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RESUMEN

AVILA SOLIS MARIA DE LA LUZ FABIOLA, Determinacion de la Calidad
Microbiologica del Acocil Cambarellus montezumae. Bajo la direccion de: Dra.
Rosa Elena Miranda Morales.

Con el fin de determinar la calidad microbiolégica de los acociles crudos,
procedentes de La Presa de Atlangatepec, Lagunas de Zempoala, y de los
acociles cocidos del Mercado de San Juan, México D.F., se tomaron las
especificaciones de las normas para crustaceos debido a que no existen
lineamientos normativos para el acocil y asi establecer un panorama
microbiolégico del Cambarellus montezumae que es un organismo potencialmente
explotable en beneficio de la sociedad. Se procesaron 10 muestras de acociles
crudos y 6 de acociles cocidos, las cuales se incubaron a 37°C y a temperatura
ambiente para cuantificar bacterias coliformes totales (nUmero mas probable),
mesofilas aerobias y aislamiento de Salmonella spp., asi como también el
aislamiento e identificacion de bacterias asociadas. Resultando que el 80%
(temperatura ambiente) de las muestras de macerado de acociles crudos, y el
40% (37°C), no cumplen con la especificacion sanitaria de la NOM-242-SSA1-
2009 (400NMP/g) para bacterias coliformes. En acociles cocidos, 1 muestra no
cumplié con la cuantificacion de la NOM-093-SSA1-1994 que indica <10 NMP/g de
coliformes. El total de las muestras de acociles crudos cumplen con el limite que
establece la NOM-242-SSA1-2009 (10 000 000 UFC/g) para bacterias mesofilas
aerobias. En acociles cocidos, el 83.3% no cumplen con el limite de la NOM-093-
SSA1-1994 (150 000 UFC/g). No se detecto la presencia de Salmonella spp. en

todas la muestras analizadas de acociles crudos y cocidos. Se logro el aislamiento
1



en los acociles crudos de las siguientes bacterias: E. coli, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Yersinia spp., Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus,
Bacillus cereus y Staphylococcus coagulasa negativo., estos microorganismos no
representan un riesgo directo a la salud del consumidor, debido a que los acociles
se consumen cocidos, sin embargo la presencia de estas bacterias en el agua de
embalse representa un indicador de la calidad del agua y un riesgo indirecto para
el pescador o comercializador de estos organismos. En los acociles cocidos se
aisl6 Aeromonas spp. y Staphylococcus coagulasa negativo, consideradas de
riesgo en salud publica, estos microorganismos presentes en el alimento son

indicadores de un manejo, almacenaje y preservacion inadecuados.



1.-INTRODUCCION

...De los renacuajos y otras sabandijas del agua que comen estos naturales: hay unos animalejos
en el agua que se llaman acocili, son casi como camarones, tienen la cabeza como langostas, son
pardillos y cuando los cuecen se ponen colorados, son de comer cocidos y también tostados (Fray

Bernardino de Sahagun, 1829).

1.1 HISTORIA

Una de las principales fuentes de alimentos para la humanidad durante todas las
eépocas han sido la cantidad de especies faunisticas extraidas de los cuerpos de
agua, lo que ha originado una explotacion de ellas a lo largo de la historia a fin de
satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacion humana (Morones, 1991).
Uno de estos productos es el “acocil’, cuyo nombre procede del nahuatl acocilin:
atl.- agua; cocil: radical de coci, que connota la idea de un camarén pequefio de
agua dulce.

En México el acocil fue una importante fuente nutricional para la parte central y sur
desde la época prehispanica, antes de la conquista, estos animales eran
consumidos por los aztecas (Villalobos, 1943), pero en la actualidad ya no se
consiguen con la facilidad de antes, debido a que su captura sin control y los
cambios en las condiciones ambientales ha disminuido sus poblaciones por lo que
se requiere medidas biotecnolégicas adecuadas para evitar su desaparicion
(Palacios, 2003).

Hay registros del siglo XVI donde estos organismos se utlizaban como

intercambio comercial.



De la misma manera tuvieron importancia en la época de la post revolucién, dado
gue eran una fuente segura de alimento por su gran abundancia en rios y
chinampas y debido a que eran apreciados por su sabor, ademas de su gran
comercializacién en el mercado (Garcia, 1991).

El acocil Cambarellus montezumae, es endémico de la zona central de México y
la zona lacustre de Xochimilco, se le conoce desde los primeros asentamientos
indigenas en las orillas del gran lago del Valle de México y fue parte importante de
la dieta de nuestros antepasados. Actualmente es una especie comestible de gran
demanda en el mercado nacional, no solo por su sabor sino por su alto contenido
proteinico, de ahi parte la importancia de estudiar y preservar la especie

(Santiago, 2001).

1.2 ANTECEDENTES

Los primeros estudios de los cambaridos en México los llevo a cabo Villalobos
(1943) quien publico el estudio “ Los Cambaridos Mexicanos I”, posteriormente el
mismo autor describe una nueva especie (1948), durante las siguientes décadas
describe diversas especies localizadas en diferentes estados de la republica.

En 1959 Cantu realiza un estudio sobre la “Embriologia de Cambarellus
montezumae”. En 1976 Rosas realizo un trabajo del acocil del lago de Patzcuaro
“Cambarellus montezumae patzcuarensis’.

Hofman en 1983 publico el libro: “Asi se crian los cangrejos de rio: biologia,
mantenimiento e importancia econémica”, donde realiza una descripcién general

del acocil. En 1989, Pérez, da a conocer informacién sobre el ciclo biolégico del



acocil en un estudio que se llevo a cabo en la presa de Atlangatepec. En 1990
Inclan et al, estudiaron la reproduccién en cautiverio y conducta reproductiva de
acociles de la especie Procambarus bouvieri. Rodriguez (1991) realizo estudios
sobre el balance energético del acocil. Por su parte Morones (1991) realiz6
estudios de aspectos reproductivos del acocil Cambarellus montezumae en
condiciones de laboratorio.

En el instituto de Biologia de la UNAM se ha contribuido con estudios que han
incrementado el nUmero de especies nuevas, han dado datos sobre patrones de
distribucion, relaciones filogenéticas y aspectos biologicos (Rojas et al, 2003).

En 2007 Sanchez realizo un estudio llamado “Aprovechamiento de los Ambientes
reducidos en los canales de Xochimilco para el cultivo del acocil Cambarellus
montezumae, para consumo humano”, en el que realizan estudios sobre la carga
bacteriana del sedimento y de este organismo y verifican que este dentro de los

limites permitidos par aprovecharlo para el consumo humano.

1.3 GENERALIDADES DE LA ESPECIE

Las especies silvestres como es el caso el acocil, presentan posibilidades de
explotacion que no han sido debidamente valoradas por la sociedad actual, que
tienden a guiarse en sus preferencias por efecto de la propaganda, consumiendo
cada vez menos alimentos naturales que podrian obtener a un costo reducido, el
analisis de estas posibilidades puede dar resultados ecoldgico y econé6micamente

aceptables (Hopcraft, 1980).



El acocil es un pequefio crustaceo decapodo de 30 a 50 mm (figura 1) de aspecto
robusto comparado con otras especies del género: los adultos tienen un
caparazén mas consistente que los jévenes. Las hembras son de mayor tamafio
gue los machos y presentan una estructura llamada annulus ventralis, el cual es el
receptaculo seminal, también se distinguen de ellos porque su abdomen es muy
ancho y més corto, los machos cuentan con una estructura llamada petesma
considerado su érgano sexual externo (Hobbs, 1988). Su reproduccién se efectla
durante todo el afio, es de desarrollo lento con cépula y fecundacién interna, su
madurez sexual la alcanza a los 2 afios de edad (Villalobos, 1943).

Los cangrejos de rio o acociles son omnivoros, cuando el alimento escasea
pueden llegar a utilizar el canibalismo, y también consumen materia en
descomposicion (Santos, 2002).

Las investigaciones sobre requerimientos nutricionales son relativamente
recientes, no habiéndose llegado a soluciones definitivas que puedan resolver los
problemas que plantea una explotacion comercial.

Son de habitos nocturnos, tolerantes a la baja calidad del agua, son capaces de
vivir en lugares con un alto nivel de materia organica en descomposicion
(Sanchez, 2007).

Los acociles son de los pocos crustaceos que habitan los arroyos y depdsitos
lacustres continentales por lo que son considerados organismos cosmopolitas ya
gue han logrado distribuirse en todos los continentes, en cuerpos de agua dulce
|6ticos, 1énticos o hipogeos. Viven tanto en climas templados como tropicales, por
lo que son los miembros mas importantes, grandes y longevos de las

comunidades macrobenténicas dulceacuicolas, y por lo mismo, han invadido una
6



gran cantidad de habitats, ya que resisten cambios de humedad y temperatura,
sus caracteristicas fisiolégicas les permiten adaptarse a variaciones climéaticas
extremas, asimismo presentan una gran capacidad de asegurar la reproduccion y
supervivencia de su progenie frente a situaciones catastréficas (Gutiérrez, 1997).
Es importante tomar en cuenta que ademas de ser una especie que puede
aprovecharse por las caracteristicas ya conocidas, también es una especie que
se debe conservar, ya que no sélo en México sino en otros paises, hay un
decremento en las poblaciones de los acociles, mayor depredaciéon, menor
sobrevivencia de crias; debido a la introduccion de otras especies, por la pérdida
de sus habitats, la contaminacion de estos y la sobre-explotacion que en algunos
lugares sufren.

Las investigaciones que se realizan en nuestro pais sobre los acociles abarcan
aspectos de respuestas fisiologicas muy particulares, sin embargo, estos reportes
no abordan de manera directa el problema de la utilizacion del acocil como fuente

alimenticia o comercial (Rosas 1976).

1.3.1 TAXONOMIA

Huner (1989) ha reconocido tres familias; Astacidae, Parastacidae y Cambaridae,
siendo esta Ultima la mas diversificada y la de mayor importancia econémica con
los géneros Cambarus, Orconectes y Procambarus.

Los Cambaridos mexicanos estan representados por unas 37 a 40 especies
conocidas, entre las que destacan las pertenecientes a los géneros Procambarus

y Cambarellus, de los cuales Cambarellus montezumae es la mas representativa



del género Cambarellus por su gran abundancia y amplia distribucion en la

planicie central de México (Hobbs, 1991).

Clasificacion Taxonomica
Segun: Hickman et al, 1992 y Hobbs, 1988.
Phylum.- Arthropoda
Subphylum.- Mandibulata
Superclase.- Crustacea
Clase.- Malacostraca
Subclase.- Eumalacostraca
Superorden.- Eucarida
Orden.- Decapoda
Suborden.- Pleocyemata
Infraorden.- Astacidea
Superfamilia.- Astacoidea
Familia.- Cambaridae

Sub familia.- Cambarellinae

Género y Especie.- Cambarellus montezumae



1.4 DISTRIBUCION

El acocil es un invertebrado dominante en el macrobentos, y tiene distribucion
cosmopolita, ya que se encuentra en ambientes con diversas temperaturas
(Gutiérrez, 1997).

Los acociles pertenecientes a la familia Cambaridae y Astacidae estén
ampliamente distribuidos en todos los continentes, incluyendo Africa (Pillay, 1997).
Existen aproximadamente 300 especies de éstos crustaceos en el mundo de las
cuales se registran 275 en América del norte, las cuales han alcanzado gran
importancia comercial, puesto que poseen una alimentacibn muy variada y son
organismos con una gran resistencia a cambios de humedad. Se cultivan en
Francia donde se han desarrollado técnicas para tal fin desde 1980; asi como en
la Union Soviética y en Estados Unidos, particularmente en el estado de Lousiana,
en el que se han registrado 29 especies de las que s6lo dos se cultivan a gran
escala, “el acocil rojo” Procambarus clarkii y el “acocil blanco” Procambarus
blandigi”. En los afios 60 comenzaron en Espafia los primeros intentos de
aclimatacion de varias especies Europeas y americanas con diferente éxito
(Abrahamsson, 1973).

Las especies del género Cambarellus se encuentran distribuidas a lo largo del
centro de México, desde el Estado de Puebla, hasta el estado de Jalisco
(Villalobos 1943).

El acocil es aprovechado para autoconsumo, se captura todo el afio y se combina

y alterna con los alimentos de campo, haciendo de este un platillo con alto



contenido proteico y con bajo costo (Gonzalez, 1989; Rodriguez, 1991) (en las

tablas 1, 2 y 3 podemos observar el contenido proteico del acocil)

I

Agua 80 - 83%
Proteinas 7-17%

Lipidos 0.5-2.8%
Calorias 732 — 4336 callkg

Tabla 1.- Contenido Nutricional del musculo del acocil Cambarellus montezumae (tomado de Gil y Alba, 2002).

Proteinas 62.12
Grasa 6.27
Cenizas 16.93
Fibra 7.90

abla 2.- Analisis quimico proximal de acociles colectados de Xochimilco incluyendo exoesqueleto hepatopancreas y cabeza (Sanchez, 2007).



Peso de la 33.94¢
muestra himeda

Peso de agua 2794 ¢
evaporada
% de humedad de |33.94 g
la muestra
% materia seca 19.16 g

Pesodelagrasa |0.111g

% Grasa cruda 55 %
(B.S.)

% Grasa cruda 1.06 %
(B.H.)

% Nitrégeno 8.72 %
% Proteina Cruda |[54.53 %
(B.S))

% Proteina Cruda [10.54 %
(B.H.)

Peso de la 1.0
Muestra

Peso de cenizas |0.2199 g

% Cenizas (B.S.) [21.99 %
% Cenizas (B.H.) [4.21 %

% Materia 78.01 %

Organica
Tabla 3.- Analisis Bromatologico del Acocil de la

Presa de Atlangatepec, Tlaxcalal

1Tomado de: Gonzélez Rosas G. 1989. UAM Xochimilco

1.5 IMPORTANCIA DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA

En general las enfermedades transmitidas por alimentos, la mayoria de la cuales
son de origen microbiano, constituyen uno de los principales problemas de salud

publica a nivel mundial, donde los alimentos y el agua contaminada son fuentes
11



importantes de contagio. En México durante el periodo de 1980 a 1989 el
Laboratorio Nacional de Salud Publica confirmo 58 brotes de infecciones
alimentarias de origen microbiano y parasitario a nivel nacional, la Secretaria de
Salud inform6 que en el periodo de los afios 1993-97, de 2,95 millones de
personas enfermas por las causas antes descritas, tuvo lugar un promedio anual
de 10 300 defunciones, ademas de cuantiosos gastos en atencion médica y
pérdidas econdmicas y laborales, en el afio 2002 el Sistema Nacional de
Informacion en Salud reportd a nivel nacional 3612 casos de intoxicaciones
alimentarias de origen bacteriano (Adams, 1997. ICMSF, 2000. FAO, 2001).
Algunos estudios realizados confirman la existencia de géneros bacterianos
involucrados en toxiinfecciones alimentarias asociadas al consumo de mariscos,
entre las bacterias involucradas se encuentran las bacterias de origen fecal y
algunas de flora enddgena en las cuales se encuentran las bacterias del genero
Vibrio (Grad, et al , 2004).

En el caso de los acociles cocidos, han pasado por un proceso de coccién, por lo
cual la carga bacteriana disminuye, y encontrar altas cantidades de bacterias
representa un riesgo potencial en la salud publica.

Aunque en México no se ha desarrollado la produccién a gran escala de esta
especie, y no existe una normativa especifica es importante tomar en cuenta
pardmetros de calidad sanitaria ya que los acociles son extraidos e incluso
producidos en embalses naturales, y es necesario saber si son aptos para

consumo humano.

12



Una norma oficial mexicana que regule a estos productos desde el punto de vista
sanitario, permite promover el consumo de los mismos y a la vez proteger la salud
del consumidor.

Las bacterias presentes en un alimento son indicadores de calidad y con esto se
declara si son 0 no aptas para el consumo humano. La NOM-242-SSA1-2009.
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y
procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba, nos da algunas
especificaciones microbioldgicas para calidad sanitaria dentro de las cuales se
contemplan mesofilas aerobias, NMP (numero mas probable) de coliformes

fecales, entre otros.

En algunos alimentos, la identificacion de una concentracion elevada de coliformes
fecales es indicador de su contaminacion fecal y mala manipulacion, esto indica,
gue el alimento en cuestion es No Apto para el Consumo Humano, si sobrepasa

los limites establecidos.

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la
microbiologia de los alimentos como indicador de practicas higiénicas

inadecuadas. (NOM-113-SSA1-1994).

El recuento de organismos mesofilos se utiliza como prueba de la calidad
microbiolégica de los alimentos excepto cuando se sabe que contienen grandes
cantidades de bacterias como consecuencia natural de su preparacién. (Adams,

1997). Los microorganismos pueden causar alteraciones no deseables que

13



pongan en riesgo la salud del consumidor. Ademas que la mayoria de

bacterias patdégenas se encuentran dentro de la clasificacion de las mesofilas.

ambarellus montezumae

las

14



2 HIPOTESIS.

Las muestras procesadas de Acociles (Cambarellus montezumae) crudos y
cocidos, no cubren la especificacibn microbiolégica de calidad sanitaria para
consumo humano establecido por las Normas Oficiales Mexicanas; NOM-093-
SSA1-1994, Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad en la preparacion
de alimentos que se ofrecen en establecimientos fijos, y la NOM-242-SSA1-2009.
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y

procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de microorganismos coliformes totales, Salmonella,
mesofilos aerobios y bacterias asociadas en Cambarellus montezumae (acocil),
realizando los procedimientos generales de cuantificacion, aislamiento e
identificacibn  bioguimica en macerado, agua de lavado y agua de embalse
incubando a dos temperaturas (temperatura ambiente y 37°C), para poder
aseverar la calidad microbiologica de este crustaceo como alimento para consumo

humano.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
-Determinar la presencia de coliformes totales por la técnica nimero mas probable
(NMP) a partir de macerado, agua de lavado de acocil y muestra del embalse

(lago), incubando a dos temperaturas (temperatura ambiente y 37°C).

15



-Cuantificar bacterias mesofilas aerobias a partir de macerado, agua de lavado de
acocil y muestra del embalse, a dos temperaturas de incubacion (temperatura
ambiente y 37°C).

-Determinar presencia o ausencia de Salmonella spp en medios de cultivo
enriquecidos, selectivos y diferenciales para el aislamiento vy tipificacion bioquimica
a partir de macerado, agua de lavado de acocil y muestra embalse (temperatura
ambiente y 37°C).

-Aislamiento e identificacién de bacterias asociadas a partir de macerado y agua

de lavado de acocil (temperatura ambiente y 37°C).

16



4 MATERIAL Y METODOS

4.1 AREAS DE MUESTREO

Los acociles utilizados en el presente estudio fueron extraidos de dos cuerpos de
agua: el primero es la Presa de Atlangatepec o San José Atlanga (figura 2), se
construyo para utilizar las aguas del rio Zahuapan. Este embalse se haya ubicado
a 37 kilbmetros al norte de la ciudad de Tlaxcala, en el municipio de Atlangatepec;
su ubicacion geografica esta dada por las siguientes coordenadas 19° 32°00”
latitud norte y 98° 12°43"" longitud oeste. Clima subhtimedo con lluvias deficientes
en invierno (Pérez, 1996). El segundo embalse de donde se obtuvieron los
acociles es del Parque Nacional Lagunas de Zempoala (figura 3), pertenece al
corredor ecolégico Ajusco-Chichinautzin, esta ubicado entre los limites del Estado
de Meéxico y el de Morelos. Coordenadas geograficas; Estado de Morelos: el
parque se encuentra entre los paralelos 19° 01’ 20" y 19° 06’ de latitud norte y los
meridianos 99° 16’ 20" y 99° 21’ de longitud oeste. Altitud de 2670 m a 3686 m.
sobre el nivel del mar. Clima templado frio integrado por bosques de coniferas.

Los acociles cocidos se obtuvieron del “Mercado de San Juan”, oficialmente
llamado “Ernesto Pugibet”, ubicado en la calle del mismo nombre, Colonia Centro,

Delegacion Cuauhtémoc, Distrito Federal.

17



Figura 2 y 3.- Areas de estudio de donde provienen las muestras; a la izquierda Presa de Atlangatepec, Tlaxcala

y a la derecha Lagunas de Zempoala

4.2 MUESTRAS

Acociles vivos

Las muestras de Acociles vivos (Cambarellus montezumae) (figura 4) fueron
obtenidas principalmente de dos zonas geograficas, Presa de Atlangatepec,
ubicada en el estado de Tlaxcala y Lagunas de Zempoala, ubicadas en los limites

del Estado de Morelos y Estado de México.

Figura 4.- Acociles capturados vivos en Tlaxcala.
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Acociles cocidos.
Los acociles cocidos (figurab) se obtuvieron en el Mercado de San Juan ubicado

en El Distrito Federal, de dos locales comerciales.

Figura 5.- Acociles cocidos adquiridos en el Mercado de San Juan

Obtencion de las muestras

Los acociles fueron capturados vivos, se transportaron a temperatura de 4°C en
recipientes cerrados con agua del embalse de donde fueron recolectados, en el
laboratorio se conservaron en congelacion a -20°C, temperatura que permite
preservar a los microorganismos presentes en la muestra y sirve como una forma
de sacrificio eutanasico, con este método el sistema nervioso se vuelve inactivo,
hay perdida de la conciencia y posteriormente la muerte (Remfry, 1986) ademas el
proceso de congelacion facilita la maceracion de la muestra.

Los acociles cocidos, se transportaron en bolsas de plastico a 4°C vy se

conservaron en congelacién a -20 °C.

19



4.3 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES POR LA

TECNICA DE NUMERO MAS PROBABLE

1.- Se pesaron 10 g de acociles (Cambarellus montezumae) en un recipiente
esteril.

2.- La muestra se lavo por tres ocasiones con agua destilada estéril para obtener
bacterias de superficie corporal.

3.- Se macer0 la muestra en un mortero estéril (figura 6).

4.- Se depositaron los 10g de macerado en 90 ml de agua peptonada, se
homogenizo y se dejé reposar 10 min (figura 7).

5.-Se realizaron diluciones decimales de 10" a 10® en tubos con 9 ml de agua
peptonada.

6.- Se inoculdé 1 ml de cada dilucién en tres tubos de caldo lactosado simple con
tubo de Durham invertido (3 tubos por dilucion en total son 15 tubos inoculados de
caldo lactosado simple).

7.- Se incubaron a 37°C y a temperatura ambiente (22 a 25° C) por 24-48 hs.

8.- Se observé la produccion de gas en los tubos de caldo lactosado con tubo de
Durham invertido.

9.- Se confirmo6 la presencia de coliformes: eligiendo al azar y sembrando por
estria continua uno de los tubos con produccién de gas (véase punto 8) en agar
Mac Conkey para observar las colonias tipicas fermentadoras.

10.-Se confirmo la produccion de gas sembrando una de estas colonias en tubos

con caldo lactosado simple con tubo de Durham invertido.
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11.-Se eligid la dilucion méas alta en la que los tres tubos de la dilucion fueron

positivos a la formacion de gas y las dos diluciones superiores mas proximas.

12.-Se determiné la presencia coliformes por la técnica de NMP buscando en la

tabla de la ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for

foods) (tabla 4).

NUmero de positivos en cada

Limites de confianza

Dilucion
Dilucién 10 | Dilucion 107 | Dilucion 10° | NMP  por | 99% 95%

gramo
0 1 0 3 <1 23 <1 17
1 0 0 4 <1 |28 1 21
1 0 1 7 1 35 2 27
1 1 0 7 1 36 2 28
1 2 0 11 2 44 4 35
2 0 0 9 1 50 2 38
2 0 1 14 3 62 5 48
2 1 0 15 3 65 5 50
2 1 1 20 5 77 8 61
2 2 0 21 5 80 8 63
3 0 0 23 4 177 |7 129
3 0 1 40 10 |230 |10 180
3 1 0 40 10 290 |20 210
3 1 1 70 20 |370 |20 280
3 2 0 90 20 |520 |30 390
3 2 1 150 30 [660 |50 510
3 2 2 210 50 |820 |80 640
3 3 0 200 < 1900 | 100 | 1400

100

3 3 1 500 100 | 3200 | 200 | 2400
3 3 2 1,500 200 | 6400 | 300 | 4800

Tabla 4.- NMP de Bacterias Coliformes, cuadro para lectura de Resultados
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Multiplicar el NMP por el factor adecuado: si los tubos seleccionados corresponden a 107,
10, 10, multiplicar por 10; si las diluciones son 10 10, 10, multiplicar por 100.

- El agua obtenida del lavado de la muestra de acociles y el agua colectada de
lago se les realizé el mismo procedimiento del NMP (NOM-242-SSA1-2009, NOM-

110-SSA1-1994, NOM-112-SSA1-1994, ICMSF, 2000, Rolani, 1997).

Figuras 6 y 7. Procesamiento dela macerado de Acociles cocidos para la Técnica de NMP de bacterias coliformes

4.4 RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS EN PLACA

1.-Se tomaron 80 pl de cada una de las diluciones realizadas en el procedimiento
para determinar NMP (10" a 10™.

2.- Se inocularon en placas de TSA (agar tripticasa soya) 4 gotas de 20 pl por
dilucion.

3.- Se incubaron a 37°C y atemperatura ambiente 20 -25°C de 24 a 48 hs.

4.- Se observo el agar y en la dilucién donde las colonias estaban mas separadas
se realizo conteo de colonias.

5.- Después de contar las colonias en cada gota se obtuvo un promedio haciendo

una suma del total de colonias dividiendo entre el nimero de gotas inoculadas.
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6.- Este resultado se multiplico por un nimero que multiplicado por el volumen
utilizado de como resultado la unidad, aqui se obtuvo el nimero de bacterias
viables por cada ml.

7.- A este resultado se le agrego el nimero de ceros que indica el factor de la
dilucién utilizada para hacer la cuenta.

8.- Este procedimiento se realizé para el macerado, el agua de lavado y el agua
colectada de lago (la metodologia utilizada fue tomada del departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
basandose en las siguientes referencias; NOM-029-SSA1-1993, NOM-092-SSA1-

1994 NOM-110-SSA1-1994, ICMSF, 2000, Rolani, 1997).

4.5 AISLAMIENTO DE Salmonella spp.

1.- Se pesaron 25 g de acociles.

2.- Se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril.

3.- Se macero6 en un mortero estéril.

4.- El macerado se depositd en 225 ml de caldo lactosado simple, se homogenizo
e incubd a temperatura ambiente 6 hs

5.- Posteriormente se incubd a 42° C por 24 hs.

6.- Se transfirieron 2ml a 18 ml de caldo selenito y se incubaron a 42 °C por 24 hs.
7.- Se sembr6 en agar Verde Brillante y Mac Conkey, se incubaron a 37 °C de 24
a 48 hs.

8.- Se realizaron resiembras cada 48 hs por 3 ocasiones.
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9.- Las colonias con caracteristicas morfoldgicas tipicas de Salmonella spp (es
decir en este caso buscamos colonias no fermentadoras en ambos agares) se
identificaron bioquimicamente (NOM-110-SSA1-1994, ICMSF, 1983, Rolani, 1997,
NOM-114-SSA1-1994, Eliott, 1983).

10.-El agua de lavado y el agua colectada de la laguna se inocularon cada uno de
ellos en el Caldo Selenito en una proporciéon uno a uno, se incubaron a 42 °C por

48 hs. La metodologia a seguir fue la misma que para el macerado.

4.6 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS ASOCIADAS

El macerado, al igual que el agua de lavado y el agua recolectada de la laguna se
sembraron en agar sangre y agar Mc Conkey, se incubaron a 37°C por 24 hs, a
las colonias aisladas se realizaron las pruebas correspondientes para llegar a la
identificacion, segun las metodologias indicadas en los esquemas 1, 2 y 3 (Davis,

1996, Carter ,1990 y Barrow, 1993).
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Esquema 1.- Procedimiento para la identificacion de Bacilos GRAM (-)

Bacilos Gramnegativas

l

l Oxidasa l
Positivo Negativo
*TS|
*SIM
*Citrato
* Urea

*otras pruebas complementaria

Esquema 2. Procedimiento para la identificacion de cocos GRAM (+)

Cocos Grampositivas

l

_l_ Catalasa —
Poslitivo ;tativo
I I
- Coagulasa - Caldo Sangre
- Agar P - Caldo NaCl 6.5 %
- Urea - Caldo Esculina
- Manitol Anaerobio - Manitol
- Manitol - Manitol Anaerobio
- Sucrosa
- Rafinosa
- Lactosa
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Esquema 3.- Procedimiento para la identificacion de Bacilos GRAM (+)

Bacilos Grampositivos

l

Catalasa

(+) ()

l l

Caldo sangre Glucosa
Cellobiosa Lactosa
Salicin Maltosa
Urea Manosa

Caldo nitrato

Otras pruebas complementarias

4.7 AISLAMIENTO DE Mycoplasma spp.

Se utilizo el medio Hayflick modificado que contiene, 70 ml de medio base PPLO,
10 ml de extracto de levadura fresca, 20 ml de suero de equino inactivado, 1 ml de
dextrosa, 0.25 ml de rojo de fenol como indicador de pH, 1 ml de penicilina 100
000 U.l. De la dilucion en agua peptonada se tomaron 200 pl y se depositaron en
un tubo con 1.8 ml con medio Hayflick, se realizaron diluciones seriadas hasta 10°,
se colocaron 30 ul de la muestra en medio semisolido Hayflick, se incubaron a
37°C en aerobiosis y microaerobiosis respectivamente, las lecturas se realizaron
cada 48 hs en medio sdlido y cada 24 hs en liquido, comparando con el control

para observar un cambio de pH. Cuando se apreciaron colonias sugerentes a
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micoplasmas (morfologia de huevo frito) se realizo la triple clonacién para la
purificacion de las mismas y se llevé a cabo la identificacién por medio de pruebas
bioquimicas, cuando no se presenté tal morfologia se realizar6n pases semanales
para permitir el desarrollo del microorganismo o bien para dar la muestra como

negativa después de 4 pases (Whitford, 1994).

4.8 PRUEBA ESTADISTICA

El andlisis estadistico se corridé con el programa SPSS Version 16. Para comparar
conteos de coliformes y mesofilas entre lugares se utilizé la Prueba de Man-
Witney U. Para la comparacion de conteos de macerado de acociles, agua de
lavado y agua de embalse entre las dos temperaturas de incubacion que a alas
gue se incubaron las diferentes muestras (Temperatura ambiente y 37°C) se utilizo

la suma de rangos de Wilcoxon.
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5 RESULTADOS

Se procesaron 16 muestras, 10 muestras totales fueron de acociles crudos, cinco
provenientes de Tlaxcala y cinco de las Lagunas de Zempoala, de las cuales se
trabajo el agua de lavado, el agua de embalse y el macerado, a dos temperaturas
37°C y temperatura ambiente (TA) (22 a 25°C) y las 6 muestras restantes fueron
de acociles cocidos, adquiridas en el Mercado de San Juan, en las cuales se
proceso el agua de lavado y el macerado Unicamente, de igual manera a las dos

temperaturas antes mencionadas.

5.1 BACTERIAS COLIFORMES

5.1.1 Macerado de acociles crudos

TLAXCALA

De las cinco muestras de macerado obtenidas en la Presa de Atlangatepec,
Tlaxcala, procesadas a temperatura ambiente el 80% (4/5) rebasaron el limite
permitido por la NOM-242-SSA1-2009, que es de 400NMP/g de bacterias
coliformes. Mientras que en las procesadas a 37°C el 60% (3/5) presentaron
conteos por arriba del limite establecido por la misma norma.

Los conteos de bacterias coliformes en muestras de macerado incubadas a
temperatura ambiente provenientes de Tlaxcala fueron; minimo de 230 y maximo
de 50,000 NMP/g, y para las incubadas a 37°C el minimo de bacterias coliformes

fue de 40 y el maximo de 9,000 NMP/g.
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Otro de los objetivos fue el comparar si el numero de coliformes se veia afectado
por la temperatura de incubacién, para el macerado no hubo diferencia
significativa (P=0.686).

Comparando el nimero de bacterias coliformes entre macerado y agua de lavado
incubadas a temperatura ambiente (P=0.345) y 37°C (P=0.5), no se encontrd
diferencia significativa

LAGUNAS DE ZEMPOALA

En las muestras de macerado procesadas a temperatura ambiente obtenidas de
las lagunas de Zempoala el 80% (4/5) arrojaron conteos por arriba del limite de
400NMP/g de bacterias coliformes permitido por la NOM-029-SSA1-1993, en las
muestras incubadas a 37°C, el 20% (1/5) estan por encima del limite que
establece la norma. El conteo minimo de bacterias coliformes para las muestras
incubadas a temperatura ambiente es de 0 y el maximo es de 21000 NMP/g, en
las incubadas a 37°C el conteo minimo y el maximo son similares a los de
temperatura ambiente.

No se encontro diferencia significativa en los conteos de bacterias coliformes al
comparar las muestras de macerado incubadas a temperatura ambiente y las
incubadas a 37°C (P=0.593).

La comparacion entre macerado y agua de lavado a partir de muestras de acociles
provenientes de las Lagunas de Zempoala incubadas a temperatura ambiente
(P=0.715) y a 37°C (P=0.465), no mostro diferencia estadisticamente significativa.

Se realizé una comparacion de los conteos de bacterias coliformes en muestras
de macerado, entre los dos sitios de muestreo (Tlaxcala y Lagunas de Zempoala),

incubadas temperatura ambiente (P= 0.151) y 37°C (P=0.310), para agua de
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lavado incubada a temperatura ambiente (P=0.222) y a 37°C (P=0.095) y para
agua de embalse incubada a temperatura ambiente (P=0.905)y a 37°C (P=0.413),
y no se encontré evidencia estadistica que indicard diferencia significativa del

numero de coliformes entre los dos sitios.

5.1.2 Agua de lavado a partir de acociles crudos

TLAXCALA

Para las 5 muestras de agua de lavado incubadas a temperatura ambiente, el
conteo minimo de bacterias coliformes fue de 3 y el maximo de 21 000
NMP/100ml, mientras que en las muestras incubadas a 37°C el minimo fue de 15
y el maximo de 50 000 NMP/100ml. Al realizar la comparacion de las muestras de
agua de lavado incubadas a las 2 temperaturas se encontré6 una diferencia
significativa (P=0.043).

LAGUNAS DE ZEMPOALA

El conteo minimo de bacterias coliformes de las muestras de agua de lavado
provenientes de las Lagunas de Zempoala e incubadas a temperatura ambiente,
fue de 90 y el maximo de 400 NMP/100ml, para las muestras incubadas a 37°C, el
conteo minimo de bacterias coliformes fue de 4 y el maximo de 7 000 NMP/100ml.
No se encontré ninguna diferencia estadistica en el agua de lavado incubada a
temperatura ambiente y 37°C (P>0.05).

Al realizar una comparacién para las muestras de agua de lavado entre los dos
sitios de muestreo (Tlaxcala y Lagunas de Zempoala) no se determino alguna

diferencia significativa entre los dos sitios (P=0.310).
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5.1.3 Agua de Embalse a partir de acociles crudos

TLAXCALA

Se trabajaron 4 muestras de agua de embalse provenientes de Tlaxcala, las
muestras que fueron incubadas a temperatura ambiente presentaron un conteo
minimo de 40 y un conteo maximo de 151 NMP/100ml. Y en las muestras que
fueron incubadas a 37°C presentaron un conteo minimo de bacterias coliformes de
9 y un conteo maximo de 900 NMP/100ml.

Al realizar el andlisis estadistico no se observé una diferencia significativa entre
las dos temperaturas a las cuales se incuban las muestras (temperatura ambiente
y 37°C) (P=0.465).

LAGUNAS DE ZEMPOALA

Se trabajaron 5 muestras de agua de embalse de las Lagunas de Zempoala, las
cuales presentaron desde ausencia de bacterias coliformes hasta un conteo
maximo de 900 NMP/100ml para las incubadas a temperatura ambiente y para las
incubadas a 37°C también se reporto desde ausencia hasta un conteo maximo de
1500 NMP/100ml.

El andlisis estadistico no indico6 una diferencia significativa al realizar una
comparacion de los conteos de bacterias coliformes incubadas a dos temperaturas
(P=0.465).

Se observd una gran variabilidad en el niumero de bacterias coliformes en las
muestras provenientes de dos sitios de muestreo (Tlaxcala y lagunas de
Zempoala), incubadas a dos temperaturas (temperatura ambiente y 37°C), esto

atribuido al namero de muestra tan pequefio. Al realizar una comparacion
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estadistica entre ambos sitios no se encontro diferencia significativa (a>0.05)(tabla

5).
Temperatura Ambiente Temperatura 372C
Lugar Macerado Agua de lavado Agua de Macerado Agua  Agua de
Embalse de Embalse
lavado
Tlaxcala 11446+£9661.21  4860.60+4048.72  75.00+£25.98 3670+1831.82 12743+ 604.50%
(n=5) (n=5) (n=4) (n=5) 9434.3 364.97
a a a a (n=4) (n=4)
a a
Lagunas  4292.6+4177.5 300464.10 231.80+295.  3975.4+2154.01 12743 §04.50+3
de (n=5) (n=5) 37 (n=5) 9434  20.40
Zempoala a a (n=5) a .326 (n=5)
a (n=4) a

a
Tabla 5. Mediay error estandar de bacterias coliformes en muestras de acociles crudos. (a) P >.05

5.1.4 Macerado de Acociles cocidos

En el caso de los acociles cocidos obtenidos en el mercado de San Juan (n=6), el
valor minimo de coliformes encontrado en las muestras de macerado fue de ceroy
el maximo de 700 NMP/g a temperatura ambiente y a 37°C fue de cero en todas
las muestras, por lo que 16%(1/6) de las muestras incubadas a temperatura
ambiente, arrojaron resultados por encima del limite que marca la NOM-093-
SSA1-1994, Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad en la preparacion
de alimentos que se ofrecen en establecimientos fijos, la cual nos indica que el
numero de bacterias coliformes en la muestra debe ser <10 NMP/g (figura8). Al
comparar el numero de coliformes en muestras de macerado entre ambas
temperaturas no se encontraron diferencias significativas (P=0.18).

El nimero de colonias coliformes en el agua de lavado de los acociles cocidos fue

de cero, tanto a temperatura ambiente como a 37°C.
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NMP/g de Bacterias coliformes

FUERADEL LIMITE DENTRO DEL LIMITE
Limite
maximo: < 10 16%
NMP/g

84%
DENTRO DEL
LIMITE

Fig. 8.- Porcentaje de Bacterias coliformes en macerado de acociles cocidos, adquiridos en el mercado de San Juan.

5.2 MESOFILAS AEROBIAS

5.2.1 Macerado de acociles crudos

TLAXCALA

Todas las muestras de macerado procesadas para mesofilas aerobias presentaron
conteos por debajo del limite permitido por la Norma Oficial Mexicana NOM-242-
SSA1-2009 (10 000 000 UFC/g). Los conteos que presentaron las muestras
incubadas a temperatura ambiente fueron de: minimo de 23 750 y maximo de 155
000 UFC/g y para las muestras incubadas a 37°C el minimo fue de 16 300 y
maximo de 2 330 000 UFC/g. No se observé una diferencia significativa al
comparar las dos temperaturas de incubacion del macerado de muestras
procedentes de Tlaxcala (P=0.686). Al comparar el nUmero de mesdéfilas aerobias

para el macerado y el agua de lavado incubadas a temperatura ambiente se
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encontro diferencia significativa (P=0.043), y en las muestras incubadas a 37°C no
se encontro diferencia significativa (P=0.138).

LAGUNAS DE ZEMPOALA

Para las muestras de macerado procedentes de las Lagunas de Zempoala
incubadas a temperatura ambiente el conteo minimo de mesdéfilas aerobias fue de
30 000 y un maximo de 1 437 500 UFC/g, y para las incubadas a 37°C el conteo
minimo fue de 2500 y el maximo de 415 200 UFC/g, muestras que estan por
debajo del limite maximo permitido por la NOM-242-SSA1-2009 (10 000 000
UFC/g). Al realizar una comparacion del numero de mesofilas aerobias en
muestras de macerado, incubadas a las dos temperaturas estudiadas no se
encontré una diferencia significativa (P=0.80). En las lagunas de Zempoala el
namero de mesdfilas aerobias entre el macerado y el agua de lavado no mostro
diferencias en las muestras incubadas a temperatura ambiente (P=0.5), ni en las
incubadas a 37°C (P=0.225).

Comparando entre los dos sitios de donde provienen las muestras de macerado
incubadas a temperatura ambiente (P=0.295) y en las incubadas a 37°C, no se

encontro diferencia significativa en los conteos de mesofilas aerobias

5.2.2 Agua de lavado de Acociles crudos

TLAXCALA

No se cuenta con una norma especifica que nos de un limite maximo permitido de
bacterias mesodfilas en este tipo de muestra, por lo que se reportan los conteos
obtenidos, estos son: para las muestras de agua de lavado incubadas a

temperatura ambiente, minimo 875 y maximo 27 500, las incubadas a 37°C fueron
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de 2500 minimo y 23750 maximo, bacterias mesofilas aerobias. Al realizar una
comparacion del agua de lavado a las dos temperaturas antes mencionadas no se
encontrd una diferencia significativa (P=0.225).

LAGUNAS DE ZEMPOALA

Al igual que en las muestras provenientes de Tlaxcala no se cuenta con una
norma especifica para estas muestras. El conteo minimo reportado para las
muestras de aguas de lavado incubadas a temperatura ambiente es de 13 375 y
maximo de 725 000. Se compararon las dos temperaturas de incubacién en las
muestras de agua de lavado, no encontrando una diferencia estadisticamente
significativa (P=0.225).

Al comparar los dos sitios de procedencia de las muestras de agua de lavado
incubadas a temperatura ambiente se encontré diferencia significativa en los
conteos de bacterias mesdfilas aerobias (P=0.028), mientras que en las muestras

incubadas a 37°C no se encontr¢ diferencia (P=0.117).

5.2.3 Agua de Embalse de acociles crudos

TLAXCALA

No se cuenta con una norma especifica que nos indique el limite maximo permitido
de mesdfilas aerobias para muestras de agua de embalse, en las muestras de
agua de embalse incubadas a temperatura ambiente el conteo minimo fue de 875
y el maximo de 7 000 000 UFC/ml. En la incubadas a 37°C el minimo fue de 625y
el maximo fue de 550 000 UFC/ml. No se encontré una diferencia significativa en
el conteo de mesdfilas aerobias al comparar las dos temperaturas de incubacién

(P=0.465).
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LAGUNAS DE ZEMPOALA

Los conteos en las muestras provenientes de las Lagunas de Zempoala incubadas
a temperatura ambiente fueron de: minimo 250 y el maximo de 1 162 500 UFC/m,
y para las incubadas a 37°C fueron de: minimo 0 y maximo de 862 500 UFC/m.
Entre los conteos de mesofilas aerobias de muestras de agua de embalse
incubadas a temperatura ambiente y las incubadas a 37°C se encontré diferencia
significativa (P=0. 042).

Al realizar la comparacion de conteos de mesdfilas aerobias entre las muestras de
Tlaxcala incubadas a temperatura ambiente y las muestras de las Lagunas de
Zempoala incubadas a la misma temperatura no se encontr0 una diferencia
significativa (P=0.624). Lo mismo sucedio en la comparacion entre ambos sitios de
procedencia de los conteos de mesdfilas aerobias, pero incubadas a 37°C, no se
encontro diferencia significativa (P=0.712).

Se observo una gran variabilidad en los conteos de bacterias mesofilas aerobias
obtenidos de las muestras provenientes de dos sitios (Tlaxcala y lagunas de
Zempoala), incubadas a dos temperaturas (temperatura ambiente y 37°C), esto
atribuido al namero de muestra tan pequefio. Al realizar una comparacion
estadistica entre ambos sitios se encontré diferencia significativa en la
comparacion de muestras de agua de lavado de los dos lugares de muestreo

incubadas a temperatura ambiente (P=0.028) (tabla 5).
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Temperatura Ambiente Temperatura 37°C
Lugar Macerado  Aguadelavado AquadeEmbalse  Macerado  Aguadelavado  Aguade Embalse

805000+24370 9950+4784,513 1810000£1730000 510000454000 175003893103 1850004129 500
Tlaxcala (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=3) (n=4)

d d d d d d

458 0004266 300 300000137400 2370004231300 121000479 240 210 000+113 000 176 000+171 700
Lagunas de

Tempoala (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=5) (n=4)

a 3 3 a b a

Tabla 6. Media y error estandar de bacterias mesofilas aerobias en muestras de acociles crudos. (a)P>0.05,(b)P=0.043

5.2.4 Macerado de Acociles Cocidos

De las muestras incubadas a temperatura ambiente, al igual que las incubadas a
37°C.el 83.3% (5/6) presentaron conteos por arriba de la especificacion de limite
maximo que indica la NOM-093-SSA1-1994, de 150,000 UFC/g de mesofilas
aerobias

En el caso de los acociles cocidos los conteos obtenidos en el macerado de las
muestras procedentes del mercado de San Juan (n=6), el valor minimo de
mesofilas encontrado fue de 9 500 y el maximo de 478 750 000 UFC/g a
temperatura ambiente y a 37°C esta entre 2 250 a fue 356 250 000 UFC/g.
Comparando los conteos de mesofilas aerobias entre las dos temperaturas de
incubacion de las muestras de macerado no se encontr0 una diferencia
significativa (P=0.173). No se encontré diferencia en el conteo de mesobfilas
aerobias entre el macerado y el agua de lavado a temperatura ambiente
(P=0.917). Sin embargo al comparar los conteos de macerado y agua de lavado

incubadas a 37°C se encontré diferencia (P=0.028).
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5.2.5 Agua de lavado de acociles cocidos

Los conteos arrojados de las muestras de agua de lavado a partir de acociles
cocidos, incubadas a temperatura ambiente presento un minimo de 1 500 y un
maximo de 428 750 000 UFC/ml mesdfilas aerobias, y las incubadas a 37°C
presentaron un conteo minimo de 2 250 y un maximo de 370 000 000 UFC/ml. El
conteo de mesdfilas aerobias en muestras agua de lavado incubada a temperatura
ambiente present6 una diferencia significativa (P=0.028), en cuanto a las muestras

incubadas a 37°C.

5.3 Aislamiento de Salmonella spp.

El 100% de las muestras, tanto de macerado, agua de lavado y agua de embalse
de acociles crudos, como macerado y agua de lavado de acociles cocidos, fueron
negativas a la presencia de Salmonella spp., por lo que cumplen con el limite
permisible por la norma; NOM-242-SSA1-2009, en la que indica que este

microorganismo debe estar ausente.

5.4 Bacterias asociadas

5.4.1 Bacterias aisladas con mayor frecuencia

Las bacterias aisladas con mayor frecuencia en muestras de acociles crudos
provenientes de Tlaxcala y de las Lagunas de Zempoala fueron Corynebacterium
spp., Corynebacterium kutsheri, Acinetobacter spp., Acinetobacter calcoaceticus,

Enterobacter spp., Serratia spp (Fig. 10 y tablas 7, 8 y 9)
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Muestras de macerado de acociles crudos

En las muestras procesadas a partir de macerado de acociles crudos se aislaron
en un 37% bacterias grampositivas y en un 63% Bacterias gramnegativas, esto a
temperatura ambiente. A 37° C se aislaron 18% de Grampositivas y un 82% de

Gramnegativas (Fig. 9).

Muestras de agua de lavado a partir de acociles crudos

En las muestras procesadas de agua de lavado de acociles crudos se aislaron
35% de bacterias Grampositivas y un 65% de Gramnegativas a temperatura
ambiente y a 37° C un 36% fueron bacterias Grampositivas y un 64%

Gramnegativas (figura 9).

Muestras de agua de embalse
En las muestras de agua de embalse se aislaron a temperatura ambiente 37% de
bacterias Grampositivas y 63% de bacterias Gramnegativas. A 37° C se aislaron

44% de bacterias Grampositivas y 56% de Gramnegativas (figura 9).
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Porcentaje de aislamientos de Bacterias a partir de macerado, agua
de lavado y agua de embalse

vy

=]

E 100

= 80

E 60

.% 40

a 20

o 0

® Gramnegativ | Gramnegativ | Grampositiva | Grampositiva

asTA as37°C sTA s37°C

B MACERADO 63 82 37 18
B AGUADE LAVADO 65 64 35 36
mAGUADE EMBALSE 63 56 37 44

Fig. 9.- Bacterias Gramnegativas y Grampositivas aisladas en muestras de acociles crudos.
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Fig. 10.-Enterobacter spp. también ha sido clasificada como causante de enfermedad en humanos
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BACTERIA No. DE AISLAMIENTOS
MACERADO  AGUALAVADO AGUA EMBALSE TOTAL

T. AMBIENTE 37 % T. AMBIENTE 37 2c T. AMBIENTE 372c
1.- Serratia spp. 6 0 6 1 0 15
2.- Aeromonas hydrophila 5 0 11
.- Enterobacter spp. 1 4 16
4.- Actinobacillus salpinzitidis 1 0 a
.- Aeromonas spp. 0 0 6
6.- Klebsicllz spp. 1 0 5
7.- E. coli 1 0 10
8.- Enterobacter cloacac 1 1 8
9.- Actinobacillus spp. 4 0 9
10.- Corpnebacterium pyogenes 0 0 1
11.- Bacillus spp. 1 3 11
12.- Vibrio spp. 1 1] 2
13.- Actinobacillus equlis 0 0 1
14.- Corpnebacterium kutshers 2 2 24
15.- Staphylococcus coagulasa (=) 2 0 a4
16.- Corpnebacterium pscudotuberculosts 0 1 a
17.- Actinomyces israclii 0 1 1
18.- Acinetobacter calcoaceticus 0 10 18
19.- Bacillus pantothenticus 0 2
20.- Corynebacterium spp. 11 36
21.- Proteus mirabilts 1
28.- Yersima spp. 7
25.- Moraxella spp. 11

24.- Pasteurclla testudinis

25.- Citrobacter spp.
F6.-Corpnehbacterium martruchotey
27.- Streptococcus poreinus
28.-Crorprichacterium xcrosis
20.- Klebsiclla pncumoniac

F0.- Vibrio cholerac

#1.- Vibrio mumicus

F2.- Citrobacter freundiy

85.- Corynebacterium  diphteriae
#4.- Kurthia spp.

85.- Bacillus lentus

86.- Moraxella urethralis

87.- Bacillus cereus

58.- Serratia marcescens

89.- Yersinia intermedia

40.- Corpnchacterium feikerum
41.- Acinetobacter iwoffii

42.- Acromonas salmonicida

48.- Vibrio alzinolyticus

44.- Serratia plymuthica

45.- Vibrio vulnificus

46.- Serratia odorifera biovar IT
47.- Coryncbacterium striatum
48.- Citrobacter amalonaticus

409.- Bacillus mycoides

50.- Bacillus megaterium

J1.- Conpmebacterium renale

52.- Corynehacterium ammoniagencs

98.- Yersinia ruckers
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54.- Acinctobacter spp. 20
93.- Bacillus amyloliquefaciens 1
96.- Aeromonas caviac 1
57.- Corynebacterium pilosum 0 1 0 0 0 1

Tabla 7. Bacterias aisladas en muestras de acociles crudos provenientes de Tlaxcalay las Lagunas de Zempoala.



LUGAR DE PROCEDENCIA No. MUESTRA [IDENTIFICACION M A C E R A DO AGUA LAVADO AGUA EMBALSE TEMPERATUR.#I

TLAXCALA 1 1 1 2 3 4 25 4 T. AMBIENTE
2 1 5 6 3 7 B 2 9 3 B 372 C |
3 2 1 10 11 12 13 1 113 9 7 14 15 16 17 13 T. AMBIENTE
4 2 5 19 & 9 3 9 16 20 11 21 1 22 20 14 18 16 37 C
5 3 54 22 20 15 3 1 23 3 T. AMBIENTE
6 3 24 22 6 25 7 20 15 26 27 28 26 3 29 6 5 18 a7e cC
T 4 26 7 54 30 31 6 26 7 14 32 2 54 35 33 3 11 T. AMBIENTE
3 4 7 20 25 2 20 34 3 372 C |
9 5 20 23 54 35 36 26 1 54 37 18 8 3 T. AMBIENTE
10 3 14 7 8 38 14 39 15 20 7 6 11 22 54 20 8 29 372 C |

LAGUNAS DE ZEMPOALA 1 1 14 20 15 18 1 54 95| 14 16 1 18 20 T. AMBIENTE
12 1 20 18 4 20 9 4 20 18 4 372 C |
13 2 14 54 40 14 54 24 23 14 54 23 T. AMBIENTE
14 2 14 41 54 14 54 11 14 54 42 1 372 C
15 3 14 43 8 5 23 14 19 20 44 2 5 45 54 45 55 26 44 46|T. AMBIENTE
16 3 48 14 56 54 57 24 29| 14 12 20 23 49 50 20 11 372 C
17 4 14 24 23 47 20 18 20 54 8 14 23 7 29 4|51 18 T. AMBIENTE
18 4 20 14 35 2 52 20 sfc a7e cC |
15 5 53 11 20 4 2 9 23 20 18 T. AMBIENTE
20 5 20 20 s/c arec |

BACTERIAS AISLADAS

1.- Serratra spp. 6.- Klebsiella spp. 11.- Bacillus spp. 16.- Conynebacterium pseudotuberculosts

2.~ Aeromonas hydrophila 7.~ E. colf 12.- Vibrio spp. 17.- Aconomyces ssraelis

8.- Enterobacter spp. 8.- Enterobacter cloacac 18.- Actinobacillus equli 18.- Acinetobacter calcoaccticus

4.- Actinobacilius salpingitidss  9.- Actinobacilius spp. 14.- Corynebacterium kutsher: 19.- Baeillus pantothenticus

.- Acromonas spp. 10.- Corynebacterium pyogencs 15.- Smphyiococcus coasulasa neganvo 20.- Corynchacterium spp.

2].- Proteus murabilis 26.-Corynchacterium martruchont A1.- Vibrio mimicus 86.- Moraxclla urcthralis

22.- Yersima spp. 27.- Streptococcus porcinus #2.- Citrobacter freund:r 87.- Bacillus cereus

28.- Moraxella spp. Z8.- conmebacterium xerosis &8.- Corynebacterium  diphteriae 83.- Serrania marcescens

24.- Pastcurclla testudinis 29.- Klebsiclla pncumoniac 84.- Kurthia spp. 39.- Yersinia intermedia

25.- Citrobacter spp. F0.- Vibrio cholerae 8.~ Bacillus lentus 40.- Corynebacterium jeikeium

41.- Acinetobacter iwoffis 46.- Serratia odorifera biovar IT 4l.- Corynebactersum renale J6.- Aeromonas caviae

42.- Acromonas salmonicida 47.- Corynebacterium striatum S2.- Corynichacterium ammorasencs 7. Coryncbacterium pilosum

45.- Vibrio alginolyticus 48.- Citrobacter amalonaticus 58.- Yersinsa ruckert

44.- Serravia plymuthica 48.- Bacillus mycosdes 54.- Acinetobacter spp.

45.- Vibrio vulnificus S0.- Bacillus megatersum B5.- Bacillus amyloliguefaciens

Tabla 8.- Nimero de aislamientos de bacterias en macerado,

agua de lavado y agua de embalse de acociles crudos.

MACERADO AGUA LAVADO AGUA EMBALSE TOTAL
BACTERIA T. AMBIENTE 372 T. AMBIENTE 373c T. AMBIENTE 378c
Connchacterium spp. 4 6 5 11 2 3 36
Corynebacterium kutshers 5 7 6 2 2 2 24
Acinetobacter spp. 7 2 4 2 3 2 20
Acinctobacter calcoaccticus 1 2 0 0 10 5 18
Fnterobacter spp. 0 2 4 1 a4 5 16
Serratia spp. 6 0 5 1 0 2 15

Tabla 9.- Comparacion de Bacterias aisladas en macerado, agua de lavado y agua de embalse en muestras de acociles crudos incubadas a 2

temperaturas.
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5.4.2 Bacterias aisladas en acocil asociadas a enfermedades en humanos

Las bacterias causantes de enfermedad en humanos aisladas a partir de muestras
de acociles crudos fueron; Aeromonas spp., Enterobacter spp., E. coli, , Klebsiella
spp., Vibrio cholerae, Citrobacter spp., Bacillus cereus, Vibrio anginolyticus, Vibrio
vulnificus, Vibrio mimicus, Staphylococcus coagulasa negativo, Yersinia spp.(tabla

10y figura 11).

BACTERIA MACERADO AGUA LAVADO AGUA EMBALSE

T. AMBIENTE 3% T. AMBIENTE 37 T. AMBIENTE 37ec
Enterobacter spp. 0 4 1 4
Aeromonas hydrophila
L. coli

Yersia spp.

[[=]

Klehsiclla spp.

Staphylococcus coagulasa negativo
Citrobacter spp.

Vibrio alzinolyticus

Vibrio cholerac

Vibrio vulnificus

Bacillus cereus

Vibrio mimicus
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Acromonas spp.

Acromonas caviac 0 1 0 0 0 0
Tabla 10.- Bacterias aisladas en macerado de acociles crudos, agua de lavado y agua de embalse asociadas a enfermedad en humanos.
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Fig. 11.- Numero de aislamientos de Bacterias aisladas en acociles crudos asociadas a enfermedades en humanos.

5.4.3 Bacterias aisladas en acocil asociadas a enfermedades en crustaceos

Las bacterias aisladas en el acocil fueron; Vibrio spp., Bacillus spp., Citrobacter

spp., Corynebacterium spp., Enterobacter spp.

negativo (figura 12).

y Staphylococcus coagulasa
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Fig.12.- Bacterias aisladas en acocil asociadas a enfermedades en crustaceos.
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5.4.4 Bacterias aisladas asociadas a los Acociles cocidos
El total de bacterias aisladas en macerado y agua de acociles cocidos fueron 10;

6(60%) Gramnegativas y 4(40%) Grampositivas.

Muestras de Macerado de Acociles cocidos
Se aislaron 10 bacterias de las cuales solo 2 tiene importancia en salud publica;

Aeromonas spp., y Staphylococcus coagulasa negativo (figura 13)).

Muestras de agua de lavado a partir de Acociles cocidos
Se aislaron 9 Bacterias de las cuales solo 1 es de importancia en salud publica;

Staphylococcus coagulasa negativo (figura 13)

BACTERIAS No. DE AISLAMIENTOS

MACERADO AGUA LAVADO |TOTAL

T.AMBIENTE 37 T. AMBIENTE 37
1.- Acinetobacter calcoaceticus 5 4 2 1 12
2.- Moraxella spp. 3 0 5 0 8
3.- Staphylococcus coagulasa negativo 15 18 13 14 60
4,- Aeromonas spp. 0 0 1 0 1
5.- Actinobacillus spp. 1 0 0 0 1
6.- Corynebacterium spp. 2 1 3 0 b
7.- Kurthia spp. 0 1 0 0 1
8.- Bacillus stearothermophilus 0 0 0 1 1
9.- Bacillus pantothenticus 0 0 0 1 1
10.- Acinetobacter spp. 3 0 0 0 3

Figura 13.- Bacterias aisladas en macerado y agua de lavado de acociles cocidos
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6_DISCUSION

6.1 NuUmero mas probable (NMP) de bacterias coliformes

6.1.1 Macerado de acociles crudos

Al comparar los conteos de bacterias coliformes de agua de lavado incubadas a
dos temperaturas diferentes se observd una diferencia significativa (P=0.043),
siendo mayor el conteo en las muestras incubadas a temperatura ambiente, estas
muestras provienen del estado de Tlaxcala. La presencia de bacterias presentes
en el agua de lavado va directamente relacionada con las bacterias presentes en
el acocil, y posiblemente proliferaron mas a temperatura ambiente ya que la
mayoria de las bacterias aisladas se encuentran distribuidas ampliamente en el
medio ambiente donde habita el acocil, con temperaturas de 10 a 25°C.

Bracho et al., 2008 realizaron un estudio sobre 16 muestras de camarones del
lago de Maracaibo, Venezuela, utilizaron como referencia la norma COVENIN 453-
93, la cual especifica que el limite maximo permisible de bacterias coliformes
fecales es de 4.6 NMP/g, ellos obtuvieron que el 62.5% de las muestras
presentaron valores por arriba de este limite. Con esto observamos que los
valores de las muestras analizadas en nuestro estudio estan por debajo del
estudio realizado en este pais, ya que 45% de las muestras de macerado que
trabajamos expresaron resultados fuera del limite permitido que utilizamos como
referencia, pero a diferencia de la norma que ellos utilizaron nuestro limite maximo
es de 400 NMP/g y lo establece la NOM-242-SSA1-2009. Al realizar una

comparacion con el limite maximo que ellos utilizaron como referencia, el 100%
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de nuestras muestras procesadas estarian por encima del limite que permite esta
norma.

6.1.2 Agua de lavado de Acociles Crudos

En las muestras de agua de lavado de los acociles crudos se reportaron conteos
de bacterias coliformes de hasta 50 000 NMP/100ml. Sin embargo aunque los
conteos de este tipo de bacterias son elevados, no hay una norma en la cual estén
comprendidas este tipo de muestras o que nos de un limite maximo permitido de
estas bacterias, se debe tomar en cuenta que el agua utilizada antes de realizar el
lavado era estéril por lo cual se concluye que la carga bacteriana esta relacionada
directamente con la cantidad de bacterias que se encontraron en el macerado. Los
altos valores de bacterias presentes en la superficie de los acociles, y que fueron
arrastradas por el lavado nos sefialan que el habitat en donde se encuentran
refleja la deficiente calidad del agua (ICMSF, 2001).

6.1.3 Agua de embalse de acociles crudos

El agua de embalse de donde se obtuvo la muestra, no cuenta de igual forma con
una norma que sirva como referencia a la cantidad de bacterias permisible, sin
embargo, se tomd como referencia la NOM-127-SSA1-1994, ya que se refiere al
agua de uso y consumo humano, cabe mencionar que el agua de embalse no se
considera agua potable, por lo que servirA como un mero comparativo; la norma
maneja que en la muestra debe de haber ausencia de bacterias coliformes. De las
18 muestras procesadas 2(11.11%) presentaron conteos de 0 NMP/100ml y las
16(88.89%) restantes sobrepasan el limite permisible de la norma tomada como
referencia, presentando conteos de bacterias coliformes de 3 hasta 1500

NMP/100ml, Becerra et al, 2005 llevo a cabo un estudio en el Estado de Chiapas,
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México, en las que analiza agua de un sistema lagunar, en el cual reporta conteos
maximos de 240 000 UFC/100ml pero también reporta ausencia de coliformes en
otras muestras de agua. Por otro lado la NOM-242-SSA1-2005 indica que el limite
maximo permisible de bacterias coliformes para una &rea aprobada de cultivo de
moluscos es de 14 NMP/100ml, comparando con esta norma 11/18 muestras
sobrepasan este limite permitido y 7 estan dentro del limite. Bracho et al, 2008, en
el mismo estudio de Lago de Maracaibo, Venezuela, manejan un porcentaje de
positividad a coliformes del 93.7% de sus 16 muestras trabajadas, con un rango
de 1300 a 1 600 000 NMP/100ml, y al no contar de igual manera con una norma
especifica para agua de camarones tomaron como referencia para hacer un
comparativo la normativa venezolana de calidad de aguas con propésitos de
recreacion, deportes y pesca, la cual estipula que no de debe de haber mas de
200 NMP/100ml de bacterias coliformes. En nuestro estudio no contamos en
México con una norma que contemple esos elementos para comparar los
resultados. La presencia de bacterias patdgenas de origen intestinal como
coliformes, son de gran interés, debido a que tienen la capacidad de estar
presentes por mucho tiempo en el ambiente acuatico, y sin perder su
patogenicidad (Madigan et al., 2007). Los coliformes son microorganismos cuya
presencia y recuento adquiere importancia segun cada alimento en particular

(Becerra et al, 2008).

El alto conteo de bacterias coliformes en las muestras de macerado, agua de
lavado y agua de embalse, estan fuera del limite permitido que son indicador de

una posible presencia de patdégenos entéricos (Forsythe, 2002). La contaminacion
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por coliformes puede afectar el agua y causar efectos negativos en usos
recreativos, estatus sanitario y perdidas econdmicas debido al riesgo de contener

bacterias causantes de enfermedades (Gourmelon et al, 2010).

El término coliformes comprende E. coli y otras bacterias de la familia
Enterobacteriaceae (ICMSF, 2000). Algunos coliformes (E. coli) son comunes en
las heces de mamiferos y otros animales, (Enterobacter, Klebsiella y Serratia)
usualmente se encuentran en el suelo y agua (ANMAT, 2005). En el agua de
embalses naturales su significado higiénico directo es muy escaso ya que la
mayoria de los coliformes se encuentran en el medio ambiente, (Forsythe, 2003).
Por otra parte Becerra et al., 1995 asocia una gran carga de bacterias coliformes a
una alta cantidad de materia organica en el agua, y en tanto en las Lagunas de
Zempoala, como en la laguna de Atlangatepec hay presencia de materia organica

debido a la cantidad de plantas u organismos que hay en ambos embalses.

6.1.4 Macerado de Acociles cocidos

La muestra que esta fuera del limite permisible fue incubada a temperatura
ambiente y presentdé un conteo de 700 NMP/g de bacterias coliformes. Las
bacterias involucradas en estas muestras fueron identificadas como No coliformes,
por lo que todas las muestras analizadas estan dentro del limite permitido. Sin
embargo, hay estudios realizados pero que no se basan el la NOM-093-SSA1-
1994, como ocurre con Flores et al., 1996, tomaron parametros de Fernandez,

1981, ellos realizaron un estudio en el estado de Yucatan, con camarones cocidos
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en el que el limite permisible fue de 20 UFC/g, de las 29 muestras analizadas 19

(65.5%) estan dentro del limite permitido.

6.1.5 Agua de lavado de acociles cocidos

El agua estéril que se utilizé para el lavado de los acociles no mostr6 el desarrollo
de bacterias coliformes en ninguna de las muestras trabajadas, en las diferentes
temperaturas de incubacién (temperatura ambiente y a 37°C).

Los acociles cocidos pasan por un proceso térmico que es la coccion,
aproximadamente 100°C por 15 minutos, ésta disminuye significativamente los
recuentos bacterianos (ICMSF, 2001). Cuando las muestras son positivas a
bacterias coliformes esto puede deberse a una mala higiene de los equipos donde
se procesan 0 conservan los acociles, la posible contaminacién por manipulacion
de personas y la exposicion de estos productos que son exhibidos para su venta a
la intemperie, esto fomenta la proliferacion de las bacterias, por lo cual la calidad
sanitaria de este alimento es cuestionable (Forsythe, 2003). Mufioz et al., 2008
indica que la presencia de bacterias coliformes en alimentos implicada la probable

presencia de bacterias patdgenas causantes de enfermedades en el hombre.

6.2 Bacterias Mesofilas aerobias

6.2.1 Macerado a partir de acociles crudos
Los resultados de los conteos de mesdfilas aerobias en las muestras de macerado
de acociles crudos a las dos temperaturas de incubacion; (temperatura ambiente y

37°C), estan dentro del limite permitido por la NOM-242-SSA1-2009, el cual es de
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10 000 000 UFC/g, igual al limite maximo permitido para mesofilas aerobias por La
Internacional Comisién on Microbiological Specifications for foods (ICMSF por su
siglas en inglés) de 10" UFC/g. En contraste con el con el limite permitido por la
Union Europea que establece 500 000 UFC/g, 4(20%) muestras estan por arriba
del limite permitido y 16(80%) estan dentro de este limite permitido.

Al comparar el nimero de mesdfilas aerobias para el macerado y el agua de
lavado incubadas a temperatura ambiente se encontré diferencia significativa
(P=0.043), siendo menores los conteos en el agua de lavado.

En la comparacion de los conteos de mesofilas aerobias en muestras incubadas a
temperatura ambiente en el agua de lavado entre los dos sitios de muestreo
(Tlaxcala y Lagunas de Zempoala), se observo una diferencia significativa
(P=0.028), de igual manera siendo mayores los conteos en las muestras
procedentes de las Lagunas de Zempoala, posiblemente debido a la forma en la
gue se obtuvieron los acociles, en Tlaxcala se obtenian por medio de una red de
arrastre, y en las Lagunas de Zempoala se obtenian sacando una planta llamada
Elodea (Elodea canadensis), los acociles estaban escondidos en esta planta, la
cual tenia gran cantidad de fango, y por lo tanto gran cantidad de
microorganismos.

En las muestras agua de embalse, procedentes del mismo sitio de muestreo, se
encontré una diferencia significativa (P=0.042), al comparar dos temperaturas de
incubacion, siendo mayor el conteo en las muestras incubadas a temperatura
ambiente.

Bracho et al, 2009, realizaron un estudio de calidad microbiolégica en camarones

en el cual manejan un limite maximo de 10 000 OOOUFC/ml tomado de la
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COVENIN (Comision Venezolana de Normas Industriales) 453-93, para
camarones crudos congelados, de las 16 muestras que procesaron de camarén el
62.5% sobrepasan el valor del limite permitido, a diferencia de nuestro estudio en

el cual todas las muestras se encuentran dentro de este limite.

6.2.2 Agua de lavado a partir de acociles crudos

En cuanto al agua de lavado de los acociles no hay una norma especifica para
limite maximo de este tipo de muestra, al igual que para el agua de embalse, por
lo cual se tomo6 en cuenta el limite maximo permisible que establecen Félix et al,
2007, el cual es de 200 UFC/ml de Bacterias mesodfilas aerobias en agua para
consumo humano, utilizando este criterio las 20 muestras trabajadas de agua de
lavado mostraron resultados fuera del limite establecido. Cabe mencionar que el
agua que se utilizaba para el lavado era estéril, y el conteo de bacterias mesofilas
aerobias en esta va estrechamente relacionado con las bacterias presentes en los
acociles, y con el agua del embalse de donde fueron capturados, ya que esta es
agua no potabilizada. Bracho et al, 2009 menciona que en los tejidos de los
crustaceos suelen acumularse microorganismos y particulas presentes en el
medio en el que se desarrollan y la contaminacion biolégica que estos presentan

tiene relacion directa con el agua donde son capturados.

6.2.3 Agua de embalse a partir de Acociles crudos
De las 18 muestras procesadas de agua de embalse a las dos temperaturas de
incubacion, presentaron conteos de bacterias mesoéfilas aerobias desde 0 hasta 7

000 000 UFC/ml. De estas muestras 1(5.5%) presento conteos dentro del limite
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establecido por Félix et al., 2007 (200 UFC/ml) y fue incubada a 37°C, y 17
(94.5%) muestras incubadas a las dos temperaturas presentaron valores fuera del
limite permitido. Bracho et al, 2009 también trabajan con agua de embalse, en la
cual no cuentan con un limite maximo permitido pero reportan valores de 120 000
a 4 300 000, valores que sobrepasan a los encontrados en los conteos de este
trabajo.

El conteo de bacterias mesdfilas aerobias, bacterias coliformes y presencia de
coliformes fecales son indicadores de la calidad sanitaria de aguas para cultivo de

moluscos y mariscos (Martinez et al., 2008).

6.2.4 Macerado acociles cocidos

Las muestras de macerado de Acociles cocidos presentaron cuentas de Bacterias
mesofilas aerobias desde 2 250 hasta 478 750 000 UFC/g, valores considerados
fuera del limite permitido que establece la NOM-093-SSA1-1994, la cual sefala la
ausencia de estos microorganismos. El analisis estadistico nos indica que
haciendo la comparacion entre los conteos de muestras de macerado y agua de
lavado incubadas a 37°C, se encontré6 una diferencia significativa (P=0.028),
siendo mayores los conteos en el agua de lavado, debido a que al lavar los
acociles se retira el exceso de bacterias en estos, y en el agua de lavado queda
gran parte de los microorganismos. Al comparar las dos temperaturas de
incubacion de las muestras de agua de lavado se encontr6 una diferencia
significativa (P=0.028), siendo mayor el conteo en las muestras incubadas a

temperatura ambiente, esto debido a que los acociles eran exhibidos para su
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venta a temperatura ambiente, por lo cual las bacterias contaminantes que
adquirian pueden crecer a esta temperatura.

Flores et al, 1996, en el estudio realizado en el Estado de Yucatdn maneja un
limite maximo permisible de 500 000 UFC/g en crustaceos parcialmente cocidos
con calor, en el estudio los resultados indican que de 51 muestras de camarones
44(33.3%) estan dentro del limite establecido por SCSPEY (Servicios Coordinados
de Salud Publica en el estado de Yucatan). Este autor menciona que las bacterias
mesodfilas aerobias presentes en grandes cantidades en alimentos con algun
proceso de conservacion, como en este caso los acociles cocidos, refleja las
condiciones de manipulacion asi como el grado de descomposicion y la calidad
sanitarias de este. Por otra parte la ANMAT, 2005 establece que no hay una
relacion directa entre la cantidad de mesofilas aerobias y la presencia de
microorganismos patdégenos en los alimentos, sin embargo la temperatura que
requieren la mayoria de los microorganismos patégenos para desarrollarse esta

dentro del rango de las mesofilas.

6.2.5 Agua de lavado de acociles cocidos

En el agua de lavado los conteos van de 12 500 hasta 2950 000 000 UFC/ml,
tomando como referencia el limite maximo establecido por Félix et al, 2007, los
cuales indican un limite establecido de 200 UFC/ml en agua para consumo
humano, solo una de las 12 muestras cumple con este limite establecido y las 11
restantes rebasan este limite. Cabe mencionar que el agua que se utiliza para el
lavado de los acociles es estéril, por lo cual el conteo de mesdbfilas aerobias tiene

relacion directa con las bacterias contenidas en los acociles cocidos.
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Los altos conteos de mesobfilas aerobias presentes en alimentos procesados,
como en este caso los acociles cocidos, son indicadores de un peligro potencial
para la salud del consumidor, ya que la presencia en grandes cantidades de estas
bacterias nos revelan que no se respetaron los principio de higiene, desinfeccion y
almacenamiento y por lo tanto son considerados inadecuados para el consumo
humano, aln cuando estos microorganismos no hayan sido identificados como
patdgenos o no hayan alterado visiblemente las caracteristicas organolépticas del
alimento en cuestién (ICMSF, 2000).

Es importante sefialar que tres de las muestras de acociles cocidos fueron
conservadas en refrigeracion, pero las exhibian para su venta, presentaron
recuentos de mesofilas aerobias de 2250 hasta 205 000 000 UFC/g por arriba del
limite maximo permisible, de la NOM-093-SSA1-1994, que indica que los conteos
de estos microorganismos no deben ser mayores de 150 000 UFC/g. En las 3
muestras que eran exhibidas para su venta a temperatura ambiente los conteos
también fueron mas elevados, de 14 625 000 hasta 350 000 000 UFC/g, que en
las muestras de acociles conservados en refrigeracion (4°C) antes de su venta.

La temperatura de almacenamiento no controlada es un factor importante de la
colonizacion de un alimento por bacterias mesofilas, ya que la exposicion a
temperaturas inadecuadas da como resultado cambios notables en la cantidad de
bacterias presentes (Mossel et al, 2003), y cuando hay deficiente refrigeracion o
falta de esta, existe el peligro de una progresiva multiplicacion de dichos
microorganismos (Fehlhaber et al, 1995). Normalmente, el medio principal de
conservacion de los alimentos para detener la actividad microbiana es la

refrigeracion, sin embargo tiempos prologados de almacenamiento pueden
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proliferar algunas bacterias como Acinetobacter spp., Moraxella spp. y Proteus
spp. bacterias que en asociacion son causantes de la putrefaccion superficial de
carnes (Fehlhaber et al, 1995), ademas Proteus spp. es considerado como un

agente potencial de ocasionar enteritis (Mossel et al, 2003).

6.3 Aislamiento de Salmonella spp.

A pesar de que el 100% de las muestras tanto de acociles crudos, como de
acociles cocidos dieron negativas a la presencia de Salmonella spp., tal como lo
indican las normas; no se excluye la presencia de otros microorganismos
patdgenos que puedan causar enfermedades en el humano, ya que se
determinaron altos conteos de bacterias coliformes y mesofilas aerobias, dentro de
las cuales no podemos descartar la presencia de bacterias causantes de

enfermedad.

6.4 Bacterias asociadas

6.4.1 Bacterias aisladas con mayor frecuencia

Las bacterias aisladas mas frecuentemente en las muestras de acociles crudos
Corynebacterium spp (13.23%), Corynebacterium kutsheri (8.82%), Acinetobacter
spp. (7.35%), Acinetobacter calcoaceticus (6.61%), Enterobacter spp. (5.88%),
Serratia spp. (5.51%). Todas estas bacterias fueron constantemente aisladas del
macerado, del agua de lavado y agua de embalse, no se logré el aislamiento de

Corynebacterium en el agua de lavado.
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Las corinebacterias estan ampliamente distribuidas en la naturaleza
encontrandose en el suelo, el agua, productos alimenticios, pertenecen a la flora
normal de piel y mucosas de humanos y también se encuentran en animales y
plantas. Se han aislado en algunos problemas bacterianos en crustaceos como el
cangrejo de rio (Edgerton, 2001).

Las bacterias del género Acinetobacter son aerobias Gramnegativas, ampliamente
distribuidas en agua vy tierra, pero también pueden aislarse a partir de piel y
mucosas. Serratia y Enterobacter son bacterias clasificadas dentro de las
enterobacterias, distribuidas también en agua, suelo y en el tracto intestinal de los
humanos, por las caracteristicas antes mencionadas no es dificil aislarlas
frecuentemente en el tipo de muestras trabajadas de acociles (Madigan et al,
2007). Algunas especies de Serratia, han sido aisladas en acocil, como es el caso

de Serratia marcescens y Serratia spp. (Sanchez, 2007).

6.4.2 Bacterias aisladas en acocil asociadas a enfermedades en humanos

Las bacterias aisladas en los acociles crudos que pueden estar asociadas a
enfermedades en humanos fueron; E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Yersinia spp., las cuales estan clasificadas dentro del grupo de
las enterobacterias. Ademas, se aislaron Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Vibrio cholerae., Bacillus cereus, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus,
Vibrio mimicus y Staphylococcus coagulasa negativo.

El nimero de aislamientos de E. coli en muestras de acociles crudos en macerado
y agua fue de 10, que corresponde a un 3.6% de los aislamientos totales, la

presencia de esta bacteria en las muestras de acociles y agua puede deberse a
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varias fuentes de contaminacibn ambiental, como excretas de ganado que
pastorea cerca del cuerpo de agua, o debido a la filtracion de bacterias
provenientes de letrinas con una ubicacion cercana a los embalses (Sandoval et
al., 2008). Por otra parte Centeno, 2007 cita a Escherichia como parte de la
microbiota normal de los crustaceos recién capturados.

Elmossalami, 1999, realiz6 un trabajo con cangrejos de rio provenientes del Rio
Nilo, en el 40% de las 30 muestras se aislé E coli, por lo que plantea que la
contaminacién de mariscos con esta bacteria puede deberse a la contaminacion
por aguas residuales del cuerpo de agua donde son obtenidos, o durante el
transporte, manipulacion o venta.

Mufoz et al., 2008, en Venezuela realizaron un estudio, con un molusco conocido
comunmente como pepitona, la que comercializan precocida, reportaron 119
aislamientos, distribuidos en 10 especies de bacterias, de los cuales E coli se aislo
con mayor frecuencia (25%), consideran a este microorganismo de importancia
desde el punto de vista sanitario ya que su aislamiento a partir de alimentos
implica que otros microorganismos de origen fecal que pueden ser patégenos para
el humano pueden estar también presentes. En los productos de la pesca
precocidos la flora bacteriana que es sensible al calor resulta destruida, pero en
condiciones de higiene deficiente esta flora es remplazada por bacterias
contaminantes, ya sea por inclusion mecanica (moscas u otros insectos), por
contaminacién directa de microorganismos que estan en el aire o por la
manipulacion. Actualmente E coli y otros coliformes fecales son utilizados como
monitores de la calidad del agua para cultivo de mariscos y moluscos bivalvos

(Martinez et al., 2008).
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Bracho et al., 2009, en un estudio realizado con camarones en Maracaibo,
Venezuela, obtuvieron porcentajes de E coli de 31.5% en camardn crudo y un
25% aislado del agua de embalse, determinaron que en el tejido de estos
organismos se tienden a acumular microorganismos presentes en el medio en el
gue se desarrollan, por lo que la contaminacion biolégica de los cuerpos de agua
donde se adquieren estos organismos ha cobrado importancia en cuanto a su
calidad sanitaria, ya que se ha encontrado presentes microorganismos patdégenos
para el humano.

Forsythe, 2003 menciona que E. coli es un microorganismo que se aisla
abundantemente del intestino de humanos y animales de sangre caliente, en su
mayoria se aislan cepas no patdgenas, sin embargo existen otras que lo son para
el humano. Estas cepas patdogenas se dividen en 6 grupos; enteropatdégena
(EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica
(EHEC), difuso adherente (DAEC) y enteroagregativa (EAEC). Que por diversos
mecanismos causan dafio en el humano produciendo diferentes cuadros clinicos,
entre ellos diarrea.

Moreno, 2003 afirma que las infecciones producidas por E. coli transmitidas por
alimentos son consecuencia de contaminacion fecal, y que generalmente si el
alimento estd contaminado al almacenarlo, le sigue una multiplicacion de estos
microorganismos si la temperatura a la que se conserva es deficiente.

El 3.9% del total de aislamientos de acociles crudos, agua de lavado y agua de
embalse corresponden a Aeromonas hydrophyla, este microorganismo se ha
encontrado en aguas superficiales, en el intestino de humanos y animales, en

alimentos de origen animal como pescados y mariscos, y ademas ha sido aislado
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como causante de intoxicaciones alimentarias. Un reservorio para esta bacteria
son las aguas con alto contenido de materia organica (Fehlhaber, 1995), como lo
son los lugares de donde se obtuvieron las muestras.

Aeromonas caviae estd asociada a problemas diarreicos en humanos, pero no se
ha confirmado del todo como agente causal (Fehlhaber, 1995). En ocasiones
pueden estar implicadas en infecciones de individuos inmunodeprimidos, y aunque
se pueden aislar de pescado por ejemplo, no se han vinculado definitivamente a
brotes de gastroenteritis (ICMFS, 2001).

Estudios realizados confirman la existencia de una gran variedad de patdégenos
bacterianos asociados al consumo de mariscos, de los cuales un 20 se vinculan a
brotes de infecciones alimentarias causados por una flora endégena que incluye
los géneros Vibrio y Aeromonas (Mufioz et al., 2008).

Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., estan clasificadas dentro del
grupo de las enterobacterias, son microbiota intestinal en animales y humanos, la
ICMFS, 2000, considera que estas bacterias son contaminantes comunes de
alimentos, y que su presencia no necesariamente causa enfermedad, por otra
parte Mossel, 2003 afirman que han sido cominmente aisladas como causantes
de afecciones intestinales en humanos y especificamente a Citrobacter spp.
ocasionando diarreas.

Citrobacter spp. se ha reportado aislada en otros trabajos como en el de Becerra
et al.,, 1996, en el que realizaron un estudio del agua del sistema lagunar
Chantuto- Panzacola, Chiapas, justificando la presencia de esta bacteria por la

contaminacioén de los embalses estudiados con aguas residuales.
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Elmossalami, 1999, relaciona la presencia de estas bacterias en mariscos cuando
estos son capturados de aguas contaminadas, o0 que las condiciones de manejo
son inadecuadas, considera que encontrar este tipo de bacterias es un riesgo para
el comerciante y el consumidor.

Mufioz et al, aislé con baja frecuencia estos géneros bacterianos a partir de carne
de pepitona, sin embargo se deben tomar su presencia como una advertencia de
un posible riesgo para la salud publica.

El género Yersinia spp. incluye varias especies patdgenas para el humano, la
especie de importancia en enfermedades transmitidas por alimentos es Yersinia
enterocolitica la cual puede ser aislada de diversos habitats medioambientales
como agua contaminada y del suelo, sin embargo Mossel, 2003 menciona que no
todas las cepas aisladas de medio ambiente son patdégenas, y las denomina como
cepas ambientales. Pero la presencia de esta bacteria en el suelo, agua y
animales, contribuye a que sea alta la probabilidad de encontrarla como
contaminante de alimentos (Forsythe, 2003) tales como los crustaceos. Por otra
parte la ICMFS, 2000 establece que Yersinia enterocolitica asociada a
gastroenteritis se aisla frecuentemente de diversos alimentos.

Los vibrios se encuentran entre las bacterias mas comunes de aguas poco
profundas de todo el mundo (Madigan, 2007). Estas bacterias no son muy
resistentes en el medio ambiente, sin embargo pueden permanecer viables el
tiempo suficiente para producir la enfermedad, incluso pueden sobrevivir a
temperaturas de refrigeracion (Felsefed, 1974) (ICMSF, 2000).

Flores et al, 1996 indica que Vibrio spp. esta asociado a diferentes productos de la

pesca, sobre todo si se consumen crudos, su presencia gira en torno a la posible
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contaminacién del agua de donde se pesca, o de la que se utiliza durante su
procesamiento.

Bracho et al, 2009, aisl6 en un 12% a Vibrio spp. a partir de muestras de camaron
y en un 18.7% a partir de muestras de agua, y menciona que pueden ocasionar
infecciones en humanos si los crustdceos no se cosen adecuadamente. Se
obtuvieron solamente 2 aislamientos de Vibrio spp., en acociles crudos.

Mufioz et al.,, 2008, menciona que las bacterias del genero Vibrio spp. se
caracterizan por ser miembros autdctonos de la biota bacteriana del agua, y que
varias de las especies que estan dentro de este género son patdgenas para el
hombre, llegando a ocasionar diarreas, infecciones en piel y septicemias. En el
estudio realizado aislaron 5 cepas de Vibrio algynoliticus las cuales representan un
41.6% del total de las cepas aislada y 1 (8.3%) de Vibrio mimicus, en nuestro
estudio se aislaron 2 cepas de este Vibrio algynoliticus y 1 de Vibrio mimicus.
Vibrio algynoliticus es mencionado por los mismos autores como agente causal de
infecciones gastrointestinales, infecciones en ojos, en heridas en humanos y
también se aisla frecuentemente en agua, peces y crustaceos.

Vibrio mimicus es causante de diarreas cuando se encuentra como contaminante
de pescados y mariscos, ademas de que ha sido asociado con infecciones de
heridas y tejidos blandos, y aunque no es muy comun su aislamiento se debe dar
importancia a la presencia de este (Madigan, 2007).

Vibrio cholerae fue aislado s6lo en una muestra, en comparacién del estudio
realizado por Morillo et al, 2007, en el cual 30% de las 304 muestras fueron cepas

de esta bacteria, el porcentaje aislado en el presente estudio fue muy bajo (0.3%).
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Vibrio cholerae es el agente causal del cdlera, enfermedad que a lo largo de la
historia ha provocado pandemias de importancia. Produce una inflamacion del
tracto intestinal lo que origina una descarga casi continua de heces (agua de
arroz) que contienen sangre y mucosidad, la transmisidén se creia que Unicamente
era de persona a persona, pero se ha observado que una epidemia se presenta
particularmente cuando el agua se encuentra contaminada con afluentes cloacales
(Forsythe, 2003), la ICMSF, 2002, menciona que Vibrio cholerae no se multiplica
en agua pero sobrevive en ella desde dias hasta semanas

Fehlhaber, et al., 1995, mencionan que la enfermedad del coOlera de puede
transmitir por medio del consumo de alimentos como pescado y mariscos que
estén contaminados.

Vibrio wvulnificus ha sido aislado de pescados y mariscos, sobre todo en
temporadas de calor, y a diferencia de las otras especies de vibrio este se
multiplica en el torrente sanguineo por lo cual puede causar una bacteremia,
aunque también esta asociado en cuadros de gastroenteritis, sobre todo causa
enfermedad en pacientes inmunodeprimidos o con enfermedades hepaticas, su
via de entrada al organismo es por medio del consumo de pescados y mariscos
contaminados (Forsythe, 2003) (Madigan, 2007)

Todas las especies de Bacillus son saprofitos prevalentes en suelo, agua,
vegetacion y del pelo de algunos animales. Estas se encuentran frecuentemente
de alimentos, y también se ha aislado de superficies de plantas procesadoras de
pescados (Centeno, 2007). Una especie de Bacillus de relevancia en
intoxicaciones alimentarias es Bacillus cereus, una bacteria que puede proliferar y

esporular en alimentos que han pasado por un proceso térmico, por lo cual se cree
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gque es termoresistente. Produce 2 tipos de toxinas: una emética y tres
enterotoxinas, dos de las cuales estan implicadas en toxiinfecciones alimentarias.
Ademas en personas inmunocomprometidos pueden ocasionar meningitis,
endocarditis, conjuntivitis o gastroenteritis aguda. Los acociles fueron extraidos de
cuerpos de agua donde habitan escondidos en la vegetacion por lo cual es
probable que los Bacillus aislados de estos provengan del agua de su entorno
(Forsythe, 2003) (Brooks, 2005, Mossel, 2003, Madigan, 2007).

Los Staphylococcus coagulasa negativos son microbiota norma de la piel y
mucosas de humanos y animales y frecuentemente aislados en infecciones
nosocomiales en pacientes inmunodeprimidos o causando algun tipo de pioderma
en animales (Brooks, 2005).

6.4.3 Bacterias aisladas en acocil asociadas a enfermedades en crustaceos
Aunque no se ha reportado que afecten directamente al Cambarellus
montezumae, algunas bacterias como Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Vibrio
spp., Bacillus spp., Citrobacter spp., Corynebacterium spp., Enterobacter spp. y
Staphyloccous spp., han sido reportadas como organismos comensales causantes
de enfermedades, tales como la Bacteriemia asintomatica, en la cual el principal
agente asociado es Vibrio spp., infeccién entérica bacteriana y la enfermedad
bacteriana del caparazon. Estas enfermedades han sido reportadas en algunas
especies de cangrejos de rio tales como A.astacus, C. destructor albidus, C.
guadricarinatus and Procambarus clarkii (Edgerton, 2001).

La bacteriemia asintomatica o septicemia bacteriana, ha sido reportada en
cangrejos de rio aparentemente sanos. Se caracteriza por la presencia de una

poblacibn mixta de bacterias en muestras de hemolinfa colectadas bajo
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condiciones de asepsia. Se dice que las bacterias involucradas en esta
enfermedad son flora normal de la hemolinfa de los cangrejos de rio y de otras
especias de crustaceos. Aunque en estudios realizados en otras especies de
crustaceos sugieren que normalmente no estan presentes estas bacterias de otros
crustaceos, se han logrado aislar de langostas y camarones.

Otros autores (Scott and Thune, 1986; Thune, 1994), sugieren que la presencia
de estas bacterias en la hemolinfa de los crustaceos sanos es resultado de la
exposicion de estos, a factores de estrés medioambientales.

En el caso de la infeccion entérica bacteriana las bacterias involucradas en esta
patologia se consideran microbiota normal del cangrejo de rio, sin embargo en
condiciones de estrés, pueden proliferar y causar necrosis del epitelio intestinal.

La enfermedad bacteriana del caparazon también se asocia a bacterias

oportunistas y factores de estrés medioambientales (Barrera, 2006).

6.4.4 Bacterias aisladas en acociles cocidos

Las bacterias aisladas con mayor frecuencia de acociles cocidos fueron
Staphylococcus coagulasa negativo (63.82%) y Acinetobacter calcoaceticus
(12.76%). En acociles cocidos el nimero de bacterias aisladas fue menor, y de las
dos bacterias aisladas con mayor frecuencia solo Staphylococcus spp. puede ser
causante de enfermedad en humanos ya que Acinetobacter calcoaceticus es una
bacteria que esta ampliamente distribuida en el ambiente que es capaz de crecer
a temperaturas de refrigeracion, que es la temperatura a la que se almacenaban 6
de las 12 muestras trabajadas, pero no se ha reportado como causante de

enfermedades en humanos (Brooks, 2005). Otra Bacteria aislada en menor
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proporcién (1.06%), fue Aeromonas spp., varias especias que estan ubicadas
dentro de este género han sido asociadas a problemas diarreicos en humanos.
Cuando se transmite una enfermedad por consumo de alimentos cocidos indica
gue hubo una mala higiene ya sea en el agua o utensilios que se utilizaron para la
preparaciéon de estos (Mossel, et al., 2003) (Forsythe, 2003).

Este trabajo permitié establecer que las muestras de acociles crudos que estan
por arriba del limite permitido por la NOM-242-SSA1-2009 en cuanto a las
especificaciones sanitarias para bacterias coliformes y mesofilas aerobias, asi
como las bacterias aisladas que pueden ocasionar enfermedades en humanos no
son un riesgo directo para la salud del consumidor ya que los acociles se
consumen cocidos. Las bacterias aisladas a partir de agua de embalse deben de
servir como un indicador de la calidad del agua y se debe de tener presente un
riesgo indirecto hacia el consumidor ya que esta en contacto directo con el agua
para poder recolectar los acociles.

Los conteos obtenidos de mesdfilas aerobias y los aislamientos obtenidos de en
acociles cocidos nos indican que existe un riesgo para el consumidor ya queen
algunas muestras los conteos de bacterias mesofilas estan por arriba del limite
permitido por la NOM-093-SSA1-1994, y en cuanto a las bacterias aisladas en
acociles cocidos capaces de ocasionar enfermedad en humanos fueron:
Staphylococcus spp. y Aeromonas spp., estas son causantes de enfermedad en
humanos, por lo que la calidad de este alimento es un cuestionable riesgo de

salud publica.
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CONCLUSIONES

1.- Del total de muestras de acociles crudos, procesadas a 37°C el 40% rebasaron
el limite permitido mientras que las de temperatura ambiente el 80% no cumplen
con la especificacién que indica la NOM-242-SSA1-2009. Productos de la pesca
frescos-refrigerados congelados y procesados. Especificaciones sanitarias y
métodos de prueba. Respecto al limite maximo permitido para bacterias
coliformes (400NMP/g). En los acociles cocidos el total de las muestras incubadas
a 37°C estdn dentro de los limites que establece la NOM-093-SSA1-1994
(<10NMP/g), en contraste las muestras incubadas a temperatura ambiente el 16%

estan por encima del limite establecido.

2.-En la determinacién de mesofilicas aerobias, el total de las muestras cumplen
con lo establecido por la NOM-242-SSA1-2009, el limite maximo permitido es de
10 000 000 UFC/g. Se observé que el 83.3% de las muestras de acociles cocidos
incubadas a las dos temperaturas no cubrieron el limite establecido por la NOM -

093-SSA1-1994 (150 000 UFC/g).

3.-El total de las muestras de acociles crudos y cocidos, en las dos temperaturas,
fueron negativas a la presencia de Salmonella spp., como lo especifica la NOM-

242-SSA1-2009 (ausencia de Salmonella spp. en 25 g).

4.- Las bacterias aisladas en los acociles crudos: E. coli, Enterobacter spp.,

Klebsiella spp., Citrobacter spp., Yersinia spp., Aeromonas caviae, Aeromonas
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hydrophila, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus,
Bacillus cereus y Staphylococcus coagulasa negativo., no representan un riesgo
directo a la salud del consumidor, debido a que los acociles los consumen cocidos,
sin embargo la presencia de estas bacterias en el agua de embalse representa un
indicador de la calidad del agua y un riesgo indirecto para el pescador o

comercializador de estos organismos.

5.-Las bacterias aisladas de acociles cocidos; Aeromonas spp. y Staphylococcus
coagulasa negativo, son un riesgo en salud publica, estos microorganismos
presentes en el alimento son indicadores de un manejo, almacenaje Yy

preservacion inadecuados.

6.-El estudio realizado nos muestra que los acociles crudos por el medio ambiente
en el que se desenvuelven presentan una gran diversidad de microorganismos,
algunos de los cuales pueden causar enfermedad en los humanos,
afortunadamente los acociles se consumen cocidos lo cual disminuye
considerablemente el riesgo, siempre y cuando se llevan a cabo las buenas
practicas en su manejo después de la coccion de lo contrario pueden llegar a ser
un riesgo potencial para los consumidores por la presencia de microorganismos
como lo es Staphylococcus, asi que los acociles representan una buena opcién

para la alimentacién del ser humano.
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