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Resumen

Objetivo. Estudiar la calidad microbioldgica del pulpo rojo
dado su importante impacto econoémico y social en la region
sur-sureste de México. Material y métodos. Se tomaron
muestras en diversas zonas de captura de la especie y se
analizaron con pruebas bioquimicas descritas en las normas
oficiales mexicanas. Se identificaron cepas pertenecientes al
género Vibrio, Salmonella, coliformes fecales y E.coli O157:H7.
Con el empleo del Sistema BAX, se logro la identificacion de
microorganismos a través de su ADN bacteriano. Los resul-
tados obtenidos en los métodos bioquimicos y moleculares
fueron contrastados. Resultados. El método estadistico
de Bland-Altman indicé que ambas técnicas pueden usarse
indistintamente. La prueba de McNemar demostroé que ambos
métodos cuentan con la misma eficacia para la identificacion
de patdgenos (valor X2=0.5 p=0.4795). Conclusién. La
calidad microbioldgica del pulpo en la region sur-sureste de
México es deficiente debido a la presencia de flora bacteriana
patogena que podria representar un riesgo epidemioldgico.
Los indices establecidos por las normas sugieren la necesidad
de aplicar técnicas de identificacion eficaces y rapidas como
el Sistema BAX. Este método alternativo de analisis puede
coadyuvar a la implementacion de estrategias efectivas que
permitan cumplir con especificaciones minimas sanitarias
durante el procesamiento de los productos pesqueros, y asi
elevar los sistemas de control para disminuir los riesgos de
brotes epidemioldgicos en la region.
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Abstract

Objective. In this work we studied the microbiological
quality of the red octopus given its important economic
and social impact on the region South-Southeast of Mexico.
Materials and methods. Samples were taken in different
areas of capture of the species and analyzed with biochemical
tests described in the Mexican official standards, identifying
strains belonging to the genus Vibrio, Salmonella and faecal
coliforms,and E. coli O157:H7. We used the BAX System for
the identification of microorganisms through their bacterial
DNA. The results obtained in biochemical and molecular
methods were confirmed. Results. Bland-Altman statisti-
cal method pointed out that both techniques can be used
interchangeably. McNemar test showed that both methods
have the same efficacy for the identification of pathogens
(value X?=0.5 p=0.4795). Conclusion. The microbiolo-
gical quality of the octopus in the South-Southeast region
of Mexico is deficient due to the presence of pathogenic
intestinal flora that might represent an epidemiological risk.
The indexes established by the regulations suggest the need
to apply effective and rapid identification technologies, such
as the BAX System.This alternative method of analysis can
contribute to the implementation of effective strategies that
allow compliance with the minimal sanitary specifications
during the processing of fishing products, thus strengthening
the control systems to decrease the risks of epidemiological
outbreaks in the region.
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| diagnéstico microbiolégico ofrece pautas acerca

del establecimiento y aplicacién de criterios micro-
bioldgicos a los alimentos en cualquier punto desde el
origen, la planificacién y la formulacién, asi como la
implementaci6n de sistemas que garanticen la inocuidad
y calidad de los productos.!*Las bacterias responsables
de enfermedades provocadas por alimentos pertenecen
auna gran variedad de géneros.?

En las zonas costeras, el consumo humano de
productos del mar estd directamente relacionado con
aspectos laborales y deportivos. Sin embargo, esta préc-
tica representa un riesgo epidemiolégico debido a que la
contaminacién de las aguas costeras por los vertidos de
aguas residuales de las ciudades es una constante fuente
epidemioldgica de salmonelosis, célera, hepatitis y otras
infecciones, ademds de las deficiencias en el manejo de
los productos pesqueros.*>

En la regién sureste de México, uno de los princi-
pales productos pesqueros es el Octopus maya, mejor
conocido como pulpo rojo. Esta especie ha sido descrita
como endémica y bentdnica, que se distribuye en aguas
someras de la plataforma continental de la peninsula
de Yucatdn. La pesca de pulpo rojo se encuentra posi-
cionada en el décimo lugar del volumen de produccién
de especies marinas del pafs y ocupa el quinto lugar en
valor comercial. En los tltimos tres afios, la produccién
nacional promedio se ha mantenido por encima de las
25000 toneladas; en 2011 superd las 27 500 toneladas.®

En los ultimos 10 afios, la tasa media de creci-
miento anual de la produccién fue positiva, con 0.78%
a nivel nacional. Los estados de Campeche y Yucatdn
contribuyen con 94.2% de la produccién nacional
total de pulpo, cuyo valor es de 557 370 000 pesos. La
calidad de este recurso puede verse afectada por una
gran variedad de agentes patégenos, pues diversos
estudios realizados en muestras representativas de ali-
mentos marinos han mostrado la presencia de bacilos
marinos halofilos pertenecientes a los géneros Vibrios
y Aeromonas.”

Las bacterias pueden descomponer los alimen-
tos marinos, lo que ocasiona pérdidas econdmicas al
comercio de alimentos y provoca enfermedades a los
consumidores.® En este trabajo se evalué la calidad
microbiolégica del pulpo rojo (Octopus maya) a partir de
diversos pardmetros de acuerdo con las normas oficiales
mexicanas. Asimismo, se realizé una comparacién con
el Sistema BAX (andlisis de ADN) con la finalidad de
proporcionar alternativas en la deteccion de microbiota
alterante o patégena.
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Material y métodos

Toma de muestras

Las muestras se recolectaron durante los meses de oc-
tubre a diciembre de 2013 en los puertos pesqueros con
mayor volumen de captura reportada en el estado de
Campeche, México. Las localidades fueron Campeche,
Champotén, Seybaplaya, Villa Madero, Isla Arena y
Sabancuy. Cada muestra contenfa un pulpo rojo de entre
200 g y 1 kg, que fue colocado en bolsas herméticas de
nylon (Deltalab PLA-01117) rotuladas y transportadas
dentro de un contenedor con hielo hasta el laboratorio.
En total se recolectaron 30 muestras por triplicado de
cada uno de los puertos seleccionados, lo que hizo un
total de 540 unidades. El estudio fue observacional
descriptivo, de corte transversal sin direccionalidad. El
célculo del tamafio de la muestra se hizo por la estima-
cién de una proporcién poblacional (Epidat 3.1).

Métodos de deteccion con las Normas
Oficiales Mexicanas (NOM)

Para la deteccién de los microorganismos patégenos en
las muestras de pulpo rojo se emplearon las estrategias y
metodologfa de andlisis para aislamiento e identificacién
establecidas por las Normas Oficiales Mexicanas: Vibrio,?
Salmonella,'® coliformes fecales y Escherichia coli'''? y
Staphylococcus aureus.

Método alternativo BAX

La deteccién de microorganismos patégenos en las
muestras se realizé a través del Sistema BAX, basado en
la reaccién en cadena de polimerasa. Se utilizaron 25 g
de muestra y se inocularon en los medios de enriqueci-
miento especifico para Salmonella, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolitycus, Vibrio vulnificus y E. coli O157:H7, y
Staphylococcus aureus. Se realizé la extraccién del dcido
desoxirribonucléico (ADN) en cada cultivo, utilizando
5 ul de la solucién de pre-enriquecimiento y 200 ul de
una solucién de proteasa 10 mg/ml. Después de la ex-
traccién se tomaron 50 pl de la solucién y se colocaron
en un microtubo para la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR), el cual contenia la mezcla de reaccién con
los iniciadores (primers) polimerasa y oligonucleétidos
BAX. Las reacciones de amplificacién de los fragmentos
de ADN para las bacterias Salmonella, Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolitycus, Vibrio vulnificus y E. coli O157:H7
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se realizaron de acuerdo con las especificaciones del
proveedor (Sistema BAX). Los resultados se expresaron
como positivo/negativo a la presencia de amplificacion
de fragmentos especificos para cada bacteria.

Analisis estadistico

Los indicadores de calidad microbiolégica fueron de-
terminados como lo establece la NOM-029-SSA1-1993,
incluyendo E. coli O157:H7 como mesofilicos aerobios.
En el indice de calidad se asigné a cada indicador (mi-
croorganismos) un valor de 0 y a la ausencia, de 0.25;
por lo tanto, si una muestra resulta negativa a todos los
andlisis (Salmonella, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolity-
cus 'y Vibrio vulnificus) tendrd un indice de 1. Por otra
parte, si resulta positiva a los indicadores bacterianos
tendrd un indice de 0.

El analisis de la comparacién y concordancia entre
métodos se llevé a cabo confrontando los resultados
de 50 muestras procesadas por las dos técnicas por
triplicado. Los datos fueron contrastados mediante
una metodologia gréfica de andlisis Bland y Altman'
que permite evaluar la concordancia entre métodos de
andlisis determinando las diferencias entre los valores
obtenidos en las pruebas contra las medias de ambos
valores. Asimismo, se utilizé la prueba no paramétrica
McNemar'® del paquete estadistico SPPS para comparar
la distribucién de proporciones obtenidas por los dos
métodos y determinar si existe diferencia significativa
entre ellos. Todas las pruebas estadisticas fueron reali-
zadas con un nivel de significancia de p< 0.05 y de 95%
para el nivel de confianza.

Resultados

Presencia de patogenos

Los andlisis microbiol6gicos realizados a las 540 mues-
tras del producto pesquero pulpo rojo revelaron que
las bacterias con mayor presencia (82%) fueron las
del género Vibrio, con la presencia de las especies V.
cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Del total de
las muestras, 11.7% fueron positivas para la bacteria
Salmonella. En cuanto al grupo indicador “coliformes
fecales”, sélo se obtuvieron valores de 4.4%, mientras
que E. coli O157:H7 mostr6é una presencia muy baja
(1.1%). Se observé que S. aureus no rebasé los limites
permitidos por la Norma Oficial Mexicana en ninguna
de las muestras, por lo tanto su presencia se consideré
poco relevante (figura 1).

Al analizar la distribucién de los patégenos por
localizacién geogréfica (cuadro I), los resultados mos-
traron que el género Vibrio es el que presenta mayor
incidencia en todas las localidades analizadas, seguido
del grupo de los coliformes fecales. Asimismo, se evi-
denci6 que la bacteria S. aureus se encuentra por debajo
de los limites permisibles por la NOM-115-55A1-199413
en todos los sitios evaluados.

indice de calidad

En el andlisis de los indicadores de calidad microbiol6gi-
ca por localidad, de acuerdo con la NOM-129-55A1-1995,
incluido E. coli O157:H7 como meso6filo aerobio, las loca-
lidades de Sabancuy y Champotén tuvieron los mejores
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FIGURA |. PRESENCIA DE LOS DIFERENTES MICROORGANISMOS EN LAS MUESTRAS DE PULPO ROJO DURANTE LOS
MESES DE OCTUBRE A DICIEMBRE DE 2013. CAMPECHE, MEXICO
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Cuadro |
PORCENTAJE DE MICROORGANISMOS PATOGENOS DETECTADOS POR LOCALIDAD GEOGRAFICA
DURANTE LOS MESES DE OCTUBRE A DICIEMBRE DE 201 3. CAMPECHE, MEXico

. Vibrio E.coli O57:H7 Coliformes fecales Salmonella S. aureus
Localidad
%
Campeche 6222 222 0.1 3333 0
Champotoén 54.44 222 4.44 I.11 0.009
Seybaplaya 55.56 4.44 3111 222 0.008
Villamadero 48.89 3.33 14.44 222 0.005
Isla Arena 55.56 3.33 30.00 0.12 0.001
Sabancuy 55.56 3.33 222 I.11 0.008
Los datos se expresan en porcentaje con respecto al total de muestras analizadas en cada localidad (90£1)
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FiGURA 2. INDICE DE CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL PULPO ROJO PRODUCIDO EN SEIS LOCALIDADES DURANTE LOS
MESES DE OCTUBRE A DICIEMBRE DE 2013. CAMPECHE, MEXico

resultados con indices cercanos a 1, mientras que las
muestras tomadas en Seybaplaya y Campeche mostraron
indices de calidad méds bajos (cercanos a 0.5), causados
por la alta incidencia de V. cholerae y V. parahaemolyticus,
que fueron positivas para ambas localidades (figura 2).

Analisis Sistema BAX vs NOM

En la figura 3 se muestra la comparacién del total de
muestras detectadas por ambos métodos y se observa
que no existen diferencias en la aplicacién de las dos
técnicas. Estos resultados fueron analizados mediante
la prueba de McNemar; se comprobé que no existen
diferencias significativas en el uso de ambos métodos
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para la identificacién de patdgenos (valor de la estadis-
tica X?=0.5 y p=0.4795).

El andlisis de concordancia entre los métodos
usados para la deteccién de patégenos, por el método
gréfico de Bland-Altman, indicé que las medias arit-
méticas para ambos métodos fueron 1.25+0.76, por lo
que la distribucién de los datos se mantiene dentro de
los limites de confianza, lo que demuestra que los dos
métodos se pueden usar indistintamente (figura 4).

Discusion
Los andlisis realizados al producto pesquero pulpo
rojo revelaron la presencia de bacterias pertenecientes

salud puiblica de méxico [ vol. 58, no. 4, julio-agosto de 2016



Andlisis microbioldgico del pulpo rojo

ARTICULO ORIGINAL

25+

21

T
v 201
g 17
8
o
8
[}
T 15
o 12
g T I
3
€
8 10 4 8

7 7
S ! T
g 5
=1
Z 54
! 0.05
T .|
I I I T
Vibrio E. coli Coliformes Salmonella S. aureus
fecales
Método BAX B Método NOM
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FIGURA 4. ANALISIS DE CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS USADOS PARA LA DETECCION DE PATOGENOS A
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al género Vibrio como V. cholerae, V. parahaemolyticus y
V. vulnificus; esto puede deberse a que los ambientes
marinos costeros y estuarios de las zonas tropicales
son considerados ambientes naturales para estas
bacterias.”!”!¥ Sin embargo, estos microorganismos
representan un riesgo sanitario eminente cuando estan
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presentes en alimentos; tal es el caso de V. vulnificus, que
se ha reportado en Estados Unidos, Dinamarca, Hong
Kong, Japén, Africa y varias ciudades de América del
Sur, 2y presenta un alto indice de mortalidad.

Vibrio parahaemolyticus es un patégeno entérico
que se transmite a humanos, primordialmente a través
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del consumo. También se ha encontrado en camarones,
cangrejos, jaibas y, ocasionalmente, en pescados,® y se
considera la principal causa de gastroenteritis trasmitida
por mariscos a nivel mundial.?**

Vibrio cholerae es un habitante autéctono de los eco-
sistemas acudticos, tanto en rios, como en estuarios, por
lo que el medio acudtico se ha reconocido como reser-
vorio y vehiculo para la transmisién.***? La infeccién
se debe al consumo de productos marinos crudos o con
un minimo de coccién, en los cuales V. cholerae puede ser
contaminante de superficie o estar presente en el tracto
intestinal 7%

Los andlisis para identificar bacterias coliformes
totales y fecales ponen de manifiesto que el manejo del
producto pesquero es deficiente, por lo tanto, existe
riesgo de contaminacion ambiental y fecal. Esto se ob-
servo principalmente en las localidades de Isla Arena y
Seybaplaya. Las bacterias coliformes son un grupo hete-
rogéneo compuesto por varios géneros, del cual existe
poca evidencia que indique que pertenezcan a un solo
género taxonémico.* La falta de certeza en cuanto a su
filiacién taxonémica y la imprecisa correlacion entre los
métodos recomendados para la deteccién de coliformes
han presentado problemas. Escherichia coli es aceptada
como bacteria coliforme.!

Por otra parte, el género Salmonella spp, que se
encuentra distribuido a nivel mundial y es un agente
zoon6tico importante que ha sido aislado a partir de una
gran variedad de peces, crustdceos y moluscos bivalvos,
también fue encontrado en las muestras tomadas en el
puerto de Campeche, con una incidencia de 33%. Estos
resultados superan datos registrados por la Food and
Drug Administration (FDA) que reporté la incidencia
de Salmonella en 1.3% de productos del mar, de 1990 a
1998.! La alta incidencia de este microorganismo en la
bahia de Campeche puede estar asociada con las des-
cargas de aguas residuales domésticas que se conectan
directamente con el mar, pues ya se ha demostrado la
existencia de esta situacién en la zona costera.*?

Finalmente, los resultados obtenidos mostraron
que el Stapphylococcus aureus no rebasé los niveles per-
mitidos, lo que indica una escasa contaminacién por
manipulacién humana. La reproduccién de S. aureus
en alimentos tiene gran importancia por tratarse de
un microorganismo capaz de producir toxinas ter-
morresistentes que, al ingerirse, causa intoxicaciones
alimentarias.®* Se debe poner especial atencién a esta
bacteria, ya que la mayorfa de los individuos pueden ser
portadores y pueden trasmitirla a los alimentos durante
su elaboracién.

El andlisis microbiol6gico del pulpo permitié eva-
luar problemas de almacenamiento, abuso de tempera-
tura, vida til, asf como el potencial de contaminacién
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fecal o posible presencia de patégenos (Escherichia coli,
coliformes fecales, Salmonella spp). La presencia de estas
bacterias puede estar asociada con las descargas de las
redes domésticas sobre los efluentes pluviales en las
poblaciones analizadas y con contaminacién desde la
obtencién hasta el almacenamiento y el transporte a los
puntos de venta.

Sistemas de analisis para deteccion e
identificacion de patogenos

Las técnicas para la identificacion de patégenos a partir
de su desarrollo en un cultivo especifico suelen detectar
un rango de numerosas especies; no requieren de equipo
muy sofisticado y son pruebas sencillas de realizar. Sin
embargo, presenta desventajas con respecto al tiempo y
se requiere de un gran niimero de pruebas bioquimicas
para laidentificacién confirmativa del patégeno, lo cual
incrementa el costo del andlisis.

Por otra parte, también se ha implementado el uso
de anticuerpos para la identificacién de microorganismos
de manera simple y rdpida. Sin embargo, la deteccién no
suele ser precisa cuando existen minimas cantidades de
microorganismos que no hacen posible distinguir entre
infecciones activas y latentes. Ademds, se carece de anti-
cuerpos y antigenos para muchos microorganismos, que
suelen tener un costo muy elevado, o bien, en algunos
casos, pueden ofrecer falsos positivos.>

Los métodos moleculares para la deteccién de mi-
croorganismos utilizan andlisis basados en la reaccién
en cadena de la polimerasa para la amplificacién de
fragmentos de ADN bacteriano especificos para cada
especie.® El equipo automatizado estd acoplado a un
detector de fluorescencia, lo que ofrece rapidez en la
obtencién de resultados y, debido a que es un método
molecular, cuenta con alta especificidad y sensibili-
dad en la deteccién de las especies bacterianas. Estos
métodos también abren la posibilidad de estudiar las
poblaciones microbianas sin hacer aislamientos en
medios selectivos, por lo tanto, se evitan los sesgos que
pueden surgir con el cultivo de microorganismos.*?
Asimismo, con esta nueva metodologia también ahora
es posible diferenciar las cepas virales y no virales, con
base en su capacidad o incapacidad para producir sus
factores virulentos. Comparar los métodos tradicionales
de identificacién de microorganismos con las técnicas
moleculares de identificacion, donde se contribuye al
ahorro de tiempo, identificacién determinante y dismi-
nucion de costos, ha hecho que las técnicas moleculares
ganen dia a dfa més terreno en la investigacion cientifica
y diagndstico de patégenos.®

Este trabajo comprobé que el sistema molecular
BAX es tan eficiente como el uso de las pruebas bio-
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quimicas establecidas por la NOM. Esta metodologfa
molecular es considerada una técnica eficaz, por lo
que puede ser empleada para una deteccién rdpida y
confiable en la evaluaciéon microbiolégica del pulpo.

Los centros de acopio del pulpo suelen ser estable-
cimientos informales con buenas o regulares condiciones
de higiene que pueden conducir ala reduccién o pérdida
de la calidad.

Conclusiones

La calidad e inocuidad de los alimentos debe ser una
constante en todas las etapas de la produccién del pulpo
rojo (Octupus maya), sin importar lo simples o complejas
que éstas sean. Con base en los presentes resultados, la
calidad microbioldgica del pulpo puede considerarse
regular en general, lo que sugiere la necesidad de
aplicar técnicas de identificacién eficaz y rdpida como
el Sistema BAX. Estos métodos alternativos de analisis
pueden coadyuvar a la implementacién de estrategias
efectivas que permitan cumplir con especificaciones
sanitarias minimas durante el manejo y procesamiento
de los productos pesqueros, y asi elevar los sistemas de
control para disminuir los riesgos de brotes epidemio-
légicos en la region.
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