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RESUMEN

La microbiota de un producto pesquero incluye la identificacién de las especies bacterianas de interés para
la salud publica durante el cultivo, cosecha y transportacién. El presente trabajo determiné la calidad
bacteriolégica de Oreochromis spp. (tilapia roja), de cultivo intensivo en jaulas flotantes de ambientes
dulceacuicolas. El estudio se efectud en la presa “La Cidra”, al Norte de Matanzas en periodo de seca y de
lluvia. Se realizaron cuatro muestreos de 60 muestras que se conservaron en nevera con hielo durante 3 h
hasta su andlisis. Se determind el recuento total de microorganismos a 30 °C, el nimero de coliformes
fecales y Escherichia coli; la presencia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Streptococcus sp.,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Vibrio cholerae y V. parahaemolyticus. Los microorganismos se
aislaron de piel, branquias, intestino y mdsculo. La carga microbiana en muisculo fue menor que en el resto
de los 6rganos analizados. En el periodo de lluvia el crecimiento microbiano en 6rganos fue mayor que en
periodo de seca. Los géneros bacterianos de interés sanitario identificados, fueron: Aeromonas, Pseudomonas,
Micrococcus y la familia Enterobacteriaceae y las especies identificadas fueron: Aeromonas hydrophila,
A. sobria, Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia, Vibrio (Listonella) damsella, V. hollisae, V. mimicus, algunas
cepas del grupo coliformes y Escherichia coli.
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ABSTRACT

The microbial of fisheries products including the identification of bacterial species of interest to public
health during cultivation, harvesting and transportation. This study determined the bacteriological quality
of Oreochromis spp. (Red tilapia), intensive farming in floating cages in freshwater environments. The
study was conducted in the dam “La Cidra”, north of Matanzas in dry and rain seasons. 60 samples were
stored in a refrigerator with ice for 3 h until analysis. We determined the total colony count at 30 °C, the
number of fecal coliforms and Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Streptococcus spp.,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Vibrio cholerae and V. parahaemolyticus. The organisms were isolated
from the tilapia skin, gills, intestine and muscle. The microbial load in muscle was lower than in the other
organs analyzed. In the rainy season microbial growth in organs was higher than in dry period. The bacterial
genera identified for public health interest were: Aeromonas, Pseudomonas, Micrococcus and
Enterobacteriaceae and the species identified were: Aeromonas hydrophila, A. sobria, Pseudomonas
aeruginosa, P. cepacia, Vibrio (Listonella) damsella, V. hollisae, V. mimicus, and some strains of Escherichia
coli and coliform group.

Keywords: red tilapia, Aeromonas, Pseudomonas and Escherichia coli.

|NTRODUCCION aumentando y pas6 del 34,5 % en 2006 al 36,9 %
en 2008. En el periodo 1970-2008 la producciéon
acuicola de pescado comestible aumenté a un ritmo
La contribucién de la acuicultura a la produccién total anual medio del 8,3 % (FAO, 2010). En la acuicultura
de la pesca de captura y la acuicultura continuaron mundial la tilapia constituye el segundo grupo de



peces mas importante después de las carpas chinas,
por sus caracteristicas bioldgicas y su probada
asimilacién de las condiciones de confinamiento (FAO,
2008).

Se prevé que en los préximos anos el cultivo de tilapia en
jaulas flotantes debe aportar aproximadamente de 50-60 %
de las capturas en aguas interiores cubanas. En este sistema
de cultivo por la tecnologia que emplea (altas densidades de
siembra, gran nimero de jaulas, especies en cultivo), durante
el manejo, cosecha y transportacion pueden aparecer
factores que inciden en la calidad e inocuidad del producto
final, aspectos que pueden ser diferentes de los que se han
obtenido en la tilapia sometida a otros sistemas de cultivo
(Herrera et al., 2007).

Conocer la microbiota de los productos pesqueros nos
permite determinar los microorganismos indicadores de
la calidad higiénico-sanitaria y cuales pueden ser activados
durante el deterioro (Gonzélez, 1981; Fernandez, 2000).

Este trabajo constituye la primera investigacion en
la que se realiza la determinacidon de la microbiota de la
tilapia roja en cultivo intensivo en jaulas en aguas
interiores cubanas y su objetivo es identificar las espe-
cies bacterianas de interés higiénico-sanitario de este
producto de consumo humano

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se analizaron 60 ejemplares de la
especie tilapia roja cultivadas en jaulas flotantes, en
la presa “La Cidra”, al Norte de la provincia de
Matanzas. Se efectuaron cuatro muestreos durante
el ano 2008, dos muestreos en marzo y mayo; meses
que se comportaron como periodo de seca; aunque
mayo esta declarado oficialmente dentro del periodo
de lluvia tuvo un comportamiento diferente porque
la sequia se extendié hasta finales del mes y los otros
dos muestreos se realizaron en periodo de lluvia (julio
y agosto). En cada muestreo se capturaron 15
animales con peso promedio 363-391 g y tallas
entre 26 x 12cmy 30 x 14 cm. Los peces fueron
colocados en bolsas estériles de polietileno y se
almacenaron con hielo durante 3 h hasta su anélisis
en el laboratorio. Ademas se tomaron tres muestras
de agua de cultivo en cada mes y se midieron
parametros fisico-quimicos (temperatura y pH) del
medio acudtico, en el momento de la toma de muestra.

En el laboratorio las muestras se colocaron en
bandejas de acero inoxidable y se separaron en tres
grupos de cinco ejemplares, donde se procedié en
condiciones asépticas a la toma de muestra de piel,
musculo, branquias e intestino. A partir de 22 g de
muestra en una bolsa estéril Stomacher 400, se
adicionaron 198 mL de solucién salina peptonada (SSP)
y se homogenizé durante 3 min, para obtener la

suspensién inicial 1:10. De la suspensidn inicial se
obtuvieron diluciones seriadas hasta 107 segun la
metodologia descrita en NC ISO 6887-1:2003. Las
determinaciones realizadas fueron las siguientes:
enumeraciéon de microorganismos a 30 °C (NC ISO
4833:2002), deteccién y enumeracién de coliformes
(ISO 4831:2006) y Escherichia coli (ISO 7251:2005),
deteccion de Salmonella spp. (ISO 6579:2002), Vibrio
parahaemolyticus (ISO 8914:1990) y Vibrio cholerae
(FAO, 1981; OMS, 1990). Ademas, se llevé a cabo la
detecciéon de Listeria monocytogenes segun ISO
11290-1:1996, y Streptococcus spp. De acuerdo con
lo descrito por Gonzéalez (1981). Para la deteccién de
Pseudomonas spp. y Aeromonas spp. se tomo6 0,1 mL
de SSP y se realizé la inoculacién por inundacién de la
superficie en placas de Petri con CromoCen® AGN (medio
cromogénico y fluorogénico) y Agar Triptona Soya (TSA)
que se incubaron a 37 °C durante 24 h.

A partir de los medios diferenciales utilizados en los
andlisis bacterioldgicos de 6rganos de tilapia roja se realizo
el aislamiento e identificacién de géneros bacterianos, a
través de la caracterizacion morfoldgica de las colonias
y la microscdpica del cultivo axénico. Por ultimo, la
realizacion de pruebas bioquimicas primarias, secundarias
y terciarias, las cuales responden al Manual OXOID
(1993) y al Bergey ‘s Manual of Determinative Bacteriology
(1994).

Para la toma de muestras de agua se sumergieron
frascos estériles de color &mbar de 250 mL en diferentes
puntos del embalse cercanos al area de cultivoa 1 m de
profundidad. Estos se mantuvieron en hielo hasta su
analisis en el laboratorio. Las determinaciones de
coliformes fecales y E. coli se realizaron segun Standard
methods for the examination of water and wastewater
(1998).

Los resultados se procesaron estadisticamente
utilizando el programa SigmaStat versién 3.5: 2006,
se aplicé un ANOVA por dos vias para comparar las
cargas microbianas de cada 6rgano analizado en los
muestreos realizados. Los datos del recuento de
microorganismos a 30 °C fueron transformados a
log,, vy luego se calcul6 la media logaritmica de todos
los grupos. Para determinar las diferencias
significativas entre las medias de los grupos
comparados, se aplicé el método de rangos multiples
HOLM - SIDAK.

ResuLTADOS

La figura 1 muestra el recuento de microorganismos
a 30 °C/g, se observé que en el musculo fue
significativamente menor para p < 0,001, en el orden
de 102 a 105 en comparaciéon con el resto de los

6érganos.



En la figura 2 se muestran diferencias significativas
entre los recuentos de microorganismos a 30 °C/g de
los 6érganos analizados en cada periodo para una
p <0,001, con aumento en los conteos microbianos en
julio y agosto. En marzo y mayo la temperatura y el

8,333
7,415

Media logaritmica (m.o/g)

pH del agua fueron de 25,5-26,1 °C y 8,0-8,27
respectivamente; mientras que en el periodo de lluvia
(julio y agosto) la temperatura del agua ascendié en
un rango desde 28,9-30 °C y el pH tuvo valores de
7,7-7,9.
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Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas.

Fig. 1. Comparacion entre las medias logaritmicas de los recuentos de microorganismos a 30 °C
de los 6rganos analizados.
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Fig. 2. Comparacion de las medias logaritmicas del recuento de microorganismos a 30 °C en cada mes.

Durante el estudio se observé un predomino de
bacterias gram negativas (70-76 %) mientras que las
gram positivas oscilaron entre 22-30 %.

La identificacion a partir del medio diferencial
CromoCen® CC, demostré que las bacterias coliformes

fecales formaron colonias de coloraciéon azul verdosa y
Escherichia coli con fluorescencia azul. En el microscopio
se observaron bacilos alargados gram negativos.

Se aislaron Citrobacter freundii, Citrobacter koseri,
Enterobacter aerogenes y Escherichia coli. En la figura 3



se observa la incidencia de coliformes fecales y
Escherichia coli en la tilapia roja. Donde Escherichia coli
representa casi la mitad de las colonias que fueron
aisladas de coliformes fecales. .

Los valores de E. coli en el agua del embalse (TABLA 1)
en marzo y mayo, indican la ausencia de la misma en el

Citrobacter koseri
18 %

Enterobacter
aerogenes
14 %

Citrobacter
freundii
24 %

agua, mientras que en julio y agosto indican la presencia
E. coli en el agua segiin APHA (1998).

En julio y agosto el NMP de coliformes fecales y
E. coli/g de producto no cumplieron con las especifi-
caciones microbiolégicas establecidas para el pescado
fresco por la NC 585:2008.

Escherichia coli
44 %

Fig. 3 . Proporcion de colonias de coliformes fecales aisladas en tilapia roja.

TasLA 1. Contenido de NMP de coliformes fecales y E.coli /g de producto y el NMP de £. coli/100 mL de agua de cultivo

Meses Muestras NMP de NMP de NMP de
analizados analizadas Coliformes E. coli/producto E. coli/100 mL
fecales/producto de agua de cultivo

Marzo 1 <0,3 <0,3 < 2

2 0,3 <0,3 <2

3 0,4 <0,3 <2
Mayo 1 0,3 <0,3 <2

2 0,6 <0,3 <2

3 0,7 <0,3 <2
Julio 1 2,3 1,9 250

2 2,8 2,1 220

3 2,3 1,4 280
Agosto 1 7.5 6,4 540

2 9,3 7.5 220

3 2,4x10 9,3 430

No se aislé Salmonella spp., ni Listeria monocytogenes,
por lo que cumplieron con los limites de calidad establecidos
enlaNC 585:2008 y FAO (2008) para el pescado fresco.

La diversidad de géneros bacterianos identificados
en la tilapia roja y su incidencia porcentual en los periodos
de secay lluvia se exponen en las figuras 4 y 5.
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Fig. 5 Porcentaje de géneros bacterianos identificados y su incidencia en el periodo de lluvia.

Los resultados demuestran que los géneros bac-
terianos que predominaron en la tilapia roja fueron:
Micrococcus (15-17 %), Aeromonas (12-15 %),
Pseudomonas (10-12 %), asi como géneros de la familia
Enterobacteriaceae (14-18 %).

Del medio diferencial Cromocen AGN, se aislaron
Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas cepacia. Las especies
identificadas de Vibrio fueron: V (Listonella) damsela, V.
hollisae y V. mimicus. No se aisl6 Vibrio parahaemolyticus
y Vibrio cholerae, por lo que las muestreas analizadas
cumplieron con los criterios de calidad establecidos en la
NC 585:2008 para el pescado fresco.

Discusion

Para determinar la microbiota del pescado es importante
conocer la carga microbiana de la piel, branquias e
intestino, debido a que son los 6rganos que se encuentran
en contacto directo con el musculo y constituyen el origen
de la invasién bacteriana, por lo cual si el nimero de
bacterias aumenta en dichos 6rganos, proporcionalmente
aumentara en el musculo (FAO, 2009).

En el musculo del pescado fresco, se reportan recuentos
microbianos entre 102-108 microorganismos/g (Molina
et al., 2000; Chitiry et al., 2004, Aglieira et al., 2004;



Scherer et al., 2006). El Codex Alimentarius (2003) y la
NC 585:2008 para el pescado fresco, proponen para este
o6rgano un limite de 10°% microorganismos/g para la
enumeracion de m.o a 30 °C, por lo que las muestras
analizadas cumplieron con las especificaciones microbio-
I6gicas establecidas.

En julio y agosto se observé un aumento en los
conteos microbianos respecto a marzo y mayo. En julioy
agosto la temperatura del agua ascendié hasta 28,9-30 °C
y el pH cercano a la neutralidad (pH = 7,9y 7,7)
generalmente el 6ptimo para el desarrollo bacteriano
segun Fernandez (2000). Durante estos meses, la
temperatura registrada se encuentra declarada por la NC
ISO 4833:2002, como la temperatura de incubacién que
permite recuperar la microbiota total en los alimentos.

FAO (2009) plantea que el nimero total de
microorganismos de los peces vivos y recién capturados
varia enormemente. Shewan (1977) plantea que los
pescados capturados en aguas calidas presentan
recuentos ligeramente superiores entre (103-107 ufc/g),
mientras que el pescado capturado en aguas templadas
contienen menor nimero de microorganismos desde 102
hasta 10% ufc/g. En los productos recién capturados la
carga microbiana encontrada depende en gran medida de
la contaminaciéon microbiolégica de sus ambientes
acuaticos, buenas practicas higiénico-sanitarias durante
el manejo, cosecha y transportacion; aspectos que inciden
en la calidad e inocuidad del producto final (Herrera et al.,
2007).

Dentro de la familia Enterobacteriaceae, se encuentran
los coliformes fecales como microorganismos indicadores
de la calidad higiénico-sanitaria y otros géneros bacterianos
reconocidos por la FAO (2008) como patégenos al hombre.

Las bacterias de interés sanitario no autdctonas
identificadas en esta investigacién se encuentran en su
mayoria dentro de la familia Enterobacteriaceae, las
cuales estan presentes en los productos pesqueros como
resultado de la contaminacién a partir del reservorio
animal/humano. Esto puede ser a causa del vertimiento
en el embalse de residuales con desechos sdlidos y efluentes
de origen fecal provenientes de la ciudad, los cuales sirven
de sustrato a £. coli, potenciado ademas por las altas tem-
peraturas que caracterizan esta época del afo.

No se aislaron Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae y Listeria monocytogenes, cumpliendo con
los criterios de calidad exigidos en la NC 585:2008 para el
pescado fresco y por la FAO (2008).

El predominio de bacterias gram negativas que se
observé durante el presente estudio, fue establecido por
Gram & Huss (1996), Alvarez & Agurto (2000) y Viquez
et al. (2003) que plantean que la microbiota del medio
acuatico se caracteriza por la presencia de bacterias
negativas a la tincién de Gram.

El predominio de Micrococcus, Aeromonas,
Pseudomonas, asi como géneros de la familia
Enterobacteriaceae en la tilapia roja en estudio, se
corresponde con los resultados de Sakata (1989) donde
menciona a estos géneros bacterianos como los predo-
minantes en ambientes dulceacuicolas.

Algunas bacterias que forman parte de la microbiota
de los peces, pueden infectar al hombre y causan
enfermedades entéricas. El hallazgo de Aeromonas y
Pseudomonas es importante a nivel de salud publica pues
algunas especies se consideran patdgenos oportunistas,
(Fernandez, 2000; Centeno & Rodriguez, 2005). En cuanto
a las bacterias aisladas de los medios Cromocen AGN,
A. sobria, es tipica de agua dulce segun Rodriguez &
Ribeiro (2004), y se le considera un agente causal de
enteritis en humanos y septicemia en personas inmuno-
comprometidas (FDA, 2004).

Vibrio (Listonella) damsela, V. hollisae y V. mimicus
se encuentran dentro de las doce especies patdgenas
potenciales mas importantes de este género, por producir
casos esporadicos de gastroenteritis y de infecciones
extraintestinales que se transmiten al hombre a través
de los alimentos (Fernandez, 2000; Farfan, 2002).

Los géneros Aeromonas, Pseudomonas y Vibrio han
sido reconocidos por FAO (2008) como causante de
enfermedades transmitidas por alimentos.

Los resultados indican que investigaciones de este
tipo permitiran definir la calidad bacteriolégica de tilapia
roja y declarar las bacterias de interés sanitario a tener
en cuenta para establecer los controles microbiolégicos
de calidad durante su procesamiento tecnoldgico y
almacenamiento o al usarla como materia prima en los
productos de valor agregado.
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