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1. Resumen

La incorporacion de plataformas biotecnoldgicas avanzadas ha transformado la
identificacion y caracterizacion de bacterias presentes en productos marinos, posibilitando
diagndsticos mas rapidos, precisos y con mayor capacidad de discriminacion molecular. En
este estudio se integraron dos herramientas clave de la biotecnologia moderna: la
espectrometria de masas tipo MALDI-TOF para la caracterizacion proteémica de
aislamientos bacterianos y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dirigida al gen
hdc como marcador molecular de capacidad histaminogénica. Estas tecnologias se
aplicaron para la identificacion y validacion funcional de cepas de Morganella morganii
aisladas de camarones (Litopenaeus vannamei) comercializados en el municipio de
Tulancingo de Bravo, Hidalgo. Tras el aislamiento primario, las bacterias fueron sometidas
a andlisis protedmico mediante MALDI-TOF, logrando una identificacion taxonomica
robusta y confiable de M. morganii en todos los aislamientos. Posteriormente, se realizo la
extraccion de ADN gendmico y la amplificacién especifica del gen hdc, obteniéndose una
deteccién positiva en el 100 % de las muestras evaluadas, lo que confirma su potencial
biotecnol6gico para la produccion de histamina. Los resultados demuestran la eficacia
sinérgica de MALDI-TOF y PCR como herramientas biotecnolégicas complementarias para
el diagndstico microbiolégico y la vigilancia molecular en productos marinos. Este enfoque
no solo fortalece las estrategias de identificacién rapida, sino que también aporta una
plataforma tecnoldgica relevante para el monitoreo del riesgo histaminogénico en la cadena
de distribucién y comercializacion de productos marinos. Su aplicacion contribuye a
establecer sistemas de control mas eficientes y tecnolégicamente sustentados, orientados

a garantizar la inocuidad, calidad y trazabilidad en la industria pesquera.

Palabras clave: Morganella morganii, histamina, gen hdc, MALDI-TOF y PCR.



2. Abstract

The incorporation of advanced biotechnological platforms has transformed the identification
and characterization of bacteria present in seafood, enabling faster and more accurate
diagnoses with greater molecular discrimination capacity. In this study, two key tools of
modern biotechnology were integrated: MALDI-TOF mass spectrometry for the proteomic
characterization of bacterial isolates and polymerase chain reaction (PCR) directed to the
hdc gene as a molecular marker of histaminogenic capacity. These technologies were
applied for the identification and functional validation of Morganella morganii strains isolated
from shrimp (Litopenaeus vannamei) marketed in the municipality of Tulancingo de Bravo,
Hidalgo. After primary isolation, the bacteria were subjected to proteomic analysis by
MALDI-TOF, achieving a robust and reliable taxonomic identification of M. morganii in all
isolates. Subsequently, genomic DNA extraction and specific amplification of the hdc gene
was performed, obtaining a positive detection in 100 % of the samples evaluated, confirming
its biotechnological potential for histamine production. The results demonstrate the
synergistic efficacy of MALDI-TOF and PCR as complementary biotechnological tools for
microbiological diagnosis and molecular surveillance in seafood. This approach not only
strengthens rapid identification strategies, but also provides a relevant technological
platform for monitoring histaminogenic risk in the the distribution and commercialization
chain of marine products. Its application contributes to establishing more efficient and
technologically sustained control systems aimed at guaranteeing safety, quality and

traceability in the fishing industry.

Keywords: Morganella morganii, histamine, hdc gene, MALDI-TOF, PCR.



3. Introduccioén

La biotecnologia aplicada a la inocuidad de los productos marinos ha cobrado un papel
fundamental en México, el sector pesquero representa una actividad econémica de gran
relevancia, especialmente en las regiones costeras, donde la pesca representa una fuente
importante de empleo, produccién y exportacibn (Campifia & Campifia, 2023). Sin
embargo, la elevada susceptibilidad de los productos marinos al deterioro microbiolégico
demanda el uso de tecnologias avanzadas capaces de detectar, con alta precision,
bacterias con relevancia sanitaria como Morganella morganii, Vibrio spp., Clostridium spp.,
Aeromonas spp. y Salmonella spp., las cuales pueden contaminar los alimentos y generar
problemas de inocuidad. La proliferacion de estos microorganismos en condiciones
inadecuadas de manipulacion o almacenamiento puede derivar en la formacion de
compuestos téxicos, como la histamina, asociada a intoxicaciones alimentarias de tipo

escombroide (Ampuero et al., 2018).

Dentro de este contexto, M. morganii ha despertado un interés particular debido a su
capacidad para producir histamina a partir de la descarboxilacion de la histidina, lo que
representa un riesgo sanitario en productos marinos mal conservados (Tortorella et al.,
2014). Los cuadros de intoxicacion por histamina se caracterizan por sintomas como
enrojecimiento, cefalea, nduseas y, en casos graves, dificultad respiratoria (Feng, Teuber,
& Gershwin, 2016).

El control y monitoreo de estas bacterias requieren métodos de identificacion rapidos y
precisos. Las pruebas biogquimicas convencionales, aunque Utiles, pueden resultar
limitadas para discriminar especies con caracteristicas fenotipicas similares. En contraste,
técnicas biotecnolégicas como la espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization—Time of Flight) han revolucionado la microbiologia aplicada al
andlisis de alimentos, al permitir una identificacion confiable basada en los perfiles proteicos
bacterianos (Ashfaq et al., 2021). Esta tecnologia posibilita la identificacién de patégenos
en minutos, optimizando la trazabilidad y el control de calidad en la industria pesquera.
Complementariamente, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) constituye una
herramienta molecular esencial para la deteccién de genes asociados a la produccién de
histamina, como el gen hdc (histidina descarboxilasa). Su alta sensibilidad y especificidad

permiten confirmar la presencia de cepas con potencial histaminogénico, como M. morganii,



incluso en concentraciones bacterianas bajas (Klanian et al., 2018). El uso conjunto de
MALDI-TOF y PCR ofrece un enfoque integral para la identificacion y caracterizacion de
microorganismos en productos marinos, fortaleciendo la capacidad diagnostica de los
laboratorios de control sanitario.

La aplicacion de estas metodologias moleculares representa un avance significativo en el
monitoreo microbioldgico, al proporcionar resultados confiables en menor tiempo y con
mayor precision. En este sentido, la identificacion temprana de bacterias productoras de
histamina es fundamental para mitigar los riesgos asociados al consumo de productos
marinos contaminados (Uehara et al., 2021).

El presente estudio tuvo como obijetivo identificar la presencia del gen hdc en cepas
sospechosas de pertenecer a la especie M. Morganii, mediante el uso combinado de las
técnicas MALDI-TOF y PCR, con el propdsito de caracterizar su potencial e implicacién en

la produccion de histamina.



4. Revision de literatura

4.1. Productos marinos en México

La produccion pesquera constituye una actividad econdmica esencial para México,
estrechamente vinculada al aprovechamiento sustentable de los recursos marinos y al
desarrollo de las comunidades costeras. Gracias a su extensa linea litoral, que supera los
11 000 km, y a la diversidad de ecosistemas marinos que alberga, el pais se posiciona entre
los principales productores pesqueros de América Latina. Esta riqgueza biolégica se refleja
en una gran variedad de especies con alto valor comercial y nutricional, como atunes,
sardinas, anchovetas, camarones y calamares. Los productos marinos representan una
fuente fundamental de proteina animal para la poblacién y contribuyen a la seguridad
alimentaria, el desarrollo econémico regional y la identidad gastronémica nacional. De
acuerdo con la Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA, 2024), la
produccion nacional de productos marinos alcanz6 mas de 1.9 millones de toneladas
durante 2023. Por su parte, el consumo per capita de productos marinos en México se
estima entre 12 y 13 kg por persona al afio, segun el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (2022).

Los productos marinos representan una fuente valiosa de nutrientes esenciales: aportan
proteinas de alto valor bioldgico, acidos grasos omega-3, vitaminas liposolubles como A, D
y E, asi como minerales como hierro, zinc, yodo y selenio. Segun la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2022), estos productos
proporcionan aproximadamente el 17% de la proteina animal consumida a nivel mundial, lo
que los convierte en un pilar de la seguridad alimentaria, especialmente en paises en

desarrollo donde las alternativas proteicas pueden ser mas limitadas.

El pais cuenta con una amplia variedad de especies explotadas comercialmente, como
camaroén, atin, mojarra, tilapia, pulpo y diversas especies de escama, lo que le permite
abastecer tanto el mercado nacional como el internacional. La exportacién de productos
marinos genera importantes ingresos, con mercados clave en Estados Unidos, China y la

Unién Europea (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2015).
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Dentro de este grupo de alimentos, el camardn sobresale por su perfil nutricional
excepcional. Una porcion de 100 g contiene cerca de 20 g de proteina, lo que equivale al
28% del requerimiento diario recomendado para un adulto. Ademas, es una fuente rica en
selenio (84% del valor diario), vitamina B12 (59%), fosforo (33%) y zinc (14%)
(NutritionValue.org, 2024). También aporta acidos grasos omega-3, reconocidos por sus
efectos positivos en la salud cardiovascular y cognitiva (Phadtare et al., 2021).

Gracias a esta combinacion de nutrientes, el camarén no solo es un alimento nutritivo, sino
también una herramienta estratégica para combatir deficiencias alimentarias y fomentar
dietas mas equilibradas y sostenibles. Sin embargo, el aprovechamiento de estos productos
implica también una responsabilidad en cuanto a su inocuidad y calidad sanitaria. La
susceptibilidad de los productos marinos a la contaminacién microbiana y a la formacion de
compuestos téxicos, como la histamina en especies susceptibles, demanda una vigilancia
constante y el uso de tecnologias avanzadas para garantizar su seguridad para el consumo

humano.

4.2. Perfil bacteriano de productos marinos

En México, el consumo de productos marinos ha crecido sostenidamente, impulsado por la
variedad de especies disponibles, el valor cultural de su preparacion y los beneficios para
la salud derivados de su ingesta. No obstante, cuando no se aplican buenas préacticas desde
la captura hasta la distribucion, incluyendo su transporte, conservaciéon y comercializacion,
se comprometen tanto su calidad como su inocuidad, lo que puede favorecer la proliferacion
de patdgenos como Listeria monocytogenes, M. morganii y Salmonella spp., Vibrio spp.,
generando un riesgo importante para la salud publica (FAO, 2003; FAO, 1999; Frith et al.,
2023).

El perfil bacteriano de estos alimentos es un aspecto critico que influye directamente en su
calidad, frescura e inocuidad. Diversas especies bacterianas pueden estar presentes de
manera natural o introducirse durante el procesamiento post-captura, algunas de las cuales
pueden actuar como indicadores de higiene, deterioro o incluso representar un riesgo para
la salud publica. Entre ellas, se encuentran bacterias productoras de toxinas o aminas

bibgenas, como la histamina, cuya presencia puede desencadenar intoxicaciones
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alimentarias, especialmente en productos derivados de especies pelagicas (Khatouf et al.,
2024).

Los productos marinos pueden albergar diversas bacterias, algunas de ellas con potencial
patdgeno, lo que representa un riesgo significativo para la salud humana. Su presencia
depende de multiples factores, como las condiciones ambientales, la contaminacién del
agua, la manipulacién durante la captura, el almacenamiento inadecuado y el
procesamiento del producto. La proliferacion de estas bacterias se ve favorecida por
condiciones de temperatura y humedad elevadas, asi como por una inadecuada higiene en

la cadena de suministro (Ampuero et al., 2018).

Entre las bacterias patdbgenas mas comunes identificadas en productos marinos se
encuentran aquellas que pueden causar infecciones gastrointestinales, septicemia y otras
complicaciones de salud. Entre ellas Vibrio spp., incluyendo especies como Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Vibrio cholerae, estan ampliamente asociados con
intoxicaciones alimentarias por consumo de mariscos contaminados y pueden provocar
cuadros graves de gastroenteritis e incluso septicemia en personas inmunocomprometidas
(Zeidler et al., 2024; Alaboudi et al., 2016).

Otra bacteria de interés es Clostridium difficile, que se ha detectado en productos marinos
y puede representar un riesgo de infecciones intestinales graves, especialmente en
personas hospitalizadas o en tratamiento con antibiéticos (Metcalf et al., 2011). Asimismo,
Aeromonas hydrophila, una bacteria oportunista presente en ambientes acuaticos, puede
causar infecciones en heridas, gastroenteritis e incluso enfermedades sistémicas en

individuos con sistemas inmunolégicos debilitados (Park et al., 2021).

Por su parte, Salmonella spp., un agente bacteriano de gran importancia en seguridad
alimentaria, ha sido detectada en productos marinos de distintas regiones del mundo. En
Egipto, se ha reportado su presencia en pescado y mariscos comercializados en mercados
locales, con una prevalencia aproximada del 9.8% (Bakr et al., 2013). De manera similar,
en Filipinas se detecté Salmonella spp. en recursos pesqueros cultivados en la Bahia de
Manila, con una prevalencia cercana al 13,58% (Tanyag et al., 2021). En paises arabes, se
documentd una prevalencia del 22,9% en productos marinos (Habib et al., 2021). En
México, se ha identificado S. enterica en camarones y pulpo destinados al consumo

humano, con prevalencias del 56 % y 45 %, respectivamente, lo que evidencia la posibilidad
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de contaminacién a lo largo de la cadena de produccidn y comercializacién (Torres et al.,
2022). Su transmision ocurre generalmente por el consumo de productos crudos o mal

cocidos, y sus sintomas incluyen fiebre, diarrea y dolor abdominal (Prabhakar et al., 2020).

Finalmente, Morganella morganii ha sido ampliamente reconocida como una de las
principales bacterias formadoras de histamina en productos marinos. Su proliferacion en
pescados y mariscos inadecuadamente refrigerados o almacenados durante periodos
prolongados puede desencadenar intoxicaciones histaminicas, una reaccion adversa que
produce sintomas semejantes a una alergia alimentaria, incluyendo enrojecimiento facial,
urticaria, cefalea, nduseas y problemas gastrointestinales (Bjornsdottir-Butler et al., 2015;
Kim et al., 2000; Frith et al., 2023).

Diversos estudios han demostrado la presencia de Morganella morganii en productos
marinos como peces, cefalépodos y crustaceos. En particular, su deteccién en camarones
ha cobrado especial relevancia, ya que este producto suele almacenarse en condiciones
que favorecen el crecimiento bacteriano si no se mantiene una cadena de frio adecuada
(Visciano, Schirone & Paparella, 2020). Investigaciones realizadas en el Golfo de México y
zonas costeras cercanas han identificado Morganella entre las bacterias productoras de
histamina, y muestran que la abundancia y composicibn de estas bacterias estan
fuertemente influenciadas por variables ambientales y de manejo (Bjornsdottir-Butler,
Bowers & Benner, 2015; Frith et al., 2023).

Dado el impacto potencial de estas bacterias en la salud publica, es fundamental
implementar buenas practicas de manejo, almacenamiento y procesamiento de productos
marinos, asi como reforzar la vigilancia microbioldgica en la industria pesquera para reducir

riesgos y garantizar la inocuidad alimentaria

4.3. Morganella Morganii
4.3.1. Identificacion y establecimiento de Morganella morganii como agente

etioldgico

En 1905, Castellani identific6 una bacteria aislada de un paciente con una enfermedad febril
similar a la fiebre tifoidea, a la que denomind Bacterium columbense (Castellani, 1914).

Posteriormente, en 1906, Morgan investigaba la etiologia de la diarrea infantil estival y

13



describié un organismo bacteriano que no fermentaba lactosa. Este microorganismo fue
identificado en 28 de los 58 casos que examind y se diferenciaba de Bacillus dysenteriae,
considerado en ese entonces como la causa de la enfermedad pediatrica prevalente en
paises como Alemania, Filipinas y Estados Unidos (Morgan, 1906). A este organismo
diferente se le denomind6 posteriormente “Bacilo de Morgan”, y fue nombrado oficialmente

Bacillus morganii por Winslow y colaboradores en 1919 (Winslow et al., 1919).

En 1936, Rauss llevd a cabo experimentos en los que evidencio un fendmeno de
propagacion que denomind emanacién, relacionando estas bacterias con el género
Proteus, al que nombré Proteus morganii (Rauss, 1936). En 1943, Fulton demostré que la
bacteria denominada anteriormente Bacterium columbense por Castellani era, en realidad,
idéntica al organismo conocido como Proteus morganii descrito por Winslow en 1919.
Fulton propuso entonces que estas cepas fueran reclasificadas bajo el género Morganella,
estas bacterias no fermentaban lactosa ni sacarosa, pero si producian indol. ElI género
Morganella incluiria dos especies: Morganella morganii y Morganella columbensis. (Fulton,
1943).

En 1962, Ewing reidentificé el aislado de Bacterium columbense descrito por Castellani
como Escherichia coli, lo que excluy6 a este organismo del género Morganella donde habia
sido clasificado por Fulton en 1943. Esto llevé a que Morganella morganii quedara como la
Unica especie valida dentro del género Morganella, aunque la especie morganii fue relegada

nuevamente al género Proteus durante los siguientes 16 afios (Ewing, 1962).

A partir de 1976, se descubri6 que la fermentacién de trehalosa permitia dividir el género
Morganella en multiples biogrupos (Siboni, 1978). Estudios posteriores confirmaron la
reasignacion de P. morganii al género Morganella, gracias a la identificacion de un mayor
contenido de guanina y citosina en el ADN de estas bacterias en comparacion con otros
representantes de la tribu Proteae (Brenner et al., 1978). En 1980, el nombre de la especie
Morganella morganii fue oficialmente aceptado en la lista de nombres bacterianos

aprobados, ganando amplia aceptacion en la comunidad cientifica (Skerman et al., 1980).

Con base en los resultados de la hibridacion de ADN y estudios fenotipicos detallados,
Jensen y colaboradores (1992) propusieron dividir la especie Morganella morganii en dos

subespecies: Morganella morganii subsp. morganii, que incluye cuatro biogrupos (A, B, C,
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D) y Morganella morganii subsp. sibonii, que comprende tres biogrupos (E, F, G).
Finalmente, Emborg y colaboradores (2006) identificaron una nueva especie dentro del
género, denominada M. psychotolerans.

4.3.2. Taxonomia del género Morganella

Actualmente el género Morganella pertenece a la clase Gammaproteobacterias, orden
Enterobacterales, familia Enterobacterias e incluye dos especies; Morganella Morganii y
Morganella psychrotolerans (Emborg et al., 2006). Morganella morganii se divide en dos
subespecies, Morganella morganii subsp. morganii y Morganella morganii subsp. sibonii
diferenciadas mediante analisis genotipicos y fenotipicos. (Brenner et al., 1978; Skerman
et al., 1980; Jensen et al.,1992).

4.3.3. Caracteristicas del género Morganella

Morganella morganii es una bacteria que pertenece al grupo de bacterias entéricas, es
decir, aquellas asociadas al tracto gastrointestinal (Zari¢ et al.,, 2021). Es un bacilo
gramnegativo con una longitud de 1,0 a 1,7 um y una anchura de 0,6 a 0,7 um. La mayoria
de las cepas son moviles mediante ciliacién periciliar; sin embargo, a diferencia de los
bastones del género Proteus, estas bacterias no muestran un crecimiento nebuloso. No son
esporulados ni encapsulantes. Son relativamente anaerobios y no producen citocromo
oxidasa. Son catalasa positiva e indol positivo. Se clasifican como quimioorganotrofos y
exhiben metabolismo fermentativo. Fermentan la glucosa para producir acido y gas,
manosa y no fermentan la lactosa. Producen ureasa y fenilalanina desaminasa. La mayoria
de las cepas producen ornitina descarboxilasa, pero no producen H:S. No producen lipasa,
arginina dihidrolasa ni ADNasa, y no descomponen el acetato ni el citrato. (Zalas-Wiecek
et al.,, 2012). Puede crecer en un amplio rango de temperatura (4° a 35°C) pero la
temperatura 6ptima es 25°C (Kim et al., 2000). Segun Liu et al. (2016) el tamafio del genoma
de M. morganii es de 4,127,528 pb con un contenido de G+C del 51%.

4.3.4. Habitat

Morganella morganii, suele estar presente en los ambientes hUmedos y ricos en materia

organica, como el tracto intestinal de humanos y animales, donde forma parte de la
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microbiota (De et al., 2016). Se ha aislado también de ambientes acuaticos, suelos
contaminados con materia organica (Guzman et al., 2020) y mayormente de productos
marinos: calamar morado (Dosidicus gigas), camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei)

(Moreno, 2019) y atun de aleta amarilla (Thunnus albacares) (Huang et al., 2022).

4.3.5. Factores de patogenicidad y virulencia

Morganella morganii es una bacteria con potencial para causar enfermedades en humanos
especialmente en pacientes inmunocomprometidos o con hospitalizaciones prolongadas
(Zari¢ et al., 2021). La secuencia del genoma revelé que los factores de virulencia de M
Morganella morganii incluyen adhesinas fimbriales, Lipopolisacaridos (LPS), proteasa IgA,
hemolisinas, ureasas, y toxinas insecticidas y apoptéticas. Entre ellos, las adhesinas
fimbriales, las ureasas desempefian un papel importante en la colonizacion y patogenicidad

de Morganella morganii (Liu et al., 2016).

La histidina descarboxilasa es una enzima clave producida por algunas cepas de M.
morganii, la cual cataliza la descarboxilacion del aminoacido histidina para formar
histamina, una amina biégena que se puede producir durante la manipulacién del pescado
debido a la presencia de bacterias que deterioran el producto, el consumo de productos
marinos que contienen histamina en concentraciones superiores a 500 ppm ocasionan
intoxicacion por histamina y es la causa mas comun de enfermedades transmitidas por

alimentos en humanos debido al consumo de productos marinos (Trevisani et al., 2021).

La ureasa, cataliza la hidrdlisis de la urea en amoniaco y diéxido de carbono, lo cual provoca
el aumento del pH de la orina humana, facilitando la formacién de precipitados de iones
polivalentes que normalmente son solubles, como en estruvita y apatita de carbonato. Estos
compuestos se agrupan en torno a las bacterias y contribuyen a la formacion de célculos

en el tracto urinario (Konieczna et al., 2012).

Las proteasas representan un importante factor de virulencia en Morganella morganii, ya
que contribuyen directamente a su capacidad de colonizar, invadir y persistir en el
hospedero. Estas enzimas participan en la degradacion de proteinas del huésped, como
componentes de la matriz extracelular, proteinas de sefializacion y anticuerpos, lo que

facilita la diseminacién bacteriana y la evasion del sistema inmunitario. En el analisis
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genodmico realizado por Behera et al. (2023), se identificaron diversos genes que codifican
proteasas, entre ellos una metaloproteasa y una proteasa de inmunoglobulina A (IgA). Esta
dltima ha sido ampliamente reconocida por su capacidad para degradar la IgA, un
anticuerpo esencial en las mucosas intestinales, respiratorias y urinarias, cuya funcion
principal es impedir la adhesion bacteriana a los epitelios (Chen et al., 2012). La expresion
de una IgA proteasa en Morganella morganii sugiere que esta especie podria neutralizar
dicha barrera inmunitaria local, favoreciendo su adherencia a los tejidos y su persistencia
en el organismo. Aunque la funcién especifica de estas proteasas en Morganella morganii
aun requiere validacion experimental, la evidencia gendmica disponible respalda su papel
potencial como mecanismos centrales de virulencia y adaptacion en esta bacteria

oportunista (Behera et al., 2023).

Morganella morganii presenta un mecanismo de adherencia que esta mediado por unas
estructuras denominadas fimbrias o pilis. Gracias a estas, la bacteria contacta con la
superficie de la célula huésped y en el extremo se ubican las adhesinas, que son proteinas
que juegan un papel muy importante en el inicio de la infeccién, pues se adhieren a un
receptor de la célula huésped constituido por residuos de hidratos de carbono de
glucoproteinas o glucolipidos. Esto ocurre en dos pasos: el primer paso consiste en que la
interaccion se realiza mediante la fimbria, y en el segundo paso ocurre una union mas
intensa en la que, intervienen las adhesinas afimbriadas, proteinas localizadas en la

membrana externa (Vila et al., 2008).

Los lipopolisacaridos (LPS) de Morganella morganii son componentes esenciales de su
membrana externa y constituyen un factor de virulencia clave, ya que participan en la
interaccion con el sistema inmunitario del hospedador y en la resistencia frente a agentes
antimicrobianos (Liu, 2016). Como en otras bacterias gramnegativas, los LPS se componen
de una porcioén lipidica A, que ancla la molécula a la membrana, y una cadena polisacarida

O, que se proyecta hacia el entorno extracelular (Raetz & Whitfield, 2002).

Esta estructura confiere estabilidad a la envoltura celular y protege a la bacteria de la accion
del complemento y de moléculas antimicrobianas. La fraccion lipidica A es reconocida por
los receptores tipo Toll, principalmente TLR4, lo que desencadena respuestas inflamatorias
en el hospedador; sin embargo, Morganella morganii puede modular dicha respuesta

mediante modificaciones estructurales del LPS, favoreciendo su persistencia en el
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organismo (Needham et al., 2013). Ademas, se ha observado que los LPS contribuyen a la
formacion de biofilm, promoviendo la adhesién a superficies y aumentando la resistencia a
antibiéticos, lo cual facilita la colonizacién en ambientes clinicos y dispositivos médicos
(Nakao et al., 2012). Estos factores trabajan en conjunto para permitir que Morganella
morganii, sobreviva a entornos hostiles y cause infecciones en hospederos como el ser

humano.

4.3.6. Manifestaciones clinicas y determinantes predisponentes en infecciones por

Morganella morganii

M. morganii es capaz de producir infecciones en el ser humano en diferentes regiones

anatémicas y en cada una de ellas se presentan a través de diferente sintomatologia.

Tabla 1. Principales Infecciones causadas por Morganella morganii.

Tipo de infeccion Signos y sintomas Referencia

Tracto urinario * Disuria (dolor al orinar) Moya et al., 2001
* Urgencia y frecuencia
urinaria
* Orina turbia o con mal
olor

 Fiebre en casos severos

Infecciones * Dolor abdominal intenso Moya et al., 2001
intraabdominales * Nauseas
* Vomitos
* Fiebre
Piel y tejidos blandos * Enrojecimiento Kim et al., 2007
* Hinchazén

* Calor en la zona
afectada

» Secrecion purulenta y
dolor localizado

* En casos graves: celulitis

0 gangrena
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Septicemia (infeccion en < Fiebre alta Kim et al., 2007
sangre)  Taquicardia
* Hipotension

» Confusién o letargo

Infecciones respiratorias -« Fiebre y escalofrios Carmona et al., 1992
» Dificultad para respirar
» Taquicardia

* Hipoxemia

4.3.7. Implicaciones de la produccion de histamina por M. morganii en camarones:

un riesgo para lainocuidad alimentaria

La intoxicacion por histamina, también conocida como escombroidosis, es una toxiinfeccion
alimentaria que ocurre cuando se ingieren alimentos con niveles elevados de histamina,
siendo los mas comunes los pescados y mariscos (Tortorella et al., 2014). Esta condicién
representa un problema relevante para la seguridad alimentaria y afecta a mdultiples

regiones del mundo.

A nivel global, la frecuencia de la intoxicacién por histamina varia considerablemente segun
el consumo de pescado en cada pais. Aunque se considera una condicion distribuida
mundialmente, su incidencia exacta es incierta (De Cerio et al., 2016). Sin embargo, se han
reportado tasas estimadas de 2 a 5 casos por millén de habitantes al afio en Dinamarca,
Nueva Zelanda, Francia y Finlandia, mientras que en Hawai asciende a 31 casos por millon.
Japon, Reino Unido, Estados Unidos y Australia se encuentran entre los paises con mas
casos, y en Estados Unidos y Europa la intoxicacion por histamina representa hasta el 40%

de los brotes de toxiinfeccion alimentaria (De Cerio et al., 2016).

La histamina, de forma natural, es una amina bidbgena producida por el cuerpo humano y
participa en procesos fisioldgicos generales como vasodilatacion, secrecion de &cido
gastrico y respuestas anafilacticas. No obstante, se vuelve un riesgo para la salud publica
cuando se ingieren cantidades exdgenas, especialmente cuando alcanzan niveles cercanos
o superiores a 500 ppm, pudiendo atravesar la barrera gastrointestinal y causar intoxicacion

(Taylor y Eitenmiller, 1986; Trevisani et al., 2021).
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En los alimentos, la histamina se genera por la descarboxilacion del aminoécido L-histidina,
reaccion catalizada por la enzima histidina descarboxilasa (HDC) (Figura 1). Esta
transformacién quimica se produce en presencia de bacterias capaces de sintetizar dicha
enzima (Lee et al., 2020). De manera mas especifica, las bacterias formadoras de histamina
(HFB), entre las que se encuentran diversas gramnegativas como M. morganii, poseen el
gen hdc, responsable de codificar la HDC (DeBeer et al., 2021).

Figura 1. Sintesis de histamina
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Nota. La imagen representa la sintesis de histamina por medio de la descarboxilacion del
aminoacido L-Histidina por accion de la histidina descarboxilasa sintetizada por HFB
(Bacterias Formadoras de Histamina).

La acumulacién de histamina en el pescado depende tanto del contenido de histidina libre
como de la actividad enzimatica bacteriana. Por ello, la intoxicaciébn se asocia
principalmente al consumo de peces de las familias Scombridae y Scomberesocidae (atun,
caballa, bonito, jurel), aunque también se presenta en sardinas, anchoas, arenque, marlin
y aleta azul (Hungerford, 2010). La probabilidad de que los niveles de histamina superen
los limites microbioldgicos permitidos esta directamente relacionada con el nimero y la

actividad de las HFB presentes.

Los sintomas de la intoxicacion pueden aparecer entre 5 minutos y varias horas después
de la ingestion (Ohnuma et al., 2001). Estos van desde reacciones cutaneas leves hasta
alteraciones respiratorias y cardiovasculares severas, como broncoespasmo, hipotension,
dificultad respiratoria, infarto de miocardio o disfuncion cardiaca resistente al tratamiento
(Feng, Teuber & Gershwin, 2016). En casos documentados, como el estudio realizado en

2008 con 46 pacientes intoxicados, se observaron manifestaciones dermatoldgicas en
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82,2%, gastrointestinales en 37%, neuroldgicas en 34,7%, respiratorias en 17,4%,

generales en 4,3% y cardiovasculares en 37,8% de los afectados (Lavon et al., 2008).

4.4, Técnicas de identificacion bacteriana

4.4.1. Pruebas bioquimicas

Las técnicas bioquimicas para la identificacion bacteriana se basan en la deteccion de
reacciones metabdlicas especificas que permiten diferenciar microorganismos. Entre las
mas utilizadas se encuentran las pruebas de fermentacion de azlcares, la produccién de
enzimas (como catalasa, oxidasa y ureasa) y el uso de medios selectivos y diferenciales.
Estas técnicas han sido ampliamente empleadas debido a su bajo costo y facilidad de uso
en laboratorios de microbiologia clinica y ambiental (Bhattacharyya, 2023). Sin embargo,
presentan ciertas desventajas, como la menor sensibilidad y precision comparadas con
métodos moleculares, lo que puede retrasar la obtencion de resultados y generar errores

en la identificacion de especies estrechamente relacionadas (Janda & Abbott, 2007).

Ademas, su precision depende de la interpretacion subjetiva de los resultados, lo que puede
generar errores en la identificacion de especies estrechamente relacionadas (Forbes,
Sahm, & Weissfeld, 2007). En comparacion con métodos moleculares y espectrométricos,
las pruebas bioguimicas son menos sensibles y especificas, lo que limita su aplicacion en

casos donde se requiere una identificacion rapida y precisa. (Patel, 2015).

4.4.2. Pruebas seroldgicas

Las pruebas serolégicas permiten detectar antigenos especificos de patégenos
alimentarios o los anticuerpos generados en respuesta a ellos. Las mas utilizadas son los

siguientes:

Aglutinacion en lamina: Esta técnica se basa en la interaccion entre anticuerpos especificos
y antigenos bacterianos presentes en la muestra, lo que provoca la formacion de agregados
visibles (aglutinacién). Ha sido utilizada para la identificacion de Escherichia coli mediante

antisueros polivalentes y monovalentes (Lugo et al., 2006).
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Enzimoinmunoensayo (ELISA): Este método emplea anticuerpos enlazados a enzimas para
detectar la presencia de antigenos bacterianos especificos en una muestra, generando una
sefial cuantificable. Se ha utilizado para la deteccién de patdgenos como L. monocytogenes
en muestras de alimentos. Esta técnica ofrece alta sensibilidad y especificidad en la
identificacion de estos microorganismos (Alonso Mufiiz, 2018).

Las pruebas seroldgicas pueden ser (tiles para detectar bacterias en alimentos, pero su
alto costo, el tiempo prolongado de procesamiento (horas, dias) y su menor sensibilidad en
comparacion con técnicas moleculares hacen que no sean la mejor opcion en muchas
situaciones. Métodos como la PCR o la espectrometria de masas ofrecen una identificacion

mas rapida, precisa y rentable en el control de calidad alimentario (Waliullah et al., 2019).

4.4.3. MALDI-TOF MS

Durante la ultima década, la espectrometria de masas MALDI-TOF MS (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight) se ha consolidado como una plataforma de
referencia para el diagndstico microbiolégico, sustituyendo progresivamente a
metodologias convencionales como las pruebas fenotipicas, la identificacion bioquimica y
los ensayos de aglutinacion. Esta transicibn se debe a su elevada capacidad de
discriminacién taxondmica, robustez analitica, alta reproducibilidad y tiempos de respuesta

significativamente reducidos (Clark et al., 2013).

En la actualidad, MALDI-TOF MS se emplea de manera rutinaria para la identificacién de
bacterias, micobacterias y diversas especies flungicas; mas recientemente, su uso se ha
extendido al ambito de la investigacion para la deteccidn y caracterizacion de virus, asi
como de protozoos y artrépodos de interés sanitario (Feucherolles et al., 2019). Su principio
se basa en la ionizacién asistida por matriz y el analisis del tiempo de vuelo de los iones en

un espectrometro de masas (Nomura, 2014).

El proceso se puede describir de la siguiente manera: se transfiere una colonia a una placa
de muestra, la cual luego sera sometida a irradiacion laser. Después de afiadir la matriz y
secar la muestra, se coloca la placa en el espectrémetro de masas (MS). Posteriormente,
la placa se irradia con laser, ionizando las proteinas bacterianas (principalmente las

ribosOmicas); el tiempo que tardan las proteinas ionizadas en llegar al detector permite
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determinar la relacibn masa-carga (m/z) de las proteinas presentes, y la intensidad de la

sefial genera el espectro de masas (patrén) (Feucherolles et al., 2019).

La matriz principal utilizada para la identificacion bacteriana es el acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA), que absorbe eficazmente la energia del laser, facilita la ionizacion
de la muestra proporcionando protones y previene la descomposicion de la muestra
(Tsuchida et al., 2020).

Los perfiles espectrales obtenidos se procesan computacionalmente y se comparan con
bibliotecas de referencia comerciales, permitiendo la asignacion taxonémica répida y
precisa del microorganismo analizado. La fiabilidad de la identificacién se expresa mediante
valores de puntuacién que reflejan el grado de concordancia entre el espectro experimental

y la base de datos (Feucherolles et al., 2019).

La espectrometria de masas MALDI-TOF puede reducir el tiempo de identificacion a
alrededor de un dia. Asi, esta técnica permite identificar microorganismos de manera mas
temprana, lo que puede resultar en una respuesta clinica mas rapida, incluyendo una
intervencion temprana con terapia empirica. Utilizar una colonia fresca para las pruebas de

diagndstico mejora las posibilidades de una identificacion precisa (Tsuchida et al., 2020).

MALDI-TOF ha revolucionado la microbiologia clinica y alimentaria al permitir la
identificacion rapida y precisa de microorganismos sin necesidad de procesos largos de

cultivo.

4.4.4. Secuenciacion gen ARNr 16s

La reaccion en cadena de la polimerasa del gen 16S (PCR del 16S) es una técnica
ampliamente utilizada en microbiologia para la identificacién, clasificacion y analisis
filogenético de bacterias y arqueas mediante la amplificaciéon de la regién del ARN
ribos6mico 16S (ARNr 16S), un gen altamente conservado en los procariotas. En la década
de 1970, Carl Woese propuso su uso como un cronémetro molecular para el estudio de la
evolucion bacteriana (Del Rosario Rodicio & Del Carmen Mendoza, 2004), lo que permitio
la divisién de los organismos celulares en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya
(Woese et al., 1990).
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Desde entonces, la secuenciacién del ARNr gen 16S se ha convertido en una herramienta
fundamental para la identificaciébn de especies bacterianas, particularmente en muestras
ambientales, clinicas y alimentarias, ya que permite detectar microorganismos sin
necesidad de cultivo. La técnica de PCR del gen 16S se basa en la amplificacién de
fragmentos del gen utilizando primers universales dirigidos a regiones conservadas,
seguida de su secuenciacion y comparacion con bases de datos como NCBI, SILVAy RDP,
facilitando asi una identificacion rapida y precisa (Woo et al., 2008)

Aunque la PCR del 16S es una técnica relativamente accesible en laboratorios de
microbiologia, su costo varia segun el método de secuenciacién empleado. Por ejemplo,
una reaccion de PCR convencional puede costar entre $180.00 MXN para instituciones
publicas y $240.00 MXN para instituciones privadas (RAI, UNAM, 2025), mientras que la
secuenciacion Sanger oscila entre $7 y $10 USD por muestra, dependiendo del tipo de

edicion y formato (Cinvestav-Langebio, 2025).

A pesar de su gran utilidad, la PCR del 16S presenta algunas limitaciones, como la
incapacidad de diferenciar ciertas especies con secuencias altamente similares y la falta de
informacién sobre genes de virulencia o resistencia a antibidticos, por lo que en estudios
clinicos suele complementarse con técnicas como la PCR en tiempo real (qPCR), MALDI-
TOF MS o secuenciacion de genomas completos (WGS) (Ramos et al., 2025).
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5. Justificacion

El uso de herramientas biotecnolédgicas avanzadas se ha convertido en un elemento clave
para fortalecer la vigilancia microbiolégica en la cadena de produccion de productos
marinos. Debido a la elevada susceptibilidad de estos alimentos al deterioro microbiano y
a la formaciéon de compuestos toxicos como la histamina, resulta indispensable contar con
metodologias capaces de detectar, identificar y caracterizar de manera precisa a los
microorganismos involucrados en estos procesos. En este contexto, tecnologias como la
espectrometria de masas MALDI-TOF y la PCR dirigida al gen hdc representan una
plataforma diagndstica de alta resolucién, que supera las limitaciones de los métodos
convencionales al ofrecer rapidez, sensibilidad y especificidad en la identificacion de
bacterias con relevancia sanitaria. Su aplicacién combinada permite no solo confirmar la
presencia de Morganella morganii, sino también evaluar su potencial histaminogénico
mediante la deteccién de marcadores genéticos asociados a la producciéon de histamina.
Esto es particularmente relevante, ya que M. morganii es una de las especies involucradas
en la sintesis de este compuesto biogénico y puede proliferar en productos marinos cuando
existen deficiencias en la refrigeracion o almacenamiento. Por lo que la implementacién de
estas herramientas biotecnolégicas aporta un valor estratégico para la inocuidad alimentaria
al permitir una caracterizaciébn precisa de cepas productoras de histamina, lo cual
contribuye a la comprension de su papel en los procesos de contaminacion. Este enfoque
posibilita fortalecer los sistemas de monitoreo microbiolégico, mejorar la capacidad
diagnodstica de los laboratorios y generar evidencia cientifica que apoye la toma de
decisiones en materia de control sanitario. Por ello, la aplicacion de MALDI-TOF y PCR en
el presente estudio se justifica como un paso necesario para avanzar hacia métodos de
vigilancia mas eficaces y tecnoldégicamente sustentados dentro del sector pesquero en

México.
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6. HIPOTESIS

Las herramientas biotecnol6gicas basadas en espectrometria de masas MALDI-TOF y PCR
especifica para el gen hdc permiten identificar de manera rapida, precisa y confiable cepas
de Morganella morganii presentes en camaron, asi como determinar su potencial

histaminogénico.
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7. Objetivo general

Identificar cepas de Morganella morganii aisladas de camarones mediante las técnicas
biotecnoldgicas, como MALDI-TOF y determinar la presencia del gen hdc mediante PCR,

con el fin de evaluar su potencial histaminogénico.

7.1. Objetivos especificos

Aislar y purificar bacterias presentes en muestras de camarén (Litopenaeus vannamei)

mediante métodos microbiolégicos convencionales.

Identificar las cepas bacterianas aisladas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF,

con el fin de confirmar la presencia de Morganella morganii.
Detectar y evaluar la presencia del gen hdc en aislados de Morganella morganii mediante

la técnica de PCR, con el propésito de determinar su posible asociacién con la produccion
de histamina.
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8. Material y métodos

8.1. Origen de los aislamientos

El estudio se desarroll6 mediante un muestreo no probabilistico, correspondiente a la
modalidad por conveniencia, de acuerdo con lo descrito por Otzen y Manterola (2017). La
seleccién de este tipo de muestreo se baso a la accesibilidad geografica de los puntos de
venta, la disponibilidad para la recoleccién de las muestras y las condiciones logisticas que
favorecieron la obtencion del material biolégico. Ademds, se consider6 que los
establecimientos representaban las condiciones mas comunes de comercializacién de
camaron en la zona de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, lo que permitié obtener informacién

relevante para los objetivos de la investigacion.

El muestreo se realizé en tres etapas, con el objetivo de abarcar distintos tipos de
establecimientos dedicados a la venta de productos marinos en el municipio de Tulancingo
de Bravo, Hidalgo. En la primera etapa, se recolectaron muestras en pescaderias ubicadas
dentro y en los alrededores del mercado municipal.

La segunda etapa incluyd el muestreo en puestos temporales del tianguis local, instalado
en la zona urbana del municipio. Finalmente, en la tercera etapa, se obtuvieron muestras
en tiendas comerciales y supermercados que ofrecen camardén como producto fresco o
congelado. En total se contemplaron 16 establecimientos o puntos de venta del municipio

de Tulancingo.

8.2. Recoleccion de la muestra

Las muestras fueron tomadas por conveniencia y fueron depositadas en bolsas Ziploc®
estériles (APHA, 2015). Posteriormente fueron marcadas con el nombre del lugar de
procedencia y un nimero asignado para hacer mas facil el manejo (ISO 7218, 2007).

Posteriormente, las muestras se colocaron en hielera a una temperatura aproximada de 4°
C para su traslado al Laboratorio de Genética, Gendmica Investigacion del Area académica
de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. El transporte se realiz6 siguiendo los
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lineamientos establecidos por la NOM-210-SSA1-2014 y las recomendaciones de inocuidad

de la FAO (2019) para productos acuicolas.

8.3. Aislamiento bacteriolégico

Se efectud bajo condiciones controladas siguiendo los lineamientos de la NOM-210-SSA1-
2014, normativa aplicable para la deteccion e identificacion de microorganismos patégenos

en alimentos y agua.

En el laboratorio, de cada punto de muestreo se tomé una porcién de 1 g, la cual se deposito
en un tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada al 1% en una proporcién 1:9 de
muestra/caldo (OMS, 2005). Las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 24 + 2 h.
Posteriormente, se homogenizd cada tubo y se sembré por estria sobre agar MacConkey
fueron incubadas a 37 °C durante 24 + 2 h. La identificacion presuntiva de Morganella
morganii se realizé en agar MacConkey, un medio que permite discriminar bacterias Gram
negativas con base en su capacidad de fermentar lactosa. En este medio, M. morganii se
desarrolla formando colonias incoloras, translicidas o ligeramente beige, debido a su
incapacidad para fermentar lactosa. Esta caracteristica resulta fundamental para
diferenciarla de otros bacilos entéricos, como Escherichia coli o Klebsiella spp., los cuales
producen colonias de tonalidad rosada por su actividad fermentativa (Cappuccino &
Sherman, 2014).

Las colonias con las caracteristicas descritas fueron seleccionadas y conservadas a -20 °C
en crioviales con caldo soya tripticasa (Difco, BD) suplementado con 10% de glicerol,
conforme a los métodos descritos por la Food and Agriculture Organization (FAO, 2011)

para la preservacion de cepas bacterianas, hasta su caracterizacion.

8.4. Activacion de bacterias

Para la activacion de los aislamientos bacterianos, cada una de las colonias preservadas
fue sembrada en placas de agar Mueller—Hinton empleando técnicas asépticas. Las placas

se incubaron a 37 °C durante 24 h, con el fin de obtener cultivos frescos y metabdlicamente

activos, para su posterior identificacion mediante MALDI-TOF MS (Winn et al., 2020).
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8.5. Identificaciéon de Bacterias en MALDI-TOF MS

Las colonias puras fueron analizadas en el Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de México,
por medio de un equipo MALDI-TOF AutoBio MS 1000. Para ello, con ayuda de un
aplicador estéril se colocé una pequefia cantidad de cada colonia directamente en una placa
diana MALDI y se dejo secar a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadio 1 pyL de la
matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) a la placa diana MALDI y también se dejo
secar a temperatura ambiente (Clark et al., 2013; Patel, 2015).

Una vez seca, la placa se inserta en el AutoBio MS 1000. Para la adquisicion del espectro,
el sistema utiliz6 un laser (nitrégeno 337 nm) para ionizar los péptidos/proteinas
(principalmente ribosomales) del microorganismo, se generd un espectro de masas

especifico para esa cepa bacteriana (Bizzini & Greub, 2010; Clark et al., 2013).

El andlisis se realiz6 por medio del software Autof Database, el cual analizd el espectro
obtenido y lo compardé con una base de datos interna de perfiles conocidos. Posteriormente
el sistema arroj6 la identificacion basada en score o nivel de coincidencia de acuerdo a los
siguientes intervalos: Score 9.5-10.0: Identificacion confiable a nivel especie y subespecie,
Score 9.0-9.5: Identificacion confiable a nivel especie, Score 6.0-9.0: Identificacién confiable
a nivel género, Score 0.0-6.0: No confiable. Finalmente, el software (Autof Database)
generd un reporte con el score obtenido y posibles coincidencias secundaras (Autobio
Diagnostics, 2021).

8.6. Extracciéon de ADN para identificar el gen hdc

Una vez identificadas las bacterias se continu6 con la extracciéon de ADN para lo cual se
utilizé la técnica de choque térmico. En un tubo Eppendorf®de 1.5 mL y con la ayuda de un
asa bacteriolégica se resuspendieron las colonias en 250 pL de agua destilada,
posteriormente se mezclaron con ayuda de un vortex y cada tubo se llevé a la centrifuga a
14,500 rpm por 5 minutos, el sobrenadante fue desechado y se agregaron 300 pL de agua
destilada al pellet celular, posteriormente se agitaron en vortex para continuar con el choque
térmico, este fue llevado a cabo en un termoblock a una temperatura de 100°C por 10

minutos y después en un congelador a - 4°C por 10 minutos, el procedimiento se repitio por
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triplicado. Posteriormente, los tubos se llevaron a la centrifuga a 14,500 rpm por 5 minutos,
finalmente del sobrenadante se extrajeron 250 uL de ADN, el cual se almaceno en el
congelador a -4°C para después realizar la cuantificacion (Reyes-Rodriguez et al., 2015).

8.7. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se realizd por espectrofotometria con un espectrofotometro de
microvolumen NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, version de software 3.8), se colocaron 2
uL de blanco (agua destilada) y posteriormente se comenzé con las lecturas colocando 2
pL de ADN. El principio de funcionamiento del espectrofotdmetro se basa en la absorcion
diferencial de luz ultravioleta por las bases nitrogenadas, principalmente a una longitud de
onda de 260 nm, mientras que las proteinas y fenoles presentan picos de absorcion
cercanos a 280 nm y los compuestos organicos o sales lo hacen alrededor de 230 nm.
(Desjardins & Conklin, 2010). El equipo calcula automaticamente la concentracion de ADN
(ng/uL) y los indices de pureza, definidos por las relaciones A260/A280 y A260/A230. La
relacibn A260/A280 es un indicador del grado de contaminacién por proteinas, siendo
considerados valores entre 1.8 y 2.0 como representativos de ADN puro. Por su parte, la
relacién A260/A230 evalla la presencia de contaminantes organicos o sales, aceptandose
valores entre 2.0 y 2.2 como indicativos de buena calidad (Gallagher, 2011). Muestras con
relaciones fuera de estos rangos se consideraron de baja pureza y, en caso necesario, se

repitié el proceso de extraccion.

8.8. PCRdel gen hdc

La PCR en punto final se realizé siguiendo el protocolo descrito por Klanian (2018). Se
realizé en un volumen final de 25 uL, conteniendo 2 uL de ADN molde, PCR buffer 25 mM
de MgCI2, 10X (500 mM de KCI and Tris HCI (pH 8.4)), 10M de cada iniciador, 02mM de
dNTPs y 1 Ul Go Taq DNA polimerasa. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las
siguientes: Una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 minutos, posteriormente 25 ciclos
de desnaturalizacion a 96 °C por 45 segundos, alineacion a 54 °C por 1 minuto, extension

a 72 °C por 1 minuto; finalmente una extension final de 72°C por 10 minutos.
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8.9. Electroforesis

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar los resultados de la
PCR. En 100 mL de TBE 1X se afiadieron 1.5 g de agarosa, posteriormente se calento la
mezcla en un horno de microondas en intervalos de 15 segundos hasta que la agarosa se
disolvié completamente. A continuacion, se anadieron 5 pL de bromuro de etidio, y la
mezcla homogénea se vertié en la cAmara de electroforesis. Una vez que el gel se solidifico,
se afiadié TBE hasta cubrir completamente el gel, y luego se cargaron las muestras de
ADN, dejando un pozo libre para el marcador de peso molecular. Posteriormente, se inicio
la corrida durante 90 minutos, a 400 mA y 80 V. La visualizacion de los productos
amplificados por PCR se realizé utilizando el sistema de fotodocumentacion Kodak Gel
Logic 1500®. Una vez concluida la electroforesis, los geles fueron colocados sobre el
transiluminador UV del equipo, seleccionando una longitud de onda de 302 nm para la
excitacion del colorante utilizado. La captura de imagenes se efectué mediante el software
Molecular Imaging®, ajustando el tiempo de exposicion, sensibilidad y enfoque automatico
hasta obtener una imagen nitida y sin saturacién. Las fotografias generadas se

almacenaron en formato digital para su analisis.
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9. Resultados y discusién

A partir de las muestras de camaron recolectadas en los 16 establecimientos del
municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, se obtuvieron 181 aislamientos
bacterianos, los cuales fueron activados mediante siembra en agar Mueller Hinton
e incubacién a 37 °C durante 24 h, con el fin de asegurar la recuperacion de colonias
frescas y metabolicamente estables. Este paso permiti6 homogenizar el estado
fisiologico de los aislamientos antes de su caracterizacion y reducir el riesgo de

variaciones asociadas a condiciones de estrés o almacenamiento.

Tras la activacion, se realiz6 una evaluacibn basada en morfologia vy
comportamiento en medios selectivos, mediante la cual se seleccionaron 59
aislamientos presuntivamente compatibles con el género Morganella. Estas
colonias se caracterizaron por ser lisas, translicidas y de tonalidad blanco grisacea,
en concordancia con las descripciones fenotipicas reportadas por Winn et al. (2020).
Este proceso de seleccion preliminar es esencial en microbiologia clasica, ya que
permite enfocar los recursos analiticos en las cepas con mayor probabilidad de
coincidir con el microorganismo de interés, optimizando tiempo, insumos y analisis

subsecuentes.

El nimero elevado de aislamientos preliminares sugiere que la microbiota asociada
al camarén ofertado en los puntos de venta presenta una diversidad bacteriana
significativa, posiblemente influenciada por factores como temperatura ambiental,
manipulacion, cadena de frio intermitente y exposicién prolongada durante la venta.
La seleccion de 59 sospechosos a partir de 181 aislamientos coincide con estudios
previos que indican que Morganella suele encontrarse entre las enterobacterias
predominantes en productos acuicolas expuestos a fluctuaciones térmicas (Kanki
et al., 2007).

La identificacion proteomica mediante MALDI-TOF MS confirmé que los 59
aislamientos seleccionados correspondieron a Morganella morganii (Tabla 2).

logrando una identificacion del 100 %, lo cual evidencia una correlacion perfecta
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entre el analisis presuntivo fenotipico y la identificacion proteOmica. Los valores
obtenidos oscilaron entre 9.299 y 9.736, valores que representan una identificacion
altamente confiable, tanto a nivel de especie como de subespecie.

Tabla 2. Resultados de identificacién por MALDI-TOF MS y deteccion del gen hdc
mediante PCR

Origen de Identificacion Gen
Resultado Score
muestra de cepa hdc
Morganella -
Camaron AC2 . 9.548 Positivo
morganii
Morganella -
Camardn AC3 - 9.438 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC9 . 9.595 Positivo
morganii
Morganella .
Camardn AC21 - 9.666 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC22 . 9.672 Positivo
morganii
Morganella -
Camaron AC26 - 9.548 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC28 i 9.612 Positivo
morganii
Morganella -
Camaron AC30 i 9.651 Positivo
morganii
Morganella -
Camardn AC31 -~ 9.503 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC33 . 9.664 Positivo
morganii
Morganella .
Camardn AC57 -~ 9.62 Positivo
morganii
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Morganella

Camaron AC63 . 9.299 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC64 i 9.582 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC72 . 9.593 Positivo
morganii
Morganella N
Camaroén AC73 i 9.543 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC74 . 9.631 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC82 . 9.606 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC93 - 9.566 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC94 . 9.645 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC99 ~ 9.607 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC100 . 9.624 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC101 ~ 9.604 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC102 i 9.564 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC111 B 9.454 Positivo
morganii
Morganella
Camardn AC112 -~ 9.601 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC115 . 9.631 Positivo
morganii
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Morganella

Camaron AC118 . 9.637 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC119 i 9.627 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC120 . 9.644 Positivo
morganii
Morganella N
Camaroén AC122 i 9.671 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC127 . 9.64 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC128 . 9.645 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC132 - 9.583 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC133 . 9.459 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC136 ~ 9.454 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC142 . 9.637 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC143 ~ 9.302 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC144 . 9.594 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC146 B 9.552 Positivo
morganii
Morganella
Camardn AC155 -~ 9.593 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC162 . 9.608 Positivo
morganii
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Morganella

Camaron AC164 . 9.591 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC165 i 9.667 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC174 . 9.663 Positivo
morganii
Morganella N
Camaroén AC176 i 9.628 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC177 . 9.593 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC199 . 9.636 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC200 - 9.671 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC201 . 9.71 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC202 ~ 9.607 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC203 . 9.597 Positivo
morganii
Morganella N
Camardn AC206 ~ 9.665 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC225 i 9.601 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC230 B 9.649 Positivo
morganii
Morganella
Camardn AC248 -~ 9.686 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC249 . 9.668 Positivo
morganii
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Morganella

Camaron AC250 . 9.736 Positivo
morganii
Morganella .
Camardn AC252 i 9.575 Positivo
morganii
Morganella N
Camaron AC256 . 9.608 Positivo
morganii

Este nivel de precision confirma que el MALDI-TOF MS posee un alto poder
discriminatorio, ya que su principio consiste en generar un patron espectral proteico
anico, derivado principalmente de proteinas ribosomales, que funcionan como

huella digital de la especie (Clark et al., 2013).

En este estudio, los espectros obtenidos mostraron una alta similitud con las
entradas de la base de datos Autof MS, lo que refleja: Baja variabilidad
intraespecifica entre las cepas detectadas, posible origen comin o persistencia
ambiental de la especie y estabilidad fenotipica y proteémica de M. morganii en

productos de camaron.

Resultados equivalentes fueron reportados por Duque et al. (2025), quienes
sefalaron que MALDI-TOF MS es altamente eficaz en la diferenciacion de cepas de
Morganella, especialmente cuando se combina con analisis protedémicos
avanzados. Pavlovic et al. (2013) también evidenciaron que esta tecnologia reduce
notablemente el tiempo de diagndéstico, siendo mas rapida y confiable que paneles

bioquimicos tradicionales o sistemas automatizados.

Ademas, Becker et al. (2020) demostraron que MALDI-TOF MS es particularmente
atil en matrices marinas complejas, ya que permite discriminar en minutos entre
cepas histaminogénicas y no histaminogénicas, complementando procesos de
vigilancia de inocuidad. Estos estudios respaldan la utilidad de MALDI-TOF MS
observada en este trabajo, reforzando su relevancia como herramienta

biotecnoldgica para el control sanitario de productos marinos.
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La identificacion molecular del gen hdc, el cual codifica la enzima histidina
descarboxilasa, mostré que los 59 aislamientos confirmados como M. morganii
resultaron positivos, obteniendo una amplificacion clara del fragmento esperado de

534 pb, como se evidencia en la Figura 2.

Figura 2. Identificacion del gen hdc mediante PCR

MM AC2 AC3 AC9 AC21 AC22 AC26 AC28 AC30 AC31 AC33 AC57 AC63 —

1500

1000

500

Nota. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR. En el carril izquierdo
se observa el marcador de peso molecular (MM). Los carriles correspondientes a
las muestras AC2, AC3, AC9, AC21, AC22, AC26, AC28, AC30, AC31, AC33, AC57
y AC63. El ultimo carril corresponde al control negativo (=), en el cual no se observa
amplificacion, confirmando la ausencia de contaminacion y la especificidad de la
reaccion. La amplificacion del gen hdc de Morganella morganii se realiz6 utilizando
el conjunto de cebadores especificos 106/107, que generan un amplicon de 534 pb,

concordante con el tamafio observado en las muestras analizadas.

En el gel de agarosa se observa una banda definida en cada uno de los carriles
correspondientes a las muestras analizadas, todas ubicadas en la region
aproximada a los 534 pares de bases, que es el tamafio esperado para el producto
amplificado. La presencia de estas bandas confirma la existencia del gen hdc en
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todos los aislamientos evaluados, lo que indica que las cepas poseen el
determinante genético responsable de la sintesis de histidina descarboxilasa,

enzima implicada en la produccion de histamina.

El patréon uniforme de las bandas sugiere que la reaccion de PCR se desarrollé de
manera correcta, sin evidencia de productos inespecificos o amplificaciones
secundarias. Asimismo, el marcador de peso molecular incluido en el gel permite
corroborar que la migracion del ADN amplificado coincide con la longitud estimada
del fragmento objetivo. En conjunto, la figura demuestra la eficiencia del protocolo
de amplificacién utilizado y confirma que las cepas aisladas comparten un mismo

perfil genético asociado con el potencial histaminogénico de Morganella morganii.

Estos hallazgos coinciden con los de Wongsariya et al. (2015) y Feng, Teo, & Aung
(2016) quienes detectaron el mismo gen en cepas de M. morganii aisladas de

pescado fresco y procesado.

La PCR en punto final constituye una herramienta clave en biotecnologia moderna
por su sensibilidad, especificidad y capacidad para detectar genes funcionales
incluso en muestras con bajo contenido de ADN. En este estudio, el uso de estos
iniciadores permiti6 amplificar selectivamente el gen hdc en el 100 % de las
muestras, confirmando que todas las cepas identificadas comparten un perfil
genético asociado con la produccion de histamina. Esta uniformidad puede deberse
a una fuente comun de contaminacion o a la persistencia de una cepa dominante

en el entorno marino (Kanki et al., 2007).

La integracién de MALDI-TOF MSy la PCR constituye una estrategia biotecnolégica
robusta que combina informacién fenotipica y genotipica. Diversos estudios
(Pomastowski et al., 2019; Qadee et al., 2018) han demostrado que la aplicacion
conjunta de ambas metodologias incrementa la precision diagnéstica y disminuye
el riesgo de identificaciones erroneas. En el presente trabajo, la concordancia total

entre los resultados obtenidos mediante ambas técnicas respalda su caracter

40



complementario: mientras que MALDI-TOF MS permite una identificacion rapida a
nivel de especie, la PCR confirma la presencia de genes funcionales asociados con
la capacidad metabdlica de las bacterias.

Asimismo, investigaciones recientes evidencian que la combinacion de estas
herramientas favorece una caracterizacibn microbiana mas precisa. Por ejemplo,
Uehara et al. (2021) emplearon MALDI-TOF MS para identificar bacterias
productoras de histamina y detectar directamente la amina tras el cultivo, mientras
que Abril et al. (2024), mediante protedmica cuantitativa, demostraron diferencias
en la expresion de proteinas relacionadas con la produccion de aminas biégenas en
bacterias marinas. De igual manera, Manukumar & Umesha (2017) observaron que
la integracion de enfoques moleculares y protedmicos incrementa la trazabilidad
microbiana en alimentos marinos, mejorando la discriminacién entre cepas
filogenéticamente cercanas. En conjunto, estas evidencias refuerzan que la
integracion de herramientas biotecnologicas es esencial para lograr una

caracterizacion microbiana mas precisa y confiable.

La homogeneidad de los resultados entre los puntajes obtenidos mediante MALDI-
TOF MS vy la deteccién universal del gen hdc demuestra la solidez del enfoque
metodoldgico aplicado (Uehara et al., 2021). Coincidiendo con el trabajo de Uehara
et al. (2021), la prevalencia uniforme de M. morganii portadora del gen hdc en las
muestras de camarén sugiere la presencia de condiciones ambientales que

favorecen la persistencia de cepas con potencial histaminogénico.

Desde un punto de vista biotecnolégico, estos resultados confirman la eficiencia de
ambas metodologias como herramientas complementarias para la identificacion

precisa y rapida de microorganismos marinos de interes.

En conjunto, los hallazgos de este estudio resaltan la relevancia del uso combinado
de tecnologias avanzadas como MALDI-TOF MS y PCR. Ambas técnicas ofrecen
ventajas comparativas: rapidez, bajo requerimiento de reactivos, reproducibilidad y

alta capacidad de discriminacion. La implementacién de este tipo de herramientas
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contribuye al avance de la biotecnologia aplicada al estudio de comunidades
microbianas marinas y su caracterizacién funcional (Patel, 2015; Lozano et al.,
2022).
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10. Conclusién

Este estudio evidencio la eficacia de las técnicas MALDI-TOF MS y PCR como herramientas
complementarias para la identificacion precisa de M. morganii y la deteccién del gen hdc
asociado a la produccion de histamina en muestras de camarén. La deteccién del gen en
todas las cepas analizadas confirma el potencial histaminogénico de la especie y resalta la
utilidad de estos métodos en la caracterizacion molecular de bacterias de interés sanitario.
El uso combinado de ambas técnicas representa un avance significativo en la vigilancia
microbioldgica y en la investigacion aplicada, al ofrecer resultados rapidos, reproducibles y
de alta resolucion. Su implementacion fortalece las capacidades diagndsticas en el analisis
de productos marinos y contribuye al desarrollo de estrategias mas precisas para el

monitoreo de microorganismos con potencial toxigénico.
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