos y Schleifer, 1981).

El propósito del trabajo contenido en este capítulo ha sido la identificación de las
micrococáceas aisladas a partir de distintas muestras de pescado de agua dulce, identificación
que se ha basado en la utilización de los esquemas y pruebas empleadas tradicionalmente en
microbiología. Paralelamente, se ha procedido a la clasificación de los microorganismos
estudiados mediante análisis numérico, con el fin de establecer las distintas relaciones entre
los grupos microbianos mayoritarios. Finalmente se pretendían establecer las relaciones
existentes entre los distintos taxones y su origen (especie de pescado, zona de muestreo,
temperatura de aislamiento), así como evaluar la capacidad alterante de las cepas, todo ello
con vistas a contribuir a delimitar la importancia real de las micrococáceas en el pescado de
agua dulce.
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MATERIAL Y MÉTODOS

En este trabajo se estudiaron un total de 64 cepas de microorganismos adscritos a la
familia Micrococcaceae, de las cuales 61 fueron obtenidas a partir de placas de Agar Triptona
de Soja (TSA, Oxoid) utilizadas para el recuento de las floras aerobia mesófila viable y
aerobia psicrotrofa viable (ver capítulo I de la presente memoria). Además, se incluyeron tres
cepas tipo como patrones internos, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Micrococcus
luteus (ATCC 10240b) y Planococcus citreus (ATCC 14404), que pudieran tener interés
desde el punto de vista de la salud pública o por su relación con el hábitat acuático.

Para su adscripción a la familia Micrococcaceae, dichas cepas fueron sometidas a una
serie de pruebas preliminares, que aparecen reflejadas en el capítulo IV, que mostraron su
condición de cocos Gram positivos y catalasa positivos. Para confirmar su pertenencia a dicha
familia, se comprobó la ausencia de formas de resistencia al calor (esporos). Para ello, se
aplicó un tratamiento térmico (80ºC, durante diez minutos) a un caldo en fase estacionaria de
crecimiento, tal y como se describe en el capítulo IV. Asimismo, se procedió a la repetición
de la prueba de la catalasa (en el Agar A) siguiendo las indicaciones de Baird-Parker (1979).

Identificación clásica.

Se realizó siguiendo los esquemas de Kloos y Schleifer (1981), Kocur y Schleifer
(1981), Schleifer y col (1981) y Hernández Haba y Dubón Pérez (1992).

Propiedades examinadas en el análisis numérico y empleadas en la identificación clásica.

Se estudiaron un total de 80 caracteres fenotípicos de los cuales diez correspondían a
examen morfológico en distintos medios de cultivo, diez a pruebas fisiológicas, uno a
resistencia a antibióticos y, el resto, fueron “tests” bioquímicos. Para la realización de las
pruebas, los medios se incubaron a 28ºC con excepción de los “tests” realizados para
determinar su capacidad de crecimiento a distintas temperaturas.

Reacción de la citocromo-c-oxidasa. Llevada a cabo del modo descrito en anteriores capítulos
(capítulo I). La aparición de colonias de color púrpura era indicativa de la presencia de esta
enzima.

Movilidad. Se utilizó el medio GI (Difco) para detectar movilidad; la interpretación de los
resultados, así como el período de incubación, aparece expuesta en capítulos anteriores
(capítulo II).

Crecimiento en medio líquido. En este caso se empleó el Caldo Infusión Cerebro Corazón
(BHI -Oxoid-). Tras 24 h de incubación (48 h en las cepas de crecimiento lento) se examinó
la presencia de turbidez en el medio y/o de una película correspondiente a crecimiento en la
superficie de dicho medio (Prieto, 1990).
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Morfología en medio sólido. Las cepas se incubaron en la superficie de un medio sólido, el
Agar A (Baird Parker, 1979), durante 48 h, período tras el cual se examinaron las siguientes
características de las colonias (Prieto y col, 1992a): integridad del borde, convexidad, tamaño
y aspecto (consistencia cremosa).

Producción de pigmentos. Para ello se utilizó el Agar P (Kloos y col, 1974). Las cepas se
sembraron de la misma manera que en el caso anterior, pero en este caso se efectuaron
lecturas a los dos y a los cinco días. Tras el período de incubación, se anotó la existencia de
colonias no pigmentadas o la de colonias de color rosa, amarillo y/o naranja. Bajo el epígrafe
“otros” se englobaron aquellas cepas con pigmentos distintos a los relacionados
anteriormente.

Crecimiento y morfología de las colonias en el medio Baird-Parker. Tras un período de
incubación de 48 h se anotó la aparición de: colonias de color negro, un halo de hidrólisis de
las proteínas constituyentes del medio alrededor de la zona de crecimiento, así como la
existencia de un área densa, que circundaba el halo de hidrólisis de las proteínas, como
consecuencia, posiblemente, de la acción de una lipasa (Anon, 1990).

Crecimiento en condiciones de anaerobiosis. Para ello se empleó el medio semisólido Brewer
Thioglycollate Medium (Difco) que fue precalentado, antes de la inoculación (por siembra en
picadura) de las cepas problema, para eliminar el oxígeno que podría haber difundido a su
interior desde el momento de su preparación. Las lecturas se realizaron a los dos y a los
cuatro días de incubación. La interpretación de los resultados se hizo de acuerdo con el esque-
ma de Evans y Kloos (1972), de tal manera que se anotaba la presencia o ausencia de creci-
miento tanto en la zona donde existía una mayor tensión de oxígeno (zona de aerobiosis de
coloración verde) como en la zona de anaerobiosis. En el caso de que el crecimiento se mani-
festase en esta última zona, se observaba si dicho crecimiento se daba únicamente alrededor
de la zona de picadura, en masa o se caracterizaba por la presencia de colonias aisladas.

Crecimiento a diferentes temperaturas. Se llevó a cabo en el Caldo A (Baird Parker, 1979).
Las cepas, una vez sembradas, se incubaron a 10ºC (durante cinco días), 30 y 37ºC (dos días)
y a 15 y 45ºC (tres días) en baños de agua termostatados. Aquellos tubos en los que la
turbidez era evidente tras su agitación, fueron considerados como positivos, de manera
análoga a lo descrito en el capítulo V.

Tolerancia a distintas concentraciones de NaCl. Las cepas se sembraron en la superficie de
placas de Agar A (misma formulación que el Caldo A, pero al que se le añadieron 15 g/l de
agar) a las que previamente se les había añadido NaCl a las siguientes concentraciones (p/v):
5%, 7.5%, 10% y 15%. Tras el período de incubación, las cepas resistentes a esas condiciones
mostraron crecimiento en la zona de inoculación.

Oxidación y fermentación de la glucosa. Esta prueba fue llevada a cabo mediante dos
procedimientos:

1. Empleando el medio OF de Hugh & Leifson (Difco): El esquema seguido aparece descrito
en el capítulo II.
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2. Utilizando el medio recomendado por el “Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci &
Micrococci” (1965). Es similar al medio de Hugh & Leifson, pero en lugar de emplear azul
de bromotimol como indicador de cambio de pH, se utilizó púrpura de bromocresol. La
inoculación, incubación y lectura se realizaron como en el medio OF.

Producción de ácido a partir de distintos azúcares. El medio base empleado, Caldo Base
Púrpura (Difco), fue suplementado con los siguientes azúcares esterilizados, previamente, por
filtración (concentración final: 1% p/v): L-arabinosa, celobiosa, dulcitol, D-fructosa, D-
galactosa, gluconato, meso-inositol, lactosa, maltosa, manitol, D-manosa, melezitosa,
melibiosa, rafinosa, ramnosa, D-ribosa, sacarosa, salicina, sorbitol, D-sorbosa, trealosa, xilitol
y D-xilosa. Se efectuaron lecturas periódicas tras 12 h, 1 d, 2 d y 5 d de incubación del mismo
modo al descrito en el capítulo V. Las cepas que fermentaban los azúcares daban lugar a un
cambio de color en el indicador (hacia amarillo). Si este cambio era ligero, era registrado
como reacción dudosa.

Producción de ácido a partir de glicerol en presencia de eritromicina. Se llevó a cabo
empleando el medio descrito por Schleifer y Kloos (1975). Este medio contiene diversas
sales, glicerol al 1% (esterilizado por filtración) y un indicador (púrpura de bromocresol). Una
vez preparado, se le añade una solución, también esterilizada por filtración, de eritromicina
(concentración final: 0.4 µg/ml). La incubación, los tiempos de lectura y la interpretación de
los resultados se efectuaron del mismo modo al descrito en el apartado anterior.

Resistencia a la novobiocina. Las cepas se sembraron en la superficie de placas de Mueller-
Hinton (MH, Oxoid) que contenían 1.6 µg/ml de novobiocina (Sigma), de modo similar a
Kloos y Schleifer (1975). Los microorganismos resistentes a las concentraciones utilizadas de
este antibiótico daban lugar a colonias en la zona de siembra. Como control negativo se
empleó el mismo medio base (Mueller-Hinton) al que no se le añadió novobiocina.

Resistencia a la furazolidona. Se siguió el método de Von Rheinbaben y Hadlock (1981).
Como medio base se empleó TSA (Oxoid) suplementado con extracto de levadura al 0.1%
(p/v) y Tween 80 al 0.5% (v/v). Paralelamente se prepararon dos soluciones que, esterilizadas
por filtración, fueron añadidas al medio base atemperado a 48ºC para evitar su floculación;
una de ellas era una solución al 0.5% (v/v) de Aceite Rojo O (Oil Red O, Sigma) en acetona
que era incorporada al 0.1% (v/v) al medio base; la otra, añadida al 10% (v/v) al medio base,
consistía en una solución al 0.05% (p/v) de furazolidona (Sigma) en acetona. Una vez
sumadas estas soluciones al medio base, se procuró la evaporación de la acetona mediante el
secado de las placas en una cabina de flujo laminar. Como en el caso anterior, y a modo de
control, las cepas se sembraron en placas a las que no se había añadido el antibiótico. Las
cepas capaces de crecer en este medio fueron calificadas como resistentes a la furazolidona.

Resistencia a la lisostafina y a la lisozima. Se siguió la metodología de Kloos y Schleifer
(1975). Se empleó el Agar P (Kloos y col, 1974) como medio base al que se le añadieron
lisostafina (Sigma) o lisozima (Sigma) a las concentraciones finales de 200 µg/ml 25 µg/ml
respectivamente (estas concentraciones son las que utilizaron Schleifer y Kloos -1975-). La
presencia de crecimiento en los puntos de inoculación indicaba resistencia a estos compuestos
antimicrobianos.
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Las pruebas que se relacionan a continuación aparecen más ampliamente descritas en
capítulos anteriores de la presente memoria (capítulos II y V). A continuación se describen,
de manera breve, los medios empleados y la interpretación de los resultados.

Hidrólisis de la arginina. Se utilizó, como medio base, el Caldo Decarboxylase Möller (Difco)
y se empleó la metodología descrita en el capítulo II. Las cepas que eran capaces de hidrolizar
la arginina desarrollaban una coloración púrpura en el medio en el que crecían (Cowan,
1974).

Hidrólisis de la esculina. Llevado a cabo en Agar Esculina de modo análogo al descrito en el
capítulo II. La presencia de un halo de ennegrecimiento alrededor de las colonias, tras el
período de incubación (48 h), fue interpretado como una reacción positiva.

Reacción del Voges-Proskauer. Se empleó el medio MRVP (Oxoid). Tras el período de
incubación (cinco días) se añadieron los reactivos indicados (ver capítulos II y V). La
aparición de un anillo de color rojo en la superficie del medio era indicativo de la producción
de diacetilo por parte de la cepa.

Utilización de citrato como única fuente de carbono. Se llevó a cabo en el Agar Citrato de
Simmon (Oxoid). Las cepas capaces de utilizar citrato daban lugar a una coloración azul en el
medio.

Actividad desoxirribonucleasa. Se manifestaba por la aparición de halos de aclaramiento (tras
adición de HCl al 25%) alrededor de las colonias crecidas en el Agar DNAsa (Oxoid).

Reducción de nitratos a nitritos y a óxido nitroso. Como en el capítulo V, se empleó Caldo
Nitrato (Difco), incubándose los tubos durante cinco días. Tras añadir los reactivos
correspondientes, la producción de nitritos se manifestaba por un enrojecimiento del medio,
mientras que la producción de óxido nitroso se verificaba al no modificarse el color del medio
tras añadir polvo de zinc (Cowan, 1974).

Actividad β-galactosidasa. Para esta prueba se utilizó la metodología descrita en el capítulo
V. La reacción positiva se manifestaba por la aparición de un color amarillo en los tubos que
contenían una suspensión bacteriana en solución salina y un disco de ONPG.

Resistencia al agente vibrióstático O/129. Comprobada como ausencia de crecimiento
alrededor del disco de antibiótico de O/129 de 150 µg (Oxoid), de modo análogo al descrito
en el capítulo II.

Actividad lipolítica sobre Tween 20, Tween 60, Tween 80 y Agar Tributirina. Período de
incubación de 48 h. En el caso de los distintos Tween empleados, la lipolisis se manifestaba
como precipitación de ácidos grasos, mientras que la hidrólisis de la tributirina se verificaba
por la aparición de un halo de aclaramiento.

Actividad proteolítica sobre gelatina y caseína. La actividad gelatinasa (licuefacción) fue
puesta de manifiesto empleando el medio Nutrient Gelatin (Difco). La incubación se prolongó
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hasta los siete días. En el caso de la actividad caseinolítica (halos de aclaramiento) se empleó
el Agar Caseína (capítulo II) y la incubación se realizó durante tres días.

Acción sobre la yema de huevo. En este caso se registraron las actividades lipolítica y
proteolítica tras un período de incubación de 48 horas (capítulo V).

Hemólisis α y hemólisis β. Las cepas se sembraron por agotamiento en placas de Agar Sangre
que contenía un 5% de sangre de oveja y se incubaron durante 72 h. La hemólisis α se
caracteriza por la presencia de una coloración verdosa alrededor de las colonias por lisis
incompleta de los eritrocitos, mientras que la hemólisis β se corresponde con una zona de
aclaramiento (ver capítulo II).

Análisis numérico de los datos y test de reproducibilidad.

Un total de 80 caracteres cuantitativos se codificaron como: 0, negativo; 1, positivo ó
2, prueba no realizada o resultado de difícil interpretación. Los coeficientes de similitud (S

SM
o simple matching coefficient -Sokal y Michener, 1958- y S

J
 o coeficiente de Jaccard -Sneath,

1957-) se obtuvieron entre cada par de cepas empleando programas en VISUAL BASIC V3.0
(Microsoft Corp.) desarrollados por Prieto (1990). El agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal,
1973) se consiguió con el programa SPSS/PC+ V3.1 (SPSS Inc., Chicago).

Tambien se calculó el coeficiente de correlación (r) entre la matriz de similitud y los
niveles en el fenograma derivados de los de la matriz (correlación cofenética -Sneath, 1978a-)
empleando el programa NTSYS-pc V1.80 (Exeter Software, New York). Las tablas de
frecuencia se generaron mediante el programa LOTUS 1,2,3 V2.0 (Lotus Development
Corporation, Texas) y fueron empleadas para determinar los caracteres más discriminantes
(Sneath, 1978a).

Como en los capítulos IV y V, todas las pruebas se repitieron en un 10% de las cepas
(en este caso fueron sobre un total de siete). La probabilidad media de error (p) se calculó de
acuerdo con lo especificado por Sneath y Johnson (1972).

Otras pruebas de identificación.

La detección de la actividad coagulasa se utilizó en la adscripción a especie de las
cepas identificadas tentativamente como Staphylococcus spp. Se puso de manifiesto mediante
el método en tubo (Baird Parker, 1979) y la utilización de “Plasma con EDTA para la
detección de actividad coagulasa” (Difco). Los tubos fueron incubados a 37ºC durante 4 h y
24 h a temperatura ambiente. En la puntuación se empleó el sistema de Turner y Schwartz
(1958). Los resultados de esta prueba no fueron incluidos en el análisis numérico.
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RESULTADOS

Identificación clásica.

Ninguna de las cepas estudiadas poseía formas de resistencia al calor y todas
resultaron ser catalasa positivas en el medio A. Todas las cepas, a excepción de una, pudieron
ser identificadas, al menos, a nivel de género. La cepa que no fue identificada a este nivel
(2031) se mostró muy poco reactiva en los distintos “tests” empleados. La cepa 2715, capaz
de crecer a concentraciones elevadas de sal, fue adscrita al género Planococcus al producir un
pigmento marrón y ser móvil.

Las pruebas que se tuvieron en cuenta, principalmente, a la hora de adscribir al resto
de las cepas estudiadas a uno de los géneros restantes de la familia Micrococcaceae
(Micrococcus o Staphylococcus) fueron las siguientes: resistencia a la lisostafina, producción
de ácido a partir de la glucosa en condiciones anaerobias y crecimiento en anaerobiosis en el
medio del tioglicolato de Brewer. En la tabla VII.1 se observan los perfiles característicos
mostrados por las cepas estudiadas con respecto a las tres pruebas anteriormente mencionadas
y su adscripción definitiva a género. Tal y como se puede apreciar en esta misma tabla, los
perfiles R + – y S + – no se dan en ningún caso, hecho lógico, por otra parte, si tenemos en
cuenta que al no ser capaces de crecer en anaerobiosis, tampoco podrían fermentar la glucosa
en esas mismas condiciones.

Tabla VII.1. Perfiles mostrados por las cepas adscritas a los géneros Micrococcus y
Staphylococcus.

Género asignado Lisostafina Ferm. Glucosa Crec. anaerobio

Perfil I Micrococcus    R(1)    –(3)    –(3)

Perfil II Micrococcus R –    +(4)

Perfil III Staphylococcus R    +(4) +

Perfil IV Staphylococcus    S(2) – –

Perfil V Staphylococcus S – +

Perfil VI Staphylococcus S + +

(1)R, resistencia a la lisostafina; (2)S, sensibilidad a la lisostafina; (3)incapaz de fermentar la glucosa o de crecer,
respectivamente, en condiciones anaerobias; (4)capaz de fermentar la glucosa o de crecer, respectivamente, en
condiciones anaerobias.

El primer criterio que se tuvo en cuenta para adscribir cada uno de los dos géneros a
los distintos perfiles fue la sensibilidad a la lisostafina. Así, las cepas sensibles a la lisostafina
fueron identificadas como Staphylococcus, mientras que las resistentes lo fueron como
Micrococcus. En el caso del Perfil III, en el cual las cepas eran resistentes a dicho compuesto
pero fueron clasificadas como Staphylococcus, se consideró, además, tanto el crecimiento en
condiciones de anaerobiosis y la fermentación de la glucosa anaeróbicamente, como la
capacidad de producir ácido a partir del glicerol en presencia de eritromicina, característico de
Staphylococcus, “test” que fue positivo para todas las cepas contenidas en el perfil III.
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En la tabla VII.2 se presenta la distribución de las cepas, identificadas a nivel de
especie, entre los distintos perfiles de género.

Tabla VII.2. Distribución de las especies entre los distintos perfiles de género.

                                                                  Perfiles†
Especie I II III IV V VI

M. varians 6*

M. luteus 10

M. sedentarius 3

M. lylae 6

M. agilis 2

M. kristinae 2 3

M. halobius 1

M. roseus 1

Micrococcus spp. 2

S. saccharolyticus 7

S. caseolyticus 2 3

S. auricularis 1

Staphylococcus spp. 9 1

*, número de cepas; †, perfil de género (tabla VII.1).

Las cepas identificadas a nivel de especie y sus correspondientes números de
identificación, así como los datos relativos a su origen, se muestran en las figuras VII.1 y
VII.2.

Las cepas pertenecientes al género Micrococcus y agrupadas en el perfil I fueron, a su
vez, adscritas a varias especies, tal y como se aprecia en la tabla VII.2. Esta adscripción se
realizó teniendo en cuenta el esquema abreviado para la diferenciación de Micrococcus que
aparece en el volumen II de Prokaryotes (Schleifer y col, 1981) y que aún hoy sigue vigente.

Las cepas que mostraron pigmentación amarilla fueron adscritas a las especies M.
luteus o M. varians. Las cepas identificadas como M. luteus (todas excepto la 2331 fueron
resistentes a la furazolidona) coincidían con el esquema al que hemos hecho referencia
anteriormente (Schleifer y col, 1981), si bien diferían en su respuesta a la prueba de la oxidasa
(todas fueron negativas, en contraposición a lo que aparece en el esquema abreviado, en el
que las cepas de M. luteus son oxidasa positivas o débilmente positivas) y a la producción
aeróbica de ácido a partir de la glucosa (las cepas 109, 630, 2259, 2299 y 3515 produjeron
ácido a partir de este azúcar, frente al carácter negativo que aparece en el esquema abreviado).
El hecho que nos llevó a identificar definitivamente a estas cepas como M. luteus fue que la
cepa patrón empleada (ATCC 10240b) era, asimismo, oxidasa negativa y fermentadora de la
glucosa en condiciones aerobias.
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La adscripción de las cepas a M. varians fue aún más complicada, ya que muchas de
las características que exhibían eran coincidentes con la descripción de M. sedentarius. El
principal criterio que empleamos para la adscripción a M. varians fue la utilización del citrato
como única fuente de carbono, característica que no poseían las otras especies de
Micrococcus. En la tabla siguiente (tabla VII.3) se muestran las características (fermentación
aerobia de la glucosa, hidrólisis de la esculina y reducción de los nitratos a nitritos) en las que
nuestras cepas dieron lugar a resultados variables y diferentes, en algunos casos, de la
descripción que aparece en el volumen II de Prokaryotes (Schleifer y col, 1981).

Tabla VII.3 Características variables para las cepas identificadas como M. varians.

                                                                   Cepas
Pruebas 263 280 283 2184 2583 2337 Prokaryotes*
Ác. glucosa (aerobiosis) – + + + – + +
Hidrólisis esculina + + + – – + –
Reducción de nitratos + – – – – – +

*, resultados observados en el esquema abreviado (Schleifer y col, 1981).

Las cepas de M. halobius (sensible a la furazolidona) y M. roseus coinciden con el
perfil mostrado en el esquema abreviado en todas sus características, excepto en lo referente
al prueba de la oxidasa (negativa) en la primera.

El resto de las especies, M. sedentarius, M. lylae y M. agilis, diferían de dicho
esquema en una serie de pruebas. En general, los perfiles de estas tres especies fueron muy
similares entre sí, si bien no eran coincidentes en lo referente a la prueba de la oxidasa y la
movilidad. En la tabla VII.4 se muestran las cepas aisladas que difieren, en las pruebas que se
señalan, de los patrones recogidos en el esquema de Schleifer y col (1981).

Tabla VII.4. Cepas que no coinciden con la descripción correspondiente de Schleifer
y col (1981) en su esquema abreviado.

                                                                          Especie
Prueba M. lylae M. sedentarius M. agilis
Utilización del citrato todas 1775, 2152 todas
Ác. glucosa (aerobiosis) 1954, 2711, 206
Reducción de nitratos 2711, 206, 282 3038
Hidrólisis L-arginina 1775, 3418 3503
Hidrólisis esculina todas
Oxidasa 3038

Cada una por separado, las cepas identificadas como M. kristinae y adscritas a los
perfiles I y II (tabla VII.1) eran muy similares al perfil bioquímico mostrado por el esquema
abreviado de Schleifer y col (1981), excepto en lo referente a las pruebas que se muestran en
la tabla VII.5. Por el contrario, mostraban características muy variables entre sí. Las cepas
2243 (perfil II), 1221 (perfil II) y 2257 (perfil I) fueron sensibles a la furazolidona.



261

Tabla VII.5. Características variables de las cepas identificadas como M. kristinae.

                                                                      Cepas
Prueba 2257 1221 2434 2243 2527 Prokaryotes*
Ácido glucosa (aerobiosis) + + + – + +
Reducción de nitratos – – + – + –
Hidrólisis de la esculina – – + + – +
Ácido de manosa + – + + + +
Oxidasa – + + + + +
*, resultados observados en el esquema abreviado (Schleifer y col, 1981).

Las cepas de Micrococcus no identificadas a nivel de especie (315 y 2241), además de
pertenecer al perfil II (tabla VII.1) diferían del patrón bioquímico del resto de las cepas de M.
luteus, entre otras, en que la 315 era sensible a la furazolidona y la 2241 fermentaba la
manosa e hidrolizaba la arginina.

Ninguna de las cepas ambientales adscritas al género Staphylococcus manifestó
actividad coagulasa. Según el esquema de puntuación de Turner y Schwartz (1958),
únicamente dos tubos obtuvieron una puntuación de 1, pero no fueron considerados como
positivos. El resto fueron puntuados con un 0. Por el contrario, la cepa tipo de S. aureus
(ATCC 25923) sí fue capaz de coagular el suero de conejo, obteniendo una puntuación de 4
en dicho esquema. Por otro lado, ninguna de las cepas creció en presencia de furazolidona.

Las cepas de estafilococos incluidas en los perfiles V y VI (tabla VII.1) y que
resultaron ser sensibles a la novobiocina se subdividieron en dos grandes grupos. Por un lado,
aquéllas que eran negativas para la prueba de la oxidasa y que presentaban dificultades para
crecer en condiciones de aerobiosis (no crecían en la porción aerobia del medio de
tioglicolato). Por otro lado, las cepas que eran oxidasa negativas.

Las primeras, que se adscribieron a las especies S. saccharolyticus y S. auricularis
(Perfil VI en la tabla VII.1), presentaron un perfil bioquímico y fisiológico que difería, en
muy pocas pruebas, del mostrado por Kloos (1990) y por el Manual de Bergey (Kloos y
Schleifer, 1986) para ambas especies. Así, y al igual que en dichos esquemas, las cepas
adscritas a S. saccharolyticus crecían débilmente a 15ºC, no eran hemolíticas, no fermentaban
la sacarosa ni el manitol y daban lugar a colonias de tamaño reducido cuando crecían en la
superficie de un medio sólido. En la tabla VII.6 se muestran las pruebas para las cuales las
cepas adscritas a esta especie dieron lugar a resultados variables con respecto a los perfiles
mostrados en el Manual de Bergey para S. saccharolyticus, si bien dichas pruebas son de
escaso valor taxonómico. La cepa adscrita a S. auricularis mostró, también, un patrón
bioquímico muy parecido al descrito por Kloos y Schleifer (1986), siendo incapaz de
fermentar la sacarosa y el manitol y de hidrolizar la arginina y, a diferencia de las cepas
adscritas a S. saccharolyticus, fue capaz de producir ácido a partir de la trealosa y de reducir
los nitratos a nitritos.
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Tabla VII.6. Pruebas en las que las cepas adscritas a S. saccharolyticus dieron lugar
a resultados variables.

                                                                    Cepas
Pruebas 1533 1534 1636 1664 1696 1697 2153 Bergey*
Crecimiento a 45ºC + – + – – – + +
Ácido de lactosa + + + – + + – –
Ácido de maltosa + + + – + – – –
Hidrólisis arginina + + – – – – – +
*, resultados observados en el esquema de Kloos y Schleifer (1986).

La cepa 53, adscrita al perfil V (tabla VII.1), presentaba un patrón bioquímico muy
similar a S. saccharolyticus, pero al no fermentar la glucosa en condiciones anaerobias no fue
finalmente identificada a nivel de especie.

Las cepas que fueron adscritas a la especie S. caseolyticus, incluidas en los perfiles IV
y V, eran asimismo sensibles a la novobiocina y, a diferencia de S. saccharolyticus, oxidasa
positivas. Al igual que en S. saccharolyticus, los patrones bioquímicos que exhiberon fueron
bastante similares a los señalados por Kloos (1990) y a los que aparecen en el Manual de
Bergey (Kloos y Schleifer, 1986) correspondientes a S. caseolyticus, con las excepciones que
aparecen en la tabla VII.7, además de la incapacidad para fermentar la glucosa
anaeróbicamente por parte de las cepas 1670 y 3013 (tabla VII.1).

Tabla VII.7. “Tests” para los cuales las cepas adscritas a S. caseolyticus dieron
lugar a resultados variables.

                                                                 Cepas
Pruebas 1228 1245 1202 1670 3013 Bergey*
Crec. aerobiosis – – – + + +
Ácido de fructosa + + + – + +
Ácido de ribosa – – – – – +
Ácido de xilosa – – – – + –
*, resultados observados en el esquema de Kloos y Schleifer (1986).

Finalmente, cabe decir que las cepas incluidas en el perfil III fueron adscritas al
género Staphylococcus a pesar de ser resistentes a la lisostafina. Las cepas 428, 1648, 2154,
2297, 2442 y 2590 presentaron perfiles similares a los de las cepas identificadas como S.
saccharolyticus. Por lo que respecta a las cepas 1654 y 2116, se puede decir lo mismo que
para las anteriormente mencionadas, con la salvedad de que la primera no era capaz de
producir ácido a partir de la fructosa, mientras que la segunda era productora de ácido a partir
de la trealosa, en ambos casos en condiciones aerobias.

Análisis numérico.

Las figuras VII.1 y VII.2 muestran los taxones y el patrón de agrupamiento de las
cepas incluídas en el estudio empleando dos coeficientes de semejanza distintos (SSM -figura
VII.1- y SJ -figura VII.2-).
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Figura VII.1. Distribución (y datos relativos a su origen) de 61 cepas de
micrococáceas aisladas de peces de agua dulce en el dendrograma formado a un
nivel de semejanza del 82% (SSM) y realizando el agrupamiento por el procedimiento
UPGMA.
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Figura VII.2. Distribución (y datos relativos a su origen) de 61 cepas de
micrococáceas aisladas de peces de agua dulce en el dendrograma formado a un
nivel de semejanza del 54% (SJ) y realizando el agrupamiento por el procedimiento
UPGMA.
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De las 64 cepas, 57 se agruparon en siete (empleando el coeficiente S
SM

 a un 82% de
semejanza) y ocho (empleando el coeficiente S

J
 a un 54% de semejanza) taxones. Tal y como

puede verse en la figura VII.2 (S
J
), cinco de los nueve taxones estaban formados por más de

tres cepas (grupos significativos), conteniendo, uno de ellos (el taxón siete), una de las cepas
patrón empleadas en este estudio.

En ambos casos siete cepas permanecieron sin agrupar: una cepa adscrita al género
Planococcus, una a la especie M. luteus , una a M. kristinae , una a Staphylococcus spp.  y la
cepa tipo Planococcus citreus ATCC 14404 en ambos dendrogramas; empleando el
coeficiente S

SM
 permanecieron sin agruparse, además, una cepa de S. auricularis y otra de S.

caseolyticus (figura VII.1), mientras que con el coeficiente S
J
 también lo fueron una cepa de

Micrococcus spp. y la cepa no identificada (figura VII.2).
El coeficiente cofenético r correspondiente al análisis numérico en el que se empleó el

coeficiente de similitud S
SM

 fue 0.84757, mientras que el correspondiente al coeficiente de
similitud S

J
 fue de 0.82164, valores que nos indican que no se produce distorsiones

significativas de la matrices triangulares de similitudes.
Todas las cepas fueron universalmente negativas para la producción de ácido a partir

de los siguientes azúcares: dulcitol, meso-inositol, melibiosa, rafinosa, ramnosa, D-ribosa y
xilitol.

En las tablas VII.8 y VII.9 se muestran las pruebas más discriminantes entre los
taxones mayoritarios obtenidos con uno y otro coeficiente (S

SM
 y S

J
) respectivamente, así

como algunos otros “tests” de interés desde el punto de vista taxonómico.
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Tabla VII.8. Perfil bioquímico, morfológico y fisiológico de los taxones significativos
obtenidos con el coeficiente S

SM (figura VII.1).

Taxones mayoritarios I II VI VII

Número de cepas 9 23 16 3

Pruebas

Oxidasa 66* 13 0 100

Ácido de glucosa (aerobiosis):

      Medio tradicional 11 9 28 0

      Medio “Subcommittee...” † 12 54 100 100

Ácido de glucosa (anaerobiosis)

      Medio tradicional 0 0 16 0

      Medio “Subcommittee...” 0 4.3 100 0

Pigmento:

       amarillo 0 78 6 0

       naranja 0 8 25 100

Diámetro de colonia:

       1-2 mm 0 73 56 0

       2-3 mm 55 21 43 0

       >3mm 44 4 0 100

Reacciones en Baird Parker:

       Proteolisis 0 0 12 100

       Reducción del telurito 11 8 100 100

Crecimiento:

        a 10ºC 100 91 0 100

        en 15% NaCl 0 4 100 0

        en anaerobiosis 0 8 100 100

        en aerobiosis 88 82 0 0

Voges Proskauer 0 0 93 66

Resistencia a la lisostafina 100 100 50 33

Prod. de ácido a partir de:

        D-fructosa 0 8 93 100

        Maltosa 0 4 75 100

        Trealosa 0 0 12 100

        Glicerol + eritromicina 0 0 70 0

Hidrólisis del Tween 80 100 30 62 0

*, porcentaje de cepas que dieron lugar a una respuesta positiva para la prueba; †, medio recomendado por el
“Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci”.
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Tabla VII.9. Perfil bioquímico, morfológico y fisiológico de los taxones mayoritarios
obtenidos con el coeficiente S

J (figura VII.2).

Taxón I II III VII VIII

Número de cepas 11 10 9 16 5
Pruebas
Oxidasa 63 0 22 0 80
Ácido de glucosa (aerobiosis):
    Medio tradicional 9 0 22 28 25
    Medio “Subcommittee...” † 20 50 55 100 100
Ácido de glucosa (anaerobiosis)
    Medio tradicional 0 0 0 6 0
    Medio “Subcommittee...” 0 0 0 100 20
Pigmento amarillo 0 80 88 6 0
Diámetro de colonia:
     1-2 mm 18 100 33 56 0
     2-3 mm 45 0 55 43 0
     >3mm 36 0 11.1 0 80
Reacciones en Baird Parker
      Proteolisis 0 0 0 12 100
      Reducción del telurito 9 0 22 100 100
Crecimiento:
      a 10ºC 100 90 100 0 100
      en 10% NaCl 45 0 33 100 100
      en 15% NaCl 0 0 11 100 40
      en anaerobiosis 0 0 0 100 80
      en aerobiosis 72 100 100 0 20
Utilización del citrato 72 0 77 0 20
Voges Proskauer 0 0 0 93 40
Reducción de nitratos 60 0 22 100 80
Resistencia a la lisostafina 100 100 100 50 20
Prod. de ácido a partir de:
      D-fructosa 0 0 22 93 80
      Maltosa 0 0 11 75 100
      Trealosa 0 0 0 12 100
      Glicerol + eritromicina 0 0 0 70 0
Hidrólisis del Tween 20 100 30 0 87 80

*, porcentaje de cepas que dieron lugar a una respuesta positiva para la prueba; †, medio recomendado por el
“Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci”.
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Las especies incluídas en los grupos obtenidos con el coeficiente S
J
 (figura VII.2), así como

sus características comunes (teniendo en cuenta los resultados expuestos en la tabla VII.9) se
describen a continuación:

El taxón I contenía un total de once cepas, de las cuales seis fueron identificadas como
M. lylae, dos como M.sedentarius, una como M. roseus y dos como M. agilis. El perfil
fisiológico y bioquímico de este grupo era heterogéneo (Tabla VII.9). Entre las características
más significativas cabe destacar que, a excepción de una cepa, fueron incapaces de crecer en
el medio que contenía furazolidona. Ninguna de las cepas incluídas en este taxón fue capaz de
producir ácido a partir de los azúcares ensayados (con excepción de la glucosa en casos
aislados), ni de crecer en un medio conteniendo un 15% de NaCl. La características generales
de este grupo (Tabla VII.9), con excepción de la utilización del citrato como única fuente de
carbono, eran las de M. lylae (Schleifer y col, 1981).

Taxón II. En él se incluyeron 10 cepas que se adscribieron al género Micrococcus.
Ocho de ellas fueron identificadas como pertenecientes a la especie M. luteus, una como M.
kristinae y, la última, como M. halobius. Este taxón se mostró más homogéneo que el anterior
en cuanto a sus propiedades (Tabla VII.9). Todas las cepas daban lugar a colonias menores de
1 mm, eran oxidasa negativas, resistentes a la lisostafina y no utilizaron el citrato como única
fuente de carbono. Ninguna de ellas redujo los nitratos a nitritos, ni utilizó el citrato como
única fuente de carbono, así como tampoco fueron capaces de producir ácido a partir de los
azúcares, a excepción de la glucosa y de la lactosa. Las cepas identificadas como M. luteus
produjeron pigmento amarillo y todas, a excepción de una cepa de esta misma especie (2331),
fueron resistentes a la furazolidona. Teniendo en cuenta todas estas propiedades, se observaba
que este grupo presentaba características típicas de M. luteus , con la excepción de la prueba
de la oxidasa (Schleifer y col, 1981).

El taxón III incluía un total de nueve cepas, de las cuales seis fueron identificadas
como M. varians, una como M. luteus , una como M. kristinae y otra como M. sedentarius.
Todas produjeron pigmento amarillo en medio sólido (excepto la cepa de M. sedentarius),
eran resistentes a la lisostafina, a la lisozima y a la furazolidona (salvo la cepa de M.
sedentarius a estas dos últimas). En este mismo grupo se englobaban cepas (Tabla VII.9) que
eran capaces de producir ácido a partir de un número mayor de azúcares que en los dos
taxones anteriores. Otra característica a tener en cuenta desde el punto de vista de la
clasificación fue su incapacidad para hidrolizar el Tween 20. Al igual que en caso del taxón
II, que se adscribía a la especie M. luteus, el taxón III se identifica, al tener muchas
propiedades comunes, con la especie M. varians (Schleifer y col, 1981). Tal y como se
observa en la figura VII.2 este grupo confluye con el taxón II a un nivel de similitud (S

J
) del

50%, dando lugar a un supertaxón que coincide, tal y como veremos más adelante, con el
grupo formado a un nivel de semejanza del 82% (S

SM
) que se observa en la figura VII.1.

Entre los caracteres más constantes que se pueden apreciar en los tres grupos
anteriores, y que son de un mayor valor desde el punto de vista taxonómico (Tabla VII.9),
destacan su incapacidad para producir ácido a partir de la glucosa anaeróbicamente, su
incapacidad de crecer en anaerobiosis en el medio del tioglicolato de Brewer y su carácter
psicrotrofo, ya que son capaces de desarrollarse a 10ºC.
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El taxón VII contiene dieciséis cepas, entre ellas siete adscritas a la especie S.
saccharolyticus, la cepa tipo de S. aureus  y ocho cepas de Staphylococcus no identificadas a
nivel de especie (Staphylococcus spp.). Todas las cepas fermentaban la glucosa y crecían en
anaerobiosis en el medio de Brewer, pero diferían en su sensibilidad a la lisostafina, tal y
como se aprecia en la tabla VII.9. Las cepas de Staphylococcus no identificadas a nivel de
especie eran resistentes a la lisostafina, mientras las cepas de la especie S. saccharolyticus y la
cepa tipo de S. aureus eran sensibles a dicha enzima (Tabla VII.3). Todas ellas fueron
incapaces de crecer en el medio que contenía furazolidona y de desarrollarse a 10ºC, pero
redujeron el telurito en el medio Baird Parker, crecieron en presencia de concentraciones del
15% de NaCl, redujeron los nitratos a nitritos y mostraron actividades lipolíticas y
proteolíticas muy marcadas. Otra de sus características más significativas fue la capacidad
para fermentar distintos azúcares. Por último, y en referencia a la adscripción a especie de
este taxón, cabe decir que fue identificado como S. saccharolyticus, no sólo por que incluía a
cepas de esta especie, sino debido a que, asimismo, contenía a cepas pertenecientes al perfil
III (tabla VII.1) con propiedades muy similares a las de S. saccharolyticus, aspecto al que
hemos hecho referencia anteriormente al tratar la identificación clásica de estas cepas.

El taxón VIII engloba a tres cepas de S. caseolyticus , una de S. auricularis y una de M.
kristinae. Éste es un grupo muy heterogéneo que comprende a cepas oxidasa negativas,
capaces de fermentar la glucosa anaeróbicamente (S. auricularis), y sensibles a la lisostafina
(excepto M. kristinae). Entre las características comunes, y diferenciales con respecto a otros
taxones, destacan su capacidad para reducir el telurito potásico (colonias negras en el medio
de Baird Parker), de crecer a 10ºC y de producir ácido a partir de la maltosa y la trealosa en
condiciones aerobias (Tabla VII.9). Debido a la disparidad existente entre las propiedades de
las distintas cepas incluidas en este taxón, no se le asignó ningún nombre específico.

Por lo que respecta a las características principales de los otros tres agrupamientos
(figura VII.2), formados por menos de tres cepas cada uno, son las siguientes:

El taxón IV contenía una cepa de M. kristinae  y una de Micrococcus que no pudo ser
identificada a nivel de especie (Micrococcus spp. ). Ambas fueron resistentes a la lisostafina y
a la furazolidona, si bien M. kristinae era capaz de fermentar la glucosa.

El taxón V estaba formado por una cepa S. caseolyticus y otra de Staphylococcus spp.,
mientras que el taxón VI comprendía a una cepa de M. luteus y otra de S. caseolyticus . Todas
ellas eran sensibles a la lisostafina, pero la cepa 3515 (M. luteus) crecía en un medio
conteniendo furazolidona y fermentaba la glucosa.

Los agrupamientos que se obtienen al aplicar el coeficiente S
SM

 (figura VII.1) guardan
paralelismo con los conseguidos con el coeficiente S

J
 (figura VII.2), a los que acabamos de

hacer referencia. Así, el taxón I, resultante de aplicar el coeficiente S
SM

, es similar al I
obtenido con el coeficiente S

J
, aunque el primero de ellos está constituido por dos cepas

menos (M. roseus y M. lylae) que, en el S
SM

, aparecen agrupadas en el segundo taxón. Este
taxón II (S

SM
) se corresponde, asimismo, con los grupos II, III y IV hallados con el

coeficiente S
J
 y se agrupa, a un 80% de semejanza, con la cepa tipo de M. luteus.
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Por lo que se refiere a otro de los taxones significativos obtenidos con el coeficiente
S

SM
, el agrupamiento VI, coincide plenamente en su composición con el grupo VII

correspondiente al coeficiente S
J
. El último de los grupos significativos obtenidos con el

coeficiente S
SM

, el número VII, proviene de la desmembración del taxón VIII en S
J
.

Finalmente, los taxones IV y V en S
SM

 se corresponden con el VI y el V S
J
,

respectivamente, mientras el taxón III, en S
SM

 aparece compuesto por una cepa de
Micrococcus spp. y una cepa no identificada a nivel de género.

Distribución de las especies de Micrococcaceae en función del punto de muestreo, la
especie de pescado y la temperatura de aislamiento.

En la siguiente tabla (VII.10) se pueden observar la relación de cepas de
Micrococcaceae que fueron aisladas de pescado de agua dulce y su distribución entre las
distintas muestras.

Tabla VII.10. Distribución de las especies de Micrococcaceae aisladas a partir de
pescado de agua dulce en función del punto de muestreo del que se obtuvieron.

                                                                       Muestra
Especie Cepas SE(1) SI(2) Ms(3) Int(4) Aga(5) AGUA

M. luteus 10* 5 4 1

M. varians 6 2 1 1 2

M. lylae 6 3 2 1

M. kristinae 5 4 1

M. agilis 2 1 1

M. sedentarius 3 1 1 1

M. halobius 1 1

M. roseus 1 1

Micrococcus spp. 2 1 1

S. saccharolyticus 7 1 3 3

S. caseolyticus 5 3 1 1

Staphylococcus spp. 10 3 2 3 1 1

S. auricularis 1 1

Planococcus spp. 1 1

No identificada 1 1

(1), SE, piel; (2), SI, superficie de la cavidad abdominal; (3), Ms, tejido muscular; (4), Int, intestino; (5), Aga, agallas;
*, número de cepas adscritas a cada especie.
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A continuación (tabla VII.11), se muestra la distribución de las especies de micrococáceas
entre las especies de pescado de las que fueron aisladas y en función de la temperatura de
aislamiento.

Tabla VII.11. Distribución de las especies de Micrococcaceae en función de la
especie de pescado y del grupo fisiológico (mesófilo/psicrotrofo) de origen.

                                                             Especie de pescado         Grupo fisiológico
Especie microbiana Cepas TC(1) TAI(2) LUC(3) Mes(4) Psi(5)

M. luteus 10* 5 4 1 3 7

M. varians 6 3 3 4 2

M. lylae 6 3 3 1 5

M. kristinae 2 1 4 5

M. agilis 2 2 2

M. sedentarius 3 2 1 1 2

M. halobius 1 1 1

M. roseus 1 1 1

Micrococcus spp. 2 1 1 1 1

S. sacchalolyticus 7 7 7

S. caseolyticus 5 3 1 1 5

Staphylococcus spp. 10 2 8 8 2

S. auricularis 1 1 1

Planococcus spp. 1 1 1

No identificada 1 1 1

TOTAL 61 20 36 5 37 24

(1), TC, trucha común; (2), TAI, trucha arco iris; (3), LUC, lucio; (4), Mes, flora aerobia mesófila viable; (5), Psi,
flora aerobia psicrotrofa viable; *, número de cepas adscritas a cada especie.

En la tabla VII.12 se muestran las aptitudes proteolíticas, lipolíticas y
desoxirribonucleasa de las cepas de micrococáceas aisladas contenidas en los taxones
significativos obtenidos con el coeficiente S

J
 (figura VII.2).
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Tabla VII.12. Actividades hidrolíticas sobre distintos sustratos por parte de
miembros de la familia Micrococcaceae aislados de peces de agua dulce.

                                                                      Taxón†
Sustrato I II III VII VIII

Tween 20   100* 30 0 87 80

Tween 60 100 40 11 93 40

Tween 80 91 60 0 87 80

Tributirina 91 40 66 100 100

Lecitinasa 63 10 100 25 80

Yema de huevo 54 0 0 25 0

Gelatina 0 30 44 87 33

Caseína 0 0 78 69 60

ADN 18 50 44 100 100

†, taxón del análisis numérico (coeficiente SJ, figura VII.2);*, porcentaje de cepas positivas para dicha prueba.



273

DISCUSIÓN

Estudio taxonómico a nivel de género.

Ninguna de las cepas aisladas fue adscrita al género Stomatococcus. De este modo,
todas las cepas que produjeron ácido a partir de la glucosa, identificadas como pertenecientes
al género Staphylococcus, fueron capaces de crecer a concentraciones salinas del 5%, a la
cual no se desarrolla Stomatococcus (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992). Para no
adscribir al género Stomatococcus las cepas que fueron resistentes a la lisostafina se empleó,
como criterio adicional, la producción de ácido a partir de la trealosa y la prueba del Voges
Proskauer (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992), ambas negativas para dichas cepas.

La adscripción a género de la cepa 2715 (Planococcus spp) se hizo en virtud de su
movilidad y de su morfología en medio sólido, a pesar de no poseer algunas de las
características descritas para este género microbiano (Kocur y Schleifer, 1981), y de
agruparse con la cepa patrón de P. citreus a un nivel de semejanza muy bajo (figura VII.2).

De entre las propiedades propuestas en distintos momentos por distintos autores (Anon
-“Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci”-, 1965; Evans y Kloos,
1972; Klesius y Schuhardt, 1968) y empleadas en el presente trabajo para diferenciar el
género Staphylococcus del género Micrococcus por métodos bioquímicos han destacado, por
su utilidad taxonómica, la capacidad de producir ácido a partir de la glucosa en condiciones
de anaerobiosis, la capacidad para desarrollarse en el medio del tioglicolato en condiciones
aerobias o anaerobias y la resistencia a la lisostafina, pruebas cuyos resultados aparecen
reflejados en la tabla VII.1, en forma de perfiles resultantes de las combinaciones de las tres
pruebas.

Ninguno de estos criterios clásicos proporcionó una adscripción al 100% de las cepas
identificadas, puesto que siempre había microorganismos que daban reacciones distintas a
aquellas características de su género. Así, teniendo en cuenta los resultados de las tablas VII.1
y VII.2, se observa que en nuestro trabajo, empleando el método del OF, se procedía a la
adscripción a género de un total de cincuenta y tres cepas. Con la prueba de la sensibilidad a
la lisostafina se conseguía dicho objetivo en 50 cepas, mientras que con el crecimiento en
anaerobiosis (medio del tioglicolato) esta cifra aumentaba hasta las 52 cepas. Por tanto, con
una sola de estas pruebas era posible adscribir a uno de los géneros, al menos, un 89% de las
cepas. En cuanto a las posibles combinaciones de dos de las tres pruebas empleadas, resulta
interesante apreciar que la combinación de la fermentación de la glucosa con el crecimiento
en anaerobiosis resulta en la adscripción a género de 48 cepas (81% del total), mientras que
cuando una de las dos pruebas elegidas es la sensibilidad a la lisostafina, sólamente se
adscriben 43 ó 44 cepas. Considerando únicamente aquellos perfiles en los cuales las tres
pruebas correspondían al género al que fueron finalmente adscritos (perfiles I y VI), tan sólo
39 cepas (66%) podían ser clasificadas correctamente.

El “test” OF (para detectar la producción aeróbica y/o anaeróbica de ácido a partir de
la glucosa) mostró diferencias en la respuesta de las cepas en función del medio empleado
(tablas VII.8 y VII.9). Así, el medio con púrpura de bromocresol como indicador
(recomendado por el “Subcommittee on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci” -1965-
) fue más sensible que el medio tradicional de Hugh y Leifson (1953). Con el medio OF con
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púrpura de bromocresol, por sí solo, se han podido distinguir la mayor parte de las cepas
contenidas en el presente estudio, en concordancia con lo afirmado por Kloos (1982). De
todos modos, Venugopal y col (1994), aunque afirman que se trata de un método útil para
diferenciar ambos géneros microbianos, opinan que la diferenciación entre ellos no puede
depender únicamente de él. Nuestros datos confirman la hipótesis de De la Rosa (1990)
acerca del carácter definitivo del “test” OF para la diferenciación de estafilococos y
micrococos de origen distinto al humano. La prueba de crecimiento en el medio del
tioglicolato es considerada, en principio, como más restrictiva que la de producción de ácido a
partir de la glucosa, aunque tampoco confirma del todo la adscripción a género (De la Rosa,
1990; Venugopal y col, 1994), pero en nuestro caso se ha mostrado, únicamente, igual de
eficaz que la prueba de la resistencia a la lisostafina en la identificación de las
Micrococcaceae estudiadas. Esta última prueba a la que nos acabamos de referir (resistencia a
la lisostafina) se mostró útil para diferenciar ambos géneros, con la excepción del pequeño
grupo de cepas que se identificaron, finalmente, como Staphylococcus spp (Perfil III).
Algunos autores tampoco lo consideran un “test” muy efectivo (Venugopal y col, 1994).

Los perfiles I y VI (tabla VII.1) son, respectivamente, los perfiles tradicionalmente
característicos de los géneros Micrococcus y Staphylococcus, mientras que los perfiles II, IV
y V se corresponden con cepas que, pertenecientes a uno de los dos géneros microbianos,
difieren en una de las tres propiedades que se han venido considerando como de mayor valor
taxonómico. Diversos autores han descrito, también, el aislamiento de cepas con propiedades
intermedias entre micrococos y estafilococos y que resultan en una separación complicada
(De la Rosa y col, 1990). Así, en las cepas adscritas al perfil II, correspondiente al género
Micrococcus, hemos apreciado la existencia de cepas (identificadas como M. kristinae),
capaces de crecer en condiciones de anaerobiosis en el medio del tioglicolato, tal y como han
observado otros autores (Schleifer y Kloos, 1976). Las cepas contenidas en los perfiles IV y V
fueron adscritas al género Staphylococcus (tabla VII.1) a pesar de ser incapaces de fermentar
la glucosa en condiciones de anaerobiosis, ya que fueron sensibles a la lisostafina y, además,
las cepas del perfil V crecieron en anaerobiosis. Este fenómeno ha sido observado
anteriormente por otros investigadores que han identificado cepas de este mismo género que
tampoco eran capaces de producir ácido anaeróbicamente, pero que eran sensibles a la
lisostafina (Schleifer y Kloos, 1976). Para conseguir la adscripción a género de las cepas muy
dudosas (perfil III), nos vimos obligados a recurrir a otras pruebas, tales como la producción
de ácido a partir del glicerol en presencia de eritromicina, que hizo posible su adscripción al
género Staphylococcus, ya que todas ellas fueron capaces de fermentar dicho polialcohol. De
todos modos, esta prueba no es del todo confirmatoria, ya que, por un lado, no todas las cepas
de Staphylococcus dan lugar a ácido en este medio (García y col, 1988; Schumacher y col,
1985) y, por otro lado, se puede observar en el estudio de Venugopal y col (1994) que
también existen cepas de Micrococcus capaces de fermentar el glicerol en presencia de
eritromicina. Estas mismas cepas (las contenidas en el perfil III) mostraron características
intermedias entre Micrococcus y Staphylococcus, pero se encuentran más próximas a
Staphylococcus. Además, poseyeron la capacidad de fermentar un mayor número de azúcares
que las cepas adscritas al género Micrococcus (tablas VII.8 y VII.9).

Por lo que respecta a otro de los “tests” que han sido propuestos para la diferenciación
entre micrococos y estafilococos, la resistencia a la furazolidona (Von Rheinbaben y Hadlock,
1981), hemos observado resultados desiguales entre las distintas cepas de Micrococcus, en
teoría resistentes a este antibiótico, si bien ninguna de las cepas adscritas al género
Staphylococcus, tal y como se esperaba, fue capaz de crecer en presencia de dicho compuesto.



275

Schumacher y col (1985) detectaron que algunas cepas de M. agilis fueron sensibles a la
furazolidona. Venugopal y col (1994) consideraron que la resistencia a la furazolidona fue un
método útil para diferenciar los estafilococos de los micrococos.

En los análisis de taxonomía numérica llevados a cabo se observa que con ambos
coeficientes empleados (SSM y S J) se consiguió una separación bastante aceptable entre
micrococos, estafilococos y Planococcus spp (figuras VII.1 y VII.2). Desde un punto de vista
práctico, para la distinción entre las cepas adscritas a los tres géneros anteriormente citados,
tal vez el coeficiente SJ sea más eficaz, ya que a un 40% de semejanza consigue un
agrupamiento homogéneo en el se incluyen la mayor parte de las cepas de Micrococcus por
un lado y, a ese mismo nivel de corte, otro bloque, menos homogéneo al contener cepas del
género Micrococcus, que incluía la totalidad de las cepas adscritas al género Staphylococcus.
Por otro lado, para el coeficiente SSM se logra la formación de agrupamientos menos
homogéneos, con respecto al coeficiente SJ, conforme disminuye el nivel de semejanza. De
este modo, los taxones IV y V (conteniendo cepas de Staphylococcus) se agrupan con los
taxones que incluyen a la mayoría de las cepas de Micrococcus, a un nivel de semejanza
mayor (75%) que con el grupo mayoritario de Staphylococcus (taxón VI), así como con la
cepa tipo de Planococcus spp (figura VII.1). Molitoris y col (1989) obtenían resultados
similares al aplicar los coeficientes SSM y SJ a un mismo grupo de microorganismos. En
nuestro estudio también se observa que, fenotípicamente, las cepas pertenecientes al género
Planococcus, especialmente la de origen ambiental, aparecen muy separadas con respecto a
las cepas de los otros dos géneros aislados, especialmente con el coeficiente SJ y
posiblemente debido a la existencia de muchos resultados negativos en los perfiles mostrados
por estas cepas, ya que empleando el coeficiente de SSM (en el que sí se tienen en cuenta los
resultados negativos) y tal y como acabamos de mencionar, la cepa tipo de P. citreus se
agrupa a un 76% con el supertaxón de Micrococcus. Goodfellow y col (1981) observaron, al
clasificar estafilococos coagulasa negativos, que con ambos coeficientes (SJ y SSM) se
obtenían clasificaciones numéricas muy similares, pero la influencia de la inclusión de los
resultados negativos se manifestó en la distinta composición de los agrupamientos logrados
con el coeficiente SSM.

Otra de las razones por las cuales las cepas contenidas en el Perfil III fueron adscritas
al género Staphylococcus, además de por lo anteriormente expuesto y relativo a los resultados
de las pruebas bioquímicas, consistía en que dichas cepas se agruparon con otras cepas
adscritas a este género (contenidas en el perfil VI) a un nivel de semejanza alto (64% SJ -
figura VII.2-). Otros autores asignaron a especie cepas no identificadas por métodos
tradicionales tras su adscripción a taxones resultantes del análisis numérico ya definidos
(Prieto y col, 1995).

En el estudio taxonómico de Feltham (1981) tambien se observó una clara
diferenciación entre la mayor parte de las especies de micrococos y los estafilococos. En el
caso de las cepas del género Planococus que estudiaron, éstas se situaron más próximas a los
micrococos, tal y como se aprecia en la cepa tipo de P. citreus al emplear el coeficiente SJ. M.
kristinae, en ese mismo estudio, se agrupó con miembros del género Staphylococcus a un
nivel de semejanza más alto que con el resto de los micrococos. En nuestro trabajo, dos de las
cinco cepas de M. kristinae se agruparon con cepas de estafilococos de modo análogo al
mostrado por Feltham (1981).



276

Identificación y estudio taxonómico a nivel de especie.

El esquema abreviado de Schleifer y col (1981) para identificación de Micrococcus no
fue lo suficientemente aclaratorio para nuestro propósito, que era la identificación más
ajustada posible a nivel de especie de las cepas objeto de estudio empleando, únicamente,
“tests” bioquímicos. Aquellas cepas cuya identificación resultó ser menos complicada fueron
las de M. roseus y M. halobius. Por el contrario, las cepas de M. agilis fueron adscritas a este
género por el hecho de ser móviles, pero diferían del esquema abreviado en muchas de sus
pruebas. Por lo que respecta al resto de las especies, con la excepción de M. kristinae, los
criterios más útiles para su identificación fueron la producción de pigmento amarillo, para
distinguir M. varians y M. luteus del resto de especies, y el uso del citrato como única fuente
de carbono para establecer la diferenciación entre estas dos últimas. Por el contrario, pruebas
aparentemente clave, como la producción de ácido a partir de glucosa, y la reacción de la
oxidasa, no fueron caracteres definitivos en la identificación a nivel de especie de ninguna de
las dos, ya que ni siquiera la cepa tipo de M. luteus coincidía con su descripción de especie en
lo referente a estas dos características. De todos modos, y en ambas especies, su perfil
bioquímico no difería, en más de dos pruebas, del perfil del esquema de Schleifer y col
(1981). Éste es el caso, también, de M. sedentarius, mientras que dos de las seis cepas de M.
lylae diferían en tres caracteres de dicho esquema. Algunas de las cepas adscritas a la especie
M. kristinae presentaban unos patrones bioquímicos atípicos en comparación con las otras
especies de Micrococcus, hecho que se reflejaría en el análisis numérico que se llevó a cabo
posteriormente (figuras VII.1 y VII.2), pero fueron bastante similares al del esquema de
Schleifer y col (1981).

Otra de las características fenotípicas que llama la atención es que, como se observa en
las tablas VII.8 y VII.9, no todas las cepas adscritas al género Micrococcus fueron capaces de
crecer en condiciones aerobias en el medio del tioglicolato de Brewer. Tal vez pudiera haber
ocurrido que, en nuestro caso, el crecimiento en la zona de aerobiosis fuese tan débil que no
pudiera ser detectado. De hecho, Evans y Kloos (1972) aprecian que algunas cepas adscritas a
este género (pertenecientes a las especies M. luteus y M. roseus) crecían muy débilmente en
ese mismo medio.

Con el coeficiente S J (figura VII.2) se obtuvo una mejor diferenciación de las especies
de micrococos, principalmente debido a que el análisis numérico llevado a cabo con este
coeficiente no tiene en cuenta aquellos resultados en los que, cuando dos cepas son
comparadas para un mismo “test” (p.e. la producción de ácido a partir de azúcares), ambas
son negativas para dicha prueba. Otra de las características coincidentes entre nuestro estudio
y el de Feltham (1981) es que las cepas de M. lylae y M. sedentarius se agruparon a un nivel
de semejanza relativamente alto, lo que demuestra una gran proximidad entre ambas especies.
Por otro lado, y al contrario que en el estudio de Feltham (1981), en nuestro trabajo las cepas
de M. roseus y M. agilis se agruparon a un nivel alto de semejanza con las de M. luteus y M.
varians. Estas diferencias podrían deberse a que en el trabajo de aquél se emplearon,
principalmente, cepas de colección, mientras que en el nuestro fueron clasificadas cepas de
origen ambiental. El agrupamiento observado por Feltham (1981) entre las cepas de M.
varians y M. luteus fue similar al de las cepas de estas mismas especies en nuestro estudio.
Las tres especies de Micrococcus más frecuentes en nuestro estudio (M. luteus, M. varians y
M.lylae) han mostrado diferentes interelaciones genéticas y fenotípicas entre ellas (Schleifer y
col, 1981); tal y como puede verse en las figuras VII.1 y VII.2, M. luteus  y M. varians están
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más próximas entre sí que con M.lylae, pero desde el punto de vista genético, y de acuerdo
con Schleifer y col (1981), las dos primeras no parecen estar muy relacionadas.

Por su parte, la identificación de las cepas adscritas al género Staphylococcus no fue
menos complicada que en el caso anterior debido, principalmente, a las diferencias existentes
entre los patrones fenotípicos de dichas cepas y los que se muestran en los esquemas de
identificación disponibles. Kloos y Schleifer (1975), por un lado, propusieron que, además de
la prueba de la coagulasa, podía ser útil para la diferenciación entre las distintas especies de
estafilococos el perfil de fermentación de azúcares. Los azúcares que consideraban más
importantes desde este punto de vista fueron: arabinosa, fructosa, lactosa, manitol, maltosa,
ribosa, sacarosa, trealosa, xilosa y xilitol. En el presente estudio se ha visto que parte de las
diferencias observadas entre las especies identificadas residía en su capacidad de
fermentación de azúcares. Pero esto no es, ni mucho menos, lo más significativo en cuanto a
la adscripción a especie. Así, pruebas como la sensibilidad a la novobiocina y la oxidasa han
resultado ser de gran ayuda para la identificación llevada a cabo en el presente capítulo.

Las cepas identificadas como S. saccharolyticus presentaron perfiles bioquímicos
similares a los de S. schleiferi (Freney y col, 1988) y S. carnosus (Kloos y Schleifer, 1986),
también sensibles a la novobiocina, oxidasa negativas y no fermentadoras de la manosa, pero,
a diferencia de éstas, mostraron ciertas características tales como no crecer en la zona de
aerobiosis del medio de tioglicolato de Brewer, dar lugar a colonias de tamaño menor a 1 mm
cuando crecían en medio sólido, no ser hemolíticas sobre los eritrocitos de oveja, ni hidrolizar
la arginina. También presentaron, asimismo, notables diferencias con respecto a una especie
de estafilococos aislada a partir de pescado fresco, S. piscifermentans (Tansupawat y col,
1992). En este caso, la clave dicotómica de Hernández Haba y Dubón Pérez (1992) para
distinguir a los miembros de este género microbiano se mostró de mucha utilidad.

Por el contrario, esta misma clave (Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992) nos podía
haber llevado a la confusión en la cepa de S. auricularis ya que, siguiendo sus indicaciones, la
habríamos identificado como S. schleiferi o como S. carnosus: esto fue debido a que S.
auricularis, en esta clave, aparece descrita como fermentadora de la sacarosa, mientras que en
la descripción del Manual de Bergey (Kloos y Schleifer, 1986) se incluyen, dentro de esta
especie, a cepas tanto fermentadoras como no fermentadoras de la sacarosa.

Por lo que respecta a las cepas adscritas a la especie S. caseolyticus , cabe decir que, en
este caso también, la clave de Hernández Haba y Dubón Pérez (1992) fue de mucha utilidad,
aunque englobase a cepas con perfiles de fermentación de azúcares variados.

El taxón que contenían la mayor parte de los estafilococos era estable en ambos
métodos numéricos de clasificación, así como el taxón no significativo que incluía las cepas
53 y 1202, mientras que el otro grupo significativo, simplemente variaba de un método a otro
en dos cepas, una de S. caseolyticus  y otra de S. auricularis. También puede verse (figuras
VII.1 y VII.2) que existe una fuerte relación entre la mayor parte de las cepas de
Staphylococcus, a pesar de los diferentes perfiles bioquímicos obtenidos con las pruebas
clásicas.

Ecología de las micrococáceas.

En la tabla VII.10 se observa que los representantes del género Micrococcus, y
principalmente M. luteus, suponen la mayor parte de los cocos Gram positivos aislados del
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pescado. Por lo que se refiere a la distribución de las cepas entre las muestras estudiadas y
que se puede apreciar en esa misma tabla, cabe decir que la mayor parte de los micrococos
fueron aislados en la piel (28 cepas, representantes de todas las especies identificadas),
mientras que únicamente tres fueron detectadas en el agua. La piel es la zona del pescado en
la cual distintos autores han aislado, con mayor frecuencia, representantes de este género
microbiano (Abo Elnaga, 1980; Acuff y col, 1984; Gennari y Tomaselli, 1988; Horsley,
1973), si bien han sido también aislados a partir de las agallas (Evelyn y McDermott, 1961;
Gennari y Tomaselli, 1988), del intestino (Sugita y col, 1992), y del agua dónde se criaban
(Acuff y col, 1984). Parece claro que estos microorganismos, tal y como se afirmó en el
capítulo IV, pueden tener su origen en el hombre y ser aportados al pescado durante su
manipulación. En cuanto a la presencia de micrococáceas en el interior de la masa muscular,
ésta podría haber sido debida al arrastre de microorganismos desde la piel durante el proceso
de toma de muestras, especialmente en M. luteus , M. varians, M. sedentarius
(microorganimos que no crecen en condiciones de anaerobiosis) y S. saccharolyticus,
especies que no fueron aisladas en el agua de cría del pescado y que, por el contrario, sí se
encontraban presentes en su piel. Por lo que respecta al género Planococcus, género que se ha
visto asociado a enfermedad en alevines de pescado (Austin, comunicación personal), no es
extraño su aislamiento puesto que el medio acuático es su hábitat natural, si bien se ha
asociado, sobre todo, al agua salada (Kocur y Schleifer, 1981).

En todas las especies de pescado muestreadas se aislaron cepas pertenecientes a la
familia Micrococcaceae (tabla VII.11), y en diversos momentos del almacenamiento a
refrigeración, excepción hecha de los estadios finales del mismo (figuras VII.1 y VII.2). Tal y
como se observa en la tabla VII.11, más de la mitad de las cepas aisladas pertenecientes a esta
familia fueron aisladas en truchas procedentes de piscifactoría, hecho que reafirma lo
expuesto en anteriores capítulos acerca de la influencia de este sistema de producción
intensivo sobre la microbiología del pescado. Austin (1985) afirmó que el uso de compuestos
antimicrobianos en piscifactorías podría favorecer la proliferación de microorganismos Gram
positivos. Entre las dos especies de trucha se observa una diferencia fundamental: en los
ejemplares de trucha arco iris se aisló un número mayor de cepas pertenecientes al género
Staphylococcus. De hecho, el 80% del total de las cepas adscritas al género Staphylococcus se
aislaron de trucha arco iris. En los ejemplares de lucio, por su parte, tan sólo se detectaron
cinco cepas de Micrococcaceae, muy por debajo de los niveles encontrados en las otras dos
especies de pescado. Esto podría ser debido a que los ejemplares de lucio, además de no ser
fruto de cría intensiva, fueron objeto de un manejo distinto al de los ejemplares de trucha (ver
capítulo I).

Por otra parte, la mayoría de las cepas identificadas como estafilococos (90%) fueron
aisladas a partir de placas de Agar Triptona de Soja (Oxoid) empleadas para el recuento de
flora aerobia mesófila viable (tabla VII.11), hecho observado anteriormente en otros estudios
(Prieto y col, 1995). Por el contrario, algo más de la mitad de los micrococos aislados se
obtuvieron a partir de placas incubadas en condiciones de refrigeración (psicrotrofos). La
única cepa del género Planococcus identificada fue, asimismo, aislada a temperatura de
refrigeración. Si tenemos en cuenta los resultados que aparecen en la tabla VII.9, en los que
las cepas contenidas en el taxón VII (S

J
), identificadas como pertenecientes al género

Staphylococcus, no crecían a temperaturas de 10ºC, e incluso tan sólo un 37.5% de ellas era
capaz de hacerlo a 15ºC, podemos concluir que, aunque se aislasen en los recuentos de flora
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aerobia mesófila, no podían serlo en los de flora aerobia psicrotrofa, al no ser capaces de
desarrollarse a esas temperaturas de incubación. Por tanto tampoco se puede esperar que
proliferen de ningún modo en el transcurso del almacenamiento del pescado a no ser que se
produzcan “abusos” de temperatura durante el transcurso de dicho almacenamiento.

Desde el punto de vista de la salud pública, el no aislamiento de cepas pertenecientes a
especies de micrococáceas de importancia clínica nos hace pensar que, independientemente
de la duración del almacenamiento a refrigeración, este tipo de alimento es seguro con
respecto a estos microorganismos.

Por otra parte, y teniendo en cuenta su escasa presencia en las últimas etapas del
almacenamiento del pescado, parece lógico interpretar que su papel como microorganismos
alterantes es muy reducido, a pesar de ser capaces de desarrollar actividades lipo y
proteolíticas sobre diversos sustratos (tabla VII.12).

Teniendo en cuenta que el hábitat de Micrococcus y Staphylococcus es la piel humana
(y animal) y que, por dicho motivo, el recuento de Staphylococcus es utilizado como
indicador de la contaminación de origen humano y de la eficacia de los sistemas de
desinfección en piscinas recreativas (APHA, 1984), podría plantearse la utilización de la
determinación de micrococáceas en pescado como un indicador de la higiene durante la
producción y/o manipulación. En tal sentido, el carácter de mesófilo estricto de la mayor parte
de las cepas de Staphylococcus y la preponderancia de micrococáceas en la piel de las
especies de pescado procedentes de áreas más pobladas (trucha arco iris) ó sometidas a
manejo más descuidado (trucha común) apoyan el empleo de dicha determinación.





CAPÍTULO VIII:

ESTUDIO TAXÓNOMICO E IDENTIFICACIÓN CLÁSICA DE
BACTERIAS ACIDOLÁCTICAS

INTRODUCCIÓN

Las bacterias acidolácticas son microorganismos Gram positivos no esporulados, que
pueden presentar morfología cocoide, cocobacilar (ovoidea) o bacilar y que dan lugar a ácido
láctico como producto final de su metabolismo de los carbohidratos (Axelson, 1993). Los
géneros microbianos comprendidos dentro de este grupo y que aparecían en la última edición
revisada del Manual de Bergey de Sistemática Bacteriana (1986) eran los siguientes:
Aerococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus. Con fecha posterior a
la edición de este Manual se describió un nuevo género de bacterias acidolácticas dentro de
las de morfología cocoide, el género Tetragenococcus (Collins y col, 1990). Asimismo,
Schleifer y Kilpper-Bälz (1984) y Schleifer y col (1985) reclasificaron las especies
comprendidas en el género Streptococcus entre los géneros Streptococcus “sensu stricto”,
Lactococcus y Enterococcus.

Siguiendo con las bacterias acidolácticas cocoides, Collins y col (1989) describieron la
existencia de unos microorganismos móviles cuyo hábitat principal era el medio acuático
(sospechosas de ser responsables de procesos infecciosos en salmónidos) de características
semejantes a los llamados “lactobacilos atípicos” y que se agruparon dentro de la especie
Vagococcus fluvialis . Años más tarde, este mismo grupo de investigadores (Wallbanks y col,
1990) describió una nueva especie microbiana, la cual fue adscrita al género Vagococcus (V.
salmoninarum) que difería de V. fluvialis, entre otras propiedades, por su falta de movilidad.
Recientemente se han caracterizado cepas inmóviles de V. fluvialis, aisladas a partir de
lesiones de animales domésticos, lo cual se tradujo en la modificación de la descripción de
esta especie (Pot y col, 1994).

Por lo que respecta a las modificaciones que ha sufrido el género Lactobacillus, cabe
decir que en los últimos años se han descrito una serie de nuevas especies (Axelson, 1993;
Hernández Haba y Dubón Pérez, 1992). Thornley y Sharpe, en 1959, realizaron una primera
aproximación en su estudio al describir cepas de bacterias acidolácticas de comportamiento
poco usual. En este mismo sentido, y principalmente durante los años ochenta, se aislaron
cepas de bacterias acidolácticas semejantes a Lactobacillus y para las que se acuñó el término
“lactobacilos atípicos” (otros autores, como Hitchener y col -1982- emplearon otra
nomenclatura, como “estreptobacterias” y “betabacterias atípicas”, para definirlas). Los
“lactobacilos atípicos” se caracterizaban por su dificultad, e incluso incapacidad, para crecer
en medios descritos para el aislamiento de miembros de este género (Hitchener y col, 1982).
Así, las cepas de “lactobacilos atípicos”, al ser subcultivados en Agar Acetato (Agar Rogosa -
Rogosa y col, 1951-) no daban lugar a colonias visibles, mientras que en Agar MRS (Agar de
Man, Rogosa y Sharpe, De Man y col -1960) o no eran capaces de crecer o las colonias a las
que daban lugar eran muy pequeñas en comparación con las correspondientes que se
desarrollaban en otros medios de cultivo (Agar Nutritivo y TSA). Holzapfel y Gerber (1983)
propusieron el nombre de L. divergens para agrupar a una serie de “lactobacilos atípicos” que
aislaron de carne envasada al vacío. Paralelamente, Shaw y Harding (1984), al realizar un
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estudio taxonómico sobre bacterias acidolácticas de carne irradiada, concluyeron que uno de
los taxones obtenidos representaba una nueva especie dentro de grupo de las estreptobacterias
y lo relacionaron con el llamado “grupo 2 de Thornley y Sharpe”. Estos mismos autores
(Shaw y Harding -1985-), a partir de sus estudios previos, describieron la especie L. carnis y
establecieron las bases para diferenciarla de los representantes de la especie L. divergens. En
1984, mientras tanto, Hiu y colaboradores aislaron cepas de lactobacilos atípicos en pescado,
a los cuales designaron con el nombre de L. piscicola. En 1987, Collins y colaboradores
revisaron la posición taxonómica de estas tres especies y, teniendo en cuenta los trabajos
simultáneos de Feresu y Jones (1988) con las cepas de los “grupos 2 y 3 de Thornley y
Sharpe”, postularon la separación de dichos “lactobacilos atípicos” del género Lactobacillus y
su inclusión en un nuevo género llamado Carnobacterium. Este nuevo género pasó a estar
constituido por las siguientes especies: C. piscicola (que incluía a las cepas clasificadas como
L. carnis y L. piscicola, así como a parte de las contenidas en el “grupo 2 de Thornley y
Sharpe”, todas ellas pertenecientes al mismo grupo de hibridación del ADN), C. divergens
(que incluía a las cepas conocidas como L.divergens y a las cepas restantes del “grupo 2 de
Thornley y Sharpe”), C. gallinarum y C. mobile (que agrupaba a las cepas del “grupo 3 de
Thornley y Sharpe”), siendo todas inmóviles con la excepción de la última. Los resultados de
los análisis de la fracción 16S del ARN ribonucleico llevados a cabo por Wallbanks y col
(1990) concordaban con los obtenidos por hibridación ADN-ARNr y con los resultantes del
análisis de ácidos grasos celulares, por lo cual apoyaron el reconocimiento de
Carnobacterium como un género nuevo y diferente de Lactobacillus. Franzman y col (1991)
describieron dos nuevas especies dentro de este género, C. alterfunditum y C. funditum,
aisladas en aguas de la Antártida.

Tradicionalmente, la identificación y clasificación de bacterias acidolácticas se ha
basado, entre otros, en el estudio de características morfológicas, del crecimiento a diferentes
temperaturas y a concentraciones elevadas de sal, así como en el patrón de fermentación de
azúcares (Axelson, 1993). Actualmente, el análisis de composición en ácidos grasos, así como
la secuenciación del ARN ribosómico, han sido reconocidos como los métodos más precisos
para la identificación de este tipo de microorganismos, pero el elevado coste de los equipos
necesarios para llevarlos a cabo supone un serio inconveniente en laboratorios de análisis de
rutina de alimentos.

Las bacterias acidolácticas se han aislado a partir de una gran variedad de alimentos.
En los perecederos, tales como la carne, algunas especies de este grupo microbiano han
venido siendo consideradas como responsables de su alteración, mientras otras han sido
tenidas como flora beneficiosa (Döring y col, 1988). Por otro lado, y durante muchos años, a
la presencia de bacterias acidolácticas en pescado fresco (cuyo origen podría ser terrestre -
Kandler y Weiss, 1986- por la contaminación de las aguas con efluentes procedentes de los
núcleos habitados) no se le dió mucha importancia debido, entre otras razones, al bajo
contenido en hidratos de carbono del mismo, hacía pensar en que no era un hábitat ideal para
el crecimiento de estos microorganismos. Valdimarsson y Gudbjörnsdottir (1984) restaron
importancia a la limitación de nutrientes como factor anti-bacterias acidolácticas ya que, de
hecho, los lactobacilos que ellos aislaron podían obtener su energía a partir de la hidrólisis de
la arginina. Por otra parte, los niveles iniciales de bacterias acidolácticas no pasaban de
representar un bajo porcentaje de la flora total del pescado, inferior al 10% (Acuff y col,
1984; Pelroy y col, 1967), disminuyendo de manera acusada en los primeros estadios del
almacenamiento a refrigeración. Sin embargo, el interés por este grupo microbiano en
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pescado fresco ha aumentado considerablemente debido a varios factores. En primer lugar,
por la descripción de nuevas especies de bacterias acidolácticas relacionadas con el medio
acuático (Baya y col, 1991; Hiu y col, 1984). En segundo lugar, por la utilización de
determinados procesos tecnológicos encaminados a prolongar la vida útil de los productos de
la pesca (p.e. ahumado y envasado en atmósferas modificadas) los cuales favorecen la
multiplicación de estos microorganismos frente al freno que suponen para otra flora
mayoritaria en este substrato (Lannelongue y col, 1982; Oberlender y col, 1983; Okafor y
Nzeako, 1985; Stenström, 1985; Valdimarsson y Gudbjörnsdottir, 1984). Y, en último lugar,
por la capacidad que tienen algunas bacterias acidolácticas de producir determinados
compuestos antimicrobianos, las bacteriocinas, de utilidad para evitar el desarrollo de flora no
deseable, patógena (Listeria, Salmonella, Staphylococcus) o alterante (Pseudomonas), en
diversos alimentos (Fricourt y col, 1994; Jeppesen y Huss, 1993; Kim y Hearnsberg, 1994;
Mathieu y col, 1994; Pilet y col, 1995; Schillinger y col, 1993; Stoffels y col, 1992 y 1993).
También hay que mencionar que se han aislado bacterias acidolácticas a partir de pescado
empaquetado (Dalgaard, 1995).

Los objetivos del trabajo presentado en este capítulo han sido el conocer las especies
integrantes de la flora acidoláctica de los peces de agua dulce empleando procedimientos
clásicos de identificación (teniendo en cuenta sus características fenotípicas), el establecer,
mediante técnicas de taxonomía numérica, la clasificación de dicha flora, así como las
relaciones entre los distintos taxones y el evaluar la actividad de esta flora sobre algunos
sustratos con vistas a estimar su capacidad alterante.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas sometidas a estudio.

En el estudio taxonómico se incluyeron un total de 257 cepas. De éstas, 249
correspondieron a las cepas aisladas a partir de pescado de agua dulce (trucha común, trucha
arco iris y lucio) y que reunían las siguientes condiciones (ver capítulo IV): bacterias Gram
negativas, oxidasa y catalasa positivas, de morfología bacilar (237 cepas) y cocoide (12
cepas). La distribución de cocos y bacilos por especies de pescado y temperatura de
aislamiento (recuentos de flora aerobia mesófila viable o flora aerobia psicrotrofa viable) se
detalla en la tabla VIII.1.

Tabla VIII.1. Distribución de bacterias acidolácticas en función de su origen y
temperatura de aislamiento.

Morfología microscópica
Bacilos Cocos

Especie mesófilos psicrotrofos mesófilos psicrotrofos

Trucha común 132* 69 1

Trucha arco iris 18 5 5 2

Lucio 11 2 4
*, número de cepas.

También se emplearon las ocho cepas de referencia que se relacionan a continuación:
Carnobacterium divergens (DSM 20623), Carnobacterium piscicola (ATCC 35586),
Lactobacillus fermentum (ATCC 9328), Lactobacillus sake (DSM 20017), Lactobacillus
plantarum (ATCC 8014), Lactobacillus curvatus (DSM 20019), Enterococcus faecium
(ATCC 14432) y Lactococcus lactis subsp. lactis (ATCC 11007).

Propiedades examinadas en el análisis numérico y de utilidad en la identificación
clásica.

Se han estudiado un total de 48 características fenotípicas, de las cuales nueve son
morfológicas (apariencia en medio de cultivo), nueve fisiológicas y las restantes bioquímicas.

Movilidad. En el medio GI de movilidad. La técnica empleada, así como el período de
incubación, se han descrito en el capítulo II.

Morfología en medios sólido y líquido. Para ello se utilizó el Agar BM (Wilkinson y Jones,
1977), que es una modificación del medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe), en el cual se
omite, durante su preparación, la adición de acetato sódico y citrato diamónico. Las cepas
se sembraban por agotamiento en la superficie del medio sólido, y se incubaban durante
48 horas a 28ºC. Tras este periodo se observaron las colonias y se anotaron las
características tales como la apariencia del borde (liso o rugoso), coloración (blanca,
beige-cremosa, con el centro de la colonia más denso y otras coloraciones diferentes de
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las anteriores), tamaño (menores de un milímetro y entre uno y dos milímetros) y
convexidad de la colonia.

Crecimiento en Agar Acetato (Agar Rogosa -Oxoid-). Las placas se sembraban del mismo
modo que en el caso anterior. En este caso, la incubación, a 28ºC, se prolongó hasta los
siete días con el fin de detectar cepas cuyo crecimiento se viese retrasado por alguno de
los componentes constitutivos del medio. La presencia de crecimiento en la zona de
inoculación se registró como resultado positivo.

Crecimiento a diferentes temperaturas. Las cepas se inocularon en tubos de Caldo BM (con
una formulación similar al Agar BM -Wilkinson y Jones, 1977- pero sin agente
gelificante) y se incubaron a diferentes temperaturas. Los tiempos de incubación variaron
en función de la temperatura. Así, los tubos incubados a 4ºC, 8ºC y 45ºC se mantuvieron
diez días en el interior de un baño termostatizado, mientras que en los incubados a 37ºC,
40ºC y 42ºC se realizaron las lecturas a las 48 horas. La presencia de turbidez se consideró
indicativa de crecimiento a la temperatura correspondiente.

Crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de NaCl. Tubos de Caldo BM
conteniendo 4%, 7% y 10% de NaCl fueron sembrados e incubados durante 48 horas.
Como en el caso anterior, la presencia de turbidez en los tubos indicaba tolerancia a las
distintas concentraciones de sal.

Para la realización de las siguientes pruebas bioquímicas la temperatura de incubación
empleada fue de 28ºC, mientras que las lecturas se llevaron a cabo transcurridas 48 h desde el
momento en que fueron sembradas, con excepción de las pruebas correspondientes a la
producción de ácido a partir de distintos azúcares, en las que las lecturas se realizaron a las
12, 24, 48 y 120 horas. En el caso de la producción de gas a partir de la glucosa, de la
hidrólisis de la esculina y de la producción de dextrano a partir de la glucosa, la incubación se
prolongó hasta los siete días.

Oxidación-Fermentación de la glucosa. Se realizó en el medio de Hugh y Leifson (Oxoid) del
mismo modo al descrito en el capítulo II.

Producción de ácido a partir de distintos azúcares. Se llevaron a cabo de manera análoga a la
empleada para microorganismos Gram negativos (ver capítulo V), si bien el medio de
cultivo empleado fue diferente. Se utilizó Caldo BM (en el que se omitió la adición de
extracto de carne y glucosa) como medio base, al que se le añadió rojo de clorofenol como
colorante en la siguiente proporción: a 95 ml del medio base se le adicionaban 5 ml de una
solución de rojo de clorofenol al 1%. A continuación, se añadieron los siguientes azúcares
(Sigma) a una concentración final del 1%: L-arabinosa, amigdalina, celobiosa, D-fructosa,
D-galactosa, gluconato, inulina, lactosa, maltosa, manitol, D-manosa, melezitosa,
melibiosa, rafinosa, ramnosa, D-ribosa, salicina, sacarosa, sorbitol, L-sorbosa, trealosa, D-
xilosa y xilitol. Tras el periodo de incubación se observaba si se había producido viraje
del indicador hacia el color amarillo como consecuencia de la producción de ácido a partir
del azúcar ensayado (Hiu y col, 1984).
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Hidrólisis de la arginina. Se empleó el Caldo BM al que se le adicionaba clorhidrato de
arginina (Sigma) al 0.3%. A los tres, cinco y siete días se tomaron alícuotas de los tubos
sembrados y se depositaron en placas de microtítulo. A continuación, y en cada pocillo, se
añadieron tres gotas de reactivo de Nessler recién preparado y, transcurridos unos
segundos, se observaba la modificación del color hacia una tonalidad amarilla oscura o
marrón, correspondiente a la hidrólisis de la arginina (Cowan, 1974).

Producción de gas a partir de glucosa. Para la realización de esta prueba se utilizaron dos
medios que contenían glucosa al 2%. Ambos eran Agar BM, pero diferían en que uno de
ellos estaba suplementado con clorhidrato de arginina (Sigma) al 0.3% mientras el otro
no. Después de sembrar el inóculo (en masa, a 1 ml de Caldo BM de 18 horas se le
añadían 5 ml de Agar BM fundido a 45ºC), y antes de proceder a su incubación, se
añadieron tapones de 10 mm de Agar Agua a cada uno de ellos. La producción de gas se
caracterizaba por la presencia de burbujas en el interior del tubo.

Hidrólisis de la esculina. Las cepas se sembraron en Caldo Esculina (Cowan, 1974). La
reacción positiva se manifestaba por el ennegrecimiento del medio de cultivo debido a la
descomposición de la esculina.

Prueba del Voges-Proskauer. Para ello se empleó el medio MR-VP (Oxoid). La técnica
empleada, así como la interpretación de los resultados, aparece descrita en los capítulos II
y V.

Producción de H
  2  
S. Se procedió a la siembra de las cepas problema en Agar Acetato de

Plomo (Shay and Egan,1981). Las cepas capaces de producir H2S a partir del tiosulfato
sódico adquirían una coloración negruzca.

Producción de dextrano a partir de glucosa. Las cepas se inocularon en Agar BM, cuya
concentración de glucosa se había incrementado hasta el 5%. Tras el período de
incubación, se observaba la existencia de limosidad en la superficie de las colonias, de
manera análoga a la producción de levano a partir de la sacarosa por parte de las bacterias
Gram negativas (ver capítulo V).

Análisis numérico y test de reproducibilidad.

Los 48 caracteres se codificaron como 0, negativo, 1 positivo y 2, dudoso. Utilizando
programas en VISUAL BASIC V3.0 (Microsoft Corp.) desarrollados por Prieto (1990), se
obtuvo el coeficiente de similitud SSM (Sokal y Michener, 1958) entre cada par de cepas. El
agrupamiento UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) se realizó con el programa SPSS/PC+ V3.1
(SPSS Inc. Chicago).

El coeficiente de correlación (r) entre la matriz de similitud y los niveles en el
fenograma derivados de los de la matriz (correlación cofenética -Sneath, 1978-) se calculó
empleando el programa NTSYS-pc V1.80 (Exeter Software, New York). Las tablas de
frecuencia se generaron mediante el programa LOTUS 1,2,3 V2.0 (Lotus Development
Corporation, Texas) y fueron empleadas para determinar los caracteres más discriminantes
(Sneath, 1978).
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Todas las pruebas se repitieron en un 10% de las cepas. La probabilidad media de
error (p) se calculó de acuerdo con Sneath y Johnson (1972).

Identificación clásica.

En el caso de las bacterias acidolácticas de morfología bacilar la identificación se
realizó siguiendo, principalmente, los esquemas de Collins y col (1987), Hiu y col (1984) y
Schillinger y Lücke (1987).

Las pruebas que se detallan a continuación fueron realizadas a un grupo representativo
(10% de las cepas seleccionadas aleatoriamente) de bacilos que no fueron capaces de crecer
en Agar Rogosa y que fueron adscritos tentativamente al género Carnobacterium, con el fin
de proceder a su confirmación como pertenecientes a dicho género microbiano.

Producción de H  2  S en Agar TSI (Triple Sugar Iron Agar, Oxoid). Las cepas se inocularon por
picadura en tubos conteniendo Agar TSI inclinado y se incubaron durante 48 h a 28ºC.
Tras este período se procedió a la observación de la producción de H2S por parte de las
cepas, lo cual se manifestaba con un ennegrecimiento del medio alrededor de la zona de
picadura (Koneman y col, 1989).

Acción     α    -hemolítica sobre eritrocitos de oveja. Para ello se empleó la misma técnica descrita
en el capítulo II. Este tipo de hemólisis se caracteriza por la lisis incompleta de los
eritrocitos, con lo que alrededor de la zona de crecimiento aparece una coloración verdosa
correspondiente a dicho fenómeno.

Para la identificación de las bacterias acidolácticas de morfología cocoide a nivel de
especie, la cual se llevó a cabo siguiendo los esquemas de Collins y col (1989), Schleifer y
Kilpper-Bälz (1987), Wallbanks y col (1990) y Williams y col (1990), se realizaron las
siguientes pruebas complementarias (las condiciones de incubación que se emplearon fueron
de 48 h a 28ºC) a las relacionadas en el apartado anterior:

Crecimiento a 10ºC. Utilizando el Caldo Triptona de Soja (Oxoid) y siguiendo la metodología
descrita en el capítulo V para microorganismos Gram negativos. La presencia de turbidez
era registrada como positiva.

Tolerancia a concentraciones de NaCl del 6.5%. Empleando Caldo Nutritivo (Oxoid) al que
se le añadía NaCl (Panreac) hasta completar la concentración requerida, tal y como
aparece descrito en el capítulo V. La presencia de turbidez era indicativa de tolerancia a
esa concentración salina.

Crecimiento a pH 9.6. En este caso se empleó Caldo Triptona de Soja (Oxoid) al que se le
ajustó el pH a 9.6 con hidróxido sódico 1 N. Como en el caso anterior, la presencia de
turbidez indicaba resistencia a las condiciones empleadas (Prieto y col, 1992a).

Crecimiento en presencia del 40% de bilis. Se llevó a cabo añadiendo sales biliares (Oxoid) al
Caldo Triptona de Soja (Oxoid). Los microorganismos capaces de desarrollarse bajo estas
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condiciones daban lugar a un crecimiento visible macroscópicamente (Jayne-Williams,
1976).

Producción de gas a partir de la glucosa. Siguiendo el procedimiento descrito para Aeromonas
(ver capítulo II). Aquellos tubos sembrados con bacterias capaces de producir gas a partir
de la glucosa mostraban burbujas de gas en la campana de Durham invertida.

Hidrólisis del almidón. Siguiendo la técnica de Mölin y Ternström (1979) y de modo análogo
al utilizado para el análisis numérico de las cepas Gram negativas (capítulo V). Para
visualizar las zonas de hidrólisis del almidón (zonas de aclaramiento alrededor de la
colonia) las placas se inundaron con una solución de lugol.

Hidrólisis del hipurato. El Agar Hipurato se formuló siguiendo las instrucciones de Molin y
Ternström (1982) con una concentración final de hipurato sódico del 3%. La hidrólisis del
hipurato daba lugar a la aparición de coloración rosada alrededor de las zonas de
crecimiento tras un periodo de incubación de hasta siete días a 30ºC.

Fermentación de la tagatosa. Tanto la metodología empleada como la interpretación de los
resultados se hicieron de acuerdo con lo expuesto anteriormente para el análisis numérico
de las bacterias acidolácticas y referente a la producción de ácido a partir de distintos
azúcares.

Acción     α    -hemolítica sobre eritrocitos de oveja. De modo análogo al descrito para la
confirmación de Carnobacterium spp.

Hidrólisis de diversos sustratos.

En este caso se empleó un grupo representativo de microorganismos de morfología
bacilar (10% del total, es decir, 23 cepas) que se sometieron a una serie de pruebas
conducentes a establecer su potencialidad como microorganismos alterantes de alimentos, en
base a su capacidad para hidrolizar los siguientes substratos: Tween 20, Tween 80, yema de
huevo (analizando el aclaramiento y la precipitación de la misma), tributirina, caseína,
gelatina y almidón. Para llevar a cabo dichos análisis se siguió la metodología descrita en el
capítulo V para el estudio de microorganismos Gram negativos.
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RESULTADOS

El resultado del análisis numérico de las bacterias acidolácticas se presenta en la figura
VIII.1. Como puede verse a un 86% de semejanza (SSM), se formaron siete grupos o taxones
significativos (que contenían tres o más de tres cepas) y seis taxones no significativos (que
contenían, únicamente, dos cepas). Un total de nueve cepas no pudieron ser agrupadas en
ninguno de los taxones establecidos. Todas las cepas tipo incluídas en el estudio, a excepción
de L. curvatus y E. faecium, fueron contenidas en alguno de los agrupamientos. De los siete
grupos significativos, cuatro (nº III, IV, VI y VII) comprendieron, al menos, diez cepas cada
uno. En la figura VIII.2 se muestra la representación gráfica simplificada del dendrograma
que aparece en la figura VIII.1.

El coeficiente cofenético r fue 0.87934, valor que nos indica que no se produce
distorsión significativa de la matriz triangular de similitudes.

Figura VIII.1. Dendrograma resultante del análisis numérico de cepas de bacterias
acidolácticas aisladas de pescado de agua dulce. Coeficiente SSM. Agrupamiento
UPGMA. Nivel de corte: 86%.
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Figura VIII.2. Dendrograma simplificado correspondiente al análisis “cluster”
llevado a cabo sobre bacterias acidolácticas aisladas de pescado de agua dulce.
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En la tabla VIII.2 se muestran las cepas de bacterias acidolácticas que fueron identificadas a
nivel de especie, en su caso, o de género, así como la distribución de las mismas en los
diferentes agrupamientos o taxones que aparecen definidos en la figura VIII.1.

Tabla VIII.2. Distribución de las bacterias acidolácticas aisladas de agua dulce en
los distintos taxones resultantes del análisis de taxonomía numérica (figura VIII.1).

TAXÓN
Especie I§ III IV V VI VII NA* Total

C. piscicola 10 24 6 116 2 158

C. divergens 2 7 1 10

C. mobile 1 1

Carnobacterium spp. 1 11 45 57

E. durans 6‡ 6

Enterococcus spp. 2 2

Lactococcus spp. 2 2

V. fluvialis 1 1

L. plantarum 2 2

L. yamanashiensis 1 1

L. curvatus 1 1

L. sake 1 1

L. sharpae 1 1

Lactobacillus spp. 5 5

NI† 1 1
*, NA, no agrupadas en ningún taxón; ‡, número de cepas; †, NI, no identificada; §, taxón I, adscrito a    E.
   durans   , taxones III a VI, asignados a    C. piscicola    y taxón VII, a    C. divergens   .

Todas las cepas analizadas en el presente estudio fueron capaces de producir ácido a
partir de la celobiosa, pero incapaces de hacerlo a partir de la D-sorbosa y del xilitol.
Tampoco ninguna cepa fue capaz de producir gas a partir de la glucosa en el medio MRS
modificado. Algunas de ellas resultaron ser Gram variables como resultado de la decoloración
con alcohol-acetona. Las características más discriminantes entre los taxones significativos
formados en el análisis numérico (fig. VIII.1) aparecen en la tabla VIII.3.
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Tabla VIII.3. Perfil morfológico, fisiológico y bioquímico de los siete taxones
significativos obtenidos en la taxonomía numérica de bacterias acidolácticas.

Taxón I II III IV V VI VII
Número de cepas (6) (3) (11) (35) (6) (165) (10)
Movilidad 50* 0 0 0 0 1 0
Características de la colonia:
     consistencia cremosa 0 100 82 17 0 38 10
     borde liso 100 100 0 0 0 94 100
     colonia plana 0 0 0 100 17 0 0
     colonia convexa 17 100 64 0 0 99 100
Tamaño de la colonia:
     1 mm 100 33 36 0 50 61 100
     2 mm 0 67 55 94 50 40 0
Crecimiento en presencia de :
     7% NaCl 100 100 9 37 100 53 100
     10% NaCl 50 67 0 0 0 0 0
Crecimiento a:
     4ºC 0 0 0 97 0 54 70
     37ºC 100 100 100 97 100 100 100
     40ºC 100 100 0 0 0 2 70
     42ºC 100 100 0 0 0 1 30
     45ºC 100 0 0 0 0 0 0
Voges Proskauer 0 0 100 69 100 71 30
Hidrólisis de la arginina 100 0 0 12 80 6 100
Crecimiento en Agar Rogosa 0 100 0 0 0 0 0
Acido a partir de:
     Amigdalina 0 100 100 100 100 99 100
     L-arabinosa 100 100 18 0 0 2 0
     Galactosa 100 100 64 59 50 84 10
     Gluconato 33 100 100 25 83 94 100
     Inulina 17 0 64 17 0 47 0
     Lactosa 0 100 17 0 0 6 0
     Maltosa 50 100 100 100 100 99 100
     Manitol 100 100 100 100 100 99 20
     Melezitosa 33 100 0 11 83 41 100
     Melibiosa 0 67 0 0 0 0 0
     Rafinosa 25 67 0 0 0 3 10
     Sacarosa 50 100 100 100 100 100 100
     Salicina 50 100 100 100 100 100 100
     Sorbitol 0 100 33 7 0 17 0

* porcentaje de cepas del taxón que presentaban dicha propiedad. Todas las cepas contenidas en los taxones 1 a
7 dieron lugar a colonias no pigmentadas, que crecían a concentraciones de NaCl del 4%, capaces de crecer a
8ºC, que no producían H2S a partir de la cisteína, ni gas a partir de la glucosa en el medio que contenía L-
arginina, dextrano negativas y esculina positivas, que eran universalmente productoras de ácido a partir de D-
fructosa, D-manosa y D-ribosa y eran incapaces de hacerlo a partir de la D-xilosa.
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Tal y como se puede ver en la tabla VIII.3, las cepas adscritas al género
Carnobacterium no fueron capaces de crecer en el Agar Rogosa. Cuando fueron observadas
al microscopio, estas mismas cepas aparecían como bacilos finos, en pares (formando una
“V” abierta) o en cadenas cortas. Asimismo, en estudios preliminares pudimos comprobar que
la mayoría de estas cepas crecían con dificultad en el medio MRS.

El taxón I contenía seis cepas (tabla VIII.3). Todas ellas eran cocos Gram positivos,
incapaces de crecer a 4ºC, pero que sí lo hacían a 45ºC. No hidrolizaban la arginina ni
producían ácido a partir de la amigdalina. Teniendo en cuenta el esquema de identificación
propuesto por Schleifer y Kilpper-Bälz (1987), el perfil bioquímico y fisiológico de estas
cepas corresponde a la especie Enterococcus durans, excepto en lo que se refiere a la
movilidad de algunas de las cepas y a la producción de ácido a partir de la L-arabinosa, de la
melezitosa (en la descripción de Schleifer y Kilpper-Bälz -1987- Enterococcus durans es
inmóvil e incapaz de fermentar ambos azúcares). Además fueron incapaces de hidrolizar el
hipurato.

El taxón II estaba constituido por tres cepas patrón del género Lactobacillus,
concretamente L. fermentum, L. sake y L. plantarum. Las características diferenciales más
significativas de este grupo con respecto a los otros (tabla VIII.3) fueron la capacidad de
crecer en Agar Rogosa y la producción de ácido a partir de la lactosa, características no
compartidas por ningún otro taxón obtenido. Otras de las características más notables para
distinguirlo de los otros taxones fueron que dos de las tres cepas produjeron ácido a partir de
la melibiosa y su negatividad en la prueba del Voges Proskauer.

El agrupamiento III, por su parte, comprendía un total de 11 cepas (tabla VIII.3)
incapaces de crecer a 4ºC, así como a temperaturas de 40ºC; tambien fueron universalmente
positivas para la prueba del Voges Proskauer, y produjeron ácido a partir del gluconato, pero
no a partir de la lactosa y la melezitosa. Todas las cepas, a excepción de una, se adscribieron a
la especie Carnobacterium piscicola, si bien ninguna de ellas hidrolizó la arginina. La cepa
restante, capaz de producir ácido a partir de la ramnosa (universalmente negativa para esta
especie), fue identificada como Carnobacterium spp.

El taxón IV estaba constituido por 35 cepas (tabla VIII.3) cuya característica común
principal es que eran capaces de crecer a 4ºC, pero incapaces de hacerlo a 40ºC. Asimismo
cuando se desarrollaban en medio sólido daban lugar a colonias de aspecto convexo y de
2mm de diámetro. Teniendo en cuenta su patrón de fermentación de azúcares, la mayor parte
de las cepas fueron adscritas a la especie C. piscicola, aunque un 31% de ellas, negativas para
la prueba del Voges-Proskauer, únicamente fueron adscritas a nivel de género
(Carnobacterium spp). Este taxón también se asignó a C. piscicola.

El taxón V agrupaba un total de seis cepas (tabla VIII.3) que toleraban
concentraciones del 7% de sal, incapaces de crecer a 4ºC y a 40ºC, positivas en la prueba del
Voges Proskauer y capaces, con excepción de una, de producir NH4

+ a partir de la arginina y
de dar lugar a ácido a partir del gluconato y la melezitosa. Como en los dos agrupamientos
anteriores este taxón fue adscrito a la especie C. piscicola siendo, todas las cepas contenidas
en él, identificadas como pertenecientes a esta misma especie (figura VIII.1).
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El agrupamiento VI contenía 164 cepas ambientales y la cepa patrón de C. piscicola, si
bien este taxón podría considerarse como un supertaxón heterogéneo formado por varios
grupos de menor tamaño si se daba un corte a un 94% de semejanza (figura VIII.1). Entre las
características comunes para la mayoría de las cepas comprendidas en este grupo (tabla
VIII.3) destacan las morfológicas, concretamente las referentes a la convexidad de las
colonias cuando crecían en un medio sólido, así como a los bordes enteros de estas mismas
colonias, en contraposición a los bordes irregulares de las cepas comprendidas en los taxones
III, IV y V. La mayoría también producía ácido a partir del gluconato, pero sólamente un
porcentaje bajo de cepas hidrolizaba la arginina. Dentro de este grupo se incluyen, tal y como
se ve en la tabla VIII.2, una cepa de la especie C. mobile (móvil), dos cepas de C. divergens
(manitol negativas) y varias cepas de Carnobacterium no identificadas a nivel de especie
(Carnobacterium spp; todas ellas Voges Proskauer negativas; al 94% de semejanza estarían
perfectamente diferenciadas del resto de las cepas constitutivas de este supertaxón) y, la gran
mayoría, cepas que fueron adscritas a la especie C. piscicola , entre las que se incluye la cepa
tipo.

Por último, el taxón VII estaba constituido por un total de diez cepas, de las cuales
nueve eran de origen ambiental y la restante era la cepa tipo de C. divergens incluida en el
estudio (figura VIII.1). Por esta razón, y a pesar de que dos de las cepas fueron manitol
positivas (posteriormente identificadas como C. piscicola), este agrupamiento se adscribió a
dicha especie microbiana (tabla VIII.2). Las cepas fueron capaces de producir NH4

+ a partir
de la arginina, incapaces de producir ácido a partir de la galactosa, la inulina, la lactosa y el
manitol (con la salvedad expuesta con anterioridad). La mayoría de las cepas se desarrollaron
a temperaturas de 4 y 40ºC. Otra de las características distintivas de este taxón fue que, al
crecer en medio sólido, dieron lugar a colonias convexas y de bordes enteros.

Las pruebas complementarias encaminadas a confirmar la adscripción de las cepas
identificadas como presuntas Carnobacterium a este mismo género dieron los siguientes
resultados: todas las cepas elegidas aleatoriamente fueron incapaces de producir H2S en el
medio TSI y no exhibieron actividad α-hemolítica sobre eritrocitos de oveja. Ambas
respuestas son características de Carnobacterium spp. frente a microorganismos de otros
géneros microbianos próximos tales como Erysipelothrix.

En la tabla VIII.4 se muestran los perfiles de las cepas adscritas al género
Lactobacillus que no fueron agrupadas en ninguno de los taxones significativos.
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Tabla VIII.4. Perfil fisiológico y bioquímico de las once cepas adscritas al género Lactobacillus.

Especie L. sake L. plantarum L. sharpae Lactobac. spp Lactobac. spp L. yamanashiensis Lactobac. spp L. curvatus Lactobac. spp Lactobac. spp. L. plantarum
Número de cepa 6 3370 1041 716 766 307 555 269 218 2120 3386
Movilidad - (1) - - - - - + - - - -
Crec.* en 7% sal +(2) + + + + - + + + + +
Crec. en 10% sal + + + - - - - - - - -
Crec. a 4ºC - - - - - - - - + - +
Crec. a 40ºC + + + + + + + v - v -
Crec. a 42ºC - - + + + - - - - - -
Crec. a 45ºC - - + + + - - - - - -
Voges Proskauer - - + - + + + - - - -
CO2 de arginina - - - - - + - - - - -
NH4 de arginina + - - + + + + - + + -
Dextrano - - - - - + - - - - -
Crec. en Rogosa + - - - - - - - + + -
Hidrólisis esculina + + - + + + + + + + +
Producción H2S - - - - - + - - - - -
Acido a partir de:
   Amigdalina - + - + + - + + - - +
   L-arabinosa - + - - + - - - - - +
   D-Fructosa - + - + + - + + - + +
   Galactosa - + + + + - + - - + +
   Gluconato - + + + + + + - - - +
   Inulina - - + + - - - - - - -
   Lactosa - + + + + - + - - - +
   Maltosa - + + + + - + - + + +
   Manitol - + - + + - + - - + +
   Manosa - + - + + - + + + + +
   Melezitosa - + - - - - - - - - +
   Melibiosa - + - - + - - - - - +
   Rafinosa + + - - - - - - - - +
   Ramnosa - + - + + - + - - - -
   D-Ribosa + + - + + - + + + + +
   Salicina - + - + + - + - - + +
   Sorbitol - - - + + - + - - + +
   D-Sorbosa - - - - - - - - - + -
   Trealosa + - - + + - + - - + +
   D-xilosa - - - + + - + - - - -

* crecimiento; (1) cepa negativa para esa propiedad; (2) cepa positiva para esa propiedad. Todas las cepas crecieron a 8 y 37ºC.
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Ninguna de las cepas de bacterias acidoláticas de morfología cocoide fue capaz de
hidrolizar el hipurato ni el almidón, y únicamente las cepas 1526, 2364 y 3169 fueron capaces
de producir hemólisis α. En la tabla VIII.5 se muestran las pruebas diagnósticas más útiles
para diferenciar las cepas cocoides no agrupadas en el estudio numérico en ningún taxón
significativo.

Tabla VIII.5. Cepas de bacterias acidolácticas de morfología cocoide no incluidas en
ninguno de los taxones significativos y pruebas más interesantes para su
discriminación.

    Crecimiento

Especie cepa 45ºC pH 9.6 6.5% NaCl movilidad ác. de tagatosa

Enterococcus spp 2327 + +(2) + –(1) –

Enterococcus spp 3551 + + + – –

Lactococcus spp 3169 – – + – +

Vagococcus fluvialis 1504 – – – – –

Vagococcus fluvialis 1639 – – – + +

NI* 287 + – + – +

* NI, no identificadas; (1) cepa negativa para esa propiedad; (2) cepa positiva para esa propiedad.

La cepa adscrita al género Lactococcus (3169) difería, en muchas de sus propiedades,
de la especie Lactococcus piscium (Williams y col, 1990) y de otras especies descritas dentro
de este género (Schleiffer y Kilpper-Bälz, 1987). Las cepas identificadas como Vagococcus
fluvialis (1504, inmóvil, y 1639, móvil) diferían ligeramente del perfil de fermentación de
azúcares mostrado por Collins y col (1989) en su descripción de la especie, fueron incapaces
de fermentar la ribosa y la trealosa, pero dieron lugar a ácido a partir de la galactosa y de la
lactosa. La cepa inmóvil (1504) presentaba un perfil fenotípico muy semejante al de las cepas
descritas por Pot y col (1994). La cepa 287 (NI), por su parte, mostraba características propias
de Streptococcus mutans y Enterococcus gallinarum.

En la tabla VIII.6 se muestran las actividades enzimáticas de los “lactobacilos
atípicos” (un total de 23) sobre diversos sustratos. Ninguna de las cepas analizadas fue capaz
de degradar el almidón ni la gelatina.

Tabla VIII.6. Actividad hidrolítica sobre diversos substratos de una selección de
bacterias acidolácticas aisladas de peces de agua dulce.

Caseína Tween 20 Tween 80 Precipitación
Yema de huevo

Aclaramiento
Yema de huevo

Tributirina

4.4* 8.8 4.4 4.4 8.8 74

*, porcentaje de cepas que hidrolizaban el substrato.
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DISCUSIÓN

Los microorganismos pertenecientes al género Carnobacterium se han aislado de
alimentos de distintos orígenes, tales como carne envasada al vacío (Holzapfel y Gerber,
1983; Shaw y Harding -1984, 1985-), carne de pollo (Collins y col, 1987), queso tipo Brie
(Milliere y col, 1994) y pescado. Su presencia en salmónidos, en Europa y Norteamérica, y en
otros productos de la pesca ha sido descrita con anterioridad por diversos autores (Hiu y col,
1984; Mauguin y Novel, 1994). Su importancia radica no sólo en ser considerado como un
agente de infecciones en pescado (Hiu y col, 1984), sino en su potencialidad como productor
de bacteriocinas que pudieran ser de utilidad en la conservación de los alimentos. Tal y como
se puede observar en la tabla VIII.2, la mayor parte de la cepas de bacterias acidolácticas
aisladas de peces de agua dulce han sido adscritas al género Carnobacterium.

Collins y col (1987) describieron, desde un punto de vista fenotípico, a los
microorganismos pertenecientes al género Carnobacterium como bacilos Gram positivos,
catalasa negativos, inmóviles (exceptuando la especie C. mobile), capaces de crecer a 10ºC,
pero incapaces de hacerlo a 45ºC, que no toleraban concentraciones de NaCl del 8% ni daban
lugar a colonias visibles macroscópicamente en Agar Rogosa. En este mismo sentido,
diversos autores (Holzapfel y Gerber, 1983; Milliere y col, 1994) han observado la dificultad
que tienen los miembros de este género para desarrollarse en el medio MRS (De Man y col,
1960), el cual contiene sales que afectan a su crecimiento. Por ello, en el presente trabajo se
ha empleado el agar, o caldo en su caso, BM (Wilkinson y Jones, 1977), con el que se se
pretendió evitar la inhibición o retraso del desarrollo de aquellas cepas de bacterias
acidolácticas sensibles al acetato sódico y al citrato diamónico. Por el contrario, otros autores
observaron que determinadas especies del género Lactobacillus tampoco eran capaces de
desarrollarse en el Agar Rogosa (L. casei -Schillinger y Lücke, 1987-) o que lo hacían muy
débilmente (Mauguin y Novel, 1994). De todos modos, la incapacidad de crecer en Agar
Rogosa y a más de 40ºC, han sido tomados como los criterios principales para diferenciar las
cepas adscritas al género Carnobacterium de las pertenecientes al género Lactobacillus, tal y
como diversos autores han propuesto (Baya y col, 1991; Collins y col, 1987; Feresu y Jones,
1988; Milliere y col, 1994; Montel y col, 1991). En este mismo sentido, Pilet y col (1995)
identificaron a algunas de sus cepas aisladas a partir de pescado como carnobacterias en base
a su capacidad para crecer a 5ºC y a su incapacidad de hacerlo en Agar Acetato. El hecho de
crecer con dificultad en el medio MRS (Oxoid) también ha sido una característica adicional
tenida en cuenta para adscribir las cepas a Carnobacterium. Sin embargo, la mayor parte de
los autores (Collins y col, 1987; Schillinger y Lücke, 1987) proponen la utilización de otras
pruebas complementarias, como la composición en ácidos grasos, el estudio de la
configuración del ácido láctico (producido a partir de glucosa) por métodos enzimáticos y
ensayos de hibridación de ácidos nucleicos. De hecho, Mauguin y Novel (1994) necesitaron
emplear estas técnicas para diferenciar las cepas que identificaron como C. piscicola de otras
que identificaron como L. plantarum, todas ellas obtenidas en pescado.

Microscópicamente, las cepas aisladas en nuestro trabajo son similares a las mostradas
por Shaw y Harding (1984) y a las descripciones que de ellas hacen Holzapfel y Gerber
(1983), Shaw y Harding (1985) y Milliere y col (1994). Al igual que Hiu y col (1984), en el
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presente estudio observamos la existencia de cepas, pertenecientes al género Carnobacterium,
que mostraron variabilidad en la prueba del Gram.

En cuanto a sus características de crecimiento en medio sólido, las cepas contenidas en
los grupos VI y VIII coinciden plenamente con la descripción de las cepas aisladas por
Milliere y col (1994) y Hiu y col (1984), si bien las de los grupos III, IV y V únicamente
difieren de dichas descripciones en lo referente a la convexidad y al aspecto liso del borde de
las colonias.

En general, y en lo que se refiere al perfil de fermentación de azúcares, nuestras cepas,
identificadas como pertenecientes al género Carnobacterium, guardan mucha similitud con
las aisladas por otros investigadores (Baya y col, 1991; Mauguin y col, 1994).

Como se apuntaba en la introducción del presente capítulo, Wallbanks y col (1990)
describieron una nueva especie microbiana a la que dieron el nombre de Vagococcus
salmoninarum. Este hecho ha contribuido a dificultar la identificación de Carnobacterium por
métodos tradicionales. En ese mismo trabajo se demostró que, filogenéticamente,
Carnobacterium estaba más relacionado con los géneros Vagococcus y Enterococcus que con
Lactobacillus. Esta nueva especie (Vagococcus salmoninarum) comparte con
Carnobacterium su incapacidad de desarrollarse en Agar Rogosa y de crecer a 40ºC. Las
cepas contenidas en los taxones III a VI (figura VIII.1) difieren de esta especie de nueva
descripción en que su morfología microscópica era bacilar (en contraste con la cocobacilar de
V. salmoninarum), en que no producían α-hemólisis sobre eritrocitos de oveja (característica
observada por Schmidtke y Carson -1994- en su revisión de la descripción de esta especie
microbiana), y en que eran capaces de producir ácido a partir de la amigdalina y del manitol
(tabla VIII.3) e incapaces de producir H2S a partir del tiosulfato sódico. Las cepas del taxón
número VII, por su parte, además de distinguirse de V. salmoninarum en la morfología
microscópica y en la producción de H2S, lo hacen por su capacidad de hidrolizar la arginina
(Wallbanks y col, 1990). La distinción de las cepas pertenecientes a las especies C. divergens,
C. piscicola y C. gallinarum de la otra especie descrita del género Vagococcus (V. fluvialis)
se basa, entre otras características, en la morfología cocoide y en la movilidad de esta última
(Collins y col, 1989). Por otra parte, las cepas inmóviles de V. fluvialis descritas por Pot y col
(1994) además de ser cocoides, producían α-hemólisis en Agar Sangre.

La incapacidad de producir H2S a partir del tiosulfato sódico nos sirvió también para
distinguir el género Carnobacterium de una especie microbiana próxima a él (Gram positivos
no esporulados) y también asociada al pescado, Erysipelothrix rhusiopathiae (Jones, 1986).
Otras pruebas útiles empleadas tradicionalmente para distinguir bacterias acidolácticas de E.
rhusiopathiae han sido la incapacidad de ésta para hidrolizar la esculina (todas las cepas
contenidas en los grupos III a VI y VII degradaron la esculina) así como su capacidad de
producir ácido a partir de la lactosa (sólamente un porcentaje reducido de cepas de dichos
taxones exhibieron esta capacidad). La capacidad de producir ácido a partir de celobiosa,
maltosa, manosa y sacarosa, por parte de nuestras cepas (de acuerdo con el criterio de Feresu
y Jones, 1988), y a partir del manitol, por parte de C. piscicola (Jones, 1986), sirvió para
diferenciarlas de E. rhusiopathiae. La confirmación de esta diferenciación entre nuestras
cepas y la especie E. rhusiopathiae se llevó a cabo estudiando la producción de H2S en TSI
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(Oxoid) y la aparición de áreas de α-hemólisis en placas conteniendo eritrocitos de oveja
siguiendo los criterios de Jones (1986).

Por lo que respecta a la diferenciación de Carnobacterium del género Brochothrix,
cabe decir que los representantes de este último género microbiano son catalasa positivos y no
son capaces de crecer a 37ºC (Sneath y Jones, 1986).

Pruebas tales como la producción de CO2 a partir de la glucosa en el medio arginina-
MRS descrito por Collins y col (1987) o la capacidad de hidrolizar la arginina en ese mismo
medio no han sido de utilidad taxonómica en nuestro estudio; de hecho, ni siquiera las cepas
tipo de Carnobacterium, empleadas como patrones internos, dieron muestras de actividad en
dichos medios de cultivo. En el primer caso se podría haber debido a que en la formulación
del medio el citrato amónico, del que se prescindió, no fue sustituido por citrato sódico, tal y
como Collins y col (1987) prescribían, pero bien es cierto que la producción de gas a partir de
la glucosa por parte de estos microorganismos es un carácter variable y, en ocasiones, difícil
de detectar (Collins y col, 1987; Shaw y Harding, 1985Collins y col, 1987). En la bibliografía
se muestran disparidad de criterios acerca del carácter homo o heterofermentativo de las
carnobacterias, es decir, de su incapacidad o no para producir gas a partir de la glucosa. Así,
mientras la mayoría de los autores consideran a Carnobacterium spp. como microorganismos
homofermentativos (Hiu y col, 1984; Milliere y col, 1994; Montel y col, 1991) y otros opinan
que se trata de bacterias heterofermentativas (Hitchener y col -1982- y Holzapfel y Gerber -
1983-, cuando todavía no se había establecido este género, y Pilet y col, 1995), un tercer
grupo de investigadores (Collins y col, 1987) los define como microorganismos
homofermentadores, y heterofermentadores en determinadas ocasiones. Por lo que se refiere
el segundo caso, es decir, la incapacidad de hidrolizar la arginina por parte de las cepas objeto
de nuestro estudio, ésta podría haber sido debida a que el medio contenía un 2% de glucosa.
Diversos autores han observado que al emplear el medio MRS con un contenido bajo en
glucosa, o exento de ella, la totalidad de las cepas consideradas como “lactobacilos atípicos”
(Carnobacterium spp.) eran capaces de degradar la arginina (Baya y col, 1991; Collins y col,
1987; Pilet y col, 1995), pero a concentraciones de glucosa del orden del 2% algunas de esas
cepas no mostraban dicha propiedad (Hitchener y col, 1982; Mauguin y Novel, 1994; Pilet y
col, 1995; Shaw y Harding, 1984). Jeppesen y Huss (1993) afirmaron que el uso de un medio
diseñado para la hidrólisis de la arginina que contuviese un 2% de glucosa podría tener como
resultado la aparición de falsos negativos.

En la figura VIII.1 se puede apreciar que, en general y con excepción de una cepa
patrón (E. faecium), existe una buena diferenciación entre las cepas adscritas al género
Carnobacterium y el resto de las cepas de bacterias acidolácticas analizadas. De hecho, y para
ahondar en esta diferenciación, mientras el agrupamiento de todos los clusters conteniendo
cepas del género Carnobacterium se produce a un 80% de similitud, sólamente a un nivel de
semejanza del 72% se agrupan con un primer grupo de otras bacterias acidolácticas (las cepas
tipo de L. curvatus y de Lactococcus faecalis y cuatro cepas ambientales). En el estudio
taxonómico de cepas Gram positivas que Feresu y Jones (1988) llevaron a cabo, y en el que
se incluyeron cepas pertenecientes a los géneros Listeria, Erysipelothrix, Brochotrix y al
grupo de las bacterias acidolácticas (tanto típicas como atípicas), se pudo observar que las
cepas englobadas en el llamado “grupo 2 de Thornley y Sharpe” se agrupaban a un 83% de
semejanza (coeficiente SG). Dichas cepas formaban dos taxones constituidos por 14 y 15
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cepas, respectivamente, que por las características fenotípicas observadas, bien podrían
coincidir con la descripción de C. piscicola y C. divergens. Estas mismas cepas se agrupaban,
a un 73% de semejanza (SG), con las cepas del “grupo 3 de Thornley y Sharpe” (C. mobile -
Collins y col, 1987-) y con algunas cepas de L. plantarum. A pesar de que en nuestro estudio
hemos empleado un coeficiente (SSM) distinto al utilizado por Feresu y Jones (SG, 1988), se
observa cierto paralelismo entre nuestros resultados y los obtenidos por estos investigadores.
Por otro lado, los dos grupos de “Thornley y Sharpe” y las cepas del género Erysipelothrix se
agruparon a un nivel de semejanza más bajo (62%, SG). Estos autores (Feresu y Jones, 1988)
concluyeron que las cepas de “lactobacilos atípicos” no estaban relacionadas con Listeria,
Erysipelothrix, Brochotrix, y sólamente eran ligeramente próximas a algunos miembros de
Lactobacillus y postularon que, debido a su incapacidad para crecer en Agar MRS, no eran
miembros de este último género.

Dentro de las cuatro especies comprendidas en el género Carnobacterium, las que han
sido aisladas en mayor número en nuestro trabajo, C. piscicola (comprendidas principalmente
en los grupos III a VI) y C. divergens (todos ellos en el grupo VII) también son las que se han
aislado más frecuentemente por otros autores en pescado de agua dulce (Baya y col, 1991;
Hiu y col, 1984) y en distintos productos de la pesca (Pilet y col, 1995). Asimismo se ha
detectado la presencia de una cepa de C. mobile (en el taxón VI) y de otras carnobacterias que
no pudieron ser identificadas a nivel de especie (en los taxones III, IV y VI). La adscripción a
especie de las cepas ambientales presentó dificultades al haberse basado, únicamente, en la
realización de pruebas fisiológicas y bioquímicas tradicionales. De todos modos, podemos
apreciar que el perfil fenotípico de las cepas identificadas por nosotros como C. piscicola (L.
piscicola) presentaba ligeras variaciones con respecto al observado por Hiu y col (1984) y,
principalmente, a los observados por Collins y col (1987) y al de las cepas V1 y V41 de Pilet
y col (1995). Esto mismo se puede decir de las cepas identificadas como C. divergens con
relación a la descripción de Collins y col (1987). Tal y como se puede observar en la tabla
VIII.3, en lo referente al patrón de fermentación de azúcares, las cepas contenidas en los
grupos III a VI fueron universalmente positivas para la producción de ácido a partir de la
amigdalina, celobiosa, D-fructosa, maltosa, manitol, D-manosa, D-ribosa, sacarosa, salicina y
trealosa, así como universalmente negativas (en más de un 80% de las cepas contenidas en el
taxón) para la L-arabinosa, lactosa, melibiosa, rafinosa, ramnosa, D-sorbosa, D-xilosa, xilitol
y sorbitol (excepto el taxón III que fue variable). Los resultados fueron desiguales para
galactosa, gluconato (positivos, principalmente, los grupos III y VI), inulina (negativos los
grupos IV y V, y variables los otros dos) y melezitosa (negativos los taxones III y IV, y
variable el VI). La variabilidad observada en algunos grupos con respecto a algunos azúcares
podría deberse a las cepas de Carnobacterium que no pudieron ser clasificadas a nivel de
especie. El perfil bioquímico del taxón VII es bastante similar al de los otros grupos, pero con
ligeras excepciones tales como que fueron incapaces de producir ácido a partir de inulina,
galactosa y manitol, pero capaces de hacerlo a partir del gluconato y de la melezitosa.

Hiu y col (1984) clasificaron a las cepas de L. piscicola como “estreptobacterias” por
el hecho de ser homofermentadoras, de crecer a 15ºC (y no ser capaces de hacerlo a 45ºC) y
por producir ácido a partir de la ribosa. Asimismo, las diferenciaban de otros lactobacilos,
como L. yamanashiensis, en virtud de su incapacidad de producir dextrano a partir de la
sacarosa y por ser capaces de fermentar manitol, maltosa y ribosa, características compartidas
por las cepas analizadas en nuestro laboratorio. La mayoría de las cepas identificadas por Hiu
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y col (1984) fueron, como en nuestro caso, incapaces de producir ácido a partir de rafinosa,
melibiosa, lactosa y melezitosa, mientras que ninguna lo hizo a partir de inulina, sorbitol y L-
arabinosa. Algunas cepas tampoco fueron capaces de fermentar la galactosa.

Por lo que se refiere a la utilización del esquema de Collins y col (1987) para la
identificación a nivel de especie de cepas pertenecientes al género Carnobacterium, cabe
decir que las cepas contenidas en los taxones III a VII, a pesar de no cumplir todas las
propiedades que dichos autores (emplearon el API 50CHL y el API 10E) asignan a las
especies C. piscicola, C. divergens y C. mobile, sí se aproximan a las descripciones que de
cada una de ellas dan estos autores. Tal y como se observa en la tabla VIII.3, la mayoría de
las cepas contenidas en el taxón VII (constituido mayoritariamente por cepas identificadas
como C. divergens ) son capaces de crecer a 40ºC, una de las características que a Collins y
col (1987) les sirve para diferenciar C. divergens  de C. piscicola, mientras que las contenidas
en los taxones III a VI son incapaces de desarrollarse a esa temperatura, propiedad observada
por Stoffels y col (1992) en C. piscicola. Otro de los caracteres discriminantes entre ambas
especies que Collins y col (1987) propusieron fue la fermentación de la galactosa, para la cual
C. divergens era negativa. Como se ve en la tabla VIII.3, las cepas contenidas en los taxones
III a VI muestran una gran variabilidad en cuanto a su respuesta frente a este azúcar,
posiblemente influenciada por la presencia en dichos taxones de cepas de Carnobacterium no
identificadas a nivel de especie, si bien también se puede observar que es negativo para la
mayoría de las cepas contenidas en el grupo VII. Otras pruebas consideradas de valor
taxonómico por Collins y col (1987) fueron: la fermentación del gluconato (lo hacen la
mayoría de las cepas identificadas en nuestro trabajo como C. piscicola y ninguna de las
pertenecientes a la especie C. divergens) y la producción de ácido a partir del manitol y de la
inulina, ambas negativas para C. divergens. Esta última prueba dió resultados muy variables
que fueron de poca utilidad en nuestro estudio. La producción, por parte de nuestras cepas, de
ácido a partir del manitol (tabla VIII.3) fue de utilidad a la hora de adscribir los taxones III a
VII a las distintas especies de Carnobacterium (figura VIII.1), ya que las cepas contenidas en
los grupos III a VI fueron positivas para dicha prueba (característica de C. piscicola) mientras
que la mayoría de las contenidas en el taxón VII (C. divergens) fueron negativas. En otros
trabajos, como los de Shaw y Harding (1985) y Döring y col (1988), esta prueba resultó ser la
más discriminante entre L. carnis y L. divergens. La diferenciación de C. piscicola y C.
divergens de las otras especies descritas de Carnobacterium (C. mobile y C. gallinarum) se
basó, entre otras pruebas, en la movilidad (C. mobile es móvil) y en la fermentación de la D-
xilosa (C. gallinarum es capaz de producir ácido a partir de este azúcar frente a las otras tres
especies que no lo son -Collins y col, 1987-).

El perfil de azúcares, correspondiente a C. piscicola, observado en nuestro trabajo es
bastante similar al obtenido por Milliere y col (1994), excepto en lo referente al gluconato, a
la melezitosa, a la inulina y a la lactosa (para los cuales todas sus cepas fueron positivas en el
API 50CHL), y semejante al de Stoffels y col (1992) que observaron que galactosa y
gluconato se mostraron como azúcares débilmente fermentables. Por otra parte, difieren del
perfil de la cepa V1 de Pilet y col (1995) en que parte de nuestras cepas fermentaron la
galactosa, la inulina y la melezitosa. Por lo que respecta a las cepas asignadas a C. divergens,
éstas se aproximaron mucho al perfil de fermentación de azúcares de la cepa V41 de Pilet y
col (1995), también adscrita por estos autores a C. divergens, con la excepción de la
fermentación de la galactosa (positiva en su caso) y de la melezitosa (negativa en su estudio).
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Otra de las pruebas que Collins y col (1987) consideran como universalmente positiva
para las cepas de C. divergens y C. piscicola es la del Voges-Proskauer. Sin embargo, tanto
en el presente trabajo (especialmente en las cepas contenidas en el taxón VII) como en el de
Hiu y col (1984), algunas de las cepas se muestran como negativas. Aquellas cepas
contenidas en los grupos III a VI que fueron negativas para esta prueba, pero similares a C.
piscicola en el resto de sus características, no se adscribieron a ninguna especie
(Carnobacterium spp.)

En cuanto a la no concordancia exacta de nuestros resultados con los de otros grupos
de investigación (Collins y col, 1987), cabe hacer dos consideraciones. En primer lugar, las
diferencias que se pueden encontrar al comparar los patrones de fermentación (y bioquímicos
en general) de nuestras cepas con los publicados por otros autores se pueden deber al empleo,
por su parte, de sistemas miniaturizados comerciales (API 50 CHL y API 10E), lo cual lleva
aparejado el uso de medios de cultivo basales y períodos de incubación diferentes a los
empleados en los métodos tradicionales que se han utilizado en nuestro estudio. Baya y col
(1991) observaron falta de correspondencia entre ambos métodos de identificación (API
frente a métodos tradicionales) en lo referente a algunas pruebas, tales como la producción de
ácido a partir de inulina, lactosa, sorbitol y galactosa. Como hemos visto anteriormente,
alguno de estos azúcares aparece, en el esquema de Collins y col (1987), como clave para la
diferenciación entre C. piscicola y C. divergens. Mauguin y Novel (1994), por su parte, no
fueron capaces de identificar sus cepas a nivel de especie empleando el API 50CHL. En
segundo lugar, Hiu y col (1984) observaron que, a pesar de que entre las cepas que ellos
asignaron a la especie L. piscicola existían variaciones en sus patrones de fermentación de
azúcares, estaban muy relacionadas genéticamente. Por lo tanto, podríamos concluir que la
existencia de pequeñas diferencias en cuanto a la fermentación de determinados azúcares,
secundarios desde el punto de vista de la identificación, tampoco son muy importantes a la
hora de asignar una cepa a una u otra especie o uno u otro género.

La separación entre las especies pertenecientes al género Carnobacterium por el
método de taxonomía numérica empleado (figura VIII.1), es medianamente satisfactorio
cuando se tienen en cuenta valores de semejanza altos, de cerca del 81% (SSM), y únicamente
para separar a las cepas identificadas como C. piscicola agrupadas en el taxón VI (117 cepas
adscritas a esta especie) y las de C. divergens  contenidas en el grupo número VII (8 cepas),
sin contar con las cepas no identificadas de Carnobacterium. Este hecho pone de manifiesto
la gran proximidad taxonómica, no sólo entre las especies pertenecientes a este género, sino
entre todas las cepas adscritas a este género microbiano. Feresu y Jones (1988), que
obtuvieron una nítida separación entre los taxones que contenían las distintas especies de
carnobacterias, también observaron la proximidad existente entre C. piscicola y C. divergens,
más próximas entre sí que con C. mobile. En este sentido, el taxón VII agrupa a ocho cepas de
C. divergens y dos de C. piscicola, lo que subraya lo anteriormente expuesto acerca de la gran
proximidad entre distintas especies de este género. Montel y col (1991), a pesar de que
señalan que la taxonomía numérica no es el mejor sistema para establecer diferencias entre las
distintas especies de Carnobacterium y que, incluso, hay desacuerdo para determinar cuales
son los caracteres discriminantes más claros, afirman que la fermentación del manitol (como
en nuestro caso) y de la inulina son de utilidad para separar C. piscicola de C. divergens . A
diferencia de nosotros, Pilet y col (1995) consideraron que la fermentación de la inulina y del
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manitol no permitía diferenciar entre las cepas de C. piscicola y C. divergens, ya que su cepa
adscrita a C. piscicola sólamente era capaz de fementar el manitol, y no la inulina.

Las cepas patrón empleadas en nuestro trabajo (figura VIII.1) fueron agrupadas en los
taxones VI (C. piscicola) y VII (C. divergens ), mientras que otros autores (Mauguin y Novel,
1994) agruparon las cepas patrón de C. piscicola  y C. divergens a un nivel más bajo de
semejanza (77% SSM) con las cepas que identificaron como pertenecientes al género
Carnobacterium spp. Este hecho se debió, probablemente, a que ninguna de sus cepas
pertenecía a ninguna de ambas especies descritas.

Otro aspecto interesante que se puede observar en la figura VIII.1 es la subdivisión del
grupo VI, a un 94% de semejanza, en subgrupos, varios de los cuales incluyen a distintas
cepas que no pudieron ser identificadas a nivel de especie. Las cepas no identificadas a nivel
de especie en el presente trabajo podrían tratarse de subespecies de C. piscicola (manitol
positivas) que fuesen Voges-Proskauer positivas, o biovariedades de C. gallinarum, especie,
por otra parte, muy próxima a C. piscicola (Feresu y Jones, 1988; Manchester y col, 1995).
Montel y col (1991) hipotetizan acerca de la existencia de subespecies dentro de la especie C.
piscicola. Manchester y col (1995), en un análisis de carnobacterias mediante espectrometría
de masas, además de observar una gran heterogeneidad entre las cepas de C. divergens,
reflejaron la existencia de diferentes taxones en los cuales se recogían las cepas de C.
piscicola, y afirmaron que podrían corresponder a subespecies dentro de la anteriormente
mencionada especie. Sin embargo, Collins y col (1987) no observaron heterogeneidad alguna
entre las cepas de C. piscicola que analizaron.

De las once cepas que, tentativamente, se adscribieron al género Lactobacillus,
únicamente seis pudieron ser identificadas, de manera aproximada (de ahí que puedan ser
consideradas como L. sake atípica, L. curvatus atípica y L. plantarum atípicas), a nivel de
especie siguiendo las claves propuestas por Schillinger y Lücke (1987). Una de ellas, la cepa
3370, identificada tentativamente como L. plantarum, poseía un perfil bioquímico (tabla
VIII.4) que difería en tres pruebas (Voges Proskauer y producción de ácido a partir del
sorbitol y de la trealosa) del descrito por estos autores. Las restantes cinco cepas (las
denominadas Lactobacillus spp.) mostraron capacidad desigual de crecer en Agar Acetato y
perfiles de fermentación de azúcares muy diferentes a los mostrados por Schillinger y Lücke
(1987) para las especies descritas en aquel momento (Schillinger y Lücke -1987- y Mauguin y
Novel -1994- han observado, además, que ciertas cepas de este género son incapaces de
crecer en Agar Rogosa). A pesar de ello, las hemos adscrito al género Lactobacillus ya que
mostraban propiedades muy diferentes a las exhibidas por las cepas del género
Carnobacterium, tales como el crecimiento a 45ºC, la incapacidad de fermentar amigdalina y
fructosa, y la fermentación de D-xilosa. Aunque no han sido aislados con mucha frecuencia,
representantes del género Lactobacillus han sido detectados en pescado fresco por algunos
autores (Fricourt y col, 1994; Mauguin y Novel, 1994; Valdimarsson y Gudbjörnsdottir,
1984). Valdimarsson y Gudbjörnsdottir (1984) aislaron 21 cepas, de las cuales únicamente
seis crecieron en los medios diseñados para su aislamiento y a pesar de lo cual fueron
identificadas como L. plantarum. Mauguin y Novel (1994), al igual que en nuestro caso,
encontraron dificultades para adscribir a especie las cepas de Lactobacillus que aislaron; de
hecho, las cepas de L. plantarum que identificaron poseían perfiles “API” atípicos.
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Del estudio de taxonomía numérica (figura VIII.1) se desprende que, a pesar del
número reducido de pruebas empleadas, existe una clara separación entre las cepas
identificadas como pertenecientes al género Carnobacterium y las del género Lactobacillus,
tanto las cepas tipo como las de campo adscritas a este género.

Las bacterias acidolácticas de morfología cocoide aisladas fueron identificadas, como
las cepas del género Lactobacillus, de manera aproximada dada las dificultades que entrañaba
dicha tarea. Así, las cepas contenidas en el taxón 1 (tabla VIII.3) eran capaces de crecer a
45ºC y no mostraron actividad hemolítica, por lo cual fueron adscritas al género
Enterococcus. Tras comparar sus perfiles con los mostrados por Schleiffer y Kilpper-Bälz
(1987) para las distintas cepas de este género, fueron clasificadas como E. durans, aunque
poseyeran propiedades características de E. faecium (producían ácido a partir de la L-
arabinosa), debido a su incapacidad para hidrolizar el hipurato. En cuanto a las cepas 2327 y
3551, agrupadas en un taxón “no significativo”, no fueron identificadas a nivel de especie,
pero al ser no hemolíticas y crecer a 45ºC (tabla VIII.5) se adscribieron al género
Enterococcus. La cepa 287, mostraba características intermedias entre Streptococcus mutans
y E. gallinarum (tabla VIII.5), lo que no nos permitió adscribirla a una u otra especie. La cepa
adscrita al género Lactococcus difería ampliamente de la descripción de la especie
Lactococcus piscium (Williams y col, 1990), especie láctica incapaz de crecer en Agar
Acetato, cuyo hábitat es acuático y causa enfermedad en peces, y de otras especies descritas
dentro de este género (Schleiffer y Kilpper-Bälz, 1987). Por lo que respecta a las cepas de
Vagococcus fluvialis, cabe decir que la 1639 fue clasificada como tal a pesar de que difiere,
en lo referente a la producción de ácido a partir de algunos azúcares, del perfil de mostrado
por Collins y col (1989) en su descripción de la especie, mientras que la 1504 correspondía al
grupo de V. fluvialis que son móviles, detectadas por Pot y col (1994) en lesiones de distintos
animales domésticos. Un dato significativo es que ambas cepas de V. fluvialis se agruparon en
un taxón no significativo a un 92% de similitud. Mauguin y Novel (1994) detectaron la
presencia de bacterias acidolácticas de morfología cocoide u ovoidea en alimentos de origen
marino, pero tampoco fueron capaces de llevar a cabo una identificación precisa de las cepas
que aislaron; todas ellas fueron adscritas al género Lactococcus. Tampoco Pilet y col (1995)
fueron capaces de hacer lo propio con cinco cepas de bacterias acidolácticas cocoides,
aisladas de diversos productos de la pesca, a las que adscribieron a los géneros Lactococcus y
Enterococcus.

En cuanto al papel que las cepas identificadas como Carnobacterium spp podrían
desempeñar como microorganismos alterantes hay que decir que pocas de las cepas
estudiadas son capaces de degradar algunos de los sustratos de naturaleza lipídica empleados
y todas son incapaces de hidrolizar almidón y sustratos de naturaleza proteica (tabla VIII.6).
Estos resultados coinciden, en parte, con los obtenidos por otros autores, que observan
actividades proteolíticas y lipolíticas no muy marcadas. Feresu y Jones (1988) detectaron, en
las cepas de los “grupos 2 y 3 de Thornley y Sharpe”, una actividad lipolítica (sobre Tween
80) y proteolítica (sobre caseína) media, así como ausencia de actividad amilasa, mientras
otros autores, como Baya y col (1991) y Milliere y col (1994) sólamente detectaron actividad
caseinolítica y no observaron ningún tipo de actividad hidrolítica, respectivamente.

A modo de resumen, en el estudio llevado a cabo sobre la flora acidoláctica en el
presente capítulo se ha probado la presencia de representantes de esta familia microbiana en
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pescado de agua dulce mantenido a refrigeración. Asimismo se ha observado la gran
homogeneidad existente entre el 90% de las bacterias estudiadas, la mayor parte de ellas
procedentes de trucha común, y que pone de manifiesto la existencia de unas condiciones
selectivas para este grupo microbiano en el transcurso de la conservación a bajas
temperaturas. Dada su nula actividad perjudicial sobre los distintos sustratos analizados, se
podrían investigar sus posibles efectos beneficiosos sobre el pescado, como la producción de
bacteriocinas que retrasasen o inhibiesen el desarrollo de bacterias perjudiciales, alterantes o
patógenas (especialmente Listeria monocytogenes). Diversos autores, como Pilet y col (1995)
afirman que podrían ser de importante aplicación en los productos de la pesca desde el punto
de vista de su salubridad.





CONCLUSIONES

PRIMERA.- Los recuentos microbianos (mesófilos, psicrotrofos, anaerobios,
enterobacteriáceas, enterococos) del agua donde se capturan tres especies de peces de agua
dulce (trucha arco iris -piscifactoría-, trucha común -río- y lucio -río-) no muestran
diferencias significativas. Sin embargo, en las distintas zonas muestreadas (piel, agallas,
intestino) de los peces recién capturados, los niveles de buena parte de estos grupos
microbianos son significativamente inferiores en trucha arco iris que en las especies de vida
libre.

SEGUNDA.- Con las limitaciones propias del tamaño de la población estudiada, y en relación
con la importancia del pescado de agua dulce como vehículo de agentes de infección
alimentaria, cabe concluir que, para Salmonella (a pesar de la incidencia ocasional en el agua
de piscifactoría) y Listeria monocytogenes, el riesgo es limitado. El aislamiento de
Plesiomonas shigelloides y el carácter psicrotrofo de algunas de sus cepas, así como el
carácter “emergente” de este microorganismo, sugieren no despreciar, desde un punto de vista
sanitario, el riesgo potencial cuando el pescado se consume después de un tratamiento
insuficiente.

TERCERA.- Aunque en el músculo de pescado de agua dulce almacenado a refrigeración los
recuentos de Aeromonas únicamente alcanzan niveles detectables (superiores a 2.0 unidades
logarítmicas por gramo) tras 6 o 12 días de almacenamiento, en otras zonas (piel, superficie
de cavidad abdominal), las Aeromonas se multiplican activamente. Aeromonas hydrophila  es
la especie mayoritaria en trucha arco iris y trucha común, mientras que, en lucio, predomina
Aeromonas veronii sobria. Tanto en las aguas libres como en los peces en ellas capturados,
los recuentos de Aeromonas son superiores a los hallados en las piscifactorías
(previsiblemente por el empleo en éstas de compuestos antimicrobianos en el agua y en el
pienso). Las mayor parte de las cepas de Aeromonas aisladas de pescado de agua dulce son
lipolíticas y proteolíticas.

CUARTA.- Algunas de las cepas de Aeromonas aisladas de pescado de agua dulce poseen
ciertos factores de virulencia que sugieren no infravalorar el riesgo potencial derivado de su
presencia. Los más destacados son la actividad proteasa (para A. veronii sobria) y las
actividades hemolítica, citotóxica y enterotoxigénica (para A. hydrophila). Por otra parte, la
mayor expresión de determinados factores de virulencia a 4ºC que a 37ºC, aunque reduce, en
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principio, la importancia derivada de la presencia de estas cepas como agentes de infecciones
alimentarias, puede favorecer (en determinadas circunstancias) el desencadenamiento de
intoxicaciones alimentarias sensu estricto.

QUINTA.- En pescado almacenado en hielo picado, la evisceración tras la captura prolonga
su vida útil entre un 22 y un 40% (2-4 días). El final de la vida útil no parece guardar relación
con el número de microorganismos mesófilos y/o psicrotrofos, aunque la alteración de los
ejemplares no eviscerados se asocia con recuentos inferiores (ca. 2 unidades logarítmicas
/cm2 o g) a los que presentan los eviscerados en la misma etapa.

SEXTA.- El coeficiente de correlación lineal para la regresión entre los recuentos (en
unidades logarítmicas por unidad de peso, volumen o superficie) de microorganismos
psicrotrofos y los de la flora aerobia mesófila viable se sitúa, para las muestras de ejemplares
recién capturados en 0.89118, mientras que para la evolución de dichos recuentos durante el
almacenamiento a refrigeración oscila entre 0.8489 y 0.9276.

SÉPTIMA.- Durante el almacenamiento en hielo picado, los recuentos de mesófilos y
psicrotrofos siguen un patrón similar de evolución. Para ambos parámetros, el factor que
parece condicionar en mayor medida su evolución lo constituyen las condiciones de
mantenimiento de los peces desde su captura hasta la aplicación del frío (en general, a lo largo
del almacenamiento, los recuentos de mesófilos y psicrotrofos se sitúan en niveles similares
en lucio y trucha arco iris y son superiores en trucha común).

OCTAVA.- En el agua donde se capturan los peces, la flora mayoritaria está constituida por
bacterias Gram negativas, aunque la diversidad e importancia de los distintos grupos
microbianos dependen de la ubicación geográfica y de la flora analizada (mesófila o
psicrotrofa). Por otra parte, la flora microbiana del agua es más heterogénea que la de los
peces recién capturados. Los grupos microbianos predominantes en las distintas zonas de los
peces recién capturados (agallas, intestino, piel) dependen de la especie de pescado, así, en
lucio, predominan Enterobacteriaceae y Vibrionaceae, en trucha común lo hacen las bacterias
acidolácticas y las enterobacterias, mientras que en trucha arco iris (procedente de
piscifactoría) destacan los bacilos Gram negativos aerobios, las vibrionáceas y las
micrococáceas, no detectándose enterobacteriáceas.

NOVENA.- Las sucesiones microbianas durante el almacenamiento a refrigeración de los
peces, están muy condicionadas por la composición de la flora inicial, de modo que, por un
lado, en trucha común, la importancia porcentual de las asociaciones microbianas alterantes
típicas (bacterias Gram negativas aerobias) se ve reducida por el predominio de las bacterias
acidolácticas, cuya menor actividad alterante contribuye a explicar la reducida influencia que
los mayores recuentos de microorganismos tienen en la vida útil de la trucha común. Durante
el almacenamiento a refrigeración, la evolución de los grupos microbianos resulta en un
predominio paulatino de las bacterias Gram negativas en detrimento de las Gram positivas.
En general, la flora psicrotrofa refleja mucho mejor que la mesófila la composición de las
asociaciones microbianas alterantes.

DÉCIMA.- Dentro de las bacterias Gram negativas aerobias móviles, la especie dominante
varía con la especie de pescado, siendo Pseudomonas fluorescens en trucha común,
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Pseudomonas putida en trucha arco iris y Shewanella putrefaciens en lucio. Entre las
bacterias Gram negativas aerobias inmóviles aisladas de peces de agua dulce, son
mayoritarias Psychrobacter immobilis (cuyas proporciones relativas tienden a aumentar
durante el almacenamiento a refrigeración) y cepas, fenotípicamente próximas, de Moraxella.

UNDÉCIMA.- La mayor parte de las enterobacteriáceas aisladas de peces de agua dulce son
capaces de multiplicarse a 4ºC, lo que unido a su ubicuidad y las actividades bioquímicas de
algunas cepas (de los géneros Citrobacter, Enterobacter, Hafnia y Proteus, sobre todo)
sugiere no despreciar su posible participación en la alteración de estos alimentos. Aunque los
estudios genéticos revelan una gran proximidad entre el género Aeromonas y la familia
Enterobacteriaceae, las cepas de ambos grupos microbianos procedentes de pescado de agua
dulce son fenotípicamente bastante diferentes.

DUODÉCIMA.- La taxonomía numérica constituye un método satisfactorio para la
clasificación de las bacterias Gram negativas aerobias móviles aisladas de peces de agua
dulce. Empleando este método, las pruebas de mayor valor taxonómico corresponden a la
utilización de determinados sustratos (L-arginina, L-lisina, etanol y glicocola) como única
fuente de carbono, así como las capacidades hidrolizantes de gelatina y yema de huevo, junto
con la actividad arginina dihidrolasa. La inclusión de cepas patrón como “guías” en la
taxonomía numérica de cepas de bacterias Gram negativas mesófilas y psicrotrofas aisladas
de peces de agua dulce tiene, en general, escasa utilidad, pues la mayor parte de las cepas de
campo muestran un número considerable de características fenotípicas diferentes de las de los
patrones.

DECIMOTERCERA.- La importancia de las micrococáceas en peces de agua dulce,
considerando su relación con la contaminación de origen humano y/o animal, se deriva de su
posible utilidad (sobre todo del género Staphylococcus, cuyas cepas son mayoritariamente
mesófilas estrictas) como indicadores de las condiciones higiénicas durante la producción y
manipulación del pescado.

DECIMOCUARTA.- La flora acidoláctica de los peces de agua dulce está constituida
fundamentalmente por cepas de Carnobacterium, aunque tanto su evolución, como su escasa
actividad bioquímica sugieren que su papel en la alteración de estos alimentos es muy
reducido.
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FE DE ERRATAS

- En la figura V.14, los taxones VIII y IX no son “P. fluorescens” sino “Pseudomonas
spp”, el taxón X no es “Pseudomonas spp” sino “P. fragi” y el taxón XVI no es “NI”
sino “Pseudomonas spp”.

- En la página VIII.9, tabla VIII.2, el número real de cepas adscritas a Vagococcus
fluvialis es de dos, mientras que sólamente una se adscribió a Lactococcus spp.
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