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RESUMEN

Introduccién. El bagre de canal (Ictalurus punctatus) es la especie acuicola mas importante y de mayor
produccion en Mississippi. Salmonella spp, con un 67,6 %, es el patogeno mas frecuentemente encontrado
en muestras de filetes de bagre de canal. Objetivo. determinar en invierno y primavera la incidencia de
Salmonella spp en filetes antes de enfriamiento, después de enfriamiento, inyectados y congelados de bagre de
canal, en pescado entero, equipos, visceras, agua de enfriamiento y agua de camién de una planta procesadora
ubicada en el estado de Mississippi. Materiales y métodos. Salmonella spp fue determinada por el método
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del manual de Food Safety Inspection Service.
Resultados. La incidencia de Salmonella spp en
las muestras de filetes y pescado entero presento
diferencias significativas (P<0,05) entre las estaciones,
con un 1,33 % en invierno y 6 % en primavera. Los
utensilios y equipos muestreados, durante invierno,
muestran un porcentaje de Salmonella spp que
sobrepasa los limites permitidos,segun la International
Commission on Microbiological Specifications for
Foods-ICMSF (1986),los cualessonn=5;c=0;m=0y
M =0.Las visceras y las aguas estudiadas (enfriamiento

y camion) mostraron valores de Salmonella spp
dentro de los permitidos. Conclusidn. La incidencia
de Salmonella spp en pescado entero, filetes antes
de enfriamiento, filetes después de enfriamiento,
inyectados y congelados varia entre las estaciones
de invierno y primavera, presentaindose una mayor
incidencia del microorganismo en primavera.

Palabras clave: Salmonella spp, bagre de canal
(Ictalurus punctatus), invierno, primavera.

I

ABSTRACT

Introduction. the channel catfish (Ictalurus punctatus)
its aquaculture specie most relevant and biggest
production in Mississippi. Salmonella spp, with a 67.6%,
is the most frequently found pathogen in samples of
the channel catfish filet. Objective. to establish in
winter and spring the influence of Salmonella sp on
filets previous cooling, after cooling, injected and
frozen channel catfish, whole fish, equipment, entrails,
cooling water and truck water of a processing plant
located in Mississippi state. Materials and methods.
Salmonella spp was established by the manual method
of Food Safety Inspection Service. Results. the
influence of Salmonella spp in fillet samples and whole
fish exhibited significant differences (P<0.05) between

stations, with a 1.33% in winter and 6% in spring. The
tools and equipment samples, during winter showed a
Salmonella spp percentage that surpassed the allowed
limits, according to International Commission on
Microbiological Specifications for Food-ICMSF (1986),
which are n = 5;¢=0;m = 0y M = 0.The strains
and water analyzed (cooling and truck) showed values
of Salmonella spp inside boundaries. Conclusion.
the influence of Salmonella spp in whole fish, fillets
before cooling, fillets after cooling, injected and frozen
variates between winter and spring stations, presented
a bigger influence of microorganism in spring.

Key words: Salmonella spp, channel catfish (Ictalurus
punctatus), winter, spring.

I

RESUMO

Introducgdo. O bagre de canal (Ictalurus punctatus)
€ a espécie aquicola mais importante e de maior
produgao no Mississippi. Salmonella spp, com um 67,6
%, € o patdégeno mais frequentemente encontrado
nas amostras de filé de bagre de canal. Objetivo.
determinar no inverno e na primavera a incidéncia
de Salmonella spp em filé antes de esfriamento,
depois de esfriamento, injetados e congelados de
bagre de canal, em peixes inteiro, equipamentos,
visceras, agua de esfriamento e 4gua de caminhao
de uma planta processadora localizada no estado
do Mississippi. Materiais e métodos. Salmonella
spp foi determinada pelo método do manual de Food
Safety Inspection Service. Resultados. A incidéncia de
Salmonella spp nas amostras de filés e peixe inteiro
apresentou diferencias significativas (P<0,05) entre

as estagoes, com um [,33 % no inverno e 6 % na
primavera. Os utensilios e equipamentos amostrados,
durante inverno, mostram uma porcentagem de
Salmonella spp que ultrapassa os limites permitidos,
segundo a International Commission on Microbiological
Specifications for Foods-ICMSF (1986), os quais sdo n
=5c=0,m=0y M = 0.As visceras e as aguas
estudadas (esfriamento e caminhdao) mostraram
valores de Salmonella spp dentro dos permitidos.
Conclusdo. A incidéncia de Salmonella spp no
peixe inteiro, filés antes do esfriamento, filés depois
do esfriamento, injetados e congelados varia entre as
estagdes de inverno es primavera, apresentando-se
uma maior incidéncia do microrganismo na primavera.

Palavras chave: Salmonella spp, bagre de canal
(Ictalurus punctatus), inverno, primavera.
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INTRODUCCION

El bagre de canal (Ictalurus punctatus) es la especie
acuicola mas importante de los Estados Unidos de
América; segin el United States Department of
Agriculture “USDA- (2017) la produccion total en el
ano 2016 fue de mas de 199 millones de libras. Esta
produccion se centrd en los Estados de Mississippi,
Alabama, Arkansas y Texas, de donde se origina el
96 % del bagre de canal (Ictalurus punctatus), siendo
Mississippi el Estado que mas lo produce, con mas
de 109 millones de libras (phosphate or cetylpyridinium
chloride before grinding. United - USDA, 2017). Esta
industria tiene un impacto econémico en cientos de
millones de dolares por ano (Mississippi Agricultural
and Forestry Experiment Station — MAFES, 2010). En
Estados Unidos el bagre de canal (Ictalurus punctatus)
es comercializado en fresco (en hielo) o congelado
como filetes, tiras y nuggets; algunos de los productos
son apanados o marinados. También es importado
congelado de varios paises de Asia, especialmente de
China (Burtle, 2010).

La salmonelosis, causada por la bacteria Salmonella, es
una de las enfermedades de transmision alimentaria
mas comunes y ampliamente extendidas. Se estima
que afecta anualmente a decenas de millones de
personas de todo el mundo y provoca mas de
cien mil defunciones. La Salmonella es una bacteria
omnipresente Yy resistente que puede sobrevivir
varias semanas en un entorno seco, y varios meses en
agua (Organizacion Mundial de la Salud - OMS, 201 3).

Estudios realizados a plantas procesadoras de
bagre de canal (Ictalurus punctatus) y a productos
pesqueros muestran que estos poseen peligros tanto
microbiolégicos, como quimicos y fisicos para los
consumidores; el 27 % de estos peligros fueron por
patogenos microbianos; 14 %, por desmembramiento;
3 %, por quimicos, y 53 %, por otros (mayormente por
microorganismos alterantes) (General Accounting
Office - GAO, 2001). De acuerdo con lo reportado
por Center for Chemical Regulation and Food
Safety (2010) los microorganismos patogenos mas
frecuentes fueron Salmonella spp (67,6 %) y Listeria
monocytogenes (21,6 %). Salmonella spp resiste bien las
condiciones habituales de humedad y de temperatura
ambiente, y es capaz, bajo determinadas situaciones,
de crecer y desarrollarse en los alimentos y los
entornos de procesamiento (Wyatt, Nickelson y
Vanderzant, 1979).

A pesar de que algunos estudios confirman que
Salmonella spp es el segundo patégeno mayormente

encontrado en filetes de bagre de canal (Ictalurus
punctatus), después de Listeria monocytogenes (Chen,
Pyla, Kim, Silva y Jung, 2010) y es el microorganismo
que mas comUnmente causa enfermedades
transmitidas por alimentos (Center for Chemical
Regulation and Food Safety, 2010), son muy pocos
los brotes asociados a Salmonella spp por el consumo
de bagre de canal (Ictalurus punctatus). En los ultimos
20 anos en Estados Unidos solo se ha reportado un
brote (10 personas enfermas en mayo de 1991) (Food
Safety Inspection Service - FSIS, 2010). Sin embargo, es
posible que exista un nivel bajo de casos esporadicos
de salmonelosis asociada con bagre de canal (Ictalurus
punctatus), que ocurran en los Estados Unidos y que
no se detectan con los niveles actuales de vigilancia.

Debido a que no se conoce con exactitud la
incidencia de Salmonella spp en productos derivados
de bagre de canal (Ictalurus punctatus) y en los equipos
utilizados para el procesamiento de esta especie
acuicola, el objetivo principal de esta investigacion
fue evaluar los focos y fuentes de Salmonella spp y
ver la incidencia de este microorganismo durante
la linea de procesamiento, tanto en productos
como en equipos. Los resultados obtenidos de este
trabajo resultaran de gran importancia para el sector
agroindustrial enfocado en el procesamiento de bagre
de canal (Ictalurus punctatus) y para otras industrias
acuicolas. Ademas, apoyada en estos resultados, la
empresa podria tomar las medidas necesarias para
controlar de mejor manera los puntos criticos de
contaminacion del microorganismo en cuestion,
evitando asi enfermedades causadas por el consumo
de bagre de canal (Ictalurus punctatus) contaminado
con Salmonella spp.

MATERIALESY METODOS

Universo y poblacion

La poblacion objeto de estudio que se utilizd para la
investigacion fue una planta procesadora de bagre de
canal (Ictalurus punctatus) del Estado de Mississippi, Es-
tados Unidos. Esta planta se escogioé de acuerdo con
las necesidades y criterios de la Universidad Estatal de
Mississippi. De acuerdo con el flujograma de procesa-
miento de bagre de canal (figura |) de la planta, se se-
leccionaron 4 diferentes tipos de filetes (antes de en-
friamiento, después de enfriamiento, inyectado y con-
gelado), pescado entero, visceras,agua de enfriamiento,
agua proveniente del camidn que transporta los peces
vivos, 7 equipos y | recipiente de almacenamiento
provisional, todos estos tienen contacto directo con
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el alimento. Los criterios para la escogencia de estos
puntos fueron: superficies utilizadas en otros estudios
similares, superficies consideradas como puntos criti-
cos debido a que estan en contacto directo con el
pescado, superficies en las que se dificulte la limpieza
y desinfeccion y superficies en las cuales no se es-
peraria incidencia de los microorganismos a estudiar.

Variables

Variables independientes: tipo de muestra: equipos,
aguas, filetes, pescado entero y visceras de bagre de

PECES VIVOS

v

v

canal (Ictalurus punctatus); estaciones del aho (invierno
y primavera).

Variables dependientes: Salmonella spp
Lugares de muestreo

Todas las muestras utilizadas fueron obtenidas de una
planta local procesadora de bagre de canal (Ictalurus
punctatus), transportadas en neveras y procesadas
inmediatamente en el laboratorio de Microbiologia e
Inocuidad de los Alimentos, Nutricion y Promocion
de la Salud de la Universidad Estatal de Mississippi.

RECIBO —»

Directamente en la banda
transportadora

ADORMECIMIENTO >

Choques eléctricos

v

DEGOLLADO —

Separacion cuerpo-cabeza

!

EVISCERADO —»

Retiro de las visceras

v

FILETEADO —>

Obtencién de los filetes

v

DESPELLEJADO >

Retiro de la piel

v

v

ENFRIAMIENTO “CHIL

v

v

RECORTE —>

Exceso de piel y aletas
(manual)

Con hielo

CLASIFICACION —>

Por tamaiio

INYECTADO [—

Solucion de fosfato (5,9 %)

v

CONGELAMIENTO
RAPIDO (IQF)

v

EMPACADO

v

ALMACENAMIENTO

Tiempo: 1 minuto

EN FRIO >

Temperatura: -20 °C

Figura |. Flujograma del procesamiento de bagre de canal (Ictalurus punctatus)
Fuente: (Chen et al. 2010).
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Este estudio se realizé durante invierno y primavera.

Se determiné Salmonella spp en los productos y
equipos que muestran las tablas | y 2; en las mismas
se aprecian sus respectivos codigos y la cantidad de

muestras que se tomaron en cada uno, para un total
de 450 muestras (225 tomadas en invierno y 225 en
primavera).

Tabla I. Productos muestreados en la planta procesadora de bagre de canal (Ictalurus punctatus)

PRODUCTOS CcODIGO MUESTRAS DURANTE INVIERNO Y PRIMAVERA
Pescado entero - -
Piel del pescado entero al ser PE 60
recibido
Filetes de bagre de canal -- --
(Ictalurus punctatus)
Antes de enfriamiento FAE 60
Después de enfriamiento FDE 60
Inyectado (mezcla de fosfato) Fl 60
Congelado (no glaseado) FC 60
Otros - -
Visceras Vv 18
Agua de enfriamiento AE 18
Agua de camion AC 18
Total -- 354

Fuente: elaborado por los autores

Tabla 2. Equipos muestreados en la planta procesadora de bagre de canal (Ictalurus punctatus)

EQUIPOS CODIGO MUESTRAS DURANTE INVIERNO Y PRIMAVERA
Banda camidn-planta BCP 12
Desollador D 12
Mesa de recorte MR 12
Banda después de recorte BDR 12
Tambor de enfriamiento TE 12
Recipiente de almacenamiento RA 12
Banda después de inyeccion BDI 12
Banda después de congelado BDC 12
Total - 96

Fuente: elaborado por los autores

Toma de muestras

En la planta procesadora de bagre de canal (Ictalurus
punctatus) las muestras de equipos y las muestras
de piel del pescado fresco fueron obtenidas con
hisopos estériles sobre un area especifica de 10

cm?; estos aplicadores fueron situados en tubos
de ensayo que contenian ImL de agua peptonada
al 0.1 % (Johansson, Rantala, Palmu y Honkanen-
Buzalski, 1999) y tapados. Las otras muestras ob-
tenidas de la planta fueron coleccionadas en bolsas
estériles y todas fueron transportadas refrigeradas.



Incidencia de Salmonella spp en bagre de canal (Ictalurus punctatus) en Mississippi, Estados Unidos

/

Aislamiento de Salmonella spp

Salmonella spp fue aislada utilizando el método del
manual Especificaciones microbioldgicas del laboratorio
en el capitulo titulado “Aislamiento e identificacion
de Salmonella para carne, aves de corral, huevos
pasteurizados y productos del bagre” del FSIS-USDA
(2010). Los resultados obtenidos fueron comparados
con los limites microbiolégicamente aceptados para
pescado fresco (n =5 c=0m=0y M =-) (ICMSF
1986).

Identificacion y confirmacion de Salmonella
spp- Simple PCR (Polymerase chain reaction)

La confirmacién de Salmonella spp fue realizada
usando la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) basada en la amplificacion in vitro
del ADN (Gussow y Clackson, 1989).

Para este procedimiento se tomaron colonias
presuntivas de Salmonella spp de cada caja de petri,
luego fueron sembradas e incubadas en 5mL de agua
peptonada 0, % por 24 horas a 37 °C. Un mL de
esta solucion previamente incubada fue transferido a
tubos de centrifuga y centrifugado a 10.000 g / m por
2 minutos. El pellet se rehidraté con 50 pL de agua
destilada, fue agitado y luego se calenté por 5 minutos
en un recipiente con agua hirviendo (100°C). Después
del calentamiento los tubos fueron centrifugados
a 10.000 g / m por 2 minutos. Luego se tomaron
2uL del sobrenadante, IuL de forward primer (Itsf-
5TATAGCCCCATCGTGTAGTCAZ3’),luLdereverse
primer (ltsr — 5TGCGGCTGGATCACCTCCTT
3’) (Sigma®), 7.5 pL de agua destilada y 12.5 pL de
GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI)
y se adicionaron a tubos de PCR. La ampliacion del
ADN se realizé de la siguiente manera: ciclo térmico
inicial de 94 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos
de amplificacion, desnaturalizacién a 94 °C por 30
segundos, anillamiento a 61 °C por 35 segundos y
extension del ADN a 72 °C por 35 segundos (Yanez,
Mattar y Durango, 2008).

Los productos obtenidos en la reaccion (PCR) se
separaron por electroforesis. Para esto se utilizdé un
gel de agarosa de 1,4 % (Chen, Pyla, Kim, Silva y Jung,
2010) al cual se le adicionaron 5 puL de bromuro de
etidio. Este gel fue sometido a 135 voltios de 15 a

20 minutos. Finalmente, se obtuvieron fotografias del
Gel bajo luz ultravioleta usando BioDoc-it™ Imaging
System (UVP, Upland, CA, USA).

Disefio experimental y analisis de datos

El disefio experimental que se utilizd fue
completamente al azar con un arreglo factorial de F
= 2%2*8. Se realizé un andlisis de varianza y un test de
medias, con un nivel de significancia del 5 %. El analisis
estadistico de los datos se realizd usando SAS 9.2.

RESULTADOS

Determinacion de Salmonella spp en pescado
fresco y filetes

Los productos estudiados de la planta procesadora de
bagre de canal (Ictalurus punctatus) (pescado entero,
filetes antes y después de enfriamiento, inyectados
y congelados) durante las estaciones de invierno y
primavera mostraron porcentajes de Salmonella spp
que sobrepasan los limites permitidos (n = 5; c = 0;
m =0y M = 0) segun la ICMSF (1986) (figura 2), lo
que sugiere que se debe prestar mayor atencion al
proceso que se les da a los productos en cuestion y
a los manipuladores de alimentos en estado portador.

Se pudo analizar que si hubo diferencias significativas
en la presencia de Salmonella spp (Pr>F= 0.0001)
entre las estaciones de invierno y primavera, pues los
productos muestreados presentaron una incidencia
del 1,33 % para invierno, y 6 % para primavera. La
diferencia en la presencia de Salmonella spp en las
estaciones de invierno y primavera puede deberse a
que el microorganismo se ve afectado por los cambio
de temperaturas que ocurren durante la transicion
invierno-primavera  (Fossler ~ 2005; Liljebjelke,
Hofacre, Liu, White, Ayers, Young y Maurer, 2005),
donde las temperaturas promedio son 8 °C y 25 °C,
respectivamente. Estos resultados son concordantes
con los reportados por Narapati (2007), quien
encontré niveles mas altos de Salmonella spp en
primavera (40 %) que en invierno (0 %),y también con
estudios realizados en Nepal, donde la prevalencia de
Salmonella spp fue mas alta en los meses de abril y
mayo donde la temperatura promedio es de 26 °C
(Maharijan, Joshi, Joshi y Manandhar, 2006).
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7,00 -

6,00 Figura 2. Porcentaje de
& Salmonella spp positivo
g 5,00 en muestras de pescado
% 4,00 fresco y filetes de
g bagre de canal (Ictalurus
g 3,00 punctatus) de la planta
§ 2,00 1,33 durante las estaciones
N de invierno y primavera

1,00 :-

Fuente: elaborado por los
0,00 - autores
Invierno Primavera

En la figura 3 se muestra la presencia de Salmonella spp
en cada uno de los productos muestreados (diferentes
tipos de filetes y pescado entero); existen diferencias
significativas entre los filetes congelados y los filetes
inyectados con el pescado entero, filetes antes de
enfriamiento y después de enfriamiento; en efecto,
se aprecian mayores porcentajes del microorganismo
en los filetes congelados e inyectados; se aprecia
que la presencia de Salmonella spp aumenta luego
de que los filetes son inyectados con la solucién de
tripolifosfato, contrario a lo reportado por otros
autores. Luck y Jager (2004) afirman que esta solucion
en concentraciones entre 10-12 % (p / v) sirve para
disminuir los niveles de Salmonella spp, debido a que
forma complejos con metales bivalentes esenciales
para la célula de los microorganismos, e interfiere
con la estabilidad de la pared celular; esto concuerda
con estudios realizados por Pohlman, Stivariusb,

McElyeaa y Waldroupc (2002) quienes muestran que
el tripolifosfato a una concentracion de 10 % (p / v)
ayuda a inhibir y reduce los niveles de Salmonella spp
de 5,87 log UFC/g a 5,19 log UFC/g.

En este estudio el efecto por parte del tripolifosfato
es contrario; este fenédmeno pudo ocurrir porque la
concentracion utilizada (5,9 % p / v) esta por debajo
de la concentracion recomendada; por lo tanto, no
cumple con su funcién de antimicrobiano, sino que,
por el contrario, tiene un efecto fomentador del
crecimiento para este microorganismo. Ademas,
dicha solucion es reciclada, proceso que la hace
mas susceptible a contaminacion. También seria
conveniente analizar el agua de disolucion que se utiliza
para la preparacion de la solucion de tripolifosfato;
esta agua puede estar contaminada, provocando la
proliferacion del patégeno en el producto final.

Figura 3. Presencia
de Salmonella spp

en pescado entero

107 8,33 y diferentes tipos de
filetes de bagre de canal
a 81 6,67 (Ictalurus punctatus)
by 6 procesados en la planta.
% M Invierno
S 4, 333 ) PE: pescado entero,
S M Primavera FAE: filetes antes de
§ enfriamiento, FDE: filetes
X 2 despues de enfriamiento,
00 00 0 0 Fl: filetes inyectados; FC:
0 PE FAE EDE FI EC filetes congelados.

Fuente: elaborado por los
autores
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Determinacion de Salmonella spp en visceras,
agua de enfriamiento y agua de camién

El porcentaje de Salmonella spp fue 0 %, tanto para las
visceras como para las aguas, lo que indica que no son
las visceras ni las aguas los elementos que dan origen
a la contaminacion de los filetes.

Determinacién de Salmonella spp en equipos
y recipientes

Los equipos estudiados de la planta procesadora
de bagre de canal (Ictalurus punctatus) durante
invierno muestran un porcentaje de Salmonella spp
que sobrepasa los limites permitido segun la ICMSF
(1986), los cuales sonn=5c=0m=0yM=0,lo
que sugiere mayor atencion al manejo que se le da a
la sanitizacion de los equipos, ya que estos podrian
contaminar el producto final. El andlisis estadistico
mostré que no hubo diferencias significativas en la
presencia de Salmonella spp (Pr>F= 0.4679) entre las
estaciones de invierno y primavera, ya que se presento
una incidencia del 2,08 % (1 / 48) para invierno y 0
% para primavera; aunque el resultado de Salmonella
SPP en invierno es un poco mayor que en primavera,
este porcentaje no es significativo para afirmar que la
presencia de Salmonella spp siempre sera mayor en
invierno que primavera, es decir, que para afirmar esto
se debe realizar un estudio con un mayor nimero de
muestras y analizar los resultados.

CONCLUSIONES

Se encontré Salmonella spp: en pescado fresco (7 %);
filetes inyectados (17 %); filetes congelados (13 %), y
en la banda transportadora después de recorte (1,06
%). Esto indica que las practicas y los programas de
higiene y desinfeccion utilizados para el procesamiento
son insuficientes para eliminar este patogeno.

La incidencia de Salmonella spp en los productos
analizados (pescado entero, filetes antes de
enfriamiento, filetes después de enfriamiento,
inyectados y congelados) varia entre las estaciones
de invierno y primavera, presentindose una mayor
incidencia del microorganismo en primavera.
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