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RESUMEN

El mejillén mediterraneo (Mytilus galloprovincialis), al igual que
todos los moluscos bivalvos, se alimenta por filtracion, por lo que
concentra los virus y bacterias de las aguas en las que habita. Esto
puede suponer un riesgo alimentario para los consumidores. Por
eso, en funcioén de la contaminacion del agua de procedencia, se
somete a un proceso de depuracion, que habitualmente se controla
utilizando Escherichia coli como microorganismo indicador. El
objetivo de este estudio fue conocer la calidad microbioldgica
de mejillones de diversos origenes una vez depurados y
valorar la utilidad de Clostridium perfringens como indicador de
contaminacion en este producto. Para ello se analizaron 15 lotes
de mejillones de diferentes zonas de produccion de Espafia e
Italia, en los que se realizaron los recuentos de microorganismos
aerobios mesofilos, Enterobacterias, E. coli, Vibrio spp., Listeria
monocytogenes y Cl. perfringens, y se investigo la presencia
de Salmonella spp. Los resultados mostraron la presencia de
Salmonella spp. en cuatro de los lotes investigados y de ClI.
perfringens en trece de los lotes, a pesar de que todos ellos
cumplian los limites exigidos en la legislacion para E. coli. En
conclusion, basandose en los resultados obtenidos, parece que
el uso de E. coli como microorganismo indicador en el proceso
de depuracion de los mejillones, no es suficiente para asegurar la
calidad microbioldgica del producto. Asi, podria ser recomendable
tener en cuenta a otros microorganismos, como Cl. perfringens,
para controlar tanto el proceso de depuraciéon como la calidad
microbioldgica del producto final, tras su depuracion. Finalmente
los resultados obtenidos evidencian la necesidad de realizar un
cocinado adecuado de este alimento, que permita la destruccion
de los microorganismos presentes.
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ABSTRACT

Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis) is a species
of bivalve mollusk that has a high capacity in filtering the water
nearby and concentrate the virus and bacteria present in it. This
can constitute a microbiological risk when they are consumed
afterwards. Thus, depending on water pollution, mussels suffer
a depuration process, usually controlled using Escherichia coli as
indicator . The aim of this study was to determine the microbiological
quality of mussels from various sources after purifying, and to
consider the utility of the use of Clostridium perfringens as quality
indicator. For this, microbiological analysis were performed in
fifteen lots of mussel samples obtained from Spain and ltaly.
Aerobic mesophilic microorganisms, Enterobacteriaceae, E.
coli, Vibrio spp., Listeria monocytogenes, Cl. perfringens, and
the presence Salmonella spp. were measured. The results
showed the presence of Salmonella spp. in four batches of
mussels from various locations and Cl. perfringrens in thirteen
of them. All samples were within the legal limits for E. coli. In
conclusion, the results propose that the use of E. coli as an
indicator microorganism for the mussels' depuration process is
not sufficient to assure the microbiological quality of the product.
Thus, it would be appropriate to include of CI. perfringens, as an
additional indicator, in the control carried out during and after the
refinement is done. Finally, the results emphasized the necessity
to properly cook this food product prior to consumption, as it
allows the destruction of any microorganisms present.

Key words: Mytilus galloprovincialis; Salmonella spp., Clostridium
perfringens; bivalves.
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INTRODUCCION

El mejillén del mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) es una
especie de molusco bivalvo de elevado consumo en Espafia y
otros paises europeos como ltalia y Francia. El mejillon, al igual
que todos los moluscos bivalvos, concentra los virus y bacterias
de las aguas en las que habita, debido a que se alimenta por
mecanismos de filtracién no selectiva [2, 10]. Asi, su microbiota
es un reflejo del agua donde se ha capturado o cultivado [27].
Entre los microorganismos que se pueden encontrar en estos
moluscos, destacan aquellos que forman parte de la biota natural
del medio marino, como los géneros Alcaligenes, Acinetobacter,
Bacillus, Pseudomonas o Vibrio, y los microorganismos fecales,
que tienen su origen en las aguas residuales que llegan al mar,
como Salmonella, Escherichia coli, Clostridium perfringens,
Shigella o los virus entéricos [28]. Ademas, los moluscos bivalvos
suelen consumirse crudos (como la ostra) o poco cocinados (como
el mejillon), lo que no asegura la destruccion de la biota presente,
que en muchos casos es patdgena. Por esta razon la calidad
microbioldgica de este producto es de gran importancia, pudiendo
constituir un riesgo potencial para la salud del consumidor [34].

Actualmente, en la Uniéon Europea, las zonas maritimas en
las que se producen o extraen moluscos bivalvos se clasifican
legalmente en funcién de los recuentos de E. coli que se
obtengan en los bivalvos de la zona, segun el Reglamento (CE)
854/2004 [4]. En funcion de esta contaminacién, se podran
consumir directamente (recuentos de E. coli < 230 nUmero mas
probable (NMP/100 gramos (g) de carne y liquido intravalvar) o
deberan ser sometidos a un proceso de depuracion (recuentos
de E. coli > 4600 NMP/100 g de carne y liquido intravalvar) o
reinstalacion (recuentos de E. coli > 46000 NMP/100 g de carne y
liquido intravalvar) durante un periodo suficiente para cumplir con
los criterios microbioldgicos que se le exigen al producto final.

La depuracion consiste en mantener a los bivalvos en tanques
de agua de mar limpia, exenta de microorganismos, sustancias
nocivas o plancton marino téxico. El tiempo de depuracion es
variable, en funcion de la contaminacion inicial de los bivalvos.
Las condiciones de salinidad, oxigenaciéon y temperatura del
agua deben permitir maximizar la actividad natural de filtracion
de los bivalvos y reducir asi su contaminacion. Asimismo,
este agua de mar limpia recircula a través de un sistema de
depuracion, sometiéndose a desinfeccion constante mediante la
combinacion de diversos métodos, como luz ultravioleta, ozono,
cloracion, yodacion, electrolizacion, aireacion, etc. De este modo,
se garantiza el mantenimiento de la calidad microbioldgica del
agua de depuracion durante todo el proceso. Por otro lado,
en la reinstalacion se produce una depuraciéon natural de los
moluscos bivalvos, trasladandose éstos a zonas marinas de baja
contaminacion durante un periodo minimo de 2 meses [29].

La depuracion y reinstalacion son formas efectivas de reducir
los niveles de bacterias fecales, como se ha demostrado en
diversos estudios [29, 30, 32, 41], pero resultan menos utiles para
eliminar otros contaminantes como los virus, los vibrios marinos
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(Vibrio parahaemolyticus o Vibrio vulnificus), las biotoxinas
marinas, los metales pesados o las sustancias quimicas
organicas [29, 39]. Por lo tanto, es necesario optimizar el disefio y
funcionamiento de los sistemas de depuracién para la eliminacion
de patdgenos, y no orientarlos simplemente a la eliminaciéon
de indicadores bacterianos como E. coli [29]. Sin embargo, los
criterios microbioldgicos de seguridad alimentaria que se le
exigen a los bivalvos para su comercializacion, especificados
en la legislacion europea [5], solo incluyen la ausencia de
Salmonella spp. en 25 g de producto y unos recuentos maximos
para E. coli de 230 NMP/100 g de carne vy liquido intervalvar.
Por esta razon, para evaluar la efectividad de los procesos de
depuracion, se utiliza E. coli como microorganismo indicador.
Para ello se inocula al molusco una cantidad conocida de este
microorganismo y se realizan recuentos periddicos a lo largo del
proceso de depuracion, validando asi el tiempo necesario para la
depuracién del molusco, bajo unas condiciones dadas.

Elusode E. colicomoindicador de contaminacion fecal esta muy
extendido a nivel mundial y se lleva utilizando desde hace varias
décadas [14, 18, 19]. Sin embargo, diversos autores proponen la
utilizacién de otros microorganismos de origen entérico, como Cl.
perfringens, como indicadores de contaminacion fecal del agua
de las zonas de extraccion o produccion de moluscos bivalvos [1,
18]. Asi, Fujioka y Shizumura [15] sugieren que Cl. perfringens
es mejor indicador que los coliformes o los enterococos, porque
sus esporas son resistentes a las condiciones ambientales y
sobreviven mucho mas tiempo en el agua. Ademas, se trata de
un microorganismo patégeno que se aisla frecuentemente en los
moluscos bivalvos [35].

El objetivo de este estudio fue conocer la calidad microbiolégica
de mejillones del mediterraneo de diversos origenes una vez
depurados y evaluar el interés de utilizar como indicadores, a
otros microorganismos como CI. perfringens.

MATERIALES Y METODOS

Toma y procesamiento de las muestras

Se analizaron 45 muestras de Mytilus galloprovincialis
pertenecientes a 15 lotes que procedian de diferentes zonas
de produccion de Espana (lotes del 1 al 12) e ltalia (lotes 13,
14 y 15) (zonas de produccion FAO 27, FAO 37.1 y FAO 37).
Todas las muestras indicaban en su etiqueta que habian sido
sometidas a un proceso de depuracién. Cada muestra estaba
formada por diez moluscos aproximadamente. La preparacion de
los moluscos para el analisis incluyo la limpieza de las valvas,
remociéon del contenido, mezclado de la carne y el liquido
intervalvar y preparacion de la dilucién madre (90 mL de agua
de peptona al 0,1 % + 10 g de carne y liquido intervalvar),
todo ello en condiciones de esterilidad. Posteriormente, se
homogenizaron mediante homogeneizador (Stomacher SPIN ST
500) y se realizaron las diluciones decimales correspondientes
en agua de peptona al 0,1 %.
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Analisis microbiolégicos

En cada una de las muestras se realizé el recuento de
microorganismos aerobios mesofilos, Enterobacteriaceae,
E. coli, Listeria monocytogenes, Vibrio spp. y Cl. perfringens,
y el aislamiento e identificacion de Salmonella spp.,
segun la siguiente metodologia:

»  Para el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos
se siguio la norma ISO 4833-1:2013 [26].

* El recuento de Enterobacteriaceae se realizd segun la
norma ISO 8523:1991 [20].

» Para el aislamiento y recuento de E. coli se siguié norma
ISO 16649-2:2001 [21].

»  Elaislamiento y recuento de L. monocytogenes se efectud
segun la norma ISO 11290-1:1996 [22].

* Lainvestigaciony recuento Vibrio spp.se realizé siguiendo
la norma ISO 21872-1:2007 [23].

* Los recuentos de Cl. perfringens se efectuaron segun la
norma ISO 7937:2004 [24].

En todos los casos anteriores los resultados se expresan
como log UFC /g de mejillon.

100% -

Por ultimo, para el aislamiento e identificacién de Salmonella
spp. se analizaron las muestras segun la norma ISO 6579:2002
[25]. Los resultados se expresaron como presencia 0 ausencia
en 25 g de mejillon. El aislamiento de Salmonella en una de
las tres muestras que componia cada lote se consideré como

presencia en el lote.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la FIG. 1 se observan las prevalencias obtenidas para los
distintos grupos bacterianos estudiados. Los microorganismos
aerobios mesdfilos y las enterobacterias presentaron las mayores
prevalencias (100 y 86,6 % de los lotes, respectivamente). Se
trata de dos grupos bacterianos que incluyen numerosas especies
presentes en el agua donde crecen y se cosechan los mejillones
[37], por lo que esta prevalencia es la esperable. Igualmente se
obtuvo una prevalencia elevada para ClI. perfringens (86,6%).
También se detecto la presencia de Salmonella spp. en varios de
los lotes analizados, con una prevalencia del 26,6%, incumpliendo
los criterios microbioldgicos del Reglamento (CE) 2073/2005 [5].
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FIGURA 1. PREVALENCIA DE LOS MICROORGANISMOS AEROBIOS
Meséfilos, Enterobacterias, Vibrio spp., E. coli, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens y Salmonella spp. EN LAS MUESTRAS DE

MEJILLON ANALIZADAS.

Por el contrario, se observo una prevalencia moderada para
Vibrio spp. (46,6%), una prevalencia baja para E. coli (6,66%) y la
ausencia de L. monocytogenes en todas las muestras estudiadas.

En la TABLA I, se muestran las medias (n=3) de los recuentos
obtenidos para cada grupo bacteriano y lote. Se puede
observar que los recuentos mas elevados correspondieron a
los microorganismos aerobios mesdfilos, con valores superiores
a 3 log UFC/g en todos los lotes, destacando el lote 14 con

unos recuentos maximos de 4,72 log UFC/g. Estos niveles
relativamente elevados de aerobios mesdfilos son habituales
en productos frescos aun no cocinados y no suelen suponer un
peligro para el consumidor. En el caso de los mejillones, este
grupo de microorganismos esta constituido por la biota natural
ambiental, que depende principalmente de la temperatura,
la disponibilidad de oxigeno y la calidad del agua donde se
desarrollan los moluscos [17]. En la Unién Europea, la normativa
no exige el recuento de aerobios mesofilos en alimentos marinos.
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TABLA |
RECUENTOS OBTENIDOS DE LOS GRUPOS MICROBIANOS INVESTIGADOS (VALORES EXPRESADOS EN LOG UFC/G)
E INCIDENCIA DE SALMONELLA (PRESENCIA/AUSENCIA EN 25 G) EN LOS DIFERENTES LOTES DE MEJILLONES

ANALIZADOS

Aerobios Enterobacterias  Vibrio spp E. coli Listeria Clostridium Salmonella spp

mesofilos monocytogenes perfringens
Lote x X X X X X n=3

n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
1 3,54 <1 <1 <1 <1 3,20 Ausencia
2 4,01 1,75 <1 <1 <1 1,88 Presencia
3 3,70 2,62 <1 <1 <1 <1 Ausencia
4 3,30 1,82 <1 <1 <1 1,00 Ausencia
5 3,51 2,49 1,00 <1 <1 1,74 Ausencia
6 4,44 1,00 <1 1,00 <1 2,14 Ausencia
7 3,43 <1 <1 <1 <1 1,18 Ausencia
8 3,64 1,18 <1 <1 <1 1,00 Ausencia
9 3,89 2,47 2,20 <1 <1 1,82 Ausencia
10 4,63 2,27 2,11 <1 <1 3,00 Ausencia
1 4,10 3,09 <1 <1 <1 <1 Ausencia
12 3,86 1,74 2,55 <1 <1 1,43 Ausencia
13 4,31 3,19 2,10 <1 <1 1,60 Presencia
14 4,72 3,17 1,85 <1 <1 2,75 Presencia
15 3,62 3,28 1,30 <1 <1 1,37 Presencia

En el caso de las enterobacterias, los recuentos son variados
pero no superan en ningun lote los 3,3 log ufc/g. El valor maximo
se obtiene para el lote 15 en el que alcanzan los 3,28 log UFC/g.
El nivel de enterobacterias en los alimentos se considera un
indicador de la calidad sanitaria de los mismos y, aunque los
recuentos obtenidos en las muestras analizadas en general no
son demasiado elevados, hay que tener en cuenta que muchos
microorganismos patégenos pertenecen a este género.

Por otra parte, se detectd la presencia de Vibrio spp. en
siete de los lotes, con recuentos maximos de 2,55 log UFC/g
en el lote 12. Estos resultados difieren de los obtenidos por
Yilmaz y col. [44], que no detectaron este microorganismo en
ninguna de las muestras de Mytilus galloprovincialis y Chamelea
gallina analizadas, y de los obtenidos por Constanzo y col.
[10], que solo detectaron Vibrio spp. en una muestra de Mytilus
galloprovincialis. Por el contrario, Manna y col. [33] encontraron
una prevalencia del 100 % para Vibrio spp. en las muestras
de mejillones analizadas. Estas diferencias en los resultados
pueden deberse a las diferentes condiciones climaticas de las
areas de donde se extrajeron los bivalvos. Ademas, hay que
tener en cuenta que en estos trabajos se analizaron bivalvos
sin depurar, mientras que en el presente estudio se analizaron
mejillones ya depurados, lo que llevaria a pensar que los
recuentos obtenidos deberian haber sido inferiores. Sin embargo,
segun el estudio realizado por Croci y col. [11], el proceso de
depuracién consigue un menor efecto reductor en los recuentos
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de Vibrio spp. (reducciéon de aproximadamente un logaritmo) que
en los recuentos de E. coli (reduccion de aproximadamente tres
logaritmos). Asi, estos autores concluyeron que E. coli no es un
buen indicador en moluscos depurados.

Por otro lado, E. coli sélo se detectd en las tres muestras de
uno de los lotes analizados (lote 6) pero ninguna superaba los
limites establecidos en la legislacion [5]. Estos resultados fueron
los esperados, ya que varios estudios [3, 11] han demostrado
la efectividad del proceso de depuracién para eliminar a este
microorganismo. En bivalvos sin depurar, Puente y col. [40]
y Yilmaz y col. [44] obtuvieron una prevalencia de E. coli muy
superior en almejas (63%) y en Mytilus galloprovincialis (100%).
En cambio, los resultados de Martinez y Villalobos [34] son algo
mas parecidos a los del presente trabajo, puesto que obtuvieron
un 15% de prevalencia en ostras sin depurar. En estos trabajos,
y puesto que se trataba de bivalvos sin depurar, la presencia de
E. coli en las muestras tenia una relacion directa con la calidad
del agua donde se extrajeron. E. coli se utiliza habitualmente
como indicador sanitario de la calidad del agua, y en la Unién
Europea, al igual que en otros paises, las areas de produccion de
los moluscos bivalvos se clasifican en funcion de los recuentos
para este microorganismo [4].

En cuanto a Cl. perfringens, se detectd su presencia en trece de
los quince lotes investigados, oscilando los recuentos entre 1,00
y 3,20 log UFC/g. Algunos autores atribuyen a CI. perfringens una
ventaja para su uso como indicador cuando se trata de calificar
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agua altamente contaminada, por la facilidad y sensibilidad de
la técnica utilizada habitualmente en su deteccion y recuento
[16]. De hecho, si se comparan los recuentos de E. coli y ClI.
perfringens, se puede observar que los niveles de este ultimo son
mas elevados que los de E. coli en todas las muestras (TABLA ),
a pesar de que ambos son microorganismos de origen entérico.
Esto es debido a que CI. perfringens por su caracter esporulado
soporta mejor los habitats extraintestinales que los coliformes.
En otros estudios sobre bivalvos sin depurar se han encontrado
prevalencias de CI. perfringens variables. Asi, Saito [42], en
Japon, detectd este microorganismo en el 12% de la muestras
de ostras analizadas; Villalobos y Elguezabal [43] obtuvieron
una prevalencia del 37% de esta misma bacteria, en ostras de
la zona oriente de Venezuela; Mufioz y col. [37] detectaron al
microorganismo en el 60% de los bivalvos del género Perna
analizados; y Burrow y col. [8] constataron una prevalencia del
56% en mejillones de la zona de Turquia. En mejillones depurados,
Pasquale y col. [38] encontraron una prevalencia de Clostridium
difficile de casi el 50%, lo que demuestra la resistencia del género
Clostridium a los procesos de depuracion. En el presente estudio,
hay que tener en cuenta que muchos de los lotes procedian de
la zona noroeste de Espafia donde la pluviosidad es elevada,
por lo que los nutrientes y la materia organica, aportados por
la lluvia a los sistemas costeros y zonas de produccién de los
moluscos, son aprovechados por la comunidad bacteriana. Por
esta razon, las bacterias sulfito reductoras suelen ser abundantes
en estos medios marinos [31].

Hasta el momento, en la legislacion europea no se ha incluido
Cl. perfringens como criterio microbioldgico, ni para evaluar
la calidad sanitaria de las zonas de produccion de moluscos
bivalvos ni como criterio microbiolégico aplicable a los productos
alimentarios, ya sean moluscos bivalvos o cualquier otro tipo de
alimento.

Sin embargo, CI. perfringens se ha usado de manera
satisfactoria como indicador de contaminacién fecal de larga
permanencia en sistemas acuaticos [12]. A su vez, ha mostrado
correlacion con la presencia de patdgenos en estuarios [13] y
ha mostrado ser el indicador de contaminacién fecal ideal en
condiciones en las cuales la supervivencia es critica [6], debido
a que su capacidad para formar esporas le confiere resistencia a
elevadastemperaturas, desecacion, niveles de pH extremos o falta
de nutrientes, entre otras condiciones ambientales adversas [9].

Burkhardt y col. [7] estudiaron la acumulacion de
microorganismos indicadores en la almeja Mercenaria mercenari,
obteniendo que las mayores tasas de acumulacién correspondian
a los bacteriéfagos y a CI. perfringens. Esto sugiere que la
utilizacion de ClI. perfringens como indicador de contaminacion
fecal podria tener una ventaja con respecto a otros indicadores
como E. coli. También Burkhardt y Calci [6] obtuvieron que la
bioacumulacion de Cl. perfringens en moluscos bivalvos no parece
estar influenciada por las condiciones ambientales (como la
temperatura o la salinidad), encontrando una tasa de acumulacion
de CI. perfringens 245 veces mas alta que la de los coliformes.

Asi, llegaron a la conclusion de que CI. perfringens puede servir
como centinela para determinar si una zona de cosecha de
moluscos bivalvos ha sido afectada por contaminacién fecal.

En este sentido, tal y como se ha comentado con anterioridad,
actualmente los centros de depuracion de moluscos validan el
proceso de depuracion atendiendo a la eficacia del mismo en la
reduccion de la contaminacion fecal de los bivalvos. Utilizan para
ello un unico microorganismo indicador, E. coli. Sin embargo,
dada la elevada prevalencia de Cl. perfringens detectada en el
presente estudio, parece adecuado considerar el uso de este
microorganismo como criterio microbioldgico en los moluscos
bivalvos, ya que son excelentes indicadores de una contaminacion
fecal reciente o lejana en el tiempo y no son parte de la microbiota
de los ambientes marinos [37]. Ademas, seria conveniente incluir
Cl. perfringens, como indicador de la efectividad del proceso
de depuracién de los moluscos, empleandose como criterio
microbioldgico durante la validacion del proceso.

Con respecto a la prevalencia de Listeria spp, no se detecto su
presencia en ninguna de las muestras analizadas.

En cuanto a Salmonella spp., se detectd su presencia en
diez muestras, pertenecientes a los lotes 2; 13; 14 y 15 (TABLA
1), lo cual incumple el Reglamento Europeo (CE) 2073/2005
[5] que exige su ausencia en 25 g de cada muestra analizada.
Hay que tener en cuenta ademas, que las temperaturas a las
que habitualmente se cocinan los mejillones son relativamente
bajas, por lo que no aseguran la destruccion de este importante
patégeno. Esta prevalencia es superior a la obtenida por otros
autores en bivalvos sin depurar. Asi, Manna y col. [33], detectaron
salmonella en el 15 % de las muestras de mejillones analizadas,
Constanzo y col. [10], sélo encontraron una muestra de Mytilus
galloprovincialis positiva a Salmonella spp. y Yilmaz y col. [44]
no detectaron la presencia de Salmonella spp. en muestras de
Mytilus galloprovincialis y Chamelea gallina. En este sentido, hay
que indicar que Morrison y col. [36] demostraron que Salmonella
era capaz de persistir en ostras sometidas a un proceso de
depuracioén de tres dias, mientras que los niveles de E. coli se
veian reducidos en dos logaritmos. Este hecho, junto con los
resultados de este trabajo, confirma que E. coli podria no ser el
indicador mas apropiado para los moluscos bivalvos.

CONCLUSIONES

La deteccion de Salmonella en algunas muestras y la casi
constante presencia de CI. perfringens en todas las muestras
parece sugerir que, aunque el proceso de depuracion reduce
la presencia de E. coli hasta niveles inferiores a los limites
establecido en la legislacion, no es igual de efectivo para
eliminar otros microorganismos patdgenos como Salmonella
y ClI. perfringens. Por otra parte, y a la vista de los resultados
obtenidos, parece adecuado valorar el interés de CI. perfringens,
tanto a la hora de clasificar las diferentes zonas de produccion de
moluscos bivalvos (actualmente realizada Unicamente en base
a la concentracion de E. coli), como en el control del proceso de
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depuracion y del producto final tras la misma, puesto que es un
buen indicador de una contaminacion fecal, reciente o lejana en
el tiempo, y no forma parte de la microbiota natural de ambientes
marinos. Finalmente los resultados evidencian la necesidad de
realizar un cocinado adecuado de este alimento, por encima de
los 65°C, que permita la destruccion de los microorganismos
presentes, y no parece recomendable comer los mejillones
crudos o poco cocinados.
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