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RESUMEN

La cachama negra (Colossoma macropomum) representa una
de las especies mas importantes para la acuicultura en Vene-
zuela; sin embargo, como producto pesquero, la informacién so-
bre su calidad microbiologica y presencia de bacterias producto-
ras de histamina es escasa. El presente estudio tuvo como ob-
jetivo identificar las enterobacterias productoras de histamina
(EPH) presentes en muestras de tejido muscular de cachama
negra, asi como el efecto del pH sobre la produccion de hista-
mina. Para ello, se realiz6 el recuento de enterobacterias y el
aislamiento e identificaciébn de las enterobacterias presentes,
empleando los medios diferenciales e incluyendo el sistema de
identificacion API 20 E. Las EPH fueron detectadas mediante la
metodologia propuesta por Niven. El efecto de diferentes valo-
res de pH (4,5; 5,5; 6,5 y 7,5) sobre la produccién de histamina
se evalud ‘in vitro” mediante una modificacion del medio de Ni-
ven y la concentracion de histamina se determind por cromato-
grafia liquida de alta resolucion (HPLC). Se identificaron 24 ce-
pas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, entre éstas
solo Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Salmonella ari-
zonae, Enterobacter sakazakii y Klebsiella oxytoca, fueron con-
firmadas como EPH. No obstante, solo K. oxyfoca mostrd gran
actividad histaminogénica al producir cantidades considerables
de histamina a todos los valores de pH estudiados, teniendo un
optimo de produccién a pH 6,5. No se encontré diferencia signi-
ficativa (P>0,05) entre los tratamientos para esta cepa. Se con-
cluye que el pH representa un factor limitante en la capacidad
histaminogénica solo para ciertas especies bacterianas.
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ABSTRACT

The cachama negra (Colossoma macropomum) represents
one of the most important fish species in Venezuelan aquacul-
ture; however, there are some gaps of information regarding
microbiological quality and presence of histamine producing
bacteria. Thus, the objective of this study was to identify hista-
mine producing enterobacteria (HPE) in “cachama negra”
muscle, as well as pH influence on histamine production. For
this purpose, enterobacteria counts, as well as isolation and
identification were carried out employing differential culture
media and API 20 identification system. The effect of (4.5, 5.5,
6.5, 7.5) pH on histamine production by HPE was assessed
using Niven’s methodology and histamine concentrations by
means of high performance liquid chromatography (HPLC).
Twenty four strains from enterobacteria were recovered and
identified, among them Klebsiella pneumoniae subsp. pneu-
moniae, Salmonella arizonae, Enterobacter sakazakii, and
Klebsiella oxytoca were confirmed as HPE. Only K. oxytoca
exhibited high histaminogenic activity, producing considerable
amounts of histamine at all studied pH, with an optimum pro-
duction at pH 6.5. No significant differences (P>0.05) were
found among treatments for this strain. It is concluded that pH
is a limiting factor in histaminogenic capacity only for certain
bacterial species in fish.

Key words: Cachama, enterobacteriaceae counts, histamine,
pH.

INTRODUCCION

El pescado aporta a la dieta una importante cantidad de
proteinas de gran calidad y elementos esenciales como vita-
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minas y minerales, representando un alimento de excelentes
propiedades nutricionales, lo que ha promovido considerable-
mente su produccion en el mundo durante los Ultimos afios
[19]. Para consumo humano se ha reportado una produccion
anual de 110 millones de toneladas de pescado a nivel mun-
dial, procediendo el 47% de esta cantidad de la acuicultura,
una importante actividad productiva que crece mas rapidamen-
te que cualquier otro sector de produccion de alimentos de ori-
gen animal [11, 19]. En Venezuela, la acuicultura esta repre-
sentada por el cultivo de diversas especies de peces como la
cachama negra (Colossoma macropomum), cuya cria se en-
cuentra en expansion por todo el pais, se considera un alimen-
to de importancia nutricional altamente digerible y ademas
muestra buena aceptacion por parte del consumidor [11].

No obstante, la produccion y comercializaciéon de este
producto pesquero también se relaciona a otros aspectos que
afectan su estabilidad y seguridad alimentaria. Generalmente,
las medidas de manipulacién y tratamientos aplicados al pes-
cado pueden influir sobre la ocurrencia de diversos procesos
post-mortem, tales como actividades autoliticas y oxidativas,
que no solamente deterioran su calidad rapidamente, pues son
alimentos de naturaleza altamente perecedera, sino que tam-
bién favorecen la proliferacion microbiana [25], incrementada
por las diversas formas inapropiadas de conservacion y/o au-
sencia de normas de higiene y sanidad. Esto representa un
riesgo potencial de que aparezcan diferentes enfermedades
de transmision alimentaria (ETA), generalmente causadas por
la presencia de bacterias como Salmonella spp., Listeria mo-
nocytogenes o Vibrio spp. [2, 14, 19].

Sin embargo, se ha establecido que la causa frecuente
de reacciones adversas al consumidor se debe a la ingesta de
pescado contaminado con cantidades sustanciales de histami-
na, una amina biégena (AB) causante de escombrotoxicosis
[14]. Su produccion a concentraciones de riesgo para el con-
sumidor se debe a la proliferacién de diversas bacterias capa-
ces de metabolizar el aminoacido histidina (His) presente en
concentraciones variables en el tejido muscular del pescado,
mediante la accion de la enzima histidina descarboxilasa
(HDC) sintetizada por estas bacterias [9, 11, 15, 29]. La mayo-
ria de los estudios indican que diversos representantes de la
familia Enterobacteriaceae constituyen las bacterias producto-
ras de histamina mas prolificas, muchas de éstas son conside-
radas indicadores de sanidad y su presencia en los alimentos
se relaciona a un manejo inadecuado de los mismos [9].

La actividad de la enzima HDC de estas bacterias puede
depender de diversos factores extrinsecos, como temperatura
y tiempo de almacenamiento del pescado [9] o concentraciéon
de His libre en musculo [23]. Sin embargo, Thadhani y col. [22]
establecieron que el pH resulta vital para el control y formacién
de histamina; en este sentido, la presente investigacion tuvo
por objetivo determinar el efecto del pH sobre la actividad de la
enzima HDC de las enterobacterias presentes en el musculo
de cachama negra.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y preparacion de muestras

Fueron colectados al azar 20 ejemplares enteros (sin
eviscerar) de cachama negra con un peso promedio de 1,5 kg
c/u, en el mercado popular “Las Pulgas” de la ciudad de Mara-
caibo, estado Zulia, Venezuela. Estas muestras se adquirie-
ron en cuatro puestos ambulantes que no cuentan con refrige-
racion eléctrica y el pescado es conservado en hielo o vendi-
do a temperatura ambiente (30°C). Las muestras se colocaron
en bolsas plasticas estériles y se transportaron refrigeradas
en hielo (<10°C) hasta la Unidad de Investigacién Ciencia y
Tecnologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterina-
rias, donde inmediatamente y bajo condiciones de asepsia,
fueron procesadas para extraer porciones musculares de 10;
25 y 50 g de cada ejemplar, que se destinaron para los anali-
sis microbiologicos y quimicos.

Analisis microbiolégicos

Recuento de enterobacterias

Las muestras fueron preparadas segun la norma CO-
VENIN [5]. Las porciones de 25 g de musculo fueron homoge-
nizadas en 225 mL de agua peptonada-tamponada estéril
0,1% (Peptona, MERCK®) a través de un triturador de cuchi-
llas (Oster®) durante 2 min. La suspension resultante repre-
sent6 el homogenizado madre (107"), a partir del cual se pre-
pard una bateria de diluciones seriadas desde 1072 hasta 107°
para el recuento de Enterobacteriaceae (RE) segun lo esta-
blecido en la norma COVENIN [4].

Aislamiento e identificacion de enterobacterias

A partir de las diluciones 10~ y 1072, se tomaron inocu-
los y se sembraron en placas con agar McConkey (MC,
Merck®) y Eosina Azul de Metileno (EMB, Merck®). Estas se
incubaron a 37°C = 0,5°C por 24h + 1h. Posteriormente se
sub-cultivaron las colonias caracteristicas en agar nutritivo
(AN, Merck®) y se les realizd la caracterizacion morfoldgica
respectiva por tincion Gram y prueba de la enzima citocromo-
oxidasa. Las cepas obtenidas se identificaron a través del es-
quema de pruebas bioquimicas para enterobacterias, reco-
mendado por el manual Bergey [7] y confirmadas mediante el
sistema de identificacion API 20E (Biomerieux, Inc.).

Deteccion de actividad de la enzima HDC

La actividad HDC de las cepas identificadas fue detec-
tada mediante el medio diferencial para bacterias productoras
de histamina (BPH) propuesto por Niven y col. [18] y modifica-
do por Yoshinaga y Frank [29]. El pH final del medio se ajusto
a 6,5 con NaOH 1 N. Para la prueba de deteccion, este medio
se empled como caldo de cultivo, provisto con tubos Durham
invertidos y en agar de cultivo en columna-bisel (taco-bisel).
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La reaccion positiva se evidencié por la presencia de
gas en los tubos Durham y la formacién de un color rojo en la
parte superior del caldo o en la superficie del bisel del agar,
debido al viraje del indicador rojo de cresol, producto del incre-
mento del pH [18, 29].

Analisis quimicos

Determinacion de pH

El pH de las muestras se determind segun el procedi-
miento establecido en la norma COVENIN [3].

Cuantificaciéon de histidina libre e histamina en musculo
de C. macropomum

La deteccion y mediciéon de las concentraciones de His
libre e histamina en las muestras, se realiz6 por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), segun el método descrito
por Gouygou Y col. [8]. Para ello, se empleé un sistema croma-
tografico compuesto por una bomba modelo LC-10A (Shi-
madzu®, Jap6n), una valvula de inyeccién manual con un loop
de 20 iL de capacidad (Rheodyne®, EUA) y una columna de
fase reversa ODS (4,6 mm @ x 150 mm x 5y, Beckman®,
EUA). Se utilizd un detector de fluorescencia modelo FLD-6A
(Shimadzu®, Japon). El registro y analisis de los datos obteni-
dos se procesaron en el software cromatografico Class-VP
version 4,2 (Shimadzu®, Japon).

Se empled un sistema isocratico de solventes con una
fase movil constituida por acetonitrilo de grado analitico (ACN,
Merck®, Alemania) (60:40% v/v) en una solucion de fosfato
monosddico (NaH,PO,, Fisher®) a una concentracién de 50
mM, ajustadaa pH 7,5 £ 0,5.

La extraccion de los analitos (His e histamina) en las
muestras se realiz6 tomando porciones de 50 g de musculo y
homogeneizandolas en 100 mL de &acidotricloroacético (TCA,
Merck®) al 10% ("/,) durante 2 min en una licuadora (Oster, Es-
tandar, EUA) a maxima velocidad. Posteriormente, se filtré al
vacio a través de papel de filtro Whatman N° 1 y membrana de
nylon de 0,45y 0,22 um de poro (Millipore®). Los extractos re-
sultantes se colocaron en viales estériles y se conservaron a
-20°C, hasta su posterior analisis en un lapso menor a 15 d. Los
estandares de referencia de His e histamina (Sigma®) fueron
preparados a concentraciones conocidas de 10, 15y 20 mg L™,
disueltos en TCA al 10%. Estas soluciones se filtraron al vacié a
través de membrana de nylon 0,22 um de poro (Millipore®), y se
colocaron en viales estériles para su almacenamiento a -20°C.

La formacion de derivados fluorescentes se realizé mez-
clando por separado 135 uL de las soluciones estandar y ex-
tractos con 1,86 mL de agua bidestilada desionizada y 0,4 mL
de NaOH 1N, dejando en reposo por 1 min para agregar 0,1
mL de una solucion de O-ftalaldehido (OPA) (Riedel®, Alema-
nia) al 0,1% en metanol; se dej6 en reposo por 4 min y se adi-
cionaron 0,2 mL de HCI 3 N. Este procedimiento se llevd a
cabo en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente

(25°C £ 3°C) debido a la fotosensibilidad del OPA. Cada deri-
vatizado obtenido fue inmediatamente inyectado en el croma-
tégrafo por duplicado. Las inyecciones se realizaron a 25°C, a
un flujo constante de 1,0 mL min~' de caudal [23].

Cuantificacion de la histamina producida por
enterobacterias a diferente valores de pH

Las cepas de la familia Enterobacteriaceae identificadas
como EPH en conservacion, fueron reactivadas en caldo Infu-
sién Cerebro Corazdn (CBHI, Merck®) enriquecido con 0,1%
de L-His, pH 6,5 e incubados a 37°C + 1°C por 24h. Posterior-
mente, se prepararon inéculos de cada cepa equivalentes a
1,5 x 108 UFC mL~", mediante comparacién de turbidez con la
escala de McFarland igual a 0,5. De éstos se tom6 1 mL
transfiriéndolo a tubos con 9 mL de caldo Niven modificado,
previamente ajustado a los valores de pH propuestos para
este estudio, los cuales fueron 4,5; 5,5; 6,5 y 7,5, constituyen-
do cuatro tratamientos para cada cepa. Finalmente se incuba-
ron a 37°C + 1°C por 48h + 1h [23].

La extraccion de histamina se realizé6 tomando 0,5 mL
del cultivo y dispensandolo en tubos con 10 mL de TCA al
10%. Estos se agitaron moderadamente empleando un vortex
(Thermolyne Corporation, EUA) por 10 segundos y se centri-
fugaron a 4200 g por 15 min en centrifuga Clay Adams, mode-
lo Dynac (EUA). El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de
membrana de nylon 0,22 pym de poro (Millipore®), se afor6
hasta 10 mL con TCA al 10% y se colocé en viales estériles
para su almacenamiento a -20°C. El analisis de deteccién y
cuantificacion se realiz6 a través de la técnica de HPLC, ante-
riormente descrita para los extractos musculares [23].

Determinacion de las concentraciones de histidina
e histamina

Las concentraciones de His libre e histamina en las dife-
rentes muestras (extractos musculares y cultivos bacterianos)
fueron calculadas mediante la relaciéon entre el area del pico
correspondiente a los analitos en la muestra con las areas de
pico obtenidas para los respectivos estandares.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de va-
rianza (ANOVA) y para discernir entre las medias, se utilizé el
método de la diferencia mas francamente significativa de
Tukey (HSD). Los andlisis de realizaron empleando el paque-
te estadistico SPSS® Statistics [20].

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis microbiolégico del miusculo de cachama negra

El recuento promedio de enterobacterias presentes en
las muestras analizadas fue 3,9 Logo UFCg~'. Este valor pu-
diera relacionarse con las inapropiadas condiciones de venta
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que se observaron, lo cual concuerda con Morillo y col. [17],
quienes establecen que en la etapa de expendio de los pro-
ductos pesqueros, generalmente ocurre una alta incidencia de
microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteria-
ceae, especificamente al grupo de los coliformes.

Por otro lado, se han reportado recuentos de coliformes
fecales entre 0,95 - 4,88 Logiy UFCg™ para pescado prove-
niente de venta ambulante [14], sugiriendo la presencia de
contaminacion fecal y la necesidad de implementar mejoras en
las medidas de manipulacion y conservacion del pescado. Por
lo tanto, los factores determinantes para la predominancia de
enterobacterias estan representados, tanto por la interrupcion
en la cadena de frio como por la exposicién del pescado a
temperatura ambiente por tiempo prolongado [14, 28].

Aislamiento e identificacion de enterobacterias presentes
en musculo de cachama negra

Las enterobacterias aisladas e identificadas en el mus-
culo de cachama negra fueron: Escherichia coli y Enterobacter
cloacae (33,3%), seguidas por Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae (12,5%) y Citrobacter braakii y Serratia rubidaea
(8,3%). El grupo de menor incidencia (4,2%), estuvo conforma-
do por Enterobacter aerogenes, E. sakazakii, Salmonella ari-
zonae, Citrobacter freundii, Ewingella americana, Klebsiella
oxytoca, K. terrigena, Pantoea spp. y Yersinia spp.

Estas especies de bacterias han sido anteriormente re-
portadas en musculo de diversas especies de pescado fresco
de venta ambulante, como bocachico (Pochilodus reticulatus),
lisa (Mugil curema), armadillo (Hipostomus watwata), sardina
(Sardinella aurita) y tilapia (Tilapia nilotica) [9, 15, 17]. Es impor-
tante destacar que la alta incidencia de bacterias como E. coli y
E. cloacae y la presencia de géneros potencialmente patégenos
como Salmonella, Klebsiella y Citrobacter, corresponde al alto
recuento de coliformes encontrado y representa un importante
indicativo de contaminacion fecal y/o ambiental, ademas de una
condicion de riesgo en el ambito de salud publica [28].

La presencia de tales indicadores pudiera estar relacio-
nada directamente con la etapa de expendio del producto,
donde las condiciones de venta ambulante, manejo inadecua-
do y altas temperatura de exposicion, favorecen la interacciéon
del alimento con potenciales fuentes de contaminacion, permi-
tiendo la colonizacion de diversas enterobacterias y su esta-
blecimiento como flora contaminante post-mortem, ya que és-
tas no constituyen parte de la microflora natural del pescado
[2, 14, 15, 21, 23].

Deteccion de actividad de histidina descarboxilasa

La TABLA | muestra los resultados de las pruebas de de-
teccion de actividad HDC. Las diferentes cepas se agruparon se-
gun la intensidad de reaccién o capacidad de descarboxilacion
observada (fuerte o débil), partiendo de las reacciones caracte-
risticas en el medio diferencial (viraje del indicador de pH y for-
macién de gas), lo que se consideraron como actividad HDC po-
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sitiva [15, 24]. Solo diez de las veinticuatro cepas aisladas mos-
traron actividad HDC en el medio de Niven, lo que representé un
41,7% de las cepas identificadas (FIG. 1). Esta clase de espe-
cies bacterianas pertenecientes a los géneros Klebsiella, Citro-
bacter, Enterobactery E. coli [9, 11, 15, 23, 24, 29] han sido re-
portadas en diversas investigaciones como productoras de hista-
mina; sin embargo, las enterobacterias pertenecientes al género
Morganella, como M. morganii o M. psychrotolerans, se han se-
falado como las mas prolificas [9, 21].

En esta investigacion, Klebsiella oxytoca resulté la espe-
cie con mayor expresion de actividad HDC al compararla con
los demas aislamientos, lo cual se evidencié por la considera-
ble produccion de gas y viraje de pH en el medio diferencial
(agar y caldo). Estos resultados coinciden con los de Veciana y
col. [26], al indicar que esta enterobacteria posee gran capaci-
dad histaminogénica, tanto en condiciones “in vitro” como “in
situ”, determinando altas concentraciones de histamina produ-
cida en muestras de atun inoculadas y expuestas a temperatu-
ra del laboratorio (25°C + 1°C). Sin embargo, Wauters y col.
[27] en su estudio sobre la presencia de la enzima HDC en di-
versas enterobacterias, reporta diecinueve cepas de Klebsiella
oxytoca como no productoras de histamina. Esta diferencia de
resultados posiblemente se relacione a los distintos nichos de
aislamiento, ya que las cepas estudiadas por estos autores se
obtuvieron a partir de muestras clinicas, mientras que la cepa
correspondiente al presente estudio se aislé en pescado fres-
co, donde la presencia del sustrato precursor His en musculo y
la exposicion a temperaturas por encima de 5°C, pueden acti-
var la accién de la enzima HDC [9].

TABLA |
ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE HISTAMINA
AISLADAS DE MUSCULO DE CACHAMA NEGRA

Reaccion  Cepa N° Cepas N° HDC"

Fuerte Klebsiella oxytoca 1

Enterobacter cloacae

N = DN |

4
Enterobacter sakazakii 1
3

Débil K. pneumoniae subsp.
pheumoniae

-

Salmonella arizonae
Enterobacter aerogenes
E. coli

E. americana

K. terrigena
HDC (-)*  Pantoea spp.
Yersinia spp.

Citrobacter freundii

N = A A aOa a N (a2
1

Citrobacter braakii
Serratia rubidaea 2 -

PHistidina descarboxilasa positivas; ADHistidina descarboxilasa

negativas.
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E. sakazokdi

____________________ 4,17%

K. prienmoniae ———

subsp. prennionine

K. oxytoca
4,17%

S, arizonae
4,17%

E. werogenes
4,17%

FIGURA 1. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE HISTAMINA (EPH)
AISLADAS DE MUSCULO DE CACHAMA NEGRA.

La actividad HDC de las bacterias puede depender de
las propiedades iniciales del medio donde éstos colonicen o se
desarrollen [26]; por lo tanto, la produccién “in vitro” de hista-
mina por K. oxytoca pudo suceder en respuesta al estimulo
(induccion) causado por la presencia del aminoacido His en al-
tas concentraciones (1%) en el caldo de cultivo, ademas de las
condiciones y tiempo de incubacion empleadas (aerobiosis a
37°C, 48 h), que son factores favorables para la actividad HDC
[9, 13, 16].

No obstante, aunque dichas condiciones experimentales
fueron las mismas para las demas bacterias identificadas, és-
tas presentaron una reaccion mucho mas débil, lo que posible-
mente corresponda a un proceso de descarboxilacion tardio y
por tanto se requeria de un tiempo mayor para producir una
reaccion completa [18]. Sin embargo, se ha reportado una pro-
duccion evidente y cuantificable de histamina al cabo de 48 h
[21, 29], lo que concuerda con los parametros experimentales
del presente estudio. Otro factor que pudiera estar involucrado
en este fendmeno es el pH inicial de los medios, el cual puede
inhibir el crecimiento de algunas bacterias productoras de his-
tamina [18, 29]. Sin embargo, la producciéon de histamina no
esta relacionada con el numero de bacterias presentes en un
medio, sino con la especie bacteriana y su capacidad para sin-
tetizar la enzima HDC [9], lo que explicaria que no se detectd
produccién de histamina en los cultivos correspondientes a E.
coli, E. americana, K. terrigena, Pantoea spp., Yersinia spp.,
C. freundii, C. braakii, S. rubidadea, a pesar del evidente creci-
miento en el medio de cultivo.

Se ha reportado que solo ciertas especies bacterianas
son portadoras del gen hdc que codifica para la sintesis de la
enzima HDC, mientras que otras, aunque muestran actividad
HDC en los medios diferenciales, no poseen dicho gen [27].
Se ha propuesto que la capacidad HDC pudiera adquirirse me-
diante la transferencia de genes en unidades plasmidicas [27];
sin embargo, se cree que este proceso sucede en respuesta a
un mecanismo de adaptacion, como el desarrollo de resisten-
cia antimicrobiana. Por lo tanto, la actividad HDC puede resul-
tar como un efecto secundario del metabolismo de algunas
bacterias [18].

Cuantificacion de la concentracion inicial de histidina
libre e histamina en musculo

El contenido inicial promedio de His libre presente en
musculo de cachama negra fue 5,8 + 2,4 mg/100g. Asi mismo,
las concentraciones de este aminoacido oscilaron entre 1,9 -
11,5 mg/100g, determinando una diferencia estadisticamente
significativa (P<0,05) entre las concentraciones de His libre de
las muestras analizadas. No se encontré informacién sobre el
contenido de His libre en musculo de cachama negra; sin em-
bargo, se puede inferir que la concentracién de este aminoaci-
do en las muestras de este estudio pudiera deberse a la canti-
dad relativamente baja de este aminoacido como constituyente
de las proteinas musculares de esta especie [11].

Se presume que la fluctuacién de las concentraciones de
este aminoacido entre las diferentes muestras musculares, pu-
diera estar relacionada con el tratamiento brindado en el expen-
dio, donde la temperatura y el tiempo de almacenamiento repre-
sentan los principales factores influyentes. En corvina (Cysnos-
cion maracaiboensis) y lisa (Mugil curema), se han indicado con-
tenidos iniciales de His libre a temperatura ambiente (28°C) de
29,8 y 133,3 mg/100 gr, respectivamente; mientras que en alma-
cenamiento a 0 y 6°C, se observan concentraciones iniciales
mas bajas [15, 24]. Temperaturas elevadas pudieran acelerar
los procesos autoliticos que liberan cantidades importantes de
aminoacidos libres [6]. Por otra parte, no se hallaron concentra-
ciones de histamina en el musculo de cachama negra similares
o superiores al limite de deteccion del método HPLC empleado
(40 yg mL™"). Esto se relaciona con el bajo contenido de His li-
bre detectado para esta especie, que no representa una canti-
dad significativa de sustrato para estimular la produccién bacte-
riana de histamina hasta concentraciones toxicas. Esto explica-
ria la débil muestra de actividad HDC en la mayoria de las ente-
robacterias aisladas. Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados,
la cachama negra no constituye un producto pesquero de riesgo
para generar casos de intoxicacion alimentaria debido a la hista-
mina, al contrario de las especies pertenecientes a la familia
Scombridae y Scomberesocidae, que poseen un alto contenido
de His libre y estan frecuentemente asociadas a casos de intoxi-
cacién por histamina [22].
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Efecto del pH sobre la produccién de histamina por
enterobacterias

Solo cuatro de las diez cepas detectadas HDC positivas
mediante la técnica HPLC fueron realmente productoras de
histamina. Entre estas Klebsiella pneumoniae subsp. pneumo-
niae, Enterobacter sakazakii y Salmonella arizonae produjeron
bajas concentraciones de histamina en caldo de Niven modifi-
cado a un valor de pH especifico de 1,58 mg/100mL (pH 5,5);
11,28 mg/100mL (pH 6,5) y 1,38 mg/100mL (pH 4,5), respecti-
vamente, al cabo de 48 h a 37°C. Estos valores obtenidos en
un ensayo inicial no se presentan como parte de los resulta-
dos; pues no se observé reproducibilidad en las subsecuentes
repeticiones, al no detectarse histamina en el resto de los culti-
vos, por lo que debido a la insuficiencia de datos no se consi-
deraron parte del andlisis estadistico.

No obstante, en los ensayos realizados con K. oxytoca,
se determinaron cantidades considerables de histamina, pro-
ducidas a los cuatro valores de pH. Las concentraciones indi-
cadas para las tres cepas anteriores sélo representaron entre
1 - 8% de la produccion de K. oxytoca a los mismos valores de
pH, por lo tanto, esta cepa se consider6 “enterobacteria mode-
lo”, entre todos los aislamientos obtenidos, para inferir sobre la
relacion del pH inicial del medio y la correspondiente produc-
cion de histamina.

Klebsiella oxytoca ha sido considerada una de las ente-
robacterias mas prolificas en la produccion de histamina, pu-
diendo generar hasta 500 mg.Kg~' bajo condiciones experi-
mentales similares [9]. En la FIG. 2a se observa que la menor
concentracion de histamina producida por K. oxytoca ocurre a
un pH de 4,5, mientras que a valor de pH 6,5 se produce la
mayor concentracion, considerandose éste como el 6ptimo
para la actividad HDC. Sin embargo, no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre las con-
centraciones de histamina producida a cada valor de pH estu-
diado (FIG. 2b), donde la mayoria de las concentraciones ob-
tenidas se agrupan en un intervalo cercano, con escasos pun-
tos o valores atipicos.

Las enzimas descarboxilasas de aminoacido se generan
a valores de pH bajo y su rango de actividad oscila entre 3-5
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[16]; sin embargo, diversos estudios han determinado que
existe un rango de pH especifico para la actividad HDC de
ciertos microorganismos. M. morganii muestra una producciéon
6ptima de histamina a pH inicial alrededor de 6,0 y tiene un
descenso a pH alrededor de 4,0, mientras que Photobacte-
rium phosphoreum muestra un éptimo de produccién a pH 7,0
y desciende a pH 5,5. Sin embargo, P. damselae presenta
una producciéon de histamina a un amplio rango de pH
(4,5-8,5) [12], lo que resulta similar a los resultados obtenidos
en este estudio, puesto que la actividad HDC de K. oxytocase
se produjo en el rango de pH 4,5-7,5 indicando una marcada
estabilidad de la enzima HDC en medios &cidos y ligeramente
acidos o alcalinos [12]. Por otra parte, el pH muscular determi-
nado en cachama negra de 6,6 + 0,1 a 25°C, coincide con el
reportado por Bello y Rivas [1], para la misma especie y tam-
bién resulta similar al reportado para otras especies como tila-
pia (Oreochromi ssp.), bocachico (Pochilodus reticulatus), ar-
madillo (Hipostomus watwata), corvina (Cynoscion maraci-
boensis) y lisa (Mugil curema) [17]. Estos valores de pH pue-
den representar una condicién 6ptima para la actividad HDC
[24] y la habilidad de bacterias altamente productoras de his-
tamina como K. oxytoca puede ser ampliamente favorecida.
Sin embargo, las bajas concentraciones del aminoacido pre-
cursor His en la cachama negra no representan un riesgo po-
tencial de generar cantidades toxicas de histamina.

Esta claro que los resultados obtenidos indican que
ninguno de los valores iniciales de pH estudiados afectan
significativamente la actividad HDC expresada por K. oxyto-
ca; no obstante, para las otras cepas aisladas posiblemente
este parametro pudo ser determinante, tomando en cuenta
que todas ellas se evaluaron bajo las mismas condiciones
experimentales y que las mismas mostraron un crecimiento
evidente a las 24 h en el medio de cultivo (datos no cuantifi-
cados) [10]. Por lo tanto, se descarta que la composicién del
medio y las condiciones de cultivo hubiesen influido negati-
vamente sobre la actividad HDC de estas cepas, encontran-
do un desempeiio satisfactorio del medio de Niven modifica-
do como parte del método para la evaluacion de bacterias
productoras de histamina, coincidiendo con lo establecido
por Taylor y Speckhard [21].
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FIGURA 2. EFECTO DEL PH SOBRE LA PRODUCCION DE HISTAMINA POR K. OXYTOCA.
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La temperatura influye notablemente sobre la produccion
de histamina, ya que a temperaturas alrededor de 20°C la
HDC presenta actividad [29]. Por otra parte, la temperatura
empleada para los ensayos del presente estudio fue de 37°C y
es optima para el crecimiento de la mayoria de las enterobac-
terias [26, 27] por lo que se pudiera inferir que el pH inicial de
los medios pudo tener un efecto inhibidor sobre la actividad
HDC de las cepas estudiadas, excepto para K. oxytoca. Varios
autores [18, 21, 29] establecen que, valores iniciales de pH in-
feriores a 6,0 pudieran inhibir el crecimiento de algunos micro-
organismos y por lo tanto, su actividad metabdlica. Esto sugie-
re que segun la especie bacteriana, solo a ciertos valores de
pH puede estimularse la sintesis de la enzima HDC y por
ende, la produccion de histamina.

CONCLUSIONES

Las especies Klebsiella pneumoniae subsp. pneumo-
niae, Salmonella arizonae, Enterobacter sakazakii y Klebsiella
oxytoca fueron confirmadas como enterobacterias productoras
de histamina (EPH).

El valor de pH en el medio de cultivo no tuvo efecto so-
bre la produccién de histamina por parte de las enterobacte-
rias evaluadas. La produccion de histamina por Klebsiella
oxytoca no fue afectada significativamente (P>0,05) por los va-
lores de pH estudiados; sin embargo, mostré una produccién
mayor a pH 6,5.

RECOMENDACIONES

Se recomienda la evaluacion del efecto de la temperatu-
ray el pH sobre la actividad HDC de las diversas enterobacte-
rias productoras de histamina de manera individual.
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