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Resumen

Se muestrearon sardinas (Sardina pilchardus) capturadas en la costa Atlantica marroqui, frente a El Jadida, en febrero, mayo
y julio. Todas se estudiaron en fresco, pero las capturadas en julio también se estudiaron tras haber sido mantenidas en hielo
durante 10 dias. De las muestras en fresco, se aislaron un total de 193 cepas bacterianas, a partir de musculo, piel, branquias y
visceras. De las refrigeradas, en cambio, se aislaron un total de 122. En todas las muestras predominaban las bacterias Gram
negativas, siendo los mas frecuentes los géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter, Pseudomonas, Shewanella y
Flavobacterium. Entre las Gram positivas se identificaron Staphylococcus, Micrococcus y bacterias corineiformes. No se
encontr6 variacion con respecto al mes de muestreo. El almacenaje en hielo favorecié el desarrollo de Pseudomonas como flora
dominante, seguida por la especie Shewanella putrefaciens. El estudio sefala a Pseudomonas como contribuyente a la alteracion
de las sardinas tras mantenerlas en hielo durante 10 dias.

Palabras clave: Sardina pilchardus, fresca, hielo-almacenada, microflora, costa atlantica marroqui.

Abstract

Sardines (Sardina pilchardus) caught on the Moroccan Atlantic coast (off El Jadida) were examined fresh (February, May
and July trials) and after 10 days of storage in ice (July trial). From fresh fish, a total of 193 strains were isolated from the muscle
with skin, gills and viscera, whereas from ice-stored fish, 122 strains were isolated from the muscle. Gram-negative bacteria
always predominated among the initial flora in all trials. The predominant Gram-negative microflora of the fresh fish consisted of
Moraxellaceae (Moraxella sp., Acinetobacter sp., Psychrobacter sp.), Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae (Pseudomonas
sp.), and the genera Shewanella and Flavobacterium. The Gram-positive flora was identified as Staphylococcus sp., Micrococcus
sp. and coryneform bacteria. Significant seasonal variation in initial flora was not noted. Ice storage allowed the growth of Gram-
negative bacteria, with Pseudomonas as the dominant microflora, followed by Shewanella putrefaciens. The present study
indicates that Pseudomonas sp. probably contribute to the spoilage of sardines caught in the Atlantic Ocean.

Key words: Sardina pilchardus, fresh and ice storage, bacterial microflora, Moroccan Atlantic coast.
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Introduccion

La microbiologia de sardinas frescas y refrigeradas ha sido
objeto de varios estudios en los ultimos afios (Gram et al.,
1987; El Marrakchi et al., 1990; El Marrakchi et al., 1992;
Ababouch et al., 1996; Gennari et al., 1999). El pescado esta
sujeto a una rapida alteracion por accidon microbiana, cuya tasa
de descomposicion depende de varios factores tales como
condiciones de almacenaje y factores intrinsecos de los especi-
menes como edad y tamaiio, contenido en grasa, alimentacion
y estado fisiologico, composiciones cualitativa y cuantitativa
de la microflora inicial asociada al ambiente de procedencia,
estacion del aflo, arte de pesca y procesado inicial del pescado
(Murray y Shewan, 1979; El Marrakchi et al., 1992; Gennari et
al., 1999). Es de aceptacion generalizada que la alteracion del
pescado marino tiene como causa principal el crecimiento bac-
teriano (Liston, 1980; Gram y Huss, 1996). La composicion de
la flora bacteriana estd también relacionada con los factores
previamente mencionados. En los peces vivos y sanos, los
microorganismos pueden encontrarse en la piel, branquias y
visceras. La degradacion bacteriana de componentes solubles
de bajo peso molecular produce metabolitos volatiles que son
las sustancias responsables del olor y sabor desagradables que
conducen al rechazo sensorial del pescado (Ababouch et al.,
1996).

En 2000 la sardina (Sardina pilchardus) representd cerca
de 80% del pescado capturado en aguas marroquies. A escala
mundial, Marruecos es el principal productor y exportador de
esta especie (representando el 47% de la producciéon mundial
en 1997). Los valores nutricional y economico de esta especie
son de gran importancia ya que satisface las necesidades nacio-
nales de pescado fresco y porque corresponde a la mayor parte
del pescado exportado en conserva. El objetivo de este trabajo
fue la identificacion de la naturaleza de la flora bacteriana de
las sardinas frescas y refrigeradas de la costa marroqui, como
parte de un programa de estudios de la capacidad de preserva-
cion del pescado a través del uso de bio-preservativos. Los
resultados obtenidos en este trabajo serdan comparados con
otros disponibles para otras especies de pescado.

Material y métodos
Muestreo y almacenaje

Las sardinas fueron pescadas en las aguas frente a la ciudad
de El Jadida (costa atlantica marroqui, 33°-33°16'09"N, 8°30'—
8°45'"W). Se efectuaron seis ensayos con las muestras obteni-
das: cuatro en febrero y mayo de 1999 y dos en julio de 2001.
Cada muestra fue de 5 kg de pescado. Después de recolectadas
las sardinas se transportaron al laboratorio en contenedores
refrigerantes, en los que se mantuvieron a aproximadamente
4°C con hielo troceado durante un total de 8 h. A su llegada al
laboartorio se eligieron aleatoriamente muestras de 5 pescados
que fueron inmediatamente sometidas a analisis microbiologi-
cos.
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Introduction

The microbiology of fresh or ice-stored fish has been
studied in recent years (Gram et al., 1987; El Marrakchi et al.,
1990, 1992; Ababouch et al., 1996; Gennari et al., 1999). Fish
are subject to rapid microbial spoilage, whose rate depends on
several factors, such as storage conditions, specific intrinsic
factors like age and size, fat content, feeding and physiological
state, qualitative and quantitative composition of the initial
microflora related to the environment where the fish lives and
is caught, seasonal period, fishing method and early handling
(Murray and Shewan, 1979; El Marrakchi et al., 1992; Gennari
et al., 1999). It is well established that spoilage of marine fish
is primary caused by bacterial growth (Liston, 1980; Gram and
Huss, 1996). The composition of the bacterial flora is related to
the different factors previously mentioned. In live healthy fish,
micro-organisms are present on skin, in gills and viscera.
Bacterial degradation of soluble, low molecular weight compo-
nents produces volatile metabolites; these substances are
responsible for the unpleasant and offensive off-odours and
off-flavours leading to the sensory rejection of fish (Ababouch
et al., 1996).

In 2000, nearly 80% of the fish caught in Moroccan waters
were sardines (Sardina pilchardus). On a worldwide scale,
Morocco is the main producing and exporting country of this
fish (47% of the worldwide production in 1997). The nutri-
tional and economical values of this species are of great impor-
tance because it satisfies the national needs for fresh fish and
assures the largest part of exported canned fish. This paper
aims to identify the nature of the bacterial flora of Moroccan
fresh and iced sardines, as part of a programme studying the
preservability of fish through the use of bio-preservatives. Our
results will be compared with those already available for other
fish species.

Materials and methods
Sampling and storage conditions

Sardines were caught off the city of El Jadida (Moroccan
Atlantic coast, 33°-33°16'09" N, 8°30'-8°45" W). Six sample
trials were carried out, four in February and May 1999 and two
in July 2001. Each sample consisted of 5 kg of fish. After
catching, sardines were maintained at ~4°C in a portable cooler
containing crushed ice for 810 h during their transport to the
laboratory, where five fish samples were immediately drawn at
random for microbiological analyses.

The July samples were used for storage in ice. Five sardines
were immediately analyzed (day 0), and the others were stored
at 4°C for 10 days in plastic boxes with alternating layers of
sardines and crushed ice. The ice was added as needed. At pre-
determined times (days 0, 3, 6, 8 and 10), five fish samples
were randomly drawn on each sampling day for bacteriological
analyses.
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Las muestras de julio se usaron para las pruebas de alma-
cenamiento en hielo, seleccionando al azar 5 sardinas para su
analisis inmediato (dia 0), mientras que las restantes se almace-
naron en cajas de pléstico con camas alternadas de sardinas y
hielo troceado para mantenerlas a 4°C durante 10 dias, y afia-
diendo hielo troceado a las cajas siempre que fue necesario.
Posteriormente se tomaron de estas cajas muestras de 5 pesca-
dos aleatoriamente seleccionados los dias 3, 6, 8 y 10 después
del inicio de la refrigeracion, para proceder a su analisis bacte-
rioldgico.

Andalisis bacteriologicos

Se analizaron por separado 25 g de branquias, visceras y
musculo dorsal obtenido con piel. En los pescados recolectados
en julio solamente se analizaron muestras de musculo dorsal
con piel. Las muestras se homogeneizaron en condiciones de
asepsia, en 225 mL de caldo de sal de triptona estéril (TS),
usando un homogeneizador del tipo Ultra-Turax. Después se
procedié a una serie de diluciones a 1/10 en TS. La siembra de
placas e incubacion se realizé de acuerdo con El Marrakchi et
al. (1990), excepto en el caso de la flora productora de sulfuro
(SPF) que, después de incubada a 25°C durante 3 d, se observo
en Agar Hierro con suplemento de cisteina segtn el formulado
por Gram et al. (1987). Los conteos de flora mesofila aerobia
total (TMAF) y flora psicrofila aerobia (PF) se ejecutaron en
Agar para Conteo en placas (PCA) (Biokar, Beauvais, France)
incubadas a 30°C durante 3 d y a 4°C durante 10 d, respectiva-
mente. La flora moderadamente halofila (MHF) se observo con
PCA rehidratado con agua de mar esterilizada después de incu-
barse a 25°C durante 5 d. La flora enterobacteriana (EF) se
contd usando Agar de MacConkey (Biokar) incubado a 37 °C
durante 24 h. Se afiadi6 1 ml de la dilucion apropiada en placas
por duplicado, excepto para EF cuyos conteos se determinaron
en placas de difusion. Después de la incubacion, se recolecta-
ron aleatoriamente 10% de colonias bacterianas, de las placas
de mayor dilucién que presentaban crecimiento.

Mantenimiento de las cepas bacterianas

Los aislados fueron mantenidos en Agar Nutritivo incli-
nado (Biokar), excepto los de MHF cuyo Agar Nutritivo se
prepar6 con agua de mar. Todos los aislados se almacenaron a
4°C hasta que fueron usados.

Identificacion de los aislados

Las reacciones y pruebas bioquimicas realizadas fueron:
reaccion de Gram, oxidasa, presencia de catalasa con H,0, al
3%, observaciones microscopicas de forma y determinaciones
de mobilidad. El metabolismo de la glucosa se investigo a tra-
vés del test O/F en medio de Hugh y Leifson (Biomérieux) y de
la producion de H,S en Agar Hierro de Kligler (Biomérieux).
Los medios de identificacion de MHF se rehidrataron con agua
de mar esterilizada. Las cepas se identificaron inicialmente
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Bacterial examinations

Analyses were performed separately on 25 g of gills.
viscera or dorsal muscle recovered with skin. In July, only the
samples of dorsal muscle with skin were analyzed. Samples
were aseptically homogenized in 225 mL of sterile tryptone
salt broth (TS) using an ultra turax type blender. Then, serial
ten-fold dilutions were made in TS. Plating and incubation
were carried out as recommended by El Marrakchi et al.
(1990), except for sulfide-producing flora (SPF) observed on
the cysteine-supplemented iron agar as formulated by Gram e
al. (1987) after incubation at 25°C for 3 days. Total mesophilic
aerobic flora (TMAF) and psychrotrophic aerobic flora (PF)
counts were obtained on plate count agar (PCA) (Biokar.
Beauvais, France) after incubation at 30°C for 3 days and af
4°C for 10 days, respectively. The moderately halophilic flora
(MHF) was observed using PCA rehydrated with sterile sea-
water and incubated at 25°C for 5 days. Enterobacteriaceac
flora (EF) was numbered using MacConkey agar (Biokar)
incubated at 37°C for 24 h. One millilitre of each appropriate
dilution was poured on duplicate plates, except for EF whose
count was determined as spread plate. After incubation, 10%
bacterial colonies were randomly picked from plates of the
highest dilution showing growth.

Strain maintenance

[solates were maintained on nutrient agar slants (Biokar),
except MHF for which the nutrient agar was prepared in sea-
water. All isolates were stored at 4°C until used.

Identification of isolates

The reactions and biochemical tests conducted were:
Gram-reaction, oxidase, catalase presence with 3% H,0,,
microscopic observations for shape and motility determina-
tions. Glucose metabolism was investigated by the O/F-test in
Hugh and Leifson medium (Biomérieux) and H,S productior
on Kligler Iron Agar (Biomérieux). Identification media for
MHF were rehydrated with sterile seawater. Strains were first
identified according to Dainty et al. (1979). Furthermore, the
identification was performed by API 20E, API NE kits, Api
Staph for Micrococcaceae, and API 50 CHB for Bacillus
strains (API System, Montolieu-Vercieu, France).

Results

Bacterial flora of fresh sardines caught in February and
May

The four February and May trials were pooled because nc
marked differences were found between them.

For fresh sardines, initial population levels of the five
microflora retained were always significantly below the limi
of 10-107 CFU g (table 1), value recommended by the
International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF). Gills were the most infected organ,
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Tabla 1. Niveles de contaminacion de sardinas frescas, por flora bacteriana y nimero de aislados (entre paréntesis) relacionados con el
tipo de flora y de érganos de las sardinas recolectadas en febrero-mayo y en julio. a: promedio de 4 ensayos, b: promedio de 2 ensayos.
Table 1. Bacterial flora contamination levels of fresh sardines, and number of isolates (in brackets) related to the type of flora and fish
organs for sardines caught in February and May and in July: * means from four trials; ** means from two trials.

Flora bacteriana

Numero de CFU g! en los diferentes 6rganos del pescado (nimero de aislados)

Ensayos de febrero y mayo*

Ensayos de julio**

Musculo con piel Branquias Visceras Musculo con piel
Flora mesofilica aerébica total 3.010° (27) 3.510%(22) 2.6 10° (24) 4.0 10° (20)
Flora moderadamente halofilica 7.2 10° (20) 2.6 10* (14) 8.0 10% (14) 43 10° (17)
Flora psicotrofica aerdbica 3.6 10% (18) 4.410%(12) 7.6 10? (14) 1.210° (12)
Flora productora de sulfido No detectada 63 (16) No detectada 1.2 10%(13)
Flora Enterobacteriaceae 20 (4) 65 (6) 20 (2) No determinada

segun Dainty et al. (1979). Posteriormente la identificacion se
efectud a través de los kits API 20E, API NE, Api Staph para
las Micrococcaceae y AP1 50 CHB para las cepas de Bacillus
(API System, Montolieu-Vercieu, France).

Resultados

Flora bacteriana de las sardinas frescas recolectadas en
febrero y mayo

Los cuatro ensayos de febrero y mayo se juntaron ya que no
se encontraron diferencias evidentes entre ellos.

En las sardinas frescas los niveles iniciales de los cinco
tipos de microflora analizados fueron siempre significativa-
mente inferiores al limite de 10°~107 CFU g! recomendado por
el ICMSF (International Commission on Microbiological Spe-
cifications for Foods) (tabla 1). Las branquias fueron el 6érgano
mas afectado, seguidas de las visceras. Los niveles bacterianos
encontrados en el musculo fueron de 3.5, 3.8, 2.5, y 1.3 log
CFU g! para la flora TMAF, MHF, PF y EF, respectivamente.
La SPF, detectada solamente en las branquias, constituyd una
baja proporcion de la flora inicial del pescado.

Se identificaron un total de 193 cepas (73 TMAF, 48 MHF,
44 PF, 16 SPF y 12 EF), pertenecientes a 17 géneros. Las bac-
terias Gram-negativas (138 aislados) estuvieron representadas
por 12 géneros, de los cuales los predominantes fueron
Acinetobacter sp. con 26 aislados, Pseudomonas sp. con 21,
Flavobacteria sp. con 19,y Vibrio sp. con 18. La flora Gram-
positiva (55 aislados) estuvo representada predominantemente
por Staphylococcus con 30 aislados y por Micrococcus sp. con
19 aislados (tabla 2).

Flora bacteriana de las sardinas frescas recolectadas en
Jjulio

En el dia 0, los conteos de bacterias en las sardinas fueron
de 3.6,3.1,3.6 y 2.1 log CFU g! para TMAF, PF, MHF y SPF,
respectivamente (tabla 1). De la flora inicial de las sardinas
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Figura 1. Variacién de los conteos de bacterias a lo largo de 10 dias de
refrigeracion. Conteos de: (-x-) Flora mesofilica aerdbica total en IA, (- m-)
Flora mesofilica aerdbica toal en PCA, (-A-), Flora psicotréfica aerdbica y
(- ®-) Flora prodcutora de Sulfido.

Figure 1. Changes in bacterial counts during 10 days of ice storage. (-x-)
Total mesophilic aerobic flora on iron agar, (- m-) total mesophilic aerobic
flora on plate count agar, (-A-) psychrotrophic aerobic flora and (- ®-)
sulfide-producing flora counts.

followed by the viscera. The initial bacterial levels in muscle
were 3.5, 3.8, 2.5 and 1.3 log CFU g for TMAF, MHF, PF
and EF, respectively. The SPF, only detected in gills, repre-
sented a poor proportion of the initial fish flora.

A total of 193 strains, belonging to 17 genera, were identi-
fied: 73 from TMAF, 48 from MHF, 44 from PF, 16 from SPF
and 12 from EF. Gram-negative bacteria (138 isolates) were
from 12 genera with 26 Acinetobacter sp., 21 Pseudomonas
sp., 19 Flavobacteria sp. and 18 Vibrio sp. as the predominant
flora. The Gram-positive flora (55 isolates) was represented
predominantly by 30 Staphylococcus sp. and 19 Micrococcus
sp. (table 2).

Bacterial flora of fresh sardines caught in July

At day 0, bacterial counts of sardines were 3.6, 3.1, 3.6 and
2.1 log CFU g!' for TMAF, PF, MHF and SPF, respectively
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Tabla 2. Numero e identificacion de los aislados de sardinas frescas recolectadas en febrero-mayo y julio, y de sardinas con 10 dias en refrigeracion de las

recolectadas en julio.

Table 2. Number and identification of isolates of fresh sardines caught in February and May and in July, and on day 10 of ice-stored sardines caught in July.

Microorganismos

Numero de aislados

En sardinas frescas

En sardinas
refrigeradas

Ensayos de febrero y mayo

Ensayos de julio

Ensayos de julio

Musculo con piel

Branquias

Visceras

Musculo con piel

Musculo con piel

Bacterias Gram-positivas
Bacillus sp.

Coryneform bacteria
Micrococcus sp.
Staphylococcus sp.

S. aureus

S. epidermidis

S. hominis

S. xylosus

Total

Bacterias Gram-negativas
Acinetobacter sp.
Aeromonas hydrophila

A. salmonicida subsp. salmonicida
Enterobacter agglomerans
Escherichia coli
Providencia stuartii
Flavobacterium sp.

F. indologenes

Moraxella sp.
Pseudomonas sp.

Ps. diminuta

Ps. cepacia

Ps. paucimobilis

Ps. fluorescens
Psychrobacter immobilis
Shewanella putrefaciens
Vibrio alginolyticus
Xanthomonas maltophilia

Total
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frescas se aislaron 22 cepas Gram-positivas y 40 Gram-
negativas (tabla 2). La composicion fue semejante a la descrita
para el muisculo de las sardinas frescas recolectadas en febrero-
mayo. Sin embargo, las proporciones de Shewanella
putrefaciens, Micrococcus sp. y Staphylococcus sp. presenta-
ron valores mas altos en los ensayos de julio, mientras que las
de Acinetobacter sp., Flavobacterium sp, E. coli, Vibrio
alginolyticus y A. salmonicida fueron mas altas en los ensayos
de febrero-mayo.

Evolucion de la flora de las sardinas recolectadas en julio

Los datos de los conteos de bacterias efectuados durante el
almacenaje en hielo se presentan en la figura 1. En este periodo
los valores limite de 10°-107 CFU g se alcanzaron a los 10
dias en la SPF, mientras que en la TMAF y PF estos valores se
alcanzaron a los 8 dias de almacenaje. Para toda la microflora
en general, el crecimiento fue detectado a partir del tercer dia
de almacenaje. La TMAF incremento de 3.6 a 8.6 log CFU g
Los conteos en PCA fueron significativamente mas bajos que
los obtenidos en Agar Hierro. La PF incrementé de 3.1 a 8.5y
la SPF de 2.1 a 7.6 log CFU g!, en 10 d (figura 1).

Al final del almacenaje en hielo las bacterias Gram-
negativas constituian cerca de 90% de la flora total (tabla 2).
Ps. fluorescens era la especie predominante con 33% del total
de aislados, seguida de Sh. putrefaciens con 23% del total de
aislados; otras especies de Pseudomonas representaban 18.3%.
Las SPF estuvieron representadas casi exclusivamente por la
especie Sh. putrefaciens (tabla 3).

Discusion

En peces vivos y sanos el musculo normalmente no pre-
senta microorganismos. Es de resaltar que la contaminacion del
musculo del pescado empieza en las horas siguientes a su
captura. Los conteos iniciales de las diferentes poblaciones de
microflora estudiadas fueron semejantes a los obtenidos en
pescados de aguas frias, aunque bastante mas bajos que los
obtenidos en pescados tropicales, cuyos conteos alcanzaron
10°-10" CFU g' (Gram, 1989, en Ababouch et al. 1996). El
Marrakchi et al. (1990) registraron niveles idénticos en sardi-
nas recolectadas en la costa de Agadir. La contaminacion
bacteriana relativamente baja en las visceras puede ser un indi-
cador de un periodo de alimentacion reducido (Huss, 1988). En
nuestro estudio la SPF constituyd una baja proporcion de la
flora inicial del pescado; sus niveles estuvieron por debajo de
los descritos en trabajos anteriores (Huss, 1988; El Marrakchi
et al., 1990; Ababouch et al., 1996). La composicion de la
microflora del musculo, con relacion a la reaccion de Gram,
fue distinta a la observada por El Marrakchi et al. (1992). En
nuestro estudio las bacterias Gram-negativas fueron siempre
predominantes en la flora inicial de los ensayos de febrero—
mayo y en los de julio, en agua de mar a temperatura de 16°C y
18°C, respectivamente.
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(table 1). From the initial flora of fresh fish, 22 Gram-positive
and 40 Gram-negative strains were isolated (table 2). The
composition was similar to that of muscle of fresh sardines
caught in February and May, but proportions of Shewanella
putrefaciens, Micrococcus sp. and Staphylococcus sp. were
higher in the July trials, while those of Acinetobacter sp.,
Flavobacterium sp., Escherichia coli, Vibrio alginolyticus and
Aeromonas salmonicida were higher in February and May.

Evolution of the bacterial flora of ice-stored sardines
caught in July

Data of the bacterial counts of sardines during ice storage
are shown in figure 1. The limit counts of 10~10” CFU g!
were reached after 10 days for SPF, while the TMAF and PF
counts exceeded that limit within 8 days of storage. For all
microflora, growth was noted after 3 days of storage. The
TMAF increased from 3.6 to 8.6 log CFU g'. Counts made on
PCA were significantly lower than those obtained on iron agar.
The PF increased from 3.1 to 8.5 and the SPF from 2.1 to
7.6 log CFU g in 10 days (fig. 1).

At the end of ice storage, Gram-negative bacteria consti-
tuted about 90% of the total flora (table 2). Pseudomonas
fluorescens was the predominant species, with 33% of total
isolates, then Shewanella putrefaciens, with 23%. Other
Pseudomonas species represented 18.3%. SPF was represented
almost exclusively by Sh. putrefaciens (table 3).

Discussion

In live healthy fish, micro-organisms are normally absent in
muscle. It is important to note that the contamination of fish
muscle starts within the first hours following its capture. The
initial population counts of the different microflora studied
(table 1) were similar to those recorded for cold-water fish,
but much lower than the bacterial counts for tropical fish,
which reached 10°-10'° CFU g' (Gram, 1989, cited by
Ababouch et al. 1996). In 1990, similar values were reported
by El Marrakchi et al. (1990) for sardines caught on the coast
of Agadir. The relative low bacterial contamination in viscera
may be indicative of a reduced feeding period (Huss, 1988). In
our study, SPF represented a poor proportion of the initial fish
flora (table 1); their levels were below those from other studies
(Huss, 1988; El Marrakchi et al., 1990; Ababouch et al., 1996).
The microflora composition of muscle, in relation to Gram-
reaction, differed from that mentioned by El Marrakchi et al.
(1992). In our study, Gram-negative bacteria always predomi-
nated among the initial flora in the trials of February and May
and in those of July, in seawater temperatures of 16°C and
18°C, respectively.

In sardines from the coast of Agadir, E1 Marrakchi et al.
(1992) observed a slight predominance of Gram-positive bac-
teria with Staphylococcus sp., Micrococcus sp. and coryneform
bacteria, while Gram-negative flora was principally repre-
sented by E. coli, Vibrio fluvialis, Aeromonas hydrophila,
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Tabla 3. Nimero e identificacion de los aislados de flora productora de sulfuros (SPF) de sardinas frescas (ensayos de febrero-mayo y julio), y del dia 10 de

refrigeracion de la sardinas cogidas en julio.

Table 3. Number and identification of sulfide-producing flora isolates of fresh sardines (February and May, and July trials), and on day 10 of ice-stored sardines

(July trials).
Microorganismos Numero de aislados
En sardinas frescas En sardinas
refrigeradas
Ensayos de febrero y mayo Ensayos de julio Ensayos de julio
Musculo con piel Branquias Musculo con piel Musculo con piel
Coryneform bacteria - 2 2 -
Micrococcus sp. - 5 2 1
Shewanella putrefaciens - 3 5 10
Staphylococcus sp. - 6 4 2
Total 16 13 13

En las sardinas de la costa de Agadir, El Marrakchi et al.
(1992) observaron una escasa predominancia de bacterias
Gram-positivas, principalmente Staphylococcus sp., Micro-
coccus sp. y bacterias corineiformes, mientras que la flora
Gram-negativa estuvo representada predominantemente por
Escherichia coli, Vibrio fluvialis, Aeromonas hydrophila,
Acinetobacter anitratus, Moraxella spp. y Flavobacterium
multivorum. Asi, el sitio de recoleccion influye en la frecuencia
de aislamiento de las diferentes especies de flora del pescado,
pero no en su composicion cualitativa. De esta manera se pudo
observar un alto nivel de similaridad entre la composicion cua-
litativa de bacterias iniciales de sardinas frescas cogidas en la
costa atlantica marroqui, y de sardinas procedentes de otras
areas como el Mar Adriatico (Gennari y Tomaselli, 1988;
Gennari et al., 1999).

Elementalmente, el perfil bacteriolégico de las sardinas
frescas de la costa atlantica marroqui, se asemeja a lo descrito
para muchos otros pescados de aguas frias y templadas, en los
que las bacterias Gram-negativas psicotroficas no-fermentati-
vas (pseudomonas, flavobacteria,...) eran predominantes y las
bacterias Gram-positivas eran menos abundantes (Gram ef al.,
1987; El Marrakchi et al., 1992; Gennari et al., 1999).

Se encontr6é un gran nimero de bacterias (10’-10% g™') en
pescado alterado (con olor desagradable) en el periodo final del
almacenaje en hielo, corroborando las observaciones de otros
autores; es de aceptacion comiin que para que se induzca la
produccion de olores y sabores desagradables, los conteos de
bactérias suelen ser del orden de los 107 g! o superiores (Jor-
gensen et al., 1988; Koutsoumanis et al., 1999). Sin embargo,
solo una parte de estas bacterias pueden clasificarse como alte-
radoras activas (Gram et al., 1987).

El Agar para Conteo en Placas (PCA) sigue siendo el sus-
trato mas usado para la determinacion de los conteos de bacte-
rias totales. Sin embargo, los analisis de pescado fresco y
refrigerado mostraron que la utilizaciéon de una peptona de agar
enriquecida, como el Agar Hierro (IA) (Gram et al., 1987),
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Acinetobacter anitratus, Moraxella spp. and Flavobacterium
multivorum. Therefore, the fishing location has an influence on
the isolation frequency of different species of fish flora, but not
on its qualitative composition. So, a high degree of similarity
was found between the initial bacterial qualitative compositior
of fresh sardines caught on the Moroccan Atlantic coast and
sardines from other marine areas such as the Adriatic Sea
(Gennari and Tomaselli, 1988; Gennari ef al., 1999).

Roughly, the bacteriological profile of fresh Moroccar
Atlantic sardines appeared similar to those described for many
fishes from cold and temperate waters, where Gram-negative
non-fermenting psychrotrophic bacteria (pseudomonads, fla-
vobacteria,...) predominated, whereas Enterobacteriaceae and
Gram-positive bacteria were present at minor levels (Gram e:
al., 1987; El Marrakchi ef al., 1992; Gennari et al., 1999).

A large number of bacteria (10’-10% g') was found on
spoiled fish (off-odours production) at the end of the ice
storage (fig. 1). This result agrees with observations made by
other authors. It is usually assumed that bacterial counts of the
order of 107 g™! or higher are necessary to induce the produc-
tion of off-odours and off-flavours (Jorgensen et al., 1988;
Koutsoumanis et al., 1999), but only a part of this flora may be
classified as active spoilers (Gram et al., 1987).

The substrate most widely used for the determination of
total bacterial counts is still PCA. However, analyses of fresh
and iced fish showed that an enriched agar peptone, such as
iron agar (Gram et al., 1987), produced significantly higher
counts when all the colonies were counted (fig. 1). This finding
also agrees with Gram’s (1992) observations. In PCA, the
TMAF counts were underestimated, so we recommend the use
of iron agar for the numeration of that flora.

Dominance of psychrotrophic Gram-negative bacteria
(Pseudomonas sp. and Sh. putrefaciens) at the end of ice stor-
age was also reported by Gennari and Tomaselli (1988) for
Adriatic sea sardines. A similar evolution was not reported for
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produce conteos significantemente mas altos cuando todas las
colonias se cuentan. Este hecho concuerda con las observacio-
nes de Gram (1992). En PCA, los conteos de TMAF fueron
subestimados, asi que se sugiere la utilizacion de IA para la
cuantificacion de este tipo de flora.

La dominancia de bacterias Gram-negativas psicotroficas
(Pseudomonas sp. y Sh. putrefaciens) en el periodo final del
almacenaje en hielo, fue también registrada por Gennari and
Tomaselli (1988) para sardinas del mar Adridtico. Semejante
evolucion no se describe en las sardinas recolectadas en la
costa de Agadir (El Marrakchi et al., 1992). En ese estudio, Sh.
putrefaciens fue la flora dominante (22.7% de la microflora
total, al final del almacenaje) seguida de Proteus mirabilis y de
las bactérias corineiformes (18,7%) y Ps. fluorescens fue ais-
lada en baja cantidad. En otro estudio con sardinas de la costa
atlantica marroqui, Ababouch ef al. (1996) observaron una
incidencia mas baja de Sh. putrefaciens (2—10%). Varios estu-
dios también demuestran que esta cepa fue la predominante en
el periodo final de almacenamiento en frio de pescado marino
de aguas frias y templadas (Gram et al., 1987). El presente tra-
bajo indica que la proliferacion de bacterias no productoras de
H,S, como Pseudomonas, contribuye probablemente a la alte-
raciéon de las sardinas de la costa atlantica. La interaccion
microbiana parece ser el factor mas importante en el desarrollo
de la flora responsable por la alteracion del pescado (Gram y
Melchiorsen, 1996); la fuerte actividad anti-Shewanella en-
contrada entre los aislados de Pseudomonas sp. de pescado
tropical refrigerado que presenta alteracion puede explicar par-
cialmente por qué las Pseudomonas sp. se tornaron dominantes
a lo largo del almacenaje en hielo (Gram, 1993).

Es necesaria mas investigacion para la caracterizacion del
potencial de alteracion de las bactérias aisladas, y para estudiar
la potencial actividad inhibidora de las cepas de Pseudomonas
sp. sobre la microflora de las sardinas, en especial sobre Sh.
putrefaciens.

El enfriamiento y la refrigeraciéon mecéanica no son procedi-
mientos suficientemente adecuados para proteger el pescado
contra la accion de la alteracion microbiana. La incorporacién
de varias técnicas, como el uso de conservadores alimenticios,
a la refrigeracion (Leistner y Gorris, 1995) podria constituir
una ventaja adicional en el control de la alteracion del pescado
por accion microbiana.
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