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RESUMEN. En el presente estudio se evaluaron algunos de
los cambios microbioldgicos y bioquimicos producidos en
una especie de pez de consumo frecuente en Costa Rica,
como lo es la barracuda Sphyraena ensis. Se evaluaron mues-
tras de barracuda obtenidas durante la estacion lluviosa y du-
rante la estacion seca. A cada una de éstas se le realizd un
recuento aerobio psicrofilo, recuento e identificacion de Vi-
brio, Enterococcus y Pseudomonas durante 6 dias de alma-
cenaje a dos temperaturas, 2 'y 7°C. Asi también, se le realizd
a cada una, la evaluacion de la concentracion de histamina
producida mediante un inmunoensayo enzimatico comercial.
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que se da un
incremento en los recuentos obtenidos a través del tiempo de
almacenaje, dicho crecimiento es mayor al aumentar la tem-
peratura de refrigeracion. La mayoria de muestras manteni-
das a 7°C presentan recuentos superiores a 106 UFC/g luego
de tres dias de almacenaje, situacion que no se presenta en
las muestras mantenidas a 2°C. No obstante, luego de 6 dias
de almacenaje, todas las muestras, independientemente de la
temperatura de almacenaje, sobrepasan este valor. De la
misma manera, se da un incremento en la concentracion de
histamina producida a través del tiempo de almacenaje, es-
pecialmente al conservar el producto a mayor temperatura de-
bido al aumento de bacterias capaces de descarboxilar la
histidina. No existe una diferencia estadisticamente signifi-
cativa entre los recuentos obtenidos en estacion lluviosa con
respecto a la estacion seca, no obstante, si existe una diferen-
cia con respecto a los géneros bacterianos aislados.

Palabras clave: Sphyraena ensis, barracuda, estabilidad mi-
crobioldgica histamina.

INTRODUCCION.

El sector pesquero y acuicola en Costa Rica tiene
una gran importancia social y econdmica como fuente
generadora de divisas. Su aporte el Producto Interno
Bruto se estima en un 0,75% (1) ademas de que con-
tribuye, de manera significativa, al empleo en areas
marginales y economicamente deprimidas del pais.

SUMMARY. Microbiological stability through storage
period of Sphyraena ensis in Costa Rica. At the present
study some of the microbiological and biochemical chan-
ges that occur through storage period in Sphyraena ensis,
a fish specie of frequent consumption in Costa Rica were
studied. Samples of S. ensis obtained during rainy and
dry season were evaluated. Analysis included aerobic
psychrotrophic count, identification and count of Vibrio,
Enterococcus and Pseudomonas through a six day storage
period at two different refrigeration temperatures, 2 and
7°C. Same time, a commercial enzymatic immunoassay
was used for the evaluation of the variation on the con-
centration of histamine produced in the different samples.
Results obtained show that there is an increase on the bac-
teriological counts through the storage period, this increase
is bigger as refrigeration temperature increases. Most of
the samples maintained at 7°C showed counts above 106
CFU/g after three days of storage, those stored at 2°C did
not present such high population levels. Nevertheless, after
6 days of storage, all samples, despite the storage tempe-
rature used, presented levels above the described one. Also,
an histamine concentration increased through storage time,
especially when the product was conserved at the higher
temperature due to an increase in the number of histidine
descarboxilating bacteria. There is no statistical difference
between the counts obtained during rainy or dry season;
nevertheless, there is a difference assicieated to the bacte-
rial genera isolated.

Key words: Sphyraena ensis, microbiological stability,
histamine

El pescado, es un alimento perecedero, su tasa de
descomposicion esta principalmente influenciada por
la actividad microbiana(2). La microflora inicial de
éste, la cual eventualmente sera la responsable de su
deterioro, depende del ambiente de procedencia, la es-
tacion del afio, el método de pesca y las condiciones de
almacenamiento que se den al producto, entre otras (3).
Los géneros bacterianos tradicionalmente asociados al
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deterioro de este producto son psicrotrofos, destacan-
dose Pseudomonas, Shewanella y Photobacterium
phsphoreun. (4,5).

El deterioro bioquimico del pescado esta dado,
principalmente, por la produccion de aminas bidgenas.
En el pescado fresco, el contenido de éstas es muy
bajo, sin embargo, aumentan a medida que avanza su
deterioro (6). La histamina es una amina biogénica
aromatica (7) que se forma en el pescado post mortem
por descarboxilacion bacteriana del aminoacido histi-
dina. La ingestion de alimentos con altos niveles de
histamina es asociada a intoxicacion quimica en los
seres humanos, no obstante, a nivel mundial no existe
un claro consenso con respecto a los niveles de hista-
mina maximos aceptables para el consumo. (8).

En Costa Rica, en la region puntarenense en parti-
cular, se explota el recurso pesquero artesanal con la
extraccion de diferentes variedades entre las que se des-
taca la barracuda (Sphyraena ensis), una especia pela-
gica cuya distribucion va desde 16° 00°N hasta 06°
00’S en Océano Pacifico Oriental, y que se encuentra
cerca de la superficie y hasta los 33 m de profundidad
(1). El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de la temperatura de almacenaje sobre los cam-
bios microbioldgicos que ocurren en este tipo de pez a
través de su tiempo de almacenaje.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé pescado entero, eviscerado y fresco. Se
considero unicamente la barracuda (Sphyraena ensis)
proveniente de Puntarenas directamente del pescador,
con el fin de garantizar una captura menor a 12 h. El
pescado fue transportado en hielo y en menos de 24 h
al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Uni-
versidad de Costa Rica.

Se analizaron 5 barracudas completas, Unicamente
evisceradas, en estacion seca y 5 en estacion lluviosa.
Cada muestra fue almacenada durante 6 dias a 2 y 7°C
en bolsas plasticas estériles. Los analisis fueron realizados
durante el primer, tercer y sexto dia de almacenaje (9).

Determinaciones microbioldgicas.

Recuento aerobio psicrofilo.

Se pesaron 25 g de cada muestra (piel y musculo)
y se diluyeron en 225 mL de agua peptonada estéril
0.1 % (APE). Se realizaron diluciones decimales hasta
10-4 en APE 0.1 % y a partir de cada una se inocula-
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ron, por vaciado, platos de Agar Estandar + TTC (2,3,5
cloruro de trifeniltetrazolium) que se incubaron a 7°C
por 6 dias en atmosfera aerobia.(9)

Recuento de Enterococos, Pseudomonas y Vibrio (9).

Para el recuento de, Enterococos y Pseudomonas
se siguio6 la metodologia establecida por Pouch 2001;
utilizando agar Eva (ethyl-violet-agar) y Cetrimida
respectivamente. 0,1 mL de las diluciones previamente
preparadas fueron esparcidas en los respectivos me-
dios de cultivo. Las placas de agar Eva fueron incuba-
das a 35°C durante 48 horas y las de agar Cetrimida a
temperatura ambiente por 48 horas,

Para el recuento de Vibrios, las diluciones iniciales
fueron realizadas en APE + 3% NaCl. Se utiliz6 agar
TCBS incubado a 35°C por 48 h para su respectivo
aislamiento.

Las colonias seleccionadas a partir de cada medio
de cultivo fueron mantenidas en CICC + glicerol en
congelacion a -70°C hasta el momento de la identi-
ficacion. La identificacion de los géneros bacteria-
nos se efectud utilizando el sistema automatizado
Vitek Legacy

Determinacion de la concentracion de histamina.

Se utilizé el ensayo inmunoenzimatico RIDAS-
CREEN® Histamin 96 de r-Biopharm.

Brevemente, tanto las muestras como controles
deben ser inicialmente acilados. A partir de cada so-
lucion acilada, se afiaden 25,0 pL de en diferentes po-
cillos de la placa de reaccion, a los cuales se les afiade
100,0 pL del reactivo de anticuerpos antihistamina.
Posterior a la incubacion y lavados se agrega 100 pL
de conjugado. Se repite la incubacion y lavados. Se-
guidamente se agregan 100 pL de la solucion sustrato-
cromoégeno. Se determina la absorbancia a 450 nm

Analisis estadistico

La prevalencia y comportamiento de las diferentes
bacterias se estudio utilizando la estadistica descrip-
tiva. El analisis estadistico de los resultados se hizo
utilzando ANOVA.

RESULTADOS
Las Tablas 1 y 2 muestran los resultados para la

evaluacion microbiologica de las poblaciones bacte-
rianas presentes en la picuda, en estacion seca y llu-
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viosa durante su almacenamiento en refrigeracion por
6 dias. E1 70% de las muestras almacenadas a 7°C pre-
sentd un recuento total psicrofilo superior a 106 a par-
tir del dia 3 de almacenaje, y el 100 % de las muestras
mantenidas a 2 y 7°C superaron este valor luego del
sexto dia de almacenaje. No existe diferencia estadis-
tica entre los recuentos psicrofilos obtenidos al com-
parar la estacion seca y la lluviosa (p<0,05)

Las especies mas frecuentemente aisladas durante
la estacion lluviosa fueron Providencia rettgeri
(15,6%), Staphycoloccus aureus coagulasa negativa
(12,5 %) y Pseudomonas putida (9.,4%). No se aislo
ningun Vibrio durante esta época. Durante la estacion
seca, las especies aisladas con mayor frecuencia fue-
ron Pseudomons putida (21,85%) y Aeromonas hydro-
phila (8,8%). Vibrio alginolityicus (4,3%).

Un aspecto importante de mencionar es que las
bacterias aisladas e identificadas se mantuvieron cons-

tantes a lo largo del almacenaje y a las dos temperatu-
ras evaluadas.

Con respecto a la produccion de histamina, se en-
contrd una tendencia a su aumento asociado al trans-
curso de los dias de almacenamiento (Tabla 3). Este
aumento fue mayor al aumentar la temperatura de al-
macenamiento. No obstante, no existe una diferencia
estadistica entre la histamina producida a 2°C y a 7°C
al dia 6 de almacenamiento (p>0,05).

Las concentraciones de histamina obtenidas estu-
vieron dentro de los intervalos de valores permitidos
para el consumo humano (50 ppm para pescado fresco
y de 200 ppm para pescado enlatado (8).

DISCUSION

En general, el comportamiento de los recuentos
bacterianos obtenidos a partir de las muestras de

TABLA 1
Recuentos bacterianos correspondientes a los dias 1, 3 y 6 de almacenamiento a dos diferentes temperaturas,
de las muestras recolectadas durante la estacion lluviosa del afio.

Recuentos dia 1

Recuentos dia 3 (UFC/g)

Recuentos dia 6 (UFC/g)

Muestra Microorganismo (UFClg) roc Toc 7oc Toc
1 Enterococos 2.2 x 103%* 2,5x 103 8,7x 103 1,0x 105 * 6,2 x 10°*
Vibrio <100 < 100 < 100 < 100 < 100
Pseudomonas < 100* < 100 4,5x 102 1,7 x 104* 7,2 x 104*
Psicroéfilos aerobios 1,0x 102 * 2,3x 104 1,0 x 106 >56x107* >56x107 *
2 Enterococos <100 * < 100 6,0 x 102 1,0x 103 * 5,4 x 103*
Vibrio <100 < 100 < 100 < 100 < 100
Pseudomonas <100 * <100 1,8x104 48 x 105 * 42 x100%*
Psicrofilos aerobios 1,0x 102 * 29x 104 1,7 x 106 >56x107* >56x107 *
3 Enterococos 1,0 x 10° 6,6 x 10° 2,2 x 10 3,5x 104 6,2 x 104
Vibrio <100 * < 100 < 100 1,6 x 104* 2,0 x 102
Pseudomonas 3,0x 102 * 3,8x 10° 6,4x 10 1,2 x 106 * 7,1 x 100 *
Psicroéfilos aerobios 50x 103 * 8,4x10° 6,1 x10° >56x107* >56x107 *
4 Enterococos <100 * < 100 1,2 x 107 2,9x 103 1,1 x 107 *
Vibrio <100 * < 100 L5x100* < 100 >56x107 *
Pseudomonas 7,0 x 102 9,0 x 102 4,4 x 109 1,6 x 105 2,4 x 107
Psicrofilos aerobios 8,8x10% * 6,6 x 104 >56x107*  >56x107 * >56x107 *
5 Enterococos <100 * 1,8x 10° 1,2 x 107 52x10° 2,2x 107 *
Vibrio <100 1,0 x 103 2,2x 107 1,3x 103 > 5,6x 107 *
Pseudomonas 1,8 x 10° * 1,1 x 104 1,8 x 107 1,9 x 10° * 3,0x 107 *
Psicroéfilos aerobios 1,9 x 10* * 1,8 x 10° >56x107*  >56x107 * > 56x107 *
Promedios de recuentos psicréfilos 6,6 x 103 * 6,0 x 10* >23x107* >56x107* >56x107%*

*p < 0,05
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TABLA 2.
Recuentos bacterianos correspondientes a los dias 1, 3 y 6 de almacenamiento a dos diferentes temperaturas,
de las muestras recolectadas durante la estacion seca del afo.

Muestra Medio Recuentos Recuentos dia 3 (UFC) Recuentos dia 6 (UFC)
dia 1 (UFC) 2°C 7°C 2°C 7°C
1 Enterococos < 100 <100 < 100 9,0 x 10? 1,9x 10°
Vibrio 6,0x 102*  34x10° 1,4 x 10* 2,5x 105 * 2,3 x 100 *
Pseudomonas 7,0x102*  37x 103 1,5x 104 2,7x10°* 4,4 x 100 *
Psicroéfilos aerobios 4,6 x 102 1,3x 104 2,7 x 100 > 5,6x107* > 56x107*
2 Enterococos < 100 <100 < 100 1,8 x 103 5,5x 103
Vibrio 2,0 x 102 7,0 x 102 1,2x 103 1,1 x 103 3.8x 10*
Pseudomonas < 100 * <100 2,0x 103 49x10°* 6,1 x 100 *
Psicrofilos acrobios 1,8x102* 33x10* 2,9x 106 > 56x107* > 56x107*
3 Enterococos < 100 <100 < 100 6,0 x 10? 8,6 x 10*
Vibrio < 100 * <100 < 100 3,9x10* 1,7 x 100*
Pseudomonas < 100 * 1,0 x 102 2,0 x 102 3,5x 106 * 1,6 x 107 *
Psicrofilos aerobios 2,8x102*  23x 10 1,0 x 10° > 56x107* > 56x107*
4 Enterococos < 100 * <100 < 100 5,6 x 103 8,4x 100 *
Vibrio < 100 * <100 < 100 1,8 x 10* 1,6 x 107*
Pseudomonas < 100 * 2,0x 102 < 100 2,3x 107 1,6 x 107 *
Psicrofilos aerobios 1,2x102* 9,5x 10* 5,6 x 10° 1,9x 107 * > 56x107*
5 Enterococos < 100 * <100 < 100 9,9x 10° 4,6 x100 *
Vibrio < 100 * <100 < 100 8,6 x 10° 4,5x 100 *
Pseudomonas < 100 * <100 < 100 3,6 x 10°* 2,7 x 100 *
Psicrofilos aerobios LIx103* 47x10 3,1 x10° 34x107* > 56x107*
Promedios de recuentos psicrofilos 43x102* 44x10* 1,5x 10° > 56x107* > 56x107*
*p <0,05
TABLA 3.

Resultados del ensayo inmunoenzimatico para la determinacion cuantitativa de histamina producida en
muestras recolectadas durante las estacion lluviosa y seca del afio durante su almacenamiento.

Estacion lluviosa Estacion seca
Muestra Histamina Histamina dia 6 (ppm) Histamina Histamina dia 6 (ppm)

dia 1 (ppm) 2°C 7°C dia 1 (ppm) 2°C 7°C
1 0,05 0,06 0,06 0,4 0,5 0,6
2 0,05 0,1 0,2 0,6 1,5 43
3 0,05 0,2 0,25 0,2 2 44
4 0,05 0,06 2,3 0,6 0,8 11
5 0,06 0,17 6,2 0,5 0,8 2,1

picuda almacenadas a dos temperaturas diferentes teriana es mucho mayor a medida que aumenta la tem-
tiende al aumento en el numero de UFC/g desde el pri- peratura de almacenamiento. Estos datos coinciden
mer dia de almacenaje hasta el sexto, dindose una di- con los expuestos por Gelman et al. 2001, quienes cla-
ferencia estadisticamente significativa entre estos ramente establecen que la temperatura de almacenaje
(p<0,05). De la misma manera, la multiplicacion bac-  es el factor mas significativo en la vida 1til del pes-
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cado, independientemente de el uso de agentes fisicos
0 quimicos de conservacion (10)

Considerando los recuentos totales obtenidos, se
puede concluir que la vida util de la picuda, mantenida
en refrigeracion, no es mayor a los 7 dias de almace-
naje, en promedio. Este valor coincide con la vida util
reportada por Nunes et al.1992 en Sardina pilchardus
(9 dias a 0°C) (11) asi como por Scott et al. 1992 en
peces de aguas profundas (8 dias a 0°C) (12).

La identificacion bacteriana realizada permite pre-
decir que el deterioro de las muestras puede atribuirse
principalmente a los géneros psicrotrofos presentes, in-
cluyendo Pseudomonas, Vibrio alginolyticus, Acineto-
bacter, Serratia, Enterobacter 'y Streptococcus; entre
otros. No obstante, otras bacterias Gram positivas y
Gram negativas también son capaces de crecer en el
pescado durante su almacenamiento tal y como lo de-
muestran los estudios de Shin Hee et al. 2001 (13).
Cabe destacar el aislamiento Pseudomonas putida a
partir de la mayoria de las muestras analizadas, especie
de gran importancia debido a su naturaleza psicrotro-
ficay a su capacidad para metabolizar sustancias pre-
sentes en el tejido del pescado, lo cual resulta en la
liberacion de metabolitos asociados a la pérdida de pro-
piedades organolépticas del producto (14).

A pesar de que no existe una diferencia estadisti-
camente significativa entre los recuentos obtenidos en
estacion lluviosa con respecto a la estacion seca, si se
observo una diferencia con respecto a los géneros bac-
terianos aislados. Mientras que no se dio aislamiento
de especies de Vibrios en las muestras que fueron cap-
turadas durante la estacion lluviosa, durante la estacion
seca se lograron aislar en 4,3% de las muestras. Lo
anterior permite asumir que la disminucion en la tem-
peratura del agua durante la estacion lluviosa se con-
vierte en un factor selectivo para la multiplicacion de
estas especies, tal y como lo refiere Belkin & Colwell
2005 es sus estudios referidos a patdogenos de origen
marino. (15).

La alta frecuencia de aislamiento de Providencia
rettgeri a partir de las muestras de pescado crudo tam-
bién ha sido documentada en diversos trabajos, no
obstante, existe el consenso de que esta bacteria no
forma parte de la flora normal del pescado y su pre-
sencia demuestra que existiéo una contaminacion del
pescado desde su captura (8), situacion muy probable
en el presente estudio.

Es evidente el incremento en la concentracion de
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histamina producida a través del tiempo de almace-
naje, especialmente al conservar el producto a mayor
temperatura (7°C). Existe concordancia en diversos
estudios acerca de la formacion de histamina atin a
temperaturas moderadas entre 4°C y 10°C, sin em-
bargo ésta puede verse limitada a niveles muy bajos;
mientras que su produccion es mas rapida a tempera-
turas mayores de 21°C (16,17).

Las concentraciones de histamina obtenidas du-
rante el almacenaje del producto no llegaron a sobre-
pasar los limites propuestos como causantes de
intoxicacion. Al respecto, no existe un consenso mun-
dial; los paises que comprenden la Comunidad Eco-
némica FEuropea establecen un nivel maximo
promedio de histamina de 100 ppm; mientras que de
acuerdo a la Guia de la FDA se establece que los ni-
veles de histamina deben ser a lo sumo de 50 ppm para
pescado fresco y de 200 ppm para pescado enlatado
(8). En todo caso la prueba de que la histamina cause
o no la enfermedad es muchas veces circunstancial,
pues se han encontrado de forma coherente niveles
altos de histamina en muestras relacionadas con bro-
tes, no obstante, una ingestion alta de histamina no
siempre causa la enfermedad (16). Lo anterior debido
a que algunos componentes de los alimentos pueden
potenciar la absorcion y la acumulacion plasmatica de
la histamina o bien, la presencia de otras aminas bio-
genas como la tiramina, B-feniletilamina, triptamina,
putrescina o cadaverina puede incrementar los efectos
adversos de la histamina (8, 16).

Este trabajo representa un primer esfuerzo por va-
lorar cualitativa y cuantitativamente la flora inicial y
de deterioro de una de las especies de pescado de
mayor consumo en Costa Rica. La informacion pro-
vista permitira disefiar métodos de conservacion que
permitan aumentar la vida util de este producto, lo cual
representa un beneficio tanto para el productor como
para el consumidor.
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