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1. Introduccion

La acuicultura segun la FAO se define como el cultivo de organismos
acuaticos, incluyendo peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas, que implica
la intervencion del hombre en el proceso de cria para aumentar la produccion en
operaciones como la siembra, la alimentacién, etc. (FAO, 2018)

De acuerdo a los datos proporcionados por la Comision Nacional de
Acuacultura y Pesca la tilapia es considerada como una de las principales especies
cultivadas en las producciones acuicolas, México ocupa el noveno lugar a nivel
mundial en la produccion de tilapia con 117 mil 806 toneladas anuales, los
principales estados productores son Chiapas con 28,782 toneladas; Jalisco con
27,739 toneladas, Michoacan 9,663 toneladas, Veracruz con 8,762 toneladas y
Sinaloa con 8,285 toneladas. (Universidad de ledn, 2014)

Las buenas practicas de produccion en productos acuicolas, de acuerdo a los
manuales del SENASICA y el Codex Alimentarius, se refiere a las condiciones que
se deben cumplir en una unidad acuicola para reducir los riesgos de contaminacion
y de esta forma garantizar la calidad e inocuidad del producto. (Universidad de leén,
2014) (Gauthier, 2015) (Bao, 2017)

La inocuidad alimentaria, segun la Organizacién Mundial de la Salud, se
define como aquellas acciones encaminadas a garantizar la maxima seguridad
posible de los alimentos, desde la produccién, hasta el consumo (OMS, 2021)

El pescado generalmente esta libre de microorganismos patégenos
intrinsecos, pero pueden llegar a contaminarse por una mala manipulacién o
condiciones higiénicas defectuosas. La alteracion microbioldégica de la trucha se
inicia hasta después de haber desaparecido la rigidez cadavérica. (Kumar y Sanjay,
2014)

La alteracion microbiana se debe principalmente a la presencia y desarrollo
de microorganismos localizados en la superficie del pescado, branquias y cavidad
abdominal. Dichas bacterias pueden provenir del agua, manipuladores, mucilago y
tubo intestinal del pez. Las condiciones de almacenamiento favorecen la
multiplicacion de bacterias. (Kumar y Sanjay, 2014)

En el diario oficial de la federacion se encuentran dos normas que marcan los
parametros de sanidad de los productos pesqueros para el consumo humano, estas
normas son la NOM-027-SSA1-1993 Productos y servicios; Productos de pesca
frescos, refrigerados, congelados y procesados; Especificaciones sanitarias vy
métodos de prueba y NOM-242-SSA1-2009: Bienes y servicios; Productos de la
pesca; Pescados fresco-refrigerados y congelados; Especificaciones sanitarias.



Ambas normas cuentan con un apartado microbiolégico donde se marcan los
limites maximos permitidos de ciertas bacterias patdogenas y bacterias que deben
estar ausentes de los productos, estas normas se aplican en establecimientos que
se dediquen a la captura de moluscos, embarcaciones de pesca y recoleccion asi
como establecimientos donde se procesan los peces frescos, refrigerados y
congelados. (SEGOB, 1994)(SEGOB, 2011)

2. Planteamiento del problema

En el anuario de morbilidad nacional del 2019 se reportaron que durante el
afio hubo 31,916 casos nuevos de “intoxicacion alimentaria bacteriana” en todo el
territorio nacional, en este mismo anuario se encuentra que las “infecciones
intestinales por otros organismos y las mal definidas” como el segundo lugar de las
20 principales causas de enfermedad en la poblacién general de México con
429,948 casos reportados durante el 2019. (SSA, 2021)

Todos estos son casos reportados en instituciones de salud publicas como el
IMSS y el ISSSTE mas no toma en cuenta instituciones privadas. Sin embargo hay
articulos independientes que hablan del tema, un estudio realizado en Mazatlan,
Sinaloa durante el periodo de semana santa del periodo de 2014 al 2018 enfocado a
intoxicaciones especificamente por consumo de pescados y mariscos en turistas
reportd que de los pacientes hospitalizados en una unidad privada de Mazatlan el
84,6% presentaron gastroenteritis aguda infecciosa, de estos la principal causa de la
enfermedad fue de tipo bacteriana. (Leyva, 2020)

A pesar de que estén implementadas las Normas oficiales las infecciones
intestinales producidas por alimentos contaminados siguen siendo un problema a
nivel nacional, esto nos dice que en alguna parte de la produccion de los alimentos
hay una deficiencia en la implementacion de medidas sanitarias. Por otra parte en
los apartados microbiolégicos de las NOM-027-SSA1-1993 y NOM-242-SSA1-2009
hay una limitacidn en cuanto a la descripcién de los microorganismos hallados en
estos alimentos, las bacterias que se mencionan son pocos organismos que suelen
encontrarse, las especies de pescados y mariscos donde aparecen.

a) Pregunta de investigacion

¢, Qué bacterias patdgenas se pueden encontrar en el filete de Oreochromis
spp (Tilapia) que pueda ser producto de malas practicas en el procesamiento del
pescado en mercados y supermercados?

b) Objetivo general

Identificar bacterias patéogenas en filetes de Oreochromis spp (Tilapia)
obtenidas de los mercados y supermercados de Puebla por medio de cultivos
bacterioldgicos, para conocer la inocuidad de este producto.



c) Objetivos particulares

1. Aislar bacterias en los filetes de tilapia sellados al vacio utilizando los medios
de cultivo Gelosa Sangre de Carnero, Papa Dextrosa, Mac Conkey y Sal y
Manitol para identificar los posibles patdgenos.

2. Identificar por medio de espectrometria de masas MALDI-TOF las bacterias
aisladas para determinar la presencia de patdégenos para los seres humanos.

3. Analizar el cumplimiento de las especificaciones sanitarias correspondiente al
apartado microbiolégico en el punto 7.1.5 de la NOM-242-SSA1-2009
utilizando un método superior al establecido en la norma.

d) Justificacion

Con el constante aumento en la produccion de productos acuicolas (pescado,
moluscos y crustaceos) mediante la pesca y la acuicultura en zonas maritimas y
cuerpos de agua debido a la creciente demanda para consumo humano en México,
la importacion a otros paises (PROFECO, 2017) y a la falta o implementacion
inadecuada de buenas practicas en el manejo de productos acuicolas en las
unidades de produccién y procesamiento del pescado para consumo, la presente
investigacion pretende buscar la presencia de bacterias que puedan danar a la salud
humana e identificar las principales bacterias patdgenas encontradas en los filetes
de Oreochromis spp (tilapia) provenientes de cadenas comerciales y mercados.

Dado a que la tilapia es una de las especies que se producen con gran
frecuencia mediante acuicultura y pesca en el pais, la finalidad del proyecto es
informar y concientizar a las personas acerca del consumo y manejo responsable de
productos acuicolas adquiridos en cadenas comerciales o mercados en la ciudad de
Puebla para la prevencion de infecciones de tipo bacterianas.

Sobre la técnica para la identificacion de los microorganismos se decidié no
usar las establecidas en las NOM debido que en la NOM-242-SSA1-2009 siendo la
mas actualizada se establece que las técnicas para la identificacion de
microorganismos en pescado debe ser principalmente mediante por medio de
diluciones y bioquimicas, estas pruebas estan abiertas a posibles errores de
interpretacion y tiene un rango bajo de bacterias que puedan ser reconocidas, por
esta razén se ha decidido usar una tecnica superior para poder identificar la mayor
cantidad de microorganismos que puedan estar presentes en los filetes sellados al
vacio.

3. Revision de la literatura

3.1. Antecedentes de la acuicultura en México



La acuicultura se define como el conjunto de actividades, técnicas y
conocimiento sobre la crianza de especies acuaticas ya sean animales o vegetales
de agua dulce o salada. Es una practica que se ha observado se llevé a cabo por
diversas culturas en varios paises tales como China, Egipto, Grecia, etc desde
tiempos remotos (INAES, 2018). En nuestro pais se ha reportado que desde el
periodo prehispanico ya se realizaban cultivos de peces en rios, lagos naturales y
artificiales con fines de alimento y ornamentales (UNAM 2021).

La FAO reconoce el desarrollo formalizado de la acuicultura en México hasta
la finales del siglo XIX en el afio 1883 debido a que en ese periodo se construyo el
Vivero Nacional Chimalapa en Ocoyoacac lerma Estado de México el cual dio inicio
la crianza de Oncorhynchus mykiss (Trucha arcoiris) con un total de 500,000 huevos
que fueron importados de Estados Unidos, este proyecto tenia la finalidad de
repoblar los cuerpos de agua nacionales. No obstante la FAO considera que la
piscicultura maritima empezo6 un periodo después, hasta el afio de 1898 cuando se
realizaron estudios para la mejora de la engorda del Trachinotus paitensis
(Pampano) en Baja California Sur mediante el uso de jaulas flotantes (FAO, 2009).

Por otro lado, el gobierno de México considera los comienzos formalizados
de la acuicultura en la década de los 50 con la implementacion de cultivos
experimentales o extensivos. Entre los afios 1950 y 1960 hubo un gran aumento en
la acuicultura de repoblacion, donde se construyeron 16 centros acuicolas los
cuales se dedicaban a la cria especifica de Cyprinus carpio (Carpa espejo) con la
finalidad de repoblar las aguas dulces (INAES, 2018). Durante este periodo hubo
varios proyectos los cuales pretendian incrementar la produccién acuicola en el pais.
En Sinaloa y Michoacan se comenzoé la produccion de bagre, en Sonora se empezé
el desarrollo del cultivo del camardn azul y de igual manera en el afo 1967 se
introdujeron en las zonas centro y sureste del pais la tilapia, el bagre y la trucha
(Vega y Cupul, 2014).

3.2. Actualidad de la acuicultura en México.

Meéxico cuenta con una gran diversidad de ecosistemas y condiciones
climaticas que le permite un desarrollo amplio para la acuicultura, el territorio costero
consta de 1, 567,000 cuerpos acuaticos ademas de que se aprovechan mas de 5000
cuerpos pequefios de agua de tipo temporal o permanentes (Vega y Cupul, 2014).

Actualmente en México la acuicultura se practica en 23 estados de la
republica, de los cuales entre los mas importantes productores se encuentran:
Morelos, Nayarit, Jalisco, Veracruz y Yucatan (Velarde 2020). El consumo per capita
de pescado en el pais ha aumentado en los ultimos anos, en 2014 se estima un
consumo de 8.9 kg per capita el cual 5 afos después aumentd hasta 13.2kg
(Redaccion, 2019).
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La acuicultura en nuestro pais se enfoca en dos propdsitos: la produccion de
pescado y mariscos para el consumo humano y en la crianza de peces de
ornamento. En 2017 se reportaron cifras sobre el cultivo de pescado y mariscos el
cual llegé hasta 404 mil toneladas de pescados provenientes de zonas riberefas,
aguas interiores y estanques de territorio nacional. Por otro lado se reporté que
vendieron hasta 43 millones de peces de ornato, cuando en afos pasados se
vendian 40 millones anualmente (Velarde 2020).

Morelos es el principal estado en la producciéon de peces de ornato, se crian
un estimado de 25 especies de peces y cuentan con un total de 219 unidades de
produccion acuicola dedicados a la cria de peces de ornamento (INAPESCA,
2018a).

3.3. Especies producidas en el pais.

Como se mencion6 México cuenta con una gran diversidad de pescados y
mariscos usados para la cria y engorda con destino de consumo o importacion, a
continuacion se mencionan las principales especies que se producen en el pais:

Tabla 1. Especies que se cultivan en México para el consumo humano y otros
propositos.

Nombre comun

Nombre cientifico

Abulén Colorado

Haliotis rufescens

Almeja generosa

Panopea globosa

Atln aleta azul

Thunnus orientalis

Bagre de canal

Ictalurus punctatus

Camarén patiblanco

Litopenaeus vannamei

Carpa barrigona,
Carpa cabezona,
Carpa comun,
Carpa espejo,
Carpa herbivora,
Carpa negra,
Carpa plateada

Cyprinus carpio rubrofuscus,
Aristichthys nobilis,
Cyprinus carpio communis,
Cyprinus carpio specularis,
Ctenopharyngodon idella,
Mylopharyngodon piceus,
Hypophthalmichthys molitrix

Catan

Atractosteus spatula

Cobia / Esmedregal

Rachycentron canadum

Corvina ocelada

Sciaenops ocellatus
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Gaspar / Pejelagarto

Atractosteus tropicus

Jurel

Seriola lalandi

Langosta de agua dulce

Cherax quadricarinatus

Langostino malayo

Macrobrachium rosenbergii

Lenguado de California

Paralichthys californicus

Ostién Japonés

Crassostrea gigas

Pescado blanco

Menidia estor

Tilapia azul,

Tilapia Blanca,

Tilapia de mozambique,
Tilapia de nilo,

Tilapia herbivora,
Tilapia mojarra,

Tilapia naranja,

Tilapia roja de florida,
Tilapia Stirling

Oreochromis aureus,

O. niloticus Var. Rocky Mountain,
Oreochromis mossambicus,
Oreochromis niloticus,
Tilapia rendalli,
Oreochromis urolepis hornorum,
O. mossambicus Var. naranja,
Oreochromis sp,

O. niloticus Var. Stirling

Trucha arcoiris

Oncorhynchus mykiss

Nota: Recuperado de Food and Agriculture Organization of the United Nations 2005.

Durante el afio 2011 México se mantuvo el lugar numero 17 en la produccién

pesquera a nivel mundial esto segun los registros de la FAO, entre las especies
producidas se destacaron como las mas producidas mediante pesca y acuicultura en
el pais fueron la sardina, camaroén, atun vy tilapia durante el periodo de 2000 al 2012
(Gonzalez, 2016).

En los registros del gobierno de México se tiene que en la cria de peces de
ornato se cuenta con 19 especies de las cuales se utilizan 67 variedades diferentes,
de las cuales la mayor parte son de origen asiatico (INAPESCA, 2018a) a
continuacion se muestra una tabla que muestra cuales son las especies cultivadas
con mayor frecuencia.

Tabla 2. Principales especies criadas en México para ornamento

Nombre comun Nombre cientifico

Barbo cereza Capoeta titteya

Betta Betta splendens

Carpa dorada Carassius auratus
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Carpa Koi Cyprinus carpio sp.
Ciclido fenestratus Haplochromis fenestratus
Ciclido Johani Melanochromis johanni
Ciclido limén Neolamprologus leleupi
Colisa Colisa lalia

Danio cebra Brachydanio rerio
Espada Xiphophorus helleri
Guppy Poecilia reticulata
Gurami Trichogaster trichopterus
Moly comun Poecilia latipinna
Molly de velo Poecilia velifera
Monja Gymnocorymbus ternetzi
Oscar Astronotus ocellatus
Pez angel Pterophyllum scalare
Platy Xiphophorus maculatus
Plecos Hypostomus plecostomus
Tetra Hemigrammus caudovittatus

Nota: Recuperado del Instituto Nacional de Pesca. 20 de marzo de 2018.

Estas especies de ornato por su origen se categorizan en dos grupos: peces
de clima templado y peces de clima tropical, de estos dos grupos los peces de clima
tropical son los que tienen mayor importancia hablando de forma econdémica ya que
representan el 70% de las ventas de las especies de ornato por lo tanto son las
especies que se crian con mayor intensidad (INAPESCA, 2018a).

3.4. La tilapia en México.

La Oreochromis sp (Tilapia) es una especie proveniente de Africa, la cual fue
introducida en México en el afio de 1964 durante un periodo con gran incremento en
las actividades acuicolas y el comienzo del desarrollo formalizado de esta, es una
especie que tiene gran importancia en las zonas tropicales y subtropicales a nivel
global por su versatilidad y alta produccion (UNAM, 2021).
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El cultivo de la tilapia es uno de los mas populares en el pais debido a la facil
adaptacion que posee, son animales de rapido crecimiento, tolerante a
enfermedades, capaz de sobrevivir en bajas concentraciones de oxigeno, son
altamente productivos y al ser especies omnivoras aceptan alimentos de tipo natural
y artificial. En México la tilapia se cultiva en sistemas extensivos, semi-intensivos e
intensivos, su cultivo se realiza practicamente en toda la republica a excepcién de
Aguascalientes y la CDMX, mas los sistemas para engorda se ubican mayormente
en zonas tropicales (INAPESCA, 2018b).

3.5. Medidas sanitarias y manejo de la tilapia

Desde su crianza, engorde y hasta el procesamiento primario del pescado es
necesario tener un manejo sanitario adecuado para evitar el compromiso del
producto con agentes patdégenos o agentes quimicos que puedan dafar la salud de
los consumidores, la implementacion de Buenas Practicas en la produccion
acuicolas son necesarias para evaluar, corregir y disminuir estos riesgos de
contaminacién en el manejo del pescado y garantizar productos seguros para el
consumo humano (Garcia y calvario, 2008).

El buen manejo en las producciones acuicolas comienza desde el disefio
desde las instalaciones, las fuentes de cria o huevos, monitoreo de los estanques,
alimentacion adecuada, programas preventivos de sanidad, hasta la cosecha del
producto y su inspeccion final (Garcia y calvario, 2008).

En la acuicultura es posible controlar el ambiente en el que se mantienen los
peces, el mantenimiento del agua es una de las partes importantes para permitir un
buen desarrollo de los peces (Balbuena, 2011), a pesar de que la tilapia es resistente
a diversos tipos de clima sus parametros basicos Optimos para asegurar su
crecimiento y su reproducciéon (INAPESCA, 2018).

e Temperatura (para reproduccion): 24°C - 29°C
e pH o6ptimo: 7.5

e Oxigenacién: 3 - 5 mgl/l

e Concentracion de CO2: < 30 mg/l

e Salinidad: < 20 ppt

Ademas de estos parametros se debe mantener en cuenta la densidad de la
poblacion en los estanques, una alta densidad significa que los peces estan
sometidos a una mayor competencia de alimento, oxigeno y espacio. Debido a esta
competencia tiende a presentarse estrés en los animales, por lo general las
poblaciones densas producen predisposicion a enfermedades (Balbuena, 2011).
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Como manejo sanitario del agua se realizan vaciados de los estanques por
cada siembra para su limpieza y desinfecciéon ademas de que de forma regular se
realizan cambios del agua durante el crecimiento de los peces para mantener sus
niveles de oxigenacion ademas de que permite un flujo del fondo lo cual evita el
cumulo de desechos (Balbuena, 2011).

Durante la cosecha como medida sanitaria los lotes de peces son
recolectados en tiempos separados para evitar la mezcla de estos, una vez que son
recolectados los peces se lavan con agua limpia para eliminar cualquier sedimento
que puedan portar (Garcia y calvario, 2008). En el caso de que los peces se utilicen
en ese momento para su evisceracion y procesamiento se debe de contar con un
area limpia especialmente para esta actividad donde se trabajara el pescado,
equipado con material de trabajo adecuado como vestimenta de seguridad,
utensilios para el manejo de los peces, material de empaque y contenedores
debidos para los desechos. Los peces deberan de sacrificarse de manera rapida y
ser almacenados a una temperatura de enfriamiento (4°C) hasta su procesamiento
(Garcia y calvario, 2008).

La distribucion del pescado como producto final puede ser diversos
compradores en los cuales se incluyen a los mayoristas que se refiere a
distribuidores, grandes superficies donde entran los supermercados, grandes
consumidores el cual engloba a restaurantes, hoteles entre otros negocios,
minoristas o vendedores ambulantes y pescaderias, por ultimo se puede distribuir
directamente al consumidor final (AGEXPRONT, 2006).

La venta del pescado se realiza en varias presentaciones (en pie, fresco o
congelado entero, sin visceras y cabeza, entero eviscerado o en filete), todas estas
presentaciones de venta requieren de un manejo sanitario diferente durante su
preparacion (AGEXPRONT, 2006), en el caso de los peces vivos requeriran de un
estanque limpio y controlado por parte del comprador para evitar que enfermen
antes de su venta al consumidor final, por otro lado el pescado ya sea completo o en
las demas presentaciones requeriran de un método de conservacion para evitar el
deterioro del producto que por lo general es por medio de temperatura dependiendo
del tipo de pescado o el tiempo de esta conservacion se puede utilizar enfriamiento
que se realiza de forma estandar a 0°C (corto plazo) o congelacién que requiere una
temperatura por debajo de los 0°C (largo plazo) (Shawyer y Medina, 2005).

3.6. Bacterias comunes encontradas en la tilapia

Durante la cria, el desarrollo y la engorda de la tilapia es necesario tener un
control del ambiente en el que se mantienen, una en la densidad alta de la poblacion
del estanque, un mal manejo del agua, entre otros casos pueden fomentar la
aparicion de enfermedades de tipo bacterianas en los peces. (Balbuena, 2011).A
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continuacion se presentaran cuales son las bacterias que se encuentran con mayor

frecuencia en los estanques de producciones de tilapia.

Tabla 3. Principales bacterias encontradas en criaderos de tilapia.

Ager!te Gram +/- Ambiente Transmision
Bacteriano
Aeromonas N . Aerobio Contacto por via cutanea,
; egativo . . . . .
hydrophila facultativo ingesta y via respiratoria
Aeromonas N . Anaerobio Contacto por via cutanea,
. egativo . . . . .
salmonicida facultativo ingesta y via respiratoria
Clostridium " Anaerobio V".a oral alimentos
. Positivo . contaminados, contacto con
botulinum estricto .
agua contaminada
Flavobacterium N . Aerobio Contacto con agua
. egativo : .
columnaris estricto contaminada
Flexibacter . Aerobio Contacto directo con otros
. Negativo : peces portadores o agua
columnaris estricto )
contaminada
. Contacto directo con otros
. Aerobio
Pseudomonas Negativo : peces portadores o agua
estricto )
contaminada
. Contacto directo con otros
" Anaerobio
Streptococos Positivo . peces portadores o agua
facultativo X
contaminada

Todas estas bacterias se consideran de tipo oportunista ya que se encuentran
en el ambiente de forma natural y tienden a aparecer brotes en cuanto existe alguna
alteracion los estanques tales como una alta densidad de poblacién, ingreso de
alimentos con toxinas o agentes infecciosos, la presencia de un animal enfermo
puede contaminar el agua del estanque y propagar infecciones (Balbuena, 2011).

Estas bacterias son de importancia en la inocuidad porque estas pueden
transmitirse a seres humanos, ademas de las que se encuentran de forma normal en
el ambiente también hay bacterias que pueden llegar a los estanques por medio de
un manejo deficiente en las medidas sanitarias por parte de la granja, estas pueden
llegar a los estanques resultado de alguna interaccion con heces humanas o de
otros peces, una ubicacion de la produccidn cercana a poblaciones humanas u otras
producciones, poco control de la fauna silvestre (Garcia y calvario, 2008). En la lista
de bacterias encontradas en diversos tipos de tilapa transmisibles a humanos se
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encuentran las mencionadas en la tabla 4 ademas de Erysipelothrix rhusiopathiae,
Leptospira interrogans, Listeria monocytogenes, Plesiomonas shigelloides, Yersinia
enterocolitica y bacterias del género Vibrio (Garcia y calvario, 2008).

3.7. Técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF).

La espectrometria de masas es una técnica utilizada para la identificacion de
microorganismos mediante la creacién de un espectro basado en el perfil de
proteinas. Por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -
Time Of Flight (MALDI-TOF) su fundamento consiste en la ionizacion de las
moléculas de una muestra cultivada en medio sélido combinada con una solucién
saturada de baja masa llamada matriz, al ser expuestas a un laser UV sobre una
placa metalica las proteinas se aceleran por accion de un campo electrostatico
(MALDI) y estas viajan a través de un tubo de vuelo al vacio, durante su recorrido
estas se separan segun su masa siendo las de menor masa las primeras en ser
detectadas y subsecuentemente las demas, el detector produce un espectro en
picos conforme al tiempo de vuelo (TOF) en el que van llegando estas moléculas
siendo la relacién masa/carga (m/z). (Maldonado, 2018)

Este espectro generado es la “huella” del microorganismo que se compara
con las cepas de referencia en la base de datos del equipo, de esta forma se logra
identificar la especie y el género del microorganismo y arrojar un resultado que sea
compatible o se acerque a este espectro generado. (Maldonado, 2018)

4. Hipétesis

1- Se encontrara agentes bacterianos patégenos en los filetes de Oreochromis spp
(tilapia) de acuerdo a los descritos en la NOM-242-SSA1-2009.

2- La carga bacteriana en las muestras de supermercados se encuentran por debajo
de los limites maximos del apartado microbioldgico de la NOM-242-SSA1-20009.

5. Materiales y métodos
5.1. Disefo del estudio

La investigacion a realizar es de tipo experimental, el tipo de estudio es
prospectivo con un disefio descriptivo transversal.

5.2. Poblacion a estudiar

La poblacion a evaluar son filetes de tilapia (Oreochromis spp) provenientes
de 2 supermercados (Walmart y Chedraui) y 3 mercados (Mercado 5 de mayo,
Mercado Venustiano Carranza, Mercado Zapata) localizados en la ciudad de Puebla.

5.3. Materiales requeridos
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Se requieren 10 filetes de tilapia sellados al vacio, provenientes de los
mercados y supermercados a evaluar (2 por sucursal), medios de cultivo Gelosa
sangre de carnero, MacConkey, sal y manitol, Papa dextrosa. Como equipo de
laboratorio se requerira guantes de latex, batas de laboratorio, asa de siembra,
mechero de bunsen, manguera de hule y acceso a una incubadora del laboratorio de
la UPAEP.

5.4. Método a realizar

Adquisicion de filetes de tilapia sellados al vacio de mercados vy
supermercados de la ciudad de Puebla, todos conservados a una misma
temperatura 0°C (temperatura de almacenamiento en enfriamiento) dichos filetes se
llevaran al laboratorio de microbiologia de la Universidad Popular Autonoma del
Estado de Puebla (UPAEP).

Se realizara una técnica de aislamiento de microorganismos en los medios
antes mencionados, cada caja de Petri, dividida en dos partes utilizando un
marcador donde se cultivaran las muestras, ayudando a tener una mejor
identificacion de las muestras.

Utilizando una asa de siembra esterilizada con el mechero se tomara una
muestra de la superficie de los filetes de tilapia, la extension de la muestra sobre el
agar sera realizada con trazos en forma de estrias. Estos se dejaran en las
incubadoras y se les realizaran revisiones del crecimiento bacteriano a las 24 horas,
48 horas y 72 horas después del procedimiento de aislamiento.

Al terminar estas revisiones se realizara una identificacion de los
microorganismos mediante una espectrometria de masas (MALDI-TOF), para este
proceso se utilizara una parte de las colonias bacterianas en una placa de metal a la
cual se le agrega una gota de matriz cristalizada (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) y
se introducira en el espectrometro de masas para su identificacién. En la imagen 1
se observa de forma detallada como se realiza el proceso de preparacion de la
muestra y el flujo de trabajo que se debe seguir al usar el equipo MALDI.
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Fluj I: ™
Para cada paso se indican los S0Ps adecuados "“.@E._-

Cullivo_de Ia_ muestra 381 382
microbiana

)

‘ Placa MALDI limpia |——| Método de transferencia
directa para preparacion 36.1,36.3,3.9.1
[ Preparacion matriz I — de muestras

!

EIIVD MALDI Biotyper
[ Instrumento operativo |—’ para identificacion 371,392

'

Si
£ldentificacion

probable? 393

l Placa MALDI limpia — Método de extraccion del

acido férmico para 361,383,395
[ Preparacion matriz ——p| preparacion de muestras

v

ElNVD MALDI Biotyper
para identificacion

[ Instrumento operativo | ——p 371,396

v

Si

ildentificacion

probable? Fin 397

Analizar la muestra con un método diferente.

Imagen 1. Flujo de trabajo del IVD MALDI Biotyper (Figura 3-1 de IVD MALDI
Biotyper 2.2 Manual del usuario, 2011).

6. Resultados esperados

Con esta investigacion se espera que mediante la identificacion de los
agentes patogenos se pueda informar a las personas sobre la inocuidad de los
alimentos y los peligros que conllevan estos productos a causa de un mal manejo
durante el procesamiento para la venta, de tal forma que se tenga precaucion tanto
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por parte de los vendedores para corregir este mal manejo; Disminuyendo el riesgo
de contaminacion al igual que por parte de los consumidores y de esta manera
tomar las debidas precauciones a la hora de la preparacion y consumo de los

alimentos.

7. Cronograma de actividades

Tabla 4. Cronograma de actividades.

Objetivo

Actividad

Tiempo (semanas)

1

2

3(4|5|6|7

Adquirir los elementos
a muestrear y observar
en qué condiciones de
conservacion se
mantienen durante la
venta al publico.

Compra de 2 filetes de
tilapia por establecimiento
(Mercado 5 de mayo,
Mercado Venustiano
Carranza, Walmart vy
Chedraui).

Preparar las muestras
a evaluar durante los 3
dias siguientes

Toma de muestras vy
realizacion del primer
aislamiento en los medios
de cultivo:

e Gel sangre de

carnero

e MacConkey
Sal y manitol
e Papa dextrosa

Monitorear el avance
de los cultivos
bacterianos y buscar la
presencia de colonias
bacterianas.

Primera lectura de
cultivos  bacteriologicos
(24 hrs).

Monitorear el avance
de los cultivos
bacterianos.

Segunda lectura  de
cultivos  bacterioldgicos
(48 hrs).

Realizar una ultima
evaluacion a las
muestras y realizar la
identificacion de los
microorganismos

presentes en las

Tercera lectura de cultivos
bacteriologicos (72hrs).
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muestras.
Interpretacion .
P y Analizar los resultados
escritura de .
obtenidos.
resultados.

8. Resultados

A continuacion se mostraran los resultados obtenidos previamente durante el
periodo de otono del 2019, durante esa sesion se obtuvieron muestras de los
cultivos antes mencionados con lecturas a las 24, 48 y 72 hrs.

Tabla 5. Lectura de cultivos bacterioldgicos de muestras tomadas en 2019 a las 24

hrs de incubacion.

Y4 V4 CH CH 5M 5M w w vC

GSC INC INC INC INC INC INC INC INC INC
MC SC SC SC SC SC SC INC INC SC
SyM SC SC SC SC SC SC SC SC SC
PDA INC INC SC SC SC SC INC INC INC
VB SC SC SC SC SC SC INC INC SC
TCBS SC SC SC SC SC SC INC SC SC

Nota: VC (Mercado Venustiano Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo),
CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), GSC (Agar Gelosa Sangre de Carnero), MC
(Agar MacConkey), SyM (Agar Sal y Manitol), PDA (Agar Papa Dextrosa), VB (Verde
Brillante), SC (Sin crecimiento), INC (Incubar).

Tabla 6. Lectura de cultivos bacteriologicos de muestras tomadas en 2019 a las 48

hrs de incubacion.

Z Z CH CH 5M 5M w w VC vC
5-1 Se
observa el
GSC | sC scC INC  INC gfeg'em'j,:; sc INC INC INC INC
pequena
colonia
31 Se 5-1 Se 641
Se - 71
observa observa el  Crecimient o
observ T Crecimien
a ol el o crecimient o de. una to de una
crecimi crecimient ode forma colonia de colonia
MC o de una abundante  coloracion
zgtczma SC colonia, INC de una amarilla glr:]ﬂgf a INC SC SC
colonia color rojo. colonia 6-2 Se una
3-2 Se grande observan
peque - lactosa
fia observa 5-2 Se pequefias negativa
el observa el colonias
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crecimient crecimient sobre la 7-2
o de una o de una linea de Crecimien
colonia de colonia estriado to de una
un color pequena. de color colonia
aproxima amarillo abundant
do e, similar
blanco. a una
lactosa
positiva
SyM SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
PDA INC INC SC SC SC SC INC INC INC INC
VB SC SC SC SC SC SC INC INC SC SC
TCBS SC SC SC SC SC SC INC SC SC SC

Nota: VC (Mercado Venustiano Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo),
CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), GSC (Agar Gelosa Sangre de Carnero), MC
(Agar MacConkey), SyM (Agar Sal y Manitol), PDA (Agar Papa Dextrosa), VB (Verde
Brillante) 151, TCBS (Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa), SC (Sin crecimiento), INC
(Incubar).

Tabla 7. Lectura de cultivos bacterioldgicos de muestras tomadas en 2019 a las 72
hrs de incubacion.

Z Z CH CH 5M 5M w W vC vC
GSC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
7-1
Se 8-1
3-2 Se e 6-1 observa c?t?serva
observa Se Crecimient  crecimien ol
ol observa el o de una to de crecimie
crecimie cregimient COIon'il? color(ljia e
o de una amarilla grande,
MC SC SC nto de SC 6-2 Lac (-) unla . SC SC
UNa. pequena Crecimient 7-2 Se cooma
pelczugna sobre las o de observa Ipequena
E?a?]';': lineas de colonia crecimien r;?:rame
estriado blanca to de t
posible ranspar
Lac (+) ente.
SyMI SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
PDA SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
VB SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
TCBS SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC

Nota: VC (Mercado Venustiano Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo),
CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), GSC (Agar Gelosa Sangre de Carnero), MC
(Agar MacConkey), SyM (Agar Sal y Manitol), PDA (Agar Papa Dextrosa), VB (Verde
Brillante), TCBS (Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa), SC (Sin crecimiento), INC (Incubar).

Después de 72 hr se realizé una espectrometria con la técnica MALDI-TOF

para la identificacion de las colonias bacterianas en los cultivos, en los cuales se
encontraron los siguientes resultados:
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Tabla 8. Bacterias identificadas por técnica de MALDI-TOF de muestras tomadas en
2019.

Organismo Organismo
Nombre . - Puntuaciéon (segundo organismo Puntuacion
ID (mas compatible) :
compatible)
3-2 , ,
3-2 Rothia endophytica 2.325 N/I 1.219
(+) (B) s
5-2 5.2 Psychrol?a_cter 1796 Psychrot_)a_cter 175
(+) (B) sanguinis sanguinis
6-1 S ,
6-1 Kocuria rhizophila 1.812 N/I 1.573
(+) (B) P
71 7-1 N/I 1.42 N/I 1.41
(-) (C) ' '
7-2 ,
7-2 Enterobacter kobei 2.153 Enterobacter cloacae 2.071
(++) (C)
8-1 Chryseobacterium
(+) (B) 8-1 indologenes 1.817 N/I 1.663

Nota: N/I (no identificado).

Con los resultados obtenidos en la espectrometria se realizé una grafica en la
que se compara en porcentaje el crecimiento bacteriano entre las muestras tomadas
en mercado y las muestras de supermercados.

Grafica 1: Cantidad en porcentaje de muestras con INC y SC de mercados 2019.

Mercados

a0

&0

50

i)

Porcentaje

30

20

. I

INC 5C

Mercados

Porcentaje en todos los datos.

Nota: S/C (Sin crecimiento), INC (Incubar).
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Grafica 2: Cantidad en porcentaje de muestras con INC y SC de supermercados

2019.

Grafica de Supermercados
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Porcentaje en todes los datos,

Nota: S/C (Sin crecimiento), INC (Incubar).

Se observa que en los mercados el porcentaje de INC (Incubar) es bajo (5%)
a comparacion de las muestras tomadas en los supermercados el cual obtuvo un

porcentaje alto (55%).

Con motivo de retomar la investigacién del 2019 se realizé nuevamente el
experimento con una segunda muestra de los mismos establecimientos, se
adquirieron los productos el dia 18/06/21 los cuales se mantuvieron en refrigeracion
a 0°C como es reglamento para la conservacion de los productos pesqueros en
refrigeracion por la FAO hasta el momento de su uso en el laboratorio el dia 19/06/21
donde se realizaron nuevamente los cultivos en Gelosa Sangre de Carnero,

MacConkey, Sal Manitol y Papa Dextrosa de 2 filetes de tilapia por sucursal.

Tabla 9. Lectura cultivos muestras tomadas el 19/06/21 a las 48 hrs de incubacion.

VC1 VC2 Z1 z2 5M1 5M2 CH1 CH2 w1 w2
i J 1UF 1 UF
4 UF multip multip 1 UF grand/ 1 UF  blanc/
grand/ blanc/
GSC SC SC 1 UE les les > UF SC S5UF  bplanc 2UF
blanc coloni coloni s ahem grand puntifo
as as 9 olitica rme
MC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
SyM SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
PDA SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
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Nota: 1 y 2 se refiere a cada filete de tilapia muestreado, VC (Mercado Venustiano
Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo), CH (Chedraui Puebla V), W
(Walmart Reforma), GSC (Agar Gelosa Sangre de Carnero), MC (Agar MacConkey), SyM
(Agar Sal y Manitol), PDA (Agar Papa Dextrosa), SC (Sin crecimiento), UF (Unidad
Formada).

Representado en la tabla 9 se pueden observar las lecturas del cultivo
primario a las 48 hrs, a una temperatura de 37.5 °C siendo la temperatura ideal para
el crecimiento bacteriano podemos ver que todas las placas de agar Mac Conkey,
Papa dextrosa y Sal Manitol de mercados y supermercados no obtuvieron
crecimiento de colonias, a continuacion se mostraran imagenes representativas de
los resultados de estas lecturas:

Imagen 2. Lectura Cultivo Primario Walmart 1 a las 48 hrs en placas GSC, MC, SyM
y PDA.

Imagen 3. Lectura Cultivo Primario M. 5 de Mayo a las 48 hrs en placas GSC, MC,
SyMy PDA.

Imagen 4. Lectura Cultivo Primario M. Zapata 2 a las 48 hrs en placas GSC, MC,
SyMy PDA.

En las placas de Gelosa Sangre de Carnero donde crecieron colonias
bacterianas se noto que la carga por lo general fue baja, teniendo la imagen 5 con
menor crecimiento y la imagen 6 con mayor numero de colonias. Debido a la baja
carga bacteriana en los demas cultivos como se observa en la imagen 7 se opto por
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realizar un resembrado de las colonias, esto con el fin de obtener una mayor
muestra de cada colonia encontrada para la identificacién con el equipo MALDI-TOF.

i

Imagen 5. Cultivo Primar{o Walmart 1 a las 48 hrs en placa GSC.

k\

Imagen 6. Cultivo Primario M. 5 de Mayo 1 a las 48 hrs en placa GSC.

Imagen 7. Cultivo Primario M. Zapata 2 a las 48 hrs en placa GSC.

Para realizar una comparacion entre los resultados del estudio del 2019
se realizaron nuevamente dos graficas en las que se miden la cantidad en
porcentaje de las muestras que no obtuvieron crecimiento en comparacion
con las que tuvieron crecimientos de mercados y supermercados. En la
grafica 3 correspondiente a las muestras obtenidas de mercados podemos
observar que en el 84% de las placas no hubo crecimiento de colonias,
mientras que en el otro 16% se encontraron colonias en crecimiento. Por otro
lado en la grafica 4 que corresponde a las muestras de supermercado se
puede ver una clara diferencia las muestras del 2019, en estas nuevas
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muestras el 81% de las placas no presentaron crecimiento bacteriano
mientras que solo el 19% obtuvo colonias creciendo.

Grafica 3. Cantidad en porcentaje de muestras con INC y SC de mercados 2021.
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Nota: S/C (Sin crecimiento), INC (Incubar).

Grafica 4. Cantidad en porcentaje de muestras con INC y SC de supermercados
2021.
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Nota: S/C (Sin crecimiento), INC (Incubar).
Por cada placa de GSC en la que hubo crecimiento bacteriano se

seleccionaron las colonias que presentaban diferencias morfolégicas para realizar un
resembrado con cada una de las colonias. El sembrado se realizé con la técnica de
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estria cruzada, nuevamente en placas de enriquecimiento (GSC) las cuales se

incubaron a 37°C.

Tabla 10. Colonias halladas en las placas GSC de las diferentes sucursales para

resiembra.
Muestra Resiembra de colonias en p/promocion
1) Col. gris grande
Z1de GSC 2) Col. pequena blanca
1) Col. grande ombligada
Z2 de GSC 2) Col. g-hemolitica
3) Col. pequena blanca
1) Col. grande blanca
5M1 de GSC 2) Col. pequefia k_)lanca
3) Col. grande gris
4) Col. pequefa gris
1) Col. blanca
5M2 de GSC 2) Col. gris
CH2 de GSC 1) Col. puntiformc_a a-hemolitica
2) Col. grande gris
W1 de GSC 1) Col. grande
1) Col. puntiforme
W2 de GSC 2) Col. grande

Nota: p/promociéon (Placa de promocion de crecimiento), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado
5 de Mayo), CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), 1 y 2 al lado de los
establecimientos se refiere a cada filete de tilapia muestreado,GSC (Agar Gelosa Sangre de

Carnero).
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Imagen 8. Resembrado de dos Imagen 9. Resembrado de dos
colonias de muestra Walmart 2 a las colonias de muestra Walmart 2 a las
24 hrs. 48 hrs.

Al igual que los cultivos anteriores se realizaron lecturas a las 24 y 48 hrs en
las imagenes 8 y 9 se puede observar la diferencia en el crecimiento de las
colonias. Por ultimo se realizdé un ultimo resembrado de las colonias con la finalidad
de obtener una muestra fresca para la espectrometria de masas. Tras el crecimiento
de las colonias purificadas se realizd una espectrometria de masas con equipo
MALDI-TOF para la identificacion de las cepas encontradas, a continuacién se
muestra el principal microorganismo encontrado por cada colonia purificada.

Tabla 11. Principales microorganismos identificados por colonia purificada.

. . Microorganismo
Microorganismo Puntu . Puntu
Nombre . . i (segundo organismo "
(mas compatible) acion ; aciéon
compatible)
Z1 #1 . ,
(+)(B) Staphylococcus saprophyticus 1.779  Staphylococcus saprophyticus 1.768
Z1 #2
N/I 1.282 N/I 1.192
(-)(C)
Z2 #1 .
Staphylococcus sciuri 1.89 N/I 1.563
(+)(B) ks -2
Z2 #2 , - , .
(+)(B) Staphylococcus epidermidis 1.866 Staphylococcus epidermidis 1.774
Z2 #3
N/I 1.049 N/I 0.961
(-)(C)
5M1 #1
N/I 1.373 N/I 1.247
(-)(C)
5M1 #2
N/I 1.152 N/I 1.129
(-)(C) E— E—
5M1 #3 . ,
(++)(A) Lactococcus garvieae 2.045 Lactococcus garvieae 1.953
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5M1 #4
N/I 1.215 N/I 1.131
(-)(C)
5M2 #1
N/I 1.571 N/I 1.365
(-)(C) — —
?ﬂz) (iZ) Vagococcus fluvialis 2.072 Vagococcus fluvialis 2.005
C(':')%CT N/I 1,302 N/l 1.205
C(T)Z(;)Z Exiguobacterium aurantiacum 1.817 N/I 1.39
Wi Staphylococcus sciuri 1.702 N/I 1.428
(+)(B) — —
W2 #1
N/I 1.56 N/I 1.396
(-)(C)
\(/\g(gi Lactococcus garvieae 1.932 Lactococcus garvieae 1.74
VGSC . . , .
Bacillus subtilis 2.078 Bacillus subtilis 2.04
(++)(A)
VSM . s ) i
(-)C) Bacillus subtilis 2.081 Bacillus subtilis 1.967

Nota: VC (Mercado Venustiano Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo),
CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), N/I (no identificado), el nimero 1y 2 al lado
de la sucursal se refiere al filete de tilapia muestreado, #1, #2, #3 y #4 se refieren a la
colonia de bacterias encontrada en esa muestra.

Cuando el equipo MALDI Biotyper da resultados este organiza diferentes
hojas en las cuales organiza una tabla en la cual muestra la principal bacteria
compatible con el espectro de la muestra, de esta manera en la tabla 11 se presenta
el principal microorganismo compatible con el espectro generado de las muestras de
las sucursales, adjunto se observa un signo de mas (+, ++, +++) 0 menos (-) y una
letra que varia en A, B y C junto con una columna donde se describe el puntaje,
estos parametros son parte de una escala que determina la confiabilidad del
resultado obtenido. Asi mismo el equipo también genera mas tablas en las cuales
muestra por cada muestra 10 microrganismos que pueden ser compatibles,
ordenandolos la escala de confiabilidad siendo del que tiene mayor puntaje al que
tiene menor puntaje, de esta forma en la tabla 12 se muestran estos resultados
obtenidos por cada colonia encontrada en las diferentes sucursales.

Tabla 12. Otros microorganismos compatibles con el espectro.

Rando Punt NCBI
Muestra ng Patron Compatible uacié Identifi
(Calidad)
n er
Z1 #1 1 Staphylococcus saprophyticus spp saprophyticus DSM 1.779 147452

30



(+) 4853 DSM
(i) Staphylococcus saprggggg(;_ug gﬁ/;’) saprophyticus DSM 1768 147452
(i) Staphylococcus saprongg/;igagsslﬁp saprophyticus DSM 1739 147452
(4_1) Staphylococcus saprogg}gt;cg?S I?/;’)p saprophyticus DSM 1449 147452
(?) Staphylococcus saprogg}étécgsc IsV;,)p saprophyticus CCM 1411 29385
((_5) Ochrobactrum tritici DSM 13340T HAM 1.338 94626
(?) Staphylococcus saproph)gg:lL\//’s spp bovis DSM 18669T 1328 29385
(?) Staphylococcus warneri DSM 20036 DSM 1.261 1292
(?) Staphylococcus xylosus DSM 20267 DSM 1.243 1288
‘(I ()) Staphylococcus saproggﬁcg% ;/;I)p saprophyticus CCM 1242 29385
(1) Staphylococcus warneri DSM 20316 T DSM 1.282 1292
(?) Staphylococcus pasteuri 110706_L1 LUMC 1.192 45972
(:_;) Lactobacillus mali DSM 20483 DSM 1.183 1618
(‘_1) Staphylococcus warneri DSM 30728 DSM 1.183 1292
(?) Staphylococcus pasteuri DSM 10657 DSM 1.117 45972
Z1 #2
((_5) Staphylococcus warneri DSM 20036 DSM 1.098 1292
(?) Staphylococcus pasteuri CCUG 48128 CCUG 1.051 45972
(?) Terrimonas ferruginea DSM 30193T HAM 1.008 249
(?) Staphylococcus epidermidis 6b_s ESL 0.993 1282
i Bacillus fordii DSM 16014T DSM 0.986 254759




(+) Staphylococcus sciuri spp sciuri DSM 20345 DSM 1.89 147467
(?) Staphylococcus sciuri spp carnaticus DSM 15613T DSM  1.563 147468
(:_3) Fictibacillus arsenicus DSM 15822T DSM 1.321 255247
(‘_1) Staphylococcus sciuri spp sciuri DSM 6671 DSM 1.227 147467
(&'_)) Lactobacillus plantarum ggﬁﬂ plantarum DSM 20174T 1.218 337330
Z2 #1
((_5) Clostridium haemolyticum 1069_ATCC 9650 BOG 1.184 84025
(?) Pseudomonas pertucinogena LMG 1874T HAM 1.178 86175
(?) Listeria grayi DSM 20596 DSM 1.172 1641
(?) Blautia coccoides 1035_NCTC 11035T BOG 1172 1532
2()) Arthrobacter stackebrandtii DSM 16005T DSM 1.158 272161
(1) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 THL 1.866 1282
(i) Staphylococcus epidermidis 10547 CHB 1.774 1282
(f_) Staphylococcus epidermidis DSM 1798 DSM 1.716 1282
(:) Staphylococcus epidermidis ATCC 14990THL 1.716 1282
B (F_)) Staphylococcus epidermidis DSM 4851 DSM 1.605 1282
((_5) Staphylococcus epidermidis 4b_r ESL 1.568 1282
(?) Staphylococcus epidermidis 6b_s ESL 1.551 1282
(?) Staphylococcus epidermidis DSM 3269 DSM 1.527 1282
(?) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 CHB 1.522 1282
10 Staphylococcus capitis ssp capitis DSM 6180 DSM 1417 72758
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) Rothia endophytica 16LM001559 _1c_b ACL 1.049 32207
(?) Clostridium saudiense ENR_0352 ENR 0.961 1485
(?) Paenibacillus sp DSM 1481 DSM 0.954 44249
(‘}) Actinomyces europaeus CCUG 32789 AT CCUG 0.95 66228
(?) Leptotrichia goodfellowii DSM 19756T DSM 0.912 157692
Z2 #3
((_i) Pseudomonas azotifigens DSM 17556T LGL 0.874 291995
(?) Corynebacterium durum NO_12 HUA 0.868 61592
:) Weissella viridescens DSM 20410T DSM 0.852 1629
(?) Rhodococcus gordoniae DSM 44690 DSM 0.844 223392
:? Alcaligenes faecalis ssp faecalis DSM 30030T HAM 0.842 32001
(1) Clostridium beijerinckii 1011_DSM 552 BOG 1.373 1520
(?) Pseudomonas congelans DSM 14939T HAM 1.247 200452
(?) Pichia occidentalis CBS 1910 CBS 1.231 54552
(‘}) Paenartrobacter aurescens DSM 20116T DSM 1.21 43663
5 Clostridium beijerinckii 1072_ATCC 25752T BOG 1.21 1520
5M1 #1 (-

((_i) Clostridium novyi A 1025 NCTC 538 BOG 1.173 1542
(?) Pseudomonas lutea LMG 21974T HAM 1.163 243924
(1_3) Staphylococcus succinug ;;/;’) succinus DSM 14617T 1146 224030
2 Pseudomonas stutzeri B367 UFL 1.128 31




) Candida viswanathii RV5_MY_1_11 ERL 1.114 5486
(1) Paenibacillus sp 09 CTC 1.152 44249
(?) Pandoraea norimbergensis DSM 11628T HAM 1.129 93219
(?) Clostridium beijerinckii 1011_DSM 552 BOG 1.125 1520
(‘}) Cutibacterium avidum 339 RLT 1.117 33010
(?) Microbacterium halotolerans DSM 15855T DSM 1.114 246613
5M1 #2
((_;) Escherichia coli MB11464_1 CHB 1.099 562
(?) Acidovorax defluvii DSM 12644T HAM 1.077 86669
:) Streptococcus mitis NRZ 49046 NRZ 1.068 28037
(?) Escherichia coli DH5alpha BRL 1.036 562
2? Cutibacterium avidum DSM 4901T DSM 1.024 33010
( _: +) Lactococcus garvieae DSM 6783 DSM 2.045 1363
(f) Lactococcus garvieae DSM 20684T DSM 1.953 1363
(i) Lactococcus garvieae DSM 20385 DSM 1.778 1363
(‘}) Lactobacillus gasseri DSM 20077 DSM 1.276 1596
SM1#3 (?) Flavobacterium psychrolimnae DSM 16141T DSM 1.212 249351
((_3) Streptococcus equi ssp_z7£JI_<I>l_epidemicus ATCC 43079T 1208 40041
(?) Burkholderia pyrrocinia LMG 14191T HAM 1.16 60550
:) Lactobacillus malefermentans DSM 20177 DSM 1.157 176292
9 Lactobacillus brevis DSM 20054T DSM 1.128 1580




2_‘; Lactobacillus pentosus DSM 16366 DSM 1004 1589
(1) Staphylococcus sciuri ssp sciuri DSM 20345T DSM 1.215 147467
(?) Clostridium tertium 1048 _NCTC 541 BOG 1.131 1559
(?) Staphylococcus aureus ssp aureus DSM 346 DSM 1.122 46170
(‘j') Tissierella praeacuta 1078 _ATCC 33268T BOG 1.094 43131
(?) Burkholderia vietnamiensis LMG 10929T HAM 1.073 60552
5M1 #4
((_;) Mycobacterium xenopi 0690 BSI 1.062 1789
(?) Lactobacillus fructivorans DSM 20203T DSM 1.011 1614
(?) Bifidobacterium scardovii P3flue_li TAN USH 1.001 158787
(?) Staphylococcus gallinarum CCUG 51322 CCUG 0.983 1293
:(; Microbacterium phyllosphaerae 16LM001565_1_x ACL  0.961 124798
(1) Rothia endophytica 16LM001559 1c_b ACL 1.571 32207
(?) Methylobacterium mesophilicum MB162 ULF 1.365 39956
(?) Colletotrichum gloeosporioides CBS 100471 CBS 1.328 474922
(‘f) Cutibacterium avidum 339 RLT 1319 33010
SM2#1 (?) Aromatoleum terpenicum pCyN1 MPB 1.276 12960
((_;) Paraburkholderia tuberum LMG 21444T HAM 1.267 15791
(?) Aromatoleum aromaticum EbN1 MPB 1.221 12960
. Lelliottia amnigena DSM 30055 DSM 1.189 61646




) Lactobacillus malefermentans DSM 20570 DSM 1.161 176292
2_‘; Bacillus psychrosaccharolyticus DSM 6T DSM 1157 1407
( _: +) Vagococcus fluvialis DSM 21402 DSM 2072 2738
( +2+) Vagococcus fluvialis CCUG 42871 CCUG 2.005 2738
(i) Vagococcus fluvialis 15054442_3 MVD 197 2738
(i) Vagococcus fluvialis LMG 12318 LMG 1.859 2738
(f) Vagococcus fluvialis DSM 5732 DSM 1.799 2738
5M2 #2
(2) Vagococcus fluvialis DSM 5731T DSM 1.782 2738
(Z) Vagococcus fluvialisLMG 11736 LMG 1.775 2738
(f_) Vagococcus fluvialis 0903M02_085701 IBS 1.732 2738
(?) Clostridium beijerinckii 1011_dsm 552 BOG 1.387 1520
2(; Acinetobacter Iwoffii B101 UFL 1.368 28090
(1) Pseudomonas veronii B561 UFL 1.302 176761
(?) Staphylococcus lugdunensis DSM 4804T DSM 1.225 28035
(?) Arthrobacter sp P1 B386 UFL 1.212 1663
CH2 #1 (‘_1) Staphylococcus haemolyticus 991400353 LBK 1.205 1283
(?) Cupriavidus necator B238 UFL 1.195 106590
(‘_5) Kytococcus sedentarius IMET 11362T HKJ 1.185 1276
(?) Paenarthrobacter aurescens DSM 20116 T DSM 1.174 43663
8 Clostridium disporicum DSM 5521T DSM 1.171 84024




(?) Micrococcus luteus IMET 11249 HKJ 1.159 1270
2(; Massilia sp 992100145_2 LBK 1.131 149698
(1) Exiguobacterium aurantiacum 290 RLT 1.817 33987
(?) Exiguobacterium sp[3] CICC 24060 CICC 1.39 33986
(:_3) Exiguobacterium sp[3] CICC 24060 CICC 1.369 33986
(‘_1) Exiguobacterium sp[3] CICC 24060 CICC 1.35 33986
(?) Listeria grayi DSM 20596 DSM 1.17 1641
CH2 #2
((_5) Arthrobacter citreus IMET 10680T HKJ 1.143 1670
Z) Bacteroides nordii ENR_0246 ENR 1.135 291645
(?) Clostridium indolis DSM 755T DSM 1129 69425
(?) Haemophilus parasuis ISU 38809 ISUV 1.127 738
2(; Candida parapsilosis DSM 4237 DSM 1.125 5480
(1) Staphylococcus sciuri spp sciuri DSM 20345T DSM 1.702 147467
(?) Clostridium beijerinckii 1011_DSM 552 BOG 1.428 1520
(:_3) Staphylococcus sciuri ssp carnaticus DSM 15613T DSM  1.393 147468
W1 (‘_1) Fictibacillus arsenicus DSM 15822T DSM 1.287 255247
(?) Neisseria meningitidis Serogroup_Y BRL 1.274 487
((_5) Staphylococcus aureus spp aureus DSM 3463 DSM 1.27 46170
g Arthrobacter psychrolactophilus DSM 15612T DSM 1.247 92442
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) Nocardia farcinica 121106_09 HUA 1.234 37329
(?) Arthrobacter ramosus IMET 10685T HKJ 1.209 1672
2_‘)’ Staphylococcus sciuri spp sciuri DSM 6671 DSM 1202 147467
(1) Kocuria rhizophila DSM 46222 DSM 1.506 72222
(?) Kocuria rhizophila DSM 348 DSM 1.396 72000
(?) Thauera chlorobenzoica 3CB_1 MPB 1.136 96773
(‘_1) Pseudomonas putida DSM 50198 HAM 1.035 303
(?) Pantoea agglomerans CCM 4412 CCM 1.035 549
W2 #1
((_S) Acinetobacter dijkshoorniae RUH_005 HCB 1.029 469
(?) Phoma exigua ssp exigua CBS 431_74 CBS 1.006 79605
(?) Arthrobacter roseus DSM 14508T DSM 1.003 136274
(?) Pantoea agglomerans CCM 4413 CCM 0.981 549
2()) Paeniglutamicibacter gangotriensis DSM15796T DSM 0.978 254787
(1) Lactococcus garvieae DSM 20684T DSM 1.932 1363
(i) Lactococcus garvieae DSM 6783 DSM 1.74 1363
(?) Lactococcus garvieae DSM 20385 DSM 1.589 1363
W2 #2 (‘_1) Lactobacillus coryniformis ssp torquens DSM 200056 DSM  1.172 115542
(?) Streptococcus equi_ spp_zTonLepidemicus ATCC 43079T 1166 40041
((_S) Lactobacillus brevis DSM 1267 DSM 1.165 1580
7 Shewanella profunda DSM 15900T HAM 1.144 254793




()

(?) Rhizobium radiobacter B165 UFL 1.14 358
(?) Streptococcus salivarius IBS_MS 23 IBS 1.137 1304
:? Acinetobacter gerneri DSM 14967T HAM 1.132 202952

Nota: VC (Mercado Venustiano Carranza), Z (Mercado Zapata), 5M (Mercado 5 de Mayo),
CH (Chedraui Puebla V), W (Walmart Reforma), N/I (no identificado), el nimero 1y 2 al lado
de la sucursal se refiere al filete de tilapia muestreado, #1, #2, #3 y #4 se refieren a la
colonia de bacterias encontrada en esa muestra.

9. Discusién

De los hallazgos en cuanto a las bacterias aisladas e identificadas es
importante resaltar la baja carga bacteriana en las muestras, es decir, solo algunas
colonias como se detalla a continuacion; en la tabla 9 de la lectura del cultivo
primario, el crecimiento de colonias fue completamente nulo en las placas
MacConkey, Sal y Manitol y Papa Dextrosa siendo el medio Gelosa Sangre de
Carnero el unico en presentar un crecimiento de colonias, sin embargo 3 de las
muestras (VC1, VC2 y CH1) no tuvieron crecimiento, la muestra con menor
crecimiento (W1) present6 unicamente 1 UFC, ocho de las muestras mostraron entre
3y 6 UFC y solo una muestra (5M1) obtuvo mas de 10 UFC. Tenemos que recordar
que el medio Gelosa Sangre de Carnero es un medio enriquecido, la funcién de este
medio es otorgar un ambiente nutritvo y promover el crecimiento de
microorganismos. Al no haber en la literatura un rango maximo de carga bacteriana
de estas bacterias en los alimentos no podemos determinar con exactitud en qué
cantidad estos microorganismos serian considerados aptos para el consumo o
peligrosos para la salud, pero teniendo en cuenta que este crecimiento se observo
hasta las 48 hrs cuando por lo general en las primeras 18 - 24 hrs el crecimiento
deberia ser evidente y por la baja cantidad de UFC que se reportaron en las placas
de GSC podemos decir que estos filetes no poseen una carga bacteriana que pueda
ser peligrosa en caso de ser consumida.

Es importante destacar que dada la baja la cantidad de UFC fue necesario
realizar resiembras para promocion a crecimiento y contar con una cantidad
suficiente de bacterias para su identificacion. En la seccion de resultados se
mostraron 4 graficas en las cuales se representaban las placas donde se realizaron
los cultivos primarios y se comparan la cantidad en porcentaje de las placas donde
hubo crecimiento marcado como INC (incubar) y SC (sin crecimiento); en las
graficas 1 y 3 se muestran las placas de las muestras provenientes de los 3
mercados (Mercado Venustiano Carranza, Mercado 5 de Mayo y Mercado Zapata),
comparando los resultados del 2019 y 2021 se observa que la cantidad de placas
con crecimiento bacteriano incrementd, estando por debajo del 10% en el 2019 y
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llegando a 16% en 2021. Por otro lado los resultados de los supermercados
(Chedraui y Walmart) en las graficas 2 y 4 se observa una reduccién en las placas
con crecimiento bacteriano siendo que en el 2019 se encontré cerca del 60% y
durante el 2021 bajo a 19%, esto se atribuye a que durante estos dos periodos pudo
haber un cambio en el manejo de los productos, en estos se pueden incluir cambio
del personal, cambios en las técnicas de bioseguridad por parte de los trabajadores
0 cambios en el manejo de las temperaturas y los utensilios con los que se trabaja el
pescado.

Debido a que los filetes de tilapia sellados al vacio no pasan por un proceso
de esterilizacion de ningun tipo ya que antes de su empaquetado al vacio
simplemente se lavan con agua potable y se les deja secar el exceso de agua (FAO,
2014); Se esperaba hallar una mayor variedad y un crecimiento alto de
microorganismos en las muestras, pero al contrario de esta especulacion el
crecimiento fue bajo y la variedad no fue tan extensa como se esperaba. A pesar de
haber encontrado bacterias presentes en los filetes estos no representan un peligro
para el consumidor, debido a la baja carga bacteriana, por lo que se demuestra que
hay un buen manejo sanitario en la produccion de estos alimentos. De las dos
hipotesis planteadas, en la primera se afirmaba que habria bacterias patdégenas
presentes en los filetes de tilapia, con lo observado en los resultados de la
espectrometria de masas MALDI-TOF se confirma lo que se establece en la primera
hipotesis, mientras que en la segunda hipétesis se afirmaba que se encontraria una
mayor carga bacteriana en los filetes de tilapia de los mercados que de los
supermercados, como se menciond anteriormente el crecimiento bacteriano fue
mayor en las muestras (5M1 y Z2) siendo estas referentes a los mercados de la
Ciudad de Puebla, por tanto si tuvo mayor carga bacteriana que de los
supermercados cumpliendo asi la segunda hipotesis del trabajo.

Se realizd una tabla de metaanalisis comparando los métodos de
identificaciéon utilizados en este proyecto y los métodos usados en la
NOM-242-SSA1-2009 para la deteccién de ciertas bacterias patdégenas descritas en
esta norma. Mientras que el enfoque que se tuvo para este estudio fue identificar la
mayor diversidad de microorganismos presentes en los filetes los métodos en la
Nom se enfocan en buscar la presencia de bacterias ya conocidas y su carga
bacteriana.

Tabla 13. Metanalisis técnicas de identificacion de microorganismos.

Microorganismo descrito en Técnica(s) de identificacién Técnica de identificacion
la NOM-242 y NOM-027 utilizadas en la NOM utilizada en este estudio

e Técnica de dilucion
Clostridium botulinum e Aislamiento en medios CMM, Espectrometria de masas

TPGY 'y CBI MALDI-TOF
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e Técnica de dilucion.

eTécnica de numero mas

Coliformes fecales y/o E. Coli | probable.

e Cuenta en placa (Agar Rojo
Violeta Bilis).

e Prueba de movilidad en fresco
e Prueba de catalasa

e Tincion de gram

e Prueba de hemdlisis

e Prueba de reduccion de nitratos

Listeria monocytogenes e Prueba de movilidad en agar

e Prueba utilizacion de
carbohidratos
e Prueba de

Cristine-Atkins-Munch-Peterson

Salmonella spp e |dentificacion bioquimica
e |[dentificacion serologica

e Técnica de dilucion.

e Aislamiento bacteriano

e Prueba coagulasa y
termonucleasa

Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae e Tincion de Gram
e Prueba bioquimica (TSI, KIA,
Vibrio parahaemolyticus AGS, T1N3, T1NO, GA, GS y
Caldo de Hugh-Leifson)
e Prueba serolégica de

Vibrio vulnificus S
aglutinacion

Termdfilos anaerobios
esporulados

Termdfilos aerobios
esporulados

e Conteo de UFC en placa
Mesdfilos anaerobios
esporulados

Mesofilos aerobios
esporulados

Enterotoxinas estafilocécicas , . G e
e Técnica de dilucion.

s NO SE INVESTIGO
e [noculacion en ratones.

Toxina botulinica

Nota: CMM (Caldo Carne Cocida), TPGY (Caldo Glucosa Peptona Tripticasa Extracto de Levadura),
CIB (Agar Aislamiento Clostridium botulinum), TSI (Agar de Triple Azucar y Hierro), KIA (Agar de
Hierro Kliger), AGS (Arginina y glucosa), T1N3 (Caldo Triptona al 3% de NaCl), T1NO (Caldo Triptona
sin NaCl), GA (Agar Gelatina), GS (Agar Gelatina con 3% de NaCl).

La NOM-242-SSA1-2009 utiliza principalmente métodos de diluciones vy
bioquimicas para la diferenciacion de microorganismos, aunque estas técnicas han
sido eficaces y no se han modificado desde ultima actualizacion de la Nom durante
el 2009, se encuentran limitadas al no tener una gama tan amplia de

41



microorganismos que son capaces de identificar, aunque ciertamente no se
considere necesario en la Nom buscar otras bacterias que las ya establecidas es
posible que otras bacterias potencialmente patdogenas se encuentren presentes en
los alimentos y no sean tomadas en cuenta. Con el método de espectrometria de
masas MALDI-TOF empleado en este estudio se pudo observar bacterias que no
estaban descritas en la lista de microorganismos de la NOM-242 y NOM-027, sin
embargo las toxinas producidas por las bacterias no es posible identificarlas con
este método por lo que la presencia de toxinas en los filetes muestreados durante
este estudio es desconocido, volviendo a la identificacion de bacterias la
espectrometria de masas MALDI-TOF es una técnica rapida que asegura resultados
confiables ya que se analizan las proteinas ribosomales de las bacterias para
identificarlas al contrario de las pruebas bioquimicas que interpreta las reacciones
fenotipicas que producen las bacterias con los medios.

La medicion de cargas bacterianas en los alimentos depende del método de
identificacion que se utiliza, como se vio en la tabla de metaanalisis de técnicas
existen diversos métodos por los cual se puede llegar a medir este valor de un solo
agente, el microorganismo a evaluar ya que cada bacteria tiene un limite maximo en
el que este puede llegar a ser perjudicial para el consumidor, el tipo de alimento
muestreado porque un alimento que solo se conserva en congelacion o refrigeracion
podra tener cierta carga bacteriana sin que sea problematica pero en comparacion
con alimentos que han pasado por un proceso de pasteurizacion o esterilizacion
deberan tener un margen menor o nulo en la carga de estas bacterias y por ultimo la
zona geografica ya que dependiendo de la regidon en la que se encuentre se
buscaran ciertos microorganismos son mas relevantes que otros porque se les
encuentra con mayor frecuencia en dicha region.

Al analizar los resultados de la espectrometria de masas MALDI-TOF se
observd que las bacterias que obtuvieron una puntuacion alta en la compatibilidad
con las muestras son 3 agentes, de los cuales dos de ellos son no patégenos y es
comun encontrarlos en el ambiente, el otro restante es un patégeno de importancia
en la acuicultura ya que aumenta la mortalidad en los estanques y ademas en un
agente zoonotico el cual compromete la salud humana. Hubo 9 resultados con
puntuacion baja y marcados como no identificados, esto se le atribuye a que este
microorganismo no se encuentra en la base de datos de el equipo, recordemos que
estos equipos en su registro de datos se encuentran microorganismos que son
clinicamente relevantes, esto quiere decir que estas bacterias al no estar en la base
de datos del equipo son microorganismos comunes en el ambiente y no son
importantes clinicamente porque no son patégenos para los seres humanos vy
animales. En cuanto a los otros 6 resultados se dividen entre agentes patdgenos que
se observan con poca frecuencia o patégenos oportunistas y patégenos relevantes
para la salud humana.
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Se realizé una segunda tabla de metaanalisis para facilitar la discusion de
estos agentes encontrados en las muestras, se exploraron caracteristicas generales
de las bacterias y su importancia clinica enfocada en la salud de los humanos y de
ser relevante en los peces. Esta tabla se dividié en dos partes siendo la primera los
microorganismos que fueron los resultados marcados como el principal compatible
en la prueba de espectrometria de masas MALDI-TOF y la segunda parte
corresponde a los otros resultados que también son compatibles con las muestras.

Tabla 14. Metanalisis Principales microorganismos identificados por colonia.

Tincion Importancia
Microorganismo de Caracteristicas port: Autor
clinica
Gram
Puede ser aerobio o anaerobio, (Gutierrez,
. . productora de esporas, mesofila . 2021), (Nacato
Bacillus subtilis BGP (25 - 40°C), usada como No patégeno y Valencia,
probidtico 2016)
Flora natural de la piel en
humanos, anaerobio facultativo, (Pitt, 2007),
Exiguobacterium no produce esporas, puede Rara vez (Chen 2017),
. BGP ; )
aurantiacum crecer en pH alcalinos de 8 - 10y patégeno (Strahsburger,
en temperaturas de 5°C, produce 2018)
infecciones leves.
Anaerobia facultativa, no produce
esporas, crece en un rango de 4 -
Lactococcus 45°C, puede habitar en agua Zoon6tico (Meyburgh,
arvieae CGP dulce y salada, relacionado a Patéaeno 2017), (Ortega,
g endocarditis  bacterianas  en 9 2020).
humanos, produce septicemias
hemorragicas en peces.
Staphviococcus Integrante de la flora normal de la Rara vez
phylococ CGP  piel humana, puede causar dafno ; (V. Seija, 2017)
epidermidis L . patégeno
en bazo y rifiones en tilapias.
Agente causal de infecciones en
Staphylococcus tracto urinario, es el segundo . (Farina N,
saprophyticus el agente causal de cistitis en e 2005)
humanos
Staphviococcus Produce afecciones a nivel del
phylocc CGP  endocardio, shock séptico e . (Orozco, 2018)
sciuri ) ; U Patdgeno
infecciones del tracto urinario
Presente en agua y heces de (Gutierrez,
Vagococcus diversos animales, usado como Rara vez 2021),
o CGP . ; .
fluvialis probidtico en peces, produce patégeno (Giannattasio,

infecciones leves en humanos.

2021)
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Nota: BGP (Bacilo Gram Positivo), BGN (Bacilo Gram Negativo), CGP (Coco Gram Positivo), CGN
(Coco Gram Negativo).

Estas bacterias tienen tienen en comun que son anaerobias, a excepciéon de
las cepas de Staphylococcus que son principalmente aerobias pero pueden
sobrevivir en ambientes anaerobios, que estas bacterias se encuentren presentes en
los filetes tiene sentido ya que estos vienen empaquetados al alto vacio para su
conservacion previene el crecimiento de bacterias aerobias estrictos. También se
puede encontrar bacterias que son usadas como probidticos en la acuicultura como
en el caso de Bacillus subtilis y Vagococcus fluvialis, la presencia de estos agentes
no es alarmante ya que son de ayuda para la crianza de los peces.

Pero en el caso de Vagococcus fluvialis se han llegado a reportar que causa
infecciones urinarias en mamiferos y dos casos en humanos siendo uno relacionado
a endocarditis bacteriana y otro un caso de una infeccion en cavidad oral provocada
por lesiones (Giannattasio, 2021), al ser pocos los casos reportados en la literatura
de V. fluvialis como un patdégeno para los seres humanos este se ha empezado a
probar como probidtico en la acuicultura con la seguridad de que no sea un peligro
para el humano. En el caso de Bacillus subtilis esta comprobado que no produce
enfermedades en organismos vertebrados y forma parte de las mezclas de
probidticos de uso comun en acuicultura por lo que su presencia en los alimentos no
se considera peligroso para el consumidor.

Por otro lado también se encuentran entre los resultados bacterias que se
encuentran de forma normal en la piel de los humanos estos fueron Exiguobacterium
aurantiacum y Staphylococcus epidermidis, al revisar la literatura podemos saber
que Exiguobacterium aurantiacum es una bacteria que no se reporta con frecuencia
en humanos, se ha encontrado en bacteriemias, neumonias e infecciones cutaneas,
teniendo en cuenta que E. auranticum no tiene un potencial patégeno elevado su
presencia en los resultados no parece muy relevante pero esto no quiere decir que
no pueda ser descartado por completo.

Este agente se presenta en pacientes con una enfermedad subyacente o
condiciones que los predisponen a enfermedades, tales como cirrosis, mielomas
multiples, diabetes tipo Il y abusos de sustancias, otro aspecto a tener en cuenta es
que este agente posee genes que lo predisponen a producir resistencias a
antibidticos como macrdlidos, tetraciclinas y aminoglucosidos (Chen, 2017), siendo
una bacteria generalmente no patégena esta puede producir infecciones de dificil
tratamiento de no ser atendidas adecuadamente debido a sus caracteristicas.

Staphylococcus epidermidis se considera un patégeno oportunista en la
tilapia, este suele aparecer en condiciones de estrés en los estanques como altas
poblaciones y cambios de temperatura, por lo general se frecuenta en el periodo de
primavera. Esta bacteria produce signos clinicos tipicos de una infeccion por
Staphylococcus en tilapias siendo ulceraciones en la cola, exoftalmia y congestion
los principales indicadores de esta patologia (Kubilay & Ulukoy, 2004), S. epidermidis
se encuentra de forma natural en la piel humana por lo que las infecciones con S.
epidermidis se relacionan con frecuencia a inmunosupresiones por lo tanto es dificil
relacionarlo directamente a una infeccion transmitida por alimentos, mientras que en
los peces su principal contacto por el cual se llegan a contagiar es el hecho de que
S. epidermidis puede hallarse en el agua de forma normal.

Por ultimo se hallaron 3 bacterias que son patdgenas, Lactococcus garvieae,
Staphylococcus saprophyticus y Staphylococcus sciuri, de estos tres agentes
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Lactococcus garvieae aunque no esta comprobado se considera que tiene un
potencial zoondtico (Meyburg, 2017), esta bacteria es un patégeno importante en la
acuicultura, produce septicemias hemorragicas principalmente en truchas arcoiris
pero también se ha llegado a encontrar en tilapias, produce pérdidas en la
produccion acuicola y aunque la relacién entre el consumo de pescado y las
infecciones de L. garvieae en humanos no esta del todo explorada hay que tomar en
cuenta que se relaciona a casos de endocarditis bacterianas en humanos.

También es de importancia saber que este agente también presenta genes
que le ayuda a desarrollar resistencias a antibidticos como la eritromicina,
lincomicina, y tetraciclinas (Meyburg, 2017), por lo que se considera que es facil que
desarrolle resistencia y se convierta en una bacteria de tratamiento complicado.

Staphylococcus sciuri es un patégeno que por lo general se le observa en
infecciones urinarias, infecciones de tejidos blandos entre otras de humanos en
pacientes con historial de inmunosupresion pero es capaz de infectar organismos
sanos por lo que no es un patégeno oportunista (Orozco, 2018), en las tilapias
también puede encontrarse en los tejidos blandos, ha sido hallada previamente en
filetes de venta por la alta capacidad de colonizacién del microorganismo debido a
su distribucién amplia en el ambiente y ademas presenta genes que le permiten
desarrollar resistencia a antibiéticos (Boari, 2008). Con respecto al contagio
relacionado con el consumo de alimentos contaminados con S. sciuri parece poco
relevante, teniendo en cuenta que también se encuentra en el agua, suelos y la piel.

Staphylococcus saprophyticus también es un agente que encuentra
comunmente en infecciones del tracto urinario en los humanos y aunque ha sido
aislado anteriormente en tilapias (Shinkafi & Ukwaja, 2010) no se ha detectado una
relacion entre el consumo de tilapia y esta enfermedad en los humanos, el género
Staphylococcus se encuentra en el medio ambiente y en la flora natural de los
mamiferos y otros seres vivos de forma natural por lo que una infeccion de este tipo
puede ser generada por la simple exposicion al ambiente y no necesariamente
transmitida por el consumo de alimentos por lo que no es de sorprender que
bacterias como S. saprophyticus, S. sciuri y L. garvieae pueden hallarse tanto en
tilapias como en humanos sin que tengan relacion directa y esto se confirma con la
respectiva cepa aislada de estos microorganismos siendo que en humanos se
encuentran cepas diferentes a las aisladas en tilapias.

Anteriormente se menciond que en las NOM-242 y NOM-027 solo toma en
cuenta la cepa Staphylococcus aureus como la UuUnica cepa del género
Staphylococcus a identificar en los alimentos para consumo humano, esto se debe a
que S. aureus es un contaminante que se encuentra con frecuencia en alimentos
donde se han encontrado errores en el manejo como se ha mencionado
anteriormente es un agente que se encuentra de forma normal en los humanos por
lo que se utiliza como un indicador de referencia en la deficiencia del manejo,
ademas es una cepa importante por que produce toxinas estafilococicas las cuales
de ser consumidas produce malestares como vomitos, diarreas, nauseas y
espasmos abdominales a las 4 hrs y son de las principales causas en los cuadros de
intoxicaciones por alimentos en humanos (Alarcon, 2017), la habilidad de producir
toxinas no es propia de todas las cepas de Staphylococcus, a diferencia de S.
aureus las cepas S. sciuri, S. epidermidis 'y S. saprophyticus no las producen.

Tabla 15. Metanalisis de otros microorganismos compatibles con el espectro.
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Tincién

Microorganismo de Caracteristicas Impo'rt.a ncia Autor
clinica
Gram
. " Componente normal del suelo, . (Choi, 2010),
Acidovorax defluvii  BGN . rio, meséfila (25 - 40°C) No patogeno  ~ojg, 2004)
. Componente normal del suelo, (Cosgaya,
Acinetobacter CBGN @erobio estricto, crece en Raravez  2016),
dijkshoorn iae temperaturas de 25 - 44°C, patégeno (Mari-Almirall
produce infecciones leves. 2019)
Acinetobacter Comp_onente r_lormal del suelo, ]
erneri CBGN aerobio  estricto, crece a Nopatégeno (Carr, 2003)
g temperaturas de 37 - 41°C
Flora natural de Ila piel vy
Acinetobacter Iwoffii  CBGN orof_a MEO — AUMENE,  EERld Rar’a vez (Ku, 2000)
estricto, crece en temperatura de patégeno
35°C, produce bacteremia.
Flora natural de la cavidad oral,
Actinomyces i i
Y BGP orofarl.nge, tracto Gl y genl|tal Patégeno (Zarrif, 2019)
europaeus femenino, crece en medios
aerobios y anaerobios
; ; Presente en el suelo, temperatura )
Alcaligenes faecalis ;
g ) BGN de crecimiento 30°C, patégeno Patoge_no (Phung, 2012)
ssp faecalis humano oportunista
Puede encontrarse en el agua y
Aromatoleum suelo, aerobio facultativo, crece ’
; BGN en temperaturas de 5 - 40°C, No patégeno (Rabus, 2019)
aromaticum L
puede sobrevivir en un ph de 6.1 -
9.0
Aromatoleum Presente en suelo y superficie de . (Chien, 2016),
terpenicum BGN las plantas, mesofila. No patogena (Rovna, 2020)
Aerobio facultativo, crece
Arthrobacter citreus  BGP Optimamente en temperaturas de No patégeno (Karigar, 2006)
25°C con ph de 7.0
Presente en el suelo, aerobio (Smith &
Arthrobacter facultativo, crece en temperaturas .
. BGP o o No patégeno Zahnley, 2005),
psychrolactophilus de 0°C, probiotico en trucha
- (Lowrey, 2015)
arcoiris.
Arthrobacter ggp  Componente normal del suelo, .. - (Yamamoto,
ramosus aerobio facultativo. patog 2001)
Presente en el agua, aerobio
Arthrobacter roseus  BGP EEliEe; WO GOTE EEUEE; No patégeno (Reddy, 2002)
crece en temperaturas de 5 -
30°C y phde6 -12.
Arthrobacter sp BGP Aerobio obligado, no fermentador, No patégeno (Mages, 2008),

46




presente en el suelo, en la tilapia
y puede ser hallado en muestras
humanas. Crece a temperaturas
de 35°C.

(Peach, 2017)

Arthrobacter
stackebrandltii

BGP

Presente en agua y suelo,
aerobio facultativo, no forma
esporas, crece en temperaturas
de 4 - 30°C y en ph de 5.7 - 9.1,
probiético en trucha arcoiris.

No patégeno

(Tvrzova,
2005), (Lowrey,
2015)

Bacillus fordii

BGN

Presente en la superficie forrajes
y puede llegar a encontrarse en la
leche, aerobio, forma esporas,
puede crecer en temperaturas de
20-45°CyenpHde 5.0-9.0

No patégeno

(Scheldeman,
2004)

Bacillus

psychrosaccharolyti

cus

BGP

Anaerobio facultativo, productor
de esporas, crece en
temperaturas de 0 - 30°C.

No patégeno

(Fresco, 2014),
(Larking &
Stokes, 1967)

Bacteroides nordii

BGN

Flora natural del intestino
humano, anaerobio, puede
ocasionar infecciones en cavidad
abdominal.

Patdgeno
oportunista

(Song, 2004)

Bifidobacterium

scardovii

BGP

Flora natural del tracto Gl de
humanos y animales, productor
de esporas, anaerobio facultativo,
puede producir infecciones
urinarias.

Rara vez
patégeno

(Hoyles, 2002),
(Barberis,
2012)

Blautia coccoides

CGP

Puede encontrarse en aguas
residuales, anaerobio facultativo,
no produce esporas, crece en
temperaturas de 20 - 50°C

No patégeno

(Liu, 2015)

Burkholderia
pyrrocinia

BGN

Parte de la flora normal de los
humanos, presente en suelo y
sedimentos, forma parte del
complejo Burkholderia cepacia,
aerobias.

Patogeno
oportunista

(Rojas, 2018)

Burkholderia
vietnamiensis

BGN

Parte de la flora normal en los
humanos, presente en agua,
superficies de plantas y suelo,
puede producir infecciones
graves en pacientes con fibrosis
quistica, forma parte del complejo
Burkholderia cepacia, aerobias.

Patdgeno
oportunista

(Rojas, 2018)

Candida
parapsilosis

Levadur
a

Parte de la flora natural en
humanos y animales, infecciones
en cavidad oral y en sistema
genitourinario en  humanos,
dermatitis animales colonias de
aspecto amarillo/crema

Patdogeno
oportunista

(Silva, 2011)
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Candida viswanathii

Levadur
a

Puede encontrarse en suelos y
animales, en infecciones
humanas suele alojarse en
sangre, liquido cefalorraquideo,
pulmones e ileo, crece a 37°C.

Rara vez
patégeno

(Shamanth,
2018)

Clostridium
beijerinckii

BGP

Presente en suelos, anaerobio
facultativo, crece a una
temperatura de 37°C, utilizado
para la produccion de butanol.

No patégeno

(Kobayashi,
2020)

Clostridium
disporicum

BGP

Presente en suelo, heces de rata,
anaerobio facultativo. Produce
bacteriemia en humanos.

Patdgeno

(Woo, 2005)

Clostridium
haemolyticum

BGP

Presente en el suelo, se aloja en
el higado, anaerobio facultativo,
produce hemoglobinuria bacilar
en ovinos y bovinos

Patogeno
oportunista

(Sasaki, 2001)

Clostridium indolis

BGP

Presente en suelos y heces de
aves y mamiferos, anaerobio
facultativo, mesofila, puede
producir infecciones en heridas.

Rara vez
patégeno

(Biddle, 2014)

Clostridium novyi

BGP

Se encuentra en suelos y heces
de animales, anaerobio
facultativo, produce segun su tipo:
gangrena gaseosa (A) en
mamiferos y hepatitis necrotica
infecciosa (B) en animales.

Patogeno

(Acha &
Szyfres, 2001)

Clostridium
saudiense

BGP

Parte de la microbiota normal del
cerdo y humano.

No patégeno

(Himansu,
2020)

Clostridium tertium

BGP

Presente en el suelo, anaerobio
facultativo, produce bacteremia,
meningitis, artritis sépticas,
enterocolitis, peritonitis,
neumonias y puede causar
fascitis necrotizante en humanos.

Rara vez
patégeno

(Pallab,
2003)lugdunen
sis

Colletotrichum
gloeosporioides

Hongo

Colletotrichum gloeosporioides es
un complejo el cual compone mas
de 20 especies de hongos que
producen enfermedades en
plantas frutales, principalmente
citricos.

No patégeno

(Weir, 2012)

Corynebacterium

durum

BGP

Se puede encontrar en el tracto
respiratorio humano, crece en
medios aerobios y anaerobios.

Patogeno

(Rassoulian,
2001), (Riegel,
1997)

Cupriavidus necator

BGN

Presente en el suelo, usado de
forma industrial para la
degradacion de aceite en
polihidroxialcanoato (PHA).

No patégeno

(Verlinden,
2011)
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Cutibacterium
avidum

BGP

Parte de la microbiota de la piel
del humano, anaerobio, produce
infecciones en heridas, presente
en heces humanas.

Patogeno
oportunista

(Rocha, 2019)

Escherichia coli

BGN

Algunas cepas son parte de la
flora normal de humanos vy
animales mientras que otras
pueden ser patégenas, producen
enterotoxinas, anaerobios.

Patogeno

(Rodriguez,
2002)

Exiguobacterium sp

BGP

Anaerobio facultativo, presente en
la piel humana. Puede ser
patégeno para los humanos, pero
se probé como probidtico para la
tilapia.

Rara vez
patégeno

(Villamil, 2017),
(Chen, 2017)

Fictibacillus
arsenicus

BGP

Presentes en agua, residuos
industriales, sedimentos marinos
y suelo, productor de esporas,
crece en temperaturas de 20 -
40°CypHde 55-8.0

No patégeno

(Sharma,
2016)

Flavobacterium
psychrolimnae

BGN

Presente en agua dulce y salada
principalmente en ambientes
frios, crece a temperatura de 5 -
25°C

No patégeno

(Van Trappen,
2005)

Haemophilus
parasuis

BGN

Se aloja en el tracto respiratorio
superior de los suinos, especifico
de suinos, produce la enfermedad
de Glasser.

Patogeno

(Yue, 2009)

Kocuria rhizophila

CGP

Presente en el suelo, agua,
plantas y piel de los mamiferos,
usado en linea de control de
antibioticos, puede  producir
bacteriemia en humanos con
inmunosupresién y  produce
infecciones en peces salmonidos.

Patégeno
oportunista

(Takarada,
2008), (Becker,
2008),
(Pekala-Safins
ka, 2018).

Kytococcus
sedentarius

CGP

Presente en el agua y sedimentos
marinos, piel humana, no forma
esporas, aerobio  facultativo,
puede producir neumonia
hemorragica y se asocia a
keratolysis.

Patégeno
oportunista

(Sims, 2009)

Lactobacillus brevis

BGP

Usado como probidtico para
consumo humano y otros
mamiferos, produce peréxido de
hidrégeno mediante la
fermentacion.

No patégeno

(Fang, 2018)

Lactobacillus
coryniformis spp
torquens

BGP

Usado como probidtico en peces,
poseé buena adherencia al
intestino, crece en temperaturas

No patégeno

(Rahman,
2018)
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de 27 - 45°C y pH de 2.0 - 9.0.

Presente en alimentos, no forma

Lactobacillus . (Zhao & Gu,
fructivorans BGP esporas, crece en temperaturas No patégeno 2019)
de 20 - 35°C y pH de 5.0 - 5.5.
Usado como probidtico para
Lactobacillus consumo humano, encontrado de
) BGP forma normal en tracto Gl de No patégeno (Oh, 2018)
gasseri . oy
humanos, resistente al &cido y
sales biliares.
Lactobacillus Encontr_ado en cerveza y en miel , _
BGP de abejas sin aguijon, fermenta No patégeno (Rosli, 2020)
malefermentans U
glucosa, maltosa e inulina.
Usado como probidtico para
Lactobacillus mali BGP COMENNE [UTED, SENE e No patégeno (Chen, 2018)
en pruebas como acelerador de la
pérdida de peso.
Lactobacillus Usado como probiodtico para el ;
BGP consumo humano, aerobio, no No patégeno (Wang, 2020)
pentosus
produce etanol.
Lactobacillus Presente en los alimentos, usado
plantarum spp BGP como probiético para el consumo No patégeno (Wels, 2006)
plantarum humano.
Presente en agua, suelo vy
Lelliottia amnigena ~ BGN  Plantas, anaerobio facultativo, — Raravez -\ i 2014)
puede producir infecciones en Patdégeno
humanos.
Anaerobio facultativo, parte de la
flora de la cavidad oral, tracto Gl y
Leptotrichia genitourinario humano, produce .
P .. BGN infecciones en cavidad oral, Patoge.no (Hou, 2018)
goodfellowii ) oportunista
abscesos, se relaciona con
endocarditis vy artritis  en
pacientes inmunocomprometidos.
Presente en el agua y suelo, (Orsi &
Listeria grayi BGP anaerobio facultativo, no forma No patégeno Wiedmann,
esporas. 2016)
Aerobios, no forman esporas,
Massilia sp BGN genero que compone 1_0 especies Patoge_no (Weon, 2010)
de bacterias, produce infecciones  oportunista
leves.
) Presente en el agua, aerobio
Methylobacterium goN  facultativo, de crecimiento lento,  Patégeno  (Kovaleva,
mesophilicum puede producir bacteriemia, oportunista 2014)
neumonia y peritonitis.
Microbacterium
BGP Presente en agua, suelo, plantas, No patégeno (Young, 2010)

halotolerans




productos  lacteos y licor,

temperatura 6ptima 30°C.

Presente en agua, suelo, plantas,

Microbacterium A : Patogeno (Kim, 2010),
BGP puede producir infecciones en ;
phyllosphaerae X o oportunista  (Parra, 2020)
alevines de tilapias.
Aerobio facultativo, presente en el
suelo, agua, piel y mucosa Patéaeno
Micrococcus luteus ~ CGP  orofaringea de los mamiferos. ge (Pekala, 2018)
. ) oportunista
Pueden producir infecciones en
peces de agua dulce.
Descrita como flora natural de la
Mycobacterium piel de la rana Xenopus laevis,
Xenobi BGP puede encontrarse en el agua y Patégeno (Ingen, 2008)
p producir infecciones en animales
y humanos.
Aerobio, afecta Unicamente a
_ _ humanos, produce meningitis,
Neisseria CGN septicemia, y en ocasiones artritis Patéaeno (Yazdankhah &
meningitidis sépticas, neumonia, pericarditis 9 Caugant, 2004)
purulenta, otitis, conjuntivitis vy
uretritis.
Aerobio, presentes en el suelo y (Yasuike
Nocardia farcinica ~ Bgp ~ 29ud- Produce nocardiosis en o 00000 2017), (Arias,
humanos y se caracteriza por 2005)
lesiones en pulmones y SNC.
Se puede encontrar en
superficies de plantas, produce Patégeno
Ochrobactrum tritici  BGN  bacteriemia e infecciones en ge (Hong, 2016)
- oportunista
tracto biliar en humanos con
inmunosupresion.
También conocida como
Arthrobacter aurescens, aerobio, (Ofaim, 20
Paenarthrobacter ' i i 0
GP durante su gclo de Ylda cambia No patégeno  20), (BACMAP,
aurescens de morfologia de bacilo en forma
. 2006)
de V a coco y en bacilo
nuevamente.
Es un género de bacterias, se
encuentran presentes en plantas (Medina,
Paenibacillus sp BGP y suelo. Algunas cepas pueden Rar'a vez 2020),_ _
usarse como probidticos en patégeno (Szaniawski &
peces, pero pocas cepas son Spivak, 2019)
patdgenas para los humanos.
_ o Presente en el suelo, aerobio, (Bac Dive,
Paeniglutamicibact mesofilico, se utiliza para . 2020),
Lo BGP No patégeno
er gangotriensis degradar la celulosa de la alga (Kouzuma &
marina. Fujii, 2018)
Pandoraea
. . BGN No forma esporas, produce Patogeno (Coenye, 2000)
norimbergensis
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infecciones en pulmones en
pacientes con fibrosis quistica.

oportunista

Pantoea
agglomerans

BGN

Se encuentra en el suelo y
plantas, anaerobio facultativo.
Produce baja en la calidad de la
hueva de salmén e infecciones en
6rganos internos. En humanos
puede producir bacteriemia,
artritis,  sepsis,  osteomielitis,
infeccion del tracto urinario,
abscesos 'y neumonia en
neonatos.

Patogeno

(Loch & Faisal,
2007)

Paraburkholderia

tuberum

BGN

Presentes en plantas, crece a
temperatura de 10 - 37°C y pH de
2-9.

No patégeno

(Meyer, 2018)

Phoma exigua spp

exigua

Hongo

Produce enfermedades en las
plantas, afectando las hojas vy
raices.

No patégeno

(Bithell &
Stewart, 2001)

Pichia occidentalis

Levadur
a

Presente en insectos y madera
descompuesta, su temperatura de
crecimiento 6ptima es 30°C y con
pH 5. Puede decolorar azo
pigmentos.

No patégeno

(Wang, 2020),
(Ren, 2015)

Pseudomonas
azotifigens

BGN

También conocida como
Pseudomonas sensu  stricto
degrada compuestos aromaticos
y xenobioticos

No patégeno

(Hatayama,
2005)

Pseudomonas
congelans

BGN

Puede encontrarse en las philo
esferas de plantas, no forma
esporas.

No patégeno

(Behrendt,
2003)

Pseudomonas lutea

BGN

Presente en el suelo y pastos,
aerobio estricto. Parte del género
Pseudomonas sensu stricto.

No patégeno

(Peix, 2004)

Pseudomonas
pertucinogena

BGN

Se encuentra en sedimentos
marinos, aire y se relaciona con
las esponjas marinas. Adaptada a
temperaturas bajas y
concentraciones moderadas de
sal.

No patégeno

(Bollinger,
2018)

Pseudomonas
putida

BGN

vive en
bacteria
pacientes

Aerobio estricto,
reservorios humedos,
oportunista en
inmunodeprimidos

Rara vez
patégeno

(Ruiz Gomez,
2019)

Pseudomonas
stutzeri

BGN

Aerobio, la temperatura 6ptima es
de 37°C +/- 2°C. Se asocian
septicemias, bacteriemias,
endocarditis y neumonia

Rara vez
patégeno

(Infectol, 2020)
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causadas por este tipo de

bacterias.

Pseudomonas
veronii

BGN

Presente en el suelo, crece en
ambientes aerobios y anaerobios,
a temperatura de 30°C.

No patégeno

(Morales,
2016)

Rhizobium
radiobacter

BGN

Rara vez causa infecciones en
humanos y tilapias, es mas
conocida por causar tumores en
plantas, sin embargo se han
presentado casos de endocarditis
en humanos cuando el sistema
inmune se encuentra deprimido.

Rara vez
patégena

(Félix Pifierua,
2013)

Rhodococcus
gordoniae

CGP

Aerobio, crece en temperatura de
36°C. Puede encontrarse en el
suelo.

No patégeno

(Jones, 2004)

Rothia endophytica

BGP

Presente en el ambiente vy
orofaringe de los mamiferos.
Aerobio facultativo, mesdfilo y no
produce esporas.

No patégeno

(Franconieri,
2020)

Shewanella
profunda

BGN

Presente en el agua y sedimentos
marinos, anaerobio facultativo,
mesofilo, encontrado en
branquias de peces.

No patégeno

(Toffin, 2004),
(Kluga, 2019)

Staphylococcus
aureus

CGP

Anaerobio, crecimiento a 37°C de
18 - 24 hrs. Se encuentra en
estanques con altas poblaciones
y pocas medidas sanitarias.
Produce infecciones peces vy
humanos

Patdogeno
oportunista

(Metwally,
2020)

Staphylococcus
capitis ssp capitis

CGP

Anaerobio facultativo, no produce
esporas. Se encuentra en el
ambiente y en tracto Gl de los
peces, produce infecciones vy
mortalidades altas en peces.

Patogeno
oportunista

(Ntaguda,
2018)

Staphylococcus
gallinarum

CGP

Anaerobio facultativo, presentes
en el ambiente, se reportan
infecciones en humanos con
inmunosupresion.

Patdgeno
oportunista

(Morfin, 2012)

Staphylococcus
haemolyticus

CGP

Anaerobio facultativo, se aloja en
instrumental médico, se reportan
infecciones graves en humanos
con inmunosupresion.

Patogeno
oportunista

(Aarag, 2009)

Staphylococcus
lugdunensis

CGP

Anaerobio facultativo, parte de la
flora normal de la piel humana.
Produce infecciones similares a
S. aureus.

Patégeno
oportunista

(Bocher, 2009)
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Anaerobio facultativo, presentes

Staphylococcus i i 5
pny : CGP en el ambiente y la pl_el humana Patoge_no (Morfin, 2012)
pasteuri se reportan infecciones en  oportunista
humanos con inmunosupresion.
Anaerobio facultativo. Se (Alekhya &
Staphylococcus encuentra en tracto respiratorio Subbaiah,
saprophyticus ssp CGP superior de bovinos, puede crecer No patégeno 2016),
bovis en temperaturas de 30 - 40°C y (BacDive,
pH de 6-7. 2020)
Staphylococcus Puede  encontrarse en el , (Svec, 2016)
- ambiente y alimentos. Anaerobio Patégeno D ’
sciuri ssp CGP . . h . (Harrison,
ti facultativo, produce infecciones oportunista 2014)
carnaticus en heridas abiertas de ganado.
Staphylococcus Presente en el ambiente vy
succinus spp CGP alimentos fermentados, aerobio No patégeno (Zhou, 2017)
succinus facultativo, crece a 37°C.
Parte de la microflora de la piel de
los salmoénidos y humanos, . (Metin, 2014),
Staphylococcus
phy . CGP anaerobio facultativo, produce patoge_no (Kanuparthy,
warneri . . oportunista
infecciones en peces y rara vez 2020)
en humanos
Presente en el ambiente, parte de (Gonzalo
Staphylococcus la mucosa de los mamiferos y se  Patdgeno ’
CGP ; 2010), (Izzatul,
xylosus ha encontrado en estanques de  oportunista 2016)
tilapia roja.
Streptococcus equi Pre§ente en vias resp?ratorigs de Patége.no
. . CGP equinos, causa infecciones  oportunista  (Abbott, 2010)
ssp zooepidemicus L . . .
principalmente respiratorias. zoonotico
Anaerobio facultativo, presente en (Denapaite
Streptococcus mitis  CGP mucosa respiratoria superior del No patégeno pate,
2010)
humano.
Streptococcus i i
proco cgp  Anaerobio facultativo, uso como i, patsgenc  (Burton, 2005)
salivarius probiético oral en humanos.
Terrimonas Pregente en gl suelo, aerobio ] _
P . BGN estricto, crecimiento a 30°C por No patégeno (Jin, 2013)
erruginea
72 hrs.
Thauera . , (Song, 2001),
_ BGN Presepte en’s.edlmentos de rio, No patégeno  (BacDive,
chlorobenzoica aerobio, mesdfilo.
2020)
También conocido como
Tissierella Clo_stridium hastiforme, anaerobio Patégeno
BGP obligado, no forma esporas, : (Bae, 2004)
praeacuta L . oportunista
puede producir infecciones en
humanos.
Weissella CBGP  Anaerobio, presente en el Nopatégeno (Duskova,
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viridescens ambiente, fermentador de acido 2013)
lactico, crece en temperaturas de
15°C, tiene actividad
antimicrobiana.

Nota: BGP (Bacilo Gram Positivo), BGN (Bacilo Gram Negativo), CGP (Coco Gram Positivo), CGN
(Coco Gram Negativo), CBGN (Cocobacilo Gram Negativo), CBGP (Cocobacilo Gram Positivo), GP
(Gram positivo).

Entre estos microorganismos que también resultaron tener compatibilidad con
las muestras de los filetes de tilapia podemos encontrar algunas bacterias que tienen
importancia en la acuicultura porque producen enfermedades en los peces, se
encontraron: Kocuria rhizophila, Microbacterium phyllosphaerae, Micrococcus luteus,
Pantoea  agglomerans, Rhizobium radiobacter,  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus capitis ssp capitis y Staphylococcus warneri. De estas bacterias K.
rhizophila, P. agglomerans, R. radiobacter, S. aureus y S.warneri también pueden
producir infecciones en humanos. Anteriormente se discutié que S. aureus ya se
busca por la NOM-242 como indicador de inocuidad en los alimentos, P
agglomerans es un patégeno oportunista que no solo afecta a humanos y animales
sino que también produce enfermedad en plantas, se sabe que este microorganismo
puede ser aislado de suelos, agua, plantas y alimentos en general.

Por lo general se reportan casos de P. agglomerans en plantas y en otros
organismos vertebrados pero con referente a los humanos los reportes son escasos
y estos en vez de relacionarse con el consumo de alimentos la via de entrada se
relaciona a lesiones producidas en campos y en contacto con plantas (Buyukcam,
2018), con esta informacién su aparicion parece poco relevante.

K. rhizophila fuera de su importancia en la acuicultura en humanos no se
considera muy relevante, llega a encontrarse en pacientes con inmunosupresion y
se aisla de torrente sanguineo en casos de bacteriemia pero se ha reportado que en
pacientes pediatricos con inmunosupresion llega a producir infecciones, se ha
encontrado en sepsis y también presenta resistencia a norfloxacina, ciprofloxacina y
eritromicina (Kandi, 2016).

R. radiobacter principalmente es conocido como un patdgeno en plantas pero
este puede causar infecciones en pacientes inmunocomprometidos, neonatos, los
padecimientos que puede producir son infecciones urinarias, en raras ocasiones
puede llegar a causar bacteriemias, endocarditis, peritonitis, abscesos en SNC,
neumonias, espondilitis, endoftalmitis, y shock séptico, se menciona en la literatura
que esta bacteria se relaciona a la colocacion de catéteres y diarreas (Wang, 2019).

S. warneri es un microorganismo que se observa en peces de distintos tipos,
se encuentra en la piel de los salmoénidos aunque por otro lado no se reporta con
tanta frecuencia en tilapias. En los humanos también puede ser encontrada de forma
normal en la piel asi como muchas cepas de Staphylococcus, en su caso llega a
producir infecciones urinarias, bacteriemias, abscesos, artritis sépticas y endocarditis
pero cabe resaltar que es un patégeno oportunista que no se observa con mucha
frecuencia, las infecciones de S. warneri se relacionan a la colocacién de catéteres y
se reporta que posee resistencia a las penicilinas (Kanuparthy, 2020).

Tanto S. warneri como K. rhizophila y R. radiobacter su via de entrada
frecuente al organismo es por la inoculacion secundaria a algun procedimiento, por
lo que es poco probable que estas tres bacterias se puedan transmitir de forma
directa por el consumo de alimentos, aunque en el caso de R. radiobacter podria
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desencadenarse de forma indirecta por el consumo de alimentos en mal estado
causando diarrea pero de tal forma involucraria a cualquier tipo de alimento y no
unicamente al pescado.

En la revisién bibliografica se mencionaron microorganismo patégenos de
avistamiento comun en producciones de tilapia a o que ninguna de las bacterias
mencionadas se encontré en esta lista, claro que se mencionan las Pseudomonas
pero al revisar las cepas de Pseudomonas halladas ninguna de estas es relevante
para la acuicultura, asi mismo se hallaron distintas cepas de Clostridium pero no
Clostridium botulinum que es la de importancia en los estanques de tilapias. También
se encontraron Bacterias que tienen propiedad de probidtico tanto en humanos
como en las tilapias, gran parte de las cepas halladas de Lactobacillus sirven como
probiéticos en humanos mientras que de uso en acuicultura se encontraron
Arthrobacter psychrolactophilus, Arthrobacter stackebrandtii, Exiguobacterium sp,
Lactobacillus coriniformis spp torquens, Paenibacillus sp, de los cuales algunas
cepas de Exiguobacterium sp 'y Paenibacillus sp pueden llegar a producir infecciones
leves en humanos.

De las bacterias que podrian provenir de la produccion acuicola se
consideran las patégenas en peces y las que pueden ser encontradas en
sedimentos marinos o sedimentos de rio como lo son Burkholderia pyrrocinia,
Fictibacillus arsenicus, Flavobacterium psychrolimnae, Kytococcus sedentarius,
Pseudomonas pertucinogena, Shewanella profunda y Thauera chlorobenzoica. Solo
se tomaron en cuenta estos microorganismos y no todos los que pueden
encontrarse en agua porque como se menciona en la tabla de metaanalisis también
se cuenta el agua potable como reservorio de los microorganismos por lo tanto
cuando se menciona que una bacteria puede hallarse en el agua puede venir de
cualquier fuente ya sean pozos, agua tratada, aguas negras y no necesariamente
donde pueda haber contacto con peces. De las mencionadas en sedimentos
marinos unicamente Burkholderia pyrrocinia y Kytococcus sedentarius se consideran
patdgenos oportunistas los cuales no afectan a los peces pero si se reporta que
producen infecciones en humanos.

Como bien se menciona en el metaanalisis Kytococcus sedentarius no solo se
aisla en agua y sedimentos marinos sino que también se encuentra en la piel
humana (Sims, 2009), las infecciones en las que se menciona son de pacientes
inmunocomprometidos o en infecciones postquirurgicas, se observa que aparece en
procesos de espondilitis, neumonias y en inflamacién de disco vertebral (Kyoung,
2021). Cuando se menciona a Burkholderia pyrrocinia se le relaciona al complejo
Burkholderia cepacia que es grupo compuesto de mas de 20 bacterias en los que
incluye diversas cepas de Burkholderia las cuales son patdégenos oportunistas, este
compuesto se relaciona con frecuencia en neumonias que en algunos casos puede
llegar a causar fibrosis (Martinucci, 2015), estas dos bacterias como lo sugiere la
literatura no suelen reportarse con frecuencia y se les toma como microorganismos
inofensivos, y para que puedan producir infeccion de algun tipo requieren que el
paciente se encuentre inmunosuprimido o que este sea inoculado de alguna forma
en el sitio de infeccibn como K. sedentarius que aparece en infecciones post
operatorias, de esta forma su transmision por medio de los alimentos se ve poco
probable.
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Como se puede observar la mayoria de los microorganismos que resultaron
compatibles con las muestras son agentes comunes en el ambiente, tanto en el
suelo, agua, plantas y en la piel de los vertebrados. De estas 105 bacterias que se
investigaron 50 son consideradas no patdégenas, 12 patéogenas y 43 patdgenos
oportunistas. De los 43 oportunistas 15 son patdégenos que rara vez se reportan, hay
que resaltar que de todas estas bacterias solo 2 tiene la caracteristica de zoonético
las cuales fueron Lactococcus garvieae y Streptococcus equi ssp zooepidemicus, L.
garvieae se sabe que es un patdgeno encontrado en truchas arcoiris y tilapias,
mientras que S. equi ssp zooepidemicus como el nombre lo sugiere se encuentra en
los equinos. La identificacibn de microorganismos mediante el método de
espectrometria de masas MALDI-TOF se observa cada vez con ma frecuencia en los
articulos de investigacion debido a que es un método confiable capaz de diferenciar
con eficacia la familia y el género de los microorganismos de forma rapida, algo que
por otros métodos podria ser complicado, en la literatura consultada para este
estudio se encontraron que algunos autores mencionan el uso de la espectrometria
de masas MALDI-TOF como una técnica necesaria para una diferenciacion
especifica de microorganismos debido a que con otra técnica era complicado lograr
esta identificacion o en otro caso habia errores y se obtiene un resultado diferente.
El autor Kyoung Ree Lim en el articulo Case Report of Infectious Spondylitis Caused
by Kytococcus sedentarius del 2021 describe que con el uso de la espectrometria de
masas MALDI-TOF o secuencia molecular se logra diferenciar Kytococcus
sedentarius como un causante de infecciones en el humanos, en otro caso en el
articulo titulado Exiguobacterium sp. A1b/GX59 isolated from a patient with
community-acquired pneumonia and bacteremia: genomic characterization and
literature review del 2017 el autor Xingchun Chen explica que la identificacion de
Exiguobacterium con el método de bioquimica e incluso con el equipo API coryne kit/
VITEK 2 compact system puede resultar en errores.

El equipo API VITEK 2 compact system es un metodo de identificacion de
microorganismos mediante el uso de tarjetas con reactivos colorimétricos, VITEK 2
compact puede identificar 154 especies de Enterobacteriaceae, un grupo selecto de
Gram negativos no fermentadores de glucosa, 124 especies de Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, levaduras y de un grupo selecto de organismos gram
positivos (GUNDERSEN HEALTH SYSTEM, 2019). Por otro lado, la base de datos
del equipo IVD MALDI Biotyper consiste en 1153 cepas en las que se incluyen Gram
negativas no fermentadoras, enterobacterias, otras bacterias Gram negativas,
bacterias Gram positivas y levaduras (IVD MALDI Biotyper 2.2 Manual del usuario,
2011). Como se puede observar el equipo MALDI Biotyper tiene una base de datos
mas extensa que la del equipo VITEK 2 sin embargo el fundamento de los equipos
también son de nivel diferente, el VITEK 2 compact system tiene un fundamento
similar al utilizado en la bioquimicas tradicionales con la diferencia de que en la
interpretacion de la colorimetria elimina el factor humano y es el equipo el que
realiza la interpretacion de los resultados mientras que el MALDI biotyper como se
discutié previamente analiza las proteinas ribosomales de los microorganismos, de
esta forma se considera que la técnica de espectrometria de masas tiene una mayor
capacidad en la diferenciacion de microorganismos, debido al fundamento del
equipo y a la cantidad de microorganismos que es capaz de comparar el resultado
qgue se obtiene por este método tiene una confiabilidad mayor.
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10.Conclusién

A la par con los objetivos del estudio podemos decir que se cumplieron los
objetivos establecidos; se realizaron los cultivos bacterianos en las placas
establecidas de los cuales hubo crecimiento bacteriano, se realizé el reconocimiento
de las bacterias por el método de espectrometria MALDI-TOF de forma exitosa y se
encontré que aunque el crecimiento bacteriano se encontraba dentro de los
parametros de la NOM-242-SSA1-2009 con ausencia total de las bacterias
establecidas por la NOM también se encontrd crecimiento de otras bacterias que
clinicamente estan marcadas como patdégenos oportunistas y patdégenos poco
frecuentes en la clinica que pueden producir infecciones en los seres humanos con
condiciones que comprometan al sistema inmune pero por su carga bacteriana baja
se considera que el riesgo de que se manifiesten estas infecciones es poco
probable. En conclusién con las dos hipétesis establecidas, podemos confirmar que
la primera hipotesis es verdadera; se encontraron microorganismos considerados
patdbgenos en las muestras de los filetes de tilapia aunque éstas tuvieran un
crecimiento escaso y con respecto la segunda hipotesis, esta también se considera
verdadera por los hallazgos encontrados en las placas de GSC; aunque las
muestras de los mercados hay una sucursal que no obtuvo crecimiento bacteriano,
en las dos sucursales restantes se observaron las muestras con 3 y 4 colonias
diferentes ademas de presentar la mayor cantidad de UFC.

Con la evidencia encontrada durante la investigacion podemos concluir que los
productos de estos establecimientos son seguros para el consumo humano pero
cabe resaltar que solo durante el periodo de tiempo en el que se tomo el muestreo,
es posible que en el futuro con cambios en la técnica de manejo del producto y del
personal encargado esto puede cambiar, para asegurarse de esta calidad seria
necesario realizar muestreos frecuentes.

A Pesar de que las técnicas de identificacidon utilizadas por las Nom sean
limitadas en cuanto a la poca variedad de microorganismos que son capaces de
encontrar son confiables para garantizar la seguridad de los alimentos para el
consumo humanos, teniendo como objetivo las bacterias patdégenas para los
humanos mas comunes que se puedan hallar en diferentes productos pesqueros
estos utilizan pruebas especificas para detectar ese microorganismo y en qué
cantidad se presenta. Por otro lado aunque sea una técnica confiable y no ha
requerido modificaciones desde su ultima actualizacién en el 2009 esta podria
mejorar, es verdad que aseguran la menor cantidad de patdégenos pero como se
observo en el estudio, pero podrian tomarse en cuenta otros microorganismos que
por lo general no se consideran relevantes para los humanos sanos, pero tomando
en cuenta que parte de la poblacion presentan enfermedades que producen
inmunosupresién o estad en tratamientos que bajan las defensas, esta parte de la
poblaciéon es vulnerable a padecer infecciones secundarias por parte de
microorganismos oportunistas. La tecnologia de la espectrometria de masas
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MALDI-TOF utilizada en este estudio tiene el propésito de poder identificar la mayor
variedad de microorganismos que puedan encontrarse en las muestras y detectar
cuales de estos puedes ser considerados peligros potenciales para la salud humana,
aunque haya la probabilidad de que ciertos microorganismos no se encuentren
dentro de la base de datos del equipo debido a que no han sido registrados o porque
no se consideran relevantes en la clinica existe la ventaja de que esta base de datos
puede actualizarse de forma constante, siendo que un microorganismo que no este
registrado puede ser enviado a un laboratorio donde se pueda ser identificado
mediante secuenciacion y sea agregado a la base de datos del equipo, de esta
forma el equipo es capaz de identificar una mayor variedad de microorganismos y
con el constante uso los espectros se vuelven precisos dando resultados con rangos
confiables.
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