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RESUMEN

Se investigo la accién microbicida de soluciones de cloruro de plata y cloruro de sodio
(CPS) como solucion de lavado por inmersion de filetes de lisa (Mugil cephalus) y caballa
(Scomber japonicus peruanus) a tres concentraciones : 0.1 y 30 mg/l (M1), 0.2 y 60
mg/l (M2) y 0.3 y 90 mg/l (M3) de cloruro de plata y sodio respectivamente.

La poblacién bacteriana psicréfila y mesofila fue especificamente reducida entre
rangos de >1 y 2< log, UFC/g, resultando de mayor eficacia los tratamientos M2 y M3.
Los indicadores de contaminacién fecal mas sensibles fueron los estreptococos. Ninguno
de los tratamientos con CPS fueron efectivos para muestras previarmente inoculadas con
los patégenos Vibrio cholerae y Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

The current study was developed to evaluate microbicide effect of silver an sodium
chloride (SSC) when used as inmersion solution with some fish species: lisa Mugil cephalus
and caballa Scomber japonicus peruanus. Concentrations of SSC were 0.1 and 30 mg/l
(M1), 0.2 and 60 mg/l (M2) and 0.3 and 90 mg/l (silver and sodium chloride).

Psychrophilic and mesophilic counts were significantly reduced between >1 and <2
log, , CFU/g when using Treatments'M2 and M3. The more sensitive faecal indicators
were the streptococci group. None of the treatments were able to inhibit pathogenic
bacteria previously inoculated S. aureus and V. cholerae.

INTRODUCCION inadecuadas de manipuleo y preservacion, dreas

- de pesca contaminadas, etc., es importante

La aplicacién de criterios higiénico sanita- plantear alternativas que permitan mejorar la
rios es de gran importancia en las etapas previas calidad higiénico sanitaria de estos productos
al consumo de un alimento, con mayor razén mediante la reduccién de la incidencia de
si se trata de productos de la pesca. microorganismos patogenos. La aplicacién de
Considerando la forma de expendio de las sustancias desinfectantes es una de las alterna-

especies hidrobioldgicas asi como las précticas tivas para reducir niveles de contaminacién.



Existen referencias sobre el uso efectivo de
iones de plata en concentraciones de 0.02, 0.04
y 0.08 mg/l en sistemas de desinfeccién de
agua (13). Muchos de los productos usados
comercialmente para purificar agua contienen
cloruro de plata y sodio (CPS) en virtud de sus
efectos microbicidas (14).

Por otro lado, las bacterias tienen una gran
capacidad de adsorber metales de una solucién
gracias a su interfase celular estrictamente fi-
sica. En algunos estudios referentes a adsorcién
de metales se encontraron iones de plata en el
citoplasma muy cerca a la membrana y que
posiblemente implicarian la falta de viabilidad
en las bacterias (17).

En el presente trabajo se publican resulta-
dos de los experimentos realizados con filetes
de pescado sometidos a lavados por inmersién
en soluciones de CPS a fin de evaluar la accién
bactericida de esta solucién y su eficacia en la
reduccién del nimero de bacterias psicréfilas
y mesodfilas, incluyendo patégenos tales como
coliformes y estreptococos comunmente pre-
sentes en el producto. Asi mismo se investig
la accién frente a los microorganismos Vibrio
cholerae y Staphylococcus aureus, los cuales
fueron previamente inoculados en las muestras.

En algunos trabajos sobre desinfeccién se -

menciona la importancia de evaluar la capaci-
dad de los desinfectantes para inactivar
microorganismos en presencia de sustancias
orgdnicas (12). Tal es el caso del hipoclorito de
sodio cuya eficacia se reduce en presencia de
leche, lo que sugiere cierto efecto de
neutralizacién del desinfectante por la materia
orgénica (2). Se ha reportado ademés que el
Aphanizomenon flos aquae es considerable-
mente menos sensible al cobre en presencia de
EDTA o de sedimentos (5). Otro ejemplo del
efecto de la presencia de material orgdnico sobre
la accién de desinfectantes es la restauracién
de la actividad emulsificante en el A.
calcoaceticus en presencia de moléculas
proteicas y de polisacaridos (8).

MATERIALES Y METODOS

Descripcion de las Muestras. Las mues-
tras utilizadas fueron filetes de lisa (Mugil
cephalus) y filetes de caballa (Scomberus
Japonicus peruanus) de 90 £ 5 gramos de peso.

Preparaciéon de los Indculos.
Staphylococcus aureus: Cepa de la coleccién
de bacterias del Laboratorio de Microbiologia
del ITP, la cual se sembr6 en caldo Giolitti
Cantoni incubando a 37 °C durante 24 horas.
La cantidad inoculada en cada filete fue de
1 ml procedente de la dilucién 10 y corres-
pondiente a 2 x 10° UFC/ml.

V. cholerae el Tor grupo O1: cuyas carac-
teristicas bioquimicas, comportamiento
serolégico y aglutinacién en ldtex, fueron
evaluados en el Laboratorio de Microbiologia
del ITP. Para la preparacién del inéculo la
cepa fue sembrada en Agua Peptonada Alcalina
(APA) incubando a 37 °C durante 4 horas. A
partir de este cultivo se realiz6 diluciones hasta
de 10%, de donde se tomé un indculo de 1 ml
equivalente a un nimero de células de 1 x 10°
UFC/ml, esta cantidad se agregd a cada filete
utilizando una pipeta seroldgica y distribu-
yéndolo en forma uniforme sobre la superficie
de la muestra.

Tratamiento con solucion de cloruro de
plata y sodio (CPS): Inmersién de las mues-
tras durante 5 minutos en la solucién a diferen-
tes concentraciones. La proporcién de materia
prima y solucién de CPS fue 3 a 2. Las con-
centraciones fueron:

M1 = 0.1 mg/l de plata y 30 mg de CINa

M2 = 0.2 mg/l de plata y 60 mg de CINa

M3 = 0.3 mg/l de plata y 90 mg de CINa.

Pruebas microbiolégicas (Segiin metodo-
logia de la Asociacién Americana de Analistas
Quimicos (AOAC) (1 y 3):

- Recuento total de aerobios psicréfilos y
mesofilos

- Recuento de Coliformes (Nimero més Pro-
bable)



- Recuento de Streptococcus (Nimero mds
Probable)

- Deteccién de Staphylococcus aureus

- Para la deteccion de Vibrio cholerae grupo
01 se utiliz6 la metodologia recomendada
por el Instituto de Salud Pdblica y Ciencia
Ambiental de Osaka (3,16 y 19)

Analisis de datos. La reduccién de la carga
bacteriana fue determinada mediante la ecuacién
de Hoff:

K=-23[1log, (Co-Ct)T] (10)

donde Co y Ct son las concentraciones
bacterianas inicial y final respectivamente y T
es el tiempo de exposici6n del desinfectante en
minutos (2,10)

La representacién de los grificos y la eva-
luacién estadistica de los resultados obtenidos
se ' realizaron utilizando programas
computarizados Harvard Presentation Graphics
y Microsta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reduccion de Psicréfilos. Los recuentos
iniciales de microorganismos psicréfilos en lisa
fueron del 6rden de 1.3 x 10° UFC/g. En la
Figura 1 se puede apreciar el efecto de reduc-
cién de la carga microbiana al utilizar los
tratamientos con soluciones de CPS. Asf, la
aplicacién de M1 redujo las cargas iniciales a
1 x 105 UFC/g, el tratamiento M2 logré reduc-
ciones de 2.5 x 10° UFC/g y M3 hasta de
1.6 x 10° UFC/g. Estos valores constituyeron
reducciones de 20%, 80% y 87% respecto a la
carga inicial.

En la especie caballa, 1.5 x 10° UFC/g fue
el recuento inicial de psicréfilos, en tanto que
los recuentos obtenidos luego de aplicar los
tratamientos registraron 1.2 x 10° UFC/g para
M1, 5x 10° UFC/g para M2 y 2 x 10° UFC/g
para M3, recuentos que en términos de porcen-
tajes de reduccidn, fueron equivalentes a 20%,
97% y 99%.

De los resultados obtenidos para carga
psicréfila en ambas especies se puede observar

que al compararlos con el Control, los trata-
mientos con CPS fueron efectivos, (P<0.01) y
que tanto M2 como M3 lograron mayores
niveles de reduccion que M1. Esta observacién
se confirmé analizando los valores promedio
de reduccién K para los tres tratamientos, estos
valores fueron 0.023, 0.322 y 0.460 en lisa y
0.046, 0.713 y 0.874 en caballa (Tabla 1).

TABLA 1. Valores de inactivacién (K) de Creci-
miento Bacteriano

Tratamiento Valor K

Lisa Caballa
Psicréfilos
Ml 0.023 0.046
M2 0.322 0.713
M3 0.460 0.874
Mesofilos
Ml 0.046 0.115
M2 0.253 0.667
M3 0.460 . 0.782

Reduccién de Meséfilos. En la Figura 2 se
ilustra el efecto de los tratamientos sobre el
crecimiento de mesoéfilos. El recuento inicial
en lisa fue de 1.3 x 10° UFC/g y luego de aplicar
los tratamientos con M1, M2 y M3 este valor
se redujo a 1 x 10° UFC/g, 4 x 10* UFC/g y
2 x 10* UFC/g para cada caso.

Las muestras de caballa presentaron valo-
res de 4 x 10* UFC/g como carga inicial y luego
de aplicados los tratamientos M1, M2 y M3:
2.5 x 10* UFC/g, 1.2 x 10° UFC/g y 1 x 10}
UFC/g respectivamente.

Las reducciones de meséfilos significaron
porcentualmente, para lisa y caballa 20% y
35.5% aplicando el tratamiento M1, 78% y
90% con M2 y finalmente 84% y 97% utilizan-
do M3.

Los valores K correspondientes a las reduc-
ciones de mesdfilos fueron de 0.046, 0.253 y
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Figura 1. Efecto del tratamiento con solucién de CPS sobre el Crecimiento de Psicrofilos.
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0.460 en lisa y 0.115, 0.667 y 0.782 en caballa
al aplicar los tratamientos M1, M2 y M3 res-

pectivamente. Estos valores K demostraron un

patrén similar al observado en la reduccién de
psicréfilos. Se encontraron diferencias estadis-
ticas (P<0.01) en el efecto de los tratamientos
entre si, demostrando un mayor efecto de re-
duccién, al aplicar los tratamientos M2 y M3.

Para los tres tratamientos evaluados, los

M2 M3
Tratamientos
Figura 2. Efecto del tratamiento con solucién de CPS sobre el Crecimiento de Mesdfilos.

valores K para psicréfilos y meséfilos en ca-
balla superaron en més de dos veces los co-
rrespondientes en lisa (P<0.01) ésto pareceria
indicar un mayor efecto de descontaminacién
en las muestras de caballa.

En ambas especies se observd
predominancia de los recuentos de psicréfilos
respecto a mesdfilos, lo cual a su vez concuer-
da con el modelo de distribucién de flora bac-



teriana en especies marinas en el Perd (4).

Respecto al efecto de los tratamientos sobre
los tipos de cargas psicréfila y mesdfila en
ambas especies, se observaron valores de re-
duccién ligeramente mayores en psicréfilos,
aunque estadisticamente no existieron diferen-
cias significativas (P<0.01). Al comparar el
efecto de los tratamientos M1, M2 y M3 entre
si, sobre la reduccién de la carga microbiana
psicréfila y mesoéfila en ambas especies, los
andlisis estadisticos reflejaron la existencia de
diferencias significativas entre éstos a nivel de
P<0.05, por lo cual se consider6 los tratamien-
to M2 y M3 de mayor eficacia en la reduccién
de ambos grupos bacterianos.

Reduccion de Coliformes y Estreptococos.
La Figura 3 muestra la reduccién de coliformes
ante el efecto de los tratamientos aplicados.
Asf, para las especies analizadas, se observaron
porcentajes de reduccién del 20% y 19% ante
el tratamiento M1, 50% y 44% ante M2 y ante
M3 51% y 42%.

En la figura 4, la numeracién de
estreptococos presentd evidente reduccion, ante
el tratamiento M1 fue de 22.5% y 15%, ante
M2 64% y 69% y del 67.5% y 72% ante M3
para lisa y caballa respectivamente.

Al observar las Figuras 3 y 4 se puede
apreciar la predominancia del ndimero de
coliformes respecto al de estreptococos, el
analisis estadistico (P<0.01) demostré el efecto
de los tratamientos para ambos grupos, lo cual
podria sugerir una mayor sensibilidad del grupo
estreptococos (P<0.01) respecto a la reflejada
por los coliformes (P<0.05); Respecto a este
tltimo grupo, existen referencias sobre la gran
capacidad de resistencia a los desinfectantes en
relacién a interacciones con otros organismos
acudticos tales como copépodos, protozoarios
y otros (10).

Es interesante destacar que la numeracion
de indicadores de contaminacién fecal
(coliformes y estreptococos), fue notoriamente
mayor en lisa que en caballa, lo cual podria ser
consecuencia de la zona de procedencia de cada
especie: la lisa es una especie que habita cerca

a la zona del litoral costero, es benténica y
usualmente presenta altas cargas bacterianas.

Reduccién de S.aureusy V. cholerae. En
lo concerniente a los patgenos S. aureus 'y
V. cholerae, los tratamientos aplicados no
fueron capaces de inhibir su crecimiento. Estos
resultados pueden estar relacionados con la
adaptabilidad de estas bacterias para soportar
altas concentraciones de iones de sodio, como
lo observado en V. cholerae y su caracteristica
de halotolerancia (6,11,13). La presencia de
sodio como sustrato es importante en la capta-
cién de serina y en sistemas de transporte en
especies moderadamente halofilicas como el
V. cholerae y que contribuyen principalmente
al control de su pH citoplasmético (Fig 4)

(15,18). Esta resistencia a su vez depende de

la capacidad del organismo a acumular solutos
intracelulares en tales condiciones, tal es el
caso del S. aureus que acumula glutamina,
prolina y betaina en condiciones salinas, sus-
tancias que actdan como osmoreguladoras, a
excepcion de la betaina de la cual s6lo se sugiere
su poder osmoprotector (20).

Cabe resaltar que toda actividad desinfec-
tante se expresa en términos de reduccion
logaritmica (log ;) de las cargas bacterianas.
Asf, una reduccioén de >3 y 4< log , es con-
siderada como un valor efectivo minimo y sirve
para discutir la eficacia de desinfeccion com-
parada con la reduccién en UFC (2). De los
resultados obtenidos para el presente estudio,
los tratamientos aplicados lograron reduccio-
nes de >1 y 2< log,, UFC/g. Sin embargo,
considerando que se trata de reducciones
logaritmicas, estas diferencias podrian resultar
de utilidad para estudios de descontaminacion
de productos pesqueros, en especial cuando se
trabaja con especies que presentan elevados
tenores bacterianos.

La literatura refiere que para estudios en
desinfeccién existen factores influyentes tales
como la fijacién de los microorganismos a
superficies, lo cual juega papel importante en
la actividad de captacién y fijacién de nutrientes
y en laresistencia a condiciones adversas, entre
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Figura 3. Efecto del tratamiento con solucién de CPS sobre el Crecimiento de Coliformes.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con solucién de CPS sobre el Crecimiento de Estreptococos.

ellas, la clorinacién. Un ejemplo es el caso de
la epidemia de Muncle, Indiana, de cuyo estu-
dio se determiné que la adicién de elevados
niveles de cloro en ambientes de elevada con-
taminacién no fue efectiva (7,10).

Otro factor importante al evaluar la eficacia
de un desinfectante es el tiempo de contacto

con el agente infeccioso (14), éste puede variar
de menos de un minuto para superficies a varias
horas en instrumentos y utensilios (2). Cabria
la posiblidad de obtener mayor efecto amplian-
do el tiempo de inmersi6n en la solucién des-
infectante.



CONCLUSIONES

1. Se observé la accién microbicida de los
tratamientos M2 y M3 en la reduccién de carga
bacteriana psicréfila y mesoéfila en pescado entre
rangos de >1 y 2< log,, UFC. Los rangos de
reduccién mediante los tratamientos aplicados
fueron menores que el valor efectivo minimo
de desinfeccidn, sin embargo constituyen una
alternativa para reducir la carga microbiana en
productos pesqueros.

2. De lo anterior se sugiere que estos tra-
tamientos podrian ser utilizados ampliando el
tiempo de contacto 6 en combinacién con otros
sistemas de preservacién tales como la refri-
geracion.

3. En el caso de bacterias indicadoras de

contaminacion fecal, se observé que el grupo
de estreptococos presenté mayor sensibilidad
al efecto de los tratamientos aplicados respecto
al grupo coliforme.
4. Las soluciones de cloruro de plata y
sodio en las concentraciones aplicadas no tu-
vieron efecto sobre V. cholerae ni sobre
S. aureus.
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