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RESUMEN.

En México las enfermedades gastrointestinales transmitidas por la ingesta de carne de
pollo contaminada por bacterias o por sus toxinas, representan un serio problema de
salud publica. Entre las bacterias que ocasionan infecciones intestinales se encuentran
Salmonella spp. En este trabajo se analizaron un total de 45 muestras de pollo, dentro de
las cuales, el 73.33% (n = 33) fue recolectada de mercados, 13.33% (n = 6) de centros
comerciales (WallMart, Chedraui y Comercial Mexicana), y un 13.33% (n = 6) de rastros,
ubicados en el Distrito Federal y la periferia del Municipio de Tlalnepantla. Las muestras
de pollo fueron colectadas en bolsas estériles en diferentes puntos de venta y
transportadas al Laboratorio de Andlisis Clinicos de la CUSI, Iztacala, FESI, UNAM. La
cuenta de mesdfilos aerobios se realizd por el método de cuenta en placa, la cuenta de
coliformes totales por la técnica del numero mas probable, la cuenta de coliformes fecales
por la técnica de Mackenzie, la cuenta de Staphylococcus aureus por el método de Vogel-
Johnson. La identificacion de enterobacterias se realiz6 por pruebas bioquimicas y la
identificacion de Salmonella spp. por PCR multiplex. El 50 % de las muestras de pollo
fresco rebaso los limites permitidos por la Norma Oficial Mexicana para coliformes totales
y fecales, 30% para mesoéfilos aerobios y el 10 % para Staphylococcus aureus . El 20% de
la carne de pollo congelada superd los limites establecidos para coliformes totales y
fecales (en cada caso), y 10% para mesofilos aerobios. En el 66.6% de la carne fresca se
aislo a E.coli en el 61.1% a Klebsiella sppy en el 44.4 % a Proteus vulgaris, mientras que
en la carne congelada se aislé el 37 % a Proteus vulgaris y Klebsiella ssp. (en cada caso)
y E.colien el 25%. En el 10% de las muestras de pollo fresco y congelado se identifico a
Salmonella typhimurium por PCR multiplex. Los resultados evidenciaron la elevada
contaminacién por bacterias patégenas en la carne de pollo fresca y congelada, por lo que
resulta importante que se establezcan programas informativos entre la poblacion para
disminuir los factores de riesgo de infecciones gastrointestinales.
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INTRODUCCION.

ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETAS)

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) son causadas por el
consumo de alimentos o de agua contaminada con microorganismos patbégenos
(bacterias parasitos y virus) o por la produccidon de sus toxinas.

Las enfermedades transmitidas por alimentos a nivel mundial son una de las
causas mas preocupantes en salud publica ya que anualmente ocurren de 24 a 81
millones de casos y mas de diez mil muertes por consumo de alimentos contaminados. "

En los paises subdesarrollados las enfermedades gastrointestinales constituyen
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. “ En México para 1989, las
diferentes instituciones de salud notificaron, 3, 419 casos de brucelosis, 9, 790 de
shigelosis, 10, 939 de tifoidea, 30, 899 intoxicaciones alimentarias no especificadas, 72,
754 de salmonelosis y 1, 948, 542 de otras infecciones intestinales, lo que da un total de
2, 076, 343 episodios relacionados con transmisién alimentaria. ® En el periodo de (1980-
1989), se notificaron a la Direccion General de Epidemiologia 314 brotes de ETA con un
total de 12, 344 casos y 348 defunciones. De éstos, 227 correspondieron a brotes de
origen microbiano o parasitario con 9, 621 casos y 232 defunciones. *

Sin embargo datos epidemioldgicos correspondientes al periodo 1995-1999,
muestran una incidencia de 757 brotes que afectaron a 11 mil 535 personas, de las cuales
76 fallecieron.

Por lo cual en América Latina, México ocupa el segundo lugar en brotes de

enfermedades transmitidas por alimentos. #*
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PRINCIPALES ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETAS)

En nuestro pais las ETAs constituyen un problema médico que afecta
significativamente a los habitantes, lo cual se ve reflejado en las elevadas cifras
reportadas en los casos de gastroenteritis y otras enfermedades diarreicas. °’

Las infecciones ocasionadas por alimentos pueden ser de tipo gastrointestinal
(amibiasis, shigelosis, teniasis, salmonelosis, ascariasis, giardiasis, céllera e
intoxicaciones alimentarias) o de tipo extraintestinal (brucelosis, cisticercosis, fiebre
tifoidea, hepatitis, botulismo, etc.) *, Cuya etiologia incluye virus, hongos, parasitos,
productos quimicos y toxinas de origen vegetal y animal. ¢

Entre las principales bacterias que pueden sobrevivir en los alimentos y que
conservan una patogenicidad elevada se encuentra la familia enterobacteriacea. Dentro
de esta familia el genero Salmonella spp ocasiona infecciones gastrointestinales e
intoxificaciones. °

La Salmonella spp, es un bacilo corto Gramnegativo, de 0.7-1.5x2.05 micras,
perteneciente a la familia enterobacteriacea. Es aerobia facultativa, se encuentra en la
naturaleza en el tracto intestinal y materia fecal tanto de humanos como de animales

causando gastroenteritis.

La salmonelosis es una enfermedad adquirida a través de alimentos contaminados
los cuales causan la mayor parte de los brotes que afectan a centenares de personas vy,
aunque puede ser causada por cualquiera de los casi 2 501 serotipos que existen hasta
hoy, los que se aislan con mayor frecuencia en México son Salmonella enteritidis y
Salmonella. typhimurium.

La salmonelosis es una enfermedad aguda de distribucion mundial, con
variaciones en la frecuencia de serotipos de un pais a otro, con importancia en areas que

no han alcanzado las condiciones de saneamiento e higiene adecuados y no cuentan con
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medidas de salud publica 6ptimas. Afecta a todos los grupos de edad, con mayor
incidencia en los extremos de la vida: en menores de cinco afios y mayores de 60 afos de
edad, que son los grupos mas vulnerables. *

PATOLOGIA

El genero Salmonella consta de una sola especie Salmonella enteritidis la cual
puede ocasionar gastroenteritis.

La gastroenteritis es la forma mas habitual de la salmonelosis, los sintomas
suelen presentarse entre 6 — 48 hrs, después de consumir agua o alimentos
contaminados, se presentan nauseas, vémitos y diarrea no sanguinolenta. La fiebre, el
dolor abdominal, las mialgias y la cefalea son frecuentes. Los sintomas pueden persistir

entre dos dias y una semana antes de su resolucién espontanea. *

En el intestino delgado hay prominencia de las placas de Peyer, que hacen gran
saliente por debajo de la mucosa, asi como aumento de tamafo de los ganglios linfaticos
mesentéricos, las placas de Peyer alcanzan hasta 6 a 8 cm de diametro y estan
cubiertas por mucosas sin pliegues y despulida, mientras el resto de la mucosa es de
aspecto normal. Conforme avanza el padecimiento los nédulos intestinales empiezan a
ulcerarse dando origen a la enteritis clasica de la salmonelosis, con ulceras de tamarno
irregular y bordes elevados dispuestas a lo largo de los pliegues transversales pero con
un eje mayor paralelo al eje longitudinal del intestino. En esta etapa también existen
focos de necrosis en los ganglios linfaticos mesentéricos que continlan aumentando de

volumen.

Microscopicamente el tejido linfoide se distingue de otras inflamaciones agudas
por que casi no se observan linfocitos polimorfonucleares. También durante el periodo de
invasion activa el vaso aumenta de tamano, dando origen a una de las esplenomegalias

de instalacion mas rapida.
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En el corazdn y los rifones se describen fendbmenos degenerativos intensos como
tumefacciéon turbia y degeneracion vacuolar, Los musculos esqueléticos son muy
susceptibles y muestran una pronunciada degeneracion de Zenker (cérea), esta alteracion
afecta con mayor frecuencia a los musculos esqueléticos como los intercostales,
diafragma, vy rectos anteriores del abdomen, estos ultimos sufren disrupcion y esto
suscita dolor, hemorragia y otros trastornos. Tales signos se presentan con Salmonella
typhi mientras que las demas variedades de Salmonella producen otras manifestaciones

clinicas y lesiones mucho menos pronunciadas. '* #°

Dentro de los alimentos que se involucran con mayor frecuencia como causantes
de salmonelosis se encuentran la carne de pollo y los productos elaborados a base de la

misma. 4

INDICADORES DE LA CALIDAD DE ALIMENTOS

Con el propésito de conocer las condiciones higiénicas de los alimentos se utilizan
organismos indicadores para estimar tres factores: Seguridad microbiolégica, condiciones
de saneamiento durante el procesamiento y la calidad del producto.

El aislamiento de los indicadores mas usuales son: Mesofilos aerobios, coliformes,
Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Hongos y Levaduras,
Clostridium perfringens y Pseudomonas spp, entre otros. °

o Mesofilos aerobios.

A este grupo pertenece una gran cantidad de microorganismos capaces de
desarrollarse entre 20 y 37 ¢ C, como ejemplo encontramos a bacilos, cocos
Grampositivos y Gram negativos. Este grupo de bacterias, son indicadoras del valor
comercial de un alimento, de la presencia de bacterias patégenas, de las condiciones
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higiénicas en las que ha sido manejado un alimento, predice la vida de anaquel del mismo
y la eficiencia de los germicidas o de preservacién de los alimentos. "

e Coliformes.

Los organismos coliformes estan formados por un grupo heterogéneo con habitat
primordialmente en el intestino. Son bacilos Gramnegativos no esporulados, aerobios o
anaerobios facultativos que fermentan la lactosa con produccion de gas dentro de las 48
hrs, de incubacién a 37 °C, son abundantes y estan siempre presentes en la materia fecal
del hombre y de los animales. Con el objetivo de ampliar la investigacién microbioldgica
alimentaria se ha introducido el termino de coliformes fecales para referirlos a un grupo de
microorganismos mas especificos que el de los coliformes y con mayor identidad a
Echerichia coli "

e Salmonella spp.

Las Salmonelas son bacilos Gramnegativos moviles, aerobios-anaerobios
facultativos utilizan la glucosa o la manosa pero no pueden utilizar la lactosa o la
sacarosa, reducen nitratos a nitritos, su temperatura éptima de crecimiento es de 37 °
C, son resistentes a la congelacion y sobreviven en agua durante largos periodos de
tiempo. %

e Staphylococcus spp.

Son células esféricas Grampositivas, generalmente se encuentran formando
racimos irregulares, las colonias son redondas, lisas, elevadas brillantes y forman

diversos pigmentos.

Staphylococcus aureus es de color amarillo dorado, S. epidermidis, es de color
blanco aporcelanado. Tienen elevada resistencia a la sal, su temperatura optima de
crecimiento es de 35-37 ° C. Pueden fermentar carbohidratos, con la produccion de acido
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lactico pero no de gas; Staphylococcus aureus, es coagulasa positivo, son miembros de
la flora normal de la piel y mucosas del hombre.

e Hongos y Levaduras

Los hongos son organismos eucariontes no fotosintéticos, por lo general
desarrollan hifas y su conjunto se denomina micelio, hay especies macroscépicas y
microscopicas con reproduccion sexual y asexual.

Los hongos y levaduras son microorganismos que tiene interés como causa de
alteracion, ya que algunos hongos producen toxinas con efecto en animales y en el
hombre, denominandose micotoxinas. '® Las levaduras son hongos unicelulares, su
reproduccion asexual es normalmente por gemacién, son organismos aerobios y aunque
unas especies son fermentadoras otras no, la mayoria de las levaduras son mesdfilas,
con una temperatura maxima de crecimiento entre 24 y 48° C. Solo unas pocas (2%) son
psicréfilas con una temperatura maxima de crecimiento por debajo de 24°¢ C. ™

RESISTENCIA BACTERIANA A LOS ANTIBIOTICOS

Una de las problematica al que se enfrentan los médicos al tratar las infecciones
bacterianas transmitidas por alimentos es el debido a la seleccidén de cepas bacterianas a
los antibiéticos de uso comun.

La resistencia bacteriana a los antibiéticos fue reportada por primera vez por
Morgenroth y Kaufman (1912) tiempo después del descubrimiento del efecto de la
optoquina sobre los neumococos. Posterior a la introduccion de varios antibidticos se
reportaron cepas bacterianas resistentes a sufanilamida® a penicilina’, y a

estreptomicina. *
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Se ha descrito que la resistencia bacteriana a los antibidticos a menudo se
encuentra conferida por plasmidos mismos que pueden transferirse de una bacteria a
otra de la misma especie, de especies distintas e inclusos de géneros diferentes. >

Los plasmidos constituyen el principal mecanismo de diseminacién de la resistencia

bacteriana a los antibiéticos que se agudiza en los hospitales a menor escala. ™

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS
Y DE RESISTENCIA BACTERIANA

Antibiético Sitio de accién Resistencia

Antibiéticos b lactdmicos | Proteinas de unién a penicilina b- lactamasas

Alteracién Enzimatica

Cambio en permeabilidad
Vancomicina Precursores de peptidoglicanos | Alteracién de precursores de la pared
Polimixina Lipolisacaridos Cambios de permeabilidad
Aminoglicésidos Subunidad 30S Modificaciéon enzimatica
Tetraciclinas Subunidad 30S Modificacién Ribosomal y extraccion atb
Cloranfenicol Subunidad 50S Inactivacién enzimatica
Macrdlidos subunidad 50S Modificaciéon Ribosomal e inhibicién enzimética
Quinolonas DNA girasa Modificacion de la girasa A
Sulfonamidas Enzimas del met. del folato Modificacion de enzimas blanco
Trimetoprim Dihidrolasa peptidas Modificaciéon de enzimas blanco
Carbapenem * Proteinas de unién a la penicilina | Metalo b- lactamasas

* Pertenece a antibiéticos b-lactamicos

Tabla 1.Mecanismos de accién y de resistencia bacteriana a los antimicrobianos
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ANTECEDENTES.

e Bello — Pérez y colaboradores en 1990 reportaron la frecuencia de Salmonella ssp
en el 32.44 % de carnes crudas.

e Durante el periodo de 1980 a 1989 el laboratorio Nacional de Salud Publica
realizd un estudio de infecciones alimentarias de origen microbiano y parasitario,
donde se confirmaron 58 brotes (73%), de los 79 estudiados, dentro de los cuales
el principal microorganismo implicado fue Staphylococcus aureus, que provoco el
48.2 % de los incidentes y Salmonella enterica causé 34 % de los brotes.

» Pérezy colaboradores en 1996 analizaron la calidad de la carne de cinco especies
de animales, encontrando resultados microbioldgicos inaceptables en la carne de
caballo y res.

» En Australia durante el periodo del 2002 al 2003, Berghold y colaboradores
aislaron Salmonella enteritidis procedente de carne de pollo, reportando un 27.7 %
de los 159 muestras analizadas.
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JUSTIFICACION.

La carne de pollo es un producto perecedero de alto consumo en México, el
publico la prefiere por sus atributos nutricionales y bajo costo, sin embargo la poca
vigilancia sanitaria y las limitadas condiciones de higiene generan factores de riesgo para
la salud, debido a esto es necesario estudios de evaluacién microbiolégica de la carne de
pollo.
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OBJETIVOS.

General:

e Determinar la calidad Microbiolégica de la carne de pollo congelada y fresca
distribuida en tiendas de autoservicio, mercados y el rastro.

Particulares:

e |dentificar los diferentes grupos de microorganismos en la carne de pollo.

e |dentificar por PCR multiplex los principales serotipos de Salmonella que
contaminan la carne de pollo fresca y congelada.

e Determinar la resistencia a los antibiéticos en las bacterias patégenas

identificadas.
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METODOLOGIA.

TRANSPORTE DE MUESTRAS.

La carne de pollo fue adquirida en tiendas de autoservicio, mercados urbanos y en
el rastro, ubicados en el Distrito Federal y la periferia del Municipio de Tlalnepantla, tales
muestras se depositaron en bolsas estériles y se transportaron al laboratorio de Analisis
clinicos de la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI-Iztacala) para su
procesamiento.

PREPARACION DE DILUCIONES.

Con el propésito de obtener la primera dilucién (1:10), se cortaron fragmentos de
carne de pollo incluyendo musculo de ala, pierna, muslo y pechuga, se pesé la cantidad
de 10 g, este material se colocé en un vaso de licuadora marca Osterizer previamente
esterilizado y se agregd 90 ml de agua peptonada estéril, la mezcla fue depositada en un
matraz de 200 ml. A partir de esta suspensién, se realizaron diluciones sucesivas hasta
1: 100,000 (NOM-110-SSA1-1994) (A 'y B).

CUENTA DE MESOFILOS AEROBICOS (METODO DE CUENTA EN PLACA)

Para la cuenta de meséfilos aerobios se transfirio 1 ml de cada dilucién a cajas de
petri estériles y se agregaron 15 ml de medio de cultivo (agar estandar), se
homogeneizaron y se dejaron gelificar. Se prepararon testigos de cada dilucion (agar

estandar solo). Las cajas se incubaron en posicion invertida de la siguiente manera:

Carnes frescas a 222 C/72 horas
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Al término se contaron las colonias presentes en cada placa (excepto hongos) y el
numero se multiplicéd por el inverso de la dilucion para obtener el nimero de colonias por
ml o gramo de muestra (NOM-110-SSA1-1994) (B)

CUENTA DE COLIFORMES TOTALES (TECNICA DEL NMP)

Se transfirié 1 ml de cada una de las diluciones (1:10, 1:100, 1:1000) a cada uno
de los 3 tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato de sodio y se incubaron 48 horas /35° C.
Se consider6 como prueba positiva, al tubo con formacién de gas, el cual se aprecid por
medio de campanas de Durham.

Posteriormente los tubos positivos se agitaron y una muestra (2 a 3 asadas) fue
transferida a tubos con caldo lactosa bilis verde brillante (10 ml) y se incubaron a 35°C
durante 48 horas. Se consider6 como prueba positiva aquellos tubos con formacion de
gas. El nimero de coliformes totales por gramo o mililitro se reporté con ayuda de la tabla
del NMP (numero mas probable) (NOM-110-SSA1-1994) (B).

CUENTA DE COLIFORMES FECALES (Técnica de Mackenzie)

Se depositd 1 ml de cada una de las diluciones a cada uno de 3 tubos con 10 ml
de caldo lauril sulfato de sodio, y se incub6 a 45° C/48 horas. La presencia de gas

evidencié positiva la prueba.

Para confirmar la prueba, una muestra de 2 a 3 asadas fue transferira a tubos
con agua peptonada estéril (10 ml), los cuales se incubaron a 45° C/48 horas, tomando
como positivos aquellos que después de ser incubados, formaron un anillo rojo al
agregar reactivo de Kovacs. Se determind el NMP de coliformes fecales por gramo o

mililitro.
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CUENTA DE HONGOS Y LEVADURAS (Método de cuenta en placa)

Se transfirié 1 ml de cada una de las diluciones a cajas petri estériles y al término
se agregaron 15 ml de agar dextrosa y papa fundido y acidificado. Posteriormente se
homogeneizo, se gelificd y se incubaron las cajas a 22° C /3dias.

Al término se contaron las colonias de hongos y colonias de levaduras. Para
obtener el resultado, el numero de colonias se multiplicé por la inversa de la dilucion
(NOM-111-SSA1-1994) (C)

CUENTA DE Staphylococcus aureus (Técnica de Vogel- Jonson)

Se colocé 1 ml de cada dilucién de las muestras a tubos con 4.5 ml de Caldo de
soya tripticaseina y se incubaron a 35° C/48horas. Terminado el tiempo, se sembraron las
muestras de los tubos con crecimiento bacteriano a placas de S110 y se incubaran a 35°
C/48horas. Finalmente se contaron las colonias crecidas y se realizd la prueba de
coagulasa de la siguiente manera:

NUmero total Colonias sometidas a

de colonias | la prueba de coagulasa

Menos de 50 3
De 51 a 100 6
De 101 a 150 7

El nimero de colonias de Staphylococcus aureus se reportd de la siguiente

manera:

Numero de colonias __ Numero de colonias que resultaron

Probadas coagulasa positiva
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Numero de colonias ——— X = Numero de colonias de Staphylococcus aureus
Crecidas (NOM-115-SSA1-1994)

AISLAMIENTO DE LAS Salmonella spp Y ENTEROBACTERIAS EN MEDIOS
SELECTIVOS Y DIFERENCIALES

Se transfirieron 25 g 0 25 ml de la carne homogeneizada (macerada) a un frasco
que contenia 225 ml de agua peptonada y se incubaron a 352 C/24 horas.

Para aislar cepas bacterianas pertenecientes el género Salmonella se
transfirieron 0.5 ml del cultivo anterior a un tubo con caldo selenito (5ml) y a un segundo
tubo con caldo tetrationato y se incubaron a 35° C/24horas.

En condiciones de esterilidad se sembraron en medios selectivos como agar
verde brillante y agar Salmonella — Shigella y se se incubaron a 35 ¢ C / 24 horas.

Para la obtencién de las enterobacterias, se realizd6 un sembrado directo del
crecimiento a los agares; eosina azul de metileno (EMB) y verde brillante

IDENTIFICACION DE Salmonella spp. POR PCR MULTIPLEX.

Una vez aisladas y crecidas las cepas bacterianas pertenecientes al Género
Salmonella, se tom6 una muestra del crecimiento por medio de asas estériles calibradas
(1/100), se resembrd por estria cruzada en el medio de agar MacConkey y se incubd a
37°C por 24 horas.
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EXTRACCION DEL DNA BACTERIANO

Obtenido el crecimiento visible de las colonias en el agar MacConkey y por medio
de un asa estéril se tom6 una muestra bacteriana y se deposité en un tubo de rosca de 16
x 150 que contenia 2 ml de agua desionizada estéril. La muestra se mezclé en un vortex
por 20 segundos y se hirvié por 20 minutos. Al termind la muestra se deposité en
contenedores con hielo por 10 minutos y se centrifugd en tubos eppendorff a 12,000 rpm
por 10 minutos. Finalmente se separé el sobrenadante (contenia el DNA) y se guardd a —
20° C para su posterior utilizacién.

PCR MULTIPLEX PARA IDENTIFICAR LOS DIFERENTES SEROTIPOS DE Salmonella
SPP.

Para la deteccion de los diferentes serotipos de Salmonella spp se utilizaron los siguientes
oligonucleétidos (Tabla 2).

Oligonucleétidos Secuencia5” a3’ Concentracién
1. Antisense-i ATAGCCATCTTTACCAGTTCC 5 pmol
2. Antisense-Iv CCTGTCACTTTCTGTGTTAT 5 pmol
3. Forward G GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 5 pmol
4. Reverse-G AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG 5 pmol
5. Antisense-z10 CGTCGCAGCTTCTGCAACC 5 pmol
6. Reverse-sdf-1 CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC 5 pmol
7. forward-sdf1 TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 5 pmol
8. Antisense-r AAGTGACTTTTCCATCGGCTG 5 pmol
9. Sense 60 GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG 5 pmol
10. Antisense-eh AACGAAAGCGTAGCAGACAAG 7 pmol
11. Antisense-b CGCACCAGTCTAAACCTAAGGCGG 7 pmol
12. Forward-d CCCGAAAGAAACTGCTGTAACCG 7 pmol

Tabla 2. Secuencia y concentraciones de las soluciones stocks de los oligonucleétidos utilizados para
detectar los Serotipos de Salmonella spp.
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PREPARACION DE LA MEZCLA REACTIVA.

El volumen final por mezcla de reaccion para detectar los Serotipos de Salmonella
spp fue de 25 pl, para lo cual se tomé 1 pl (a una concentracion final de 5 pmol) de cada
uno de los 8 primeros primers (1-9, tabla 3) y 1.4 ul (7 pmol) de los 4 primers restantes (9-
12, tabla 2) y se depositaron en un tubo eppendorff nuevo y estéril.

Al término se adicionaron 6.9 pl de agua desionizada estéril y 1.5 pl de Buffer.
Para realizar la amplificacion del DNA, se tomaron los 22 pl de la mezcla de reaccion y se
adicionaron a cada uno de los tubos de la marca Puretag Ready-to-go, que contenian 1.5
mMolar de MgCl,, 0.5 U de Ampli Taq polimerasa y 100 mMolar de los dNTPs (marca
comercial puretaq). Finalmente se adicionaron 3 pl de DNA templado obtenido de las
cepas pertenecientes al Género Salmonella. Se utilizaron controles positivos (DNA
obtenido de cepas de Salmonella typhimuriumy S. infantis)

AMPLIFICACION DE DNA POR PCR.

La amplificacién del DNA se realiz6 en un Termociclador modelo CGI-96, bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95° C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos de 40 segundos a 95° C, posteriormente 20 segundos a 582 C y 20 segundos a 72°.
C. Finalmente la extensién se prolongé a 72° C por 7 minutos.

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR POR ELECTROFORESIS EN GELES DE
AGAROSA.

Después de la amplificacién, los productos de PCR obtenidos fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa al 2.5 % (TBE 1X), bajo las siguientes condiciones:
120 volts, 94 miniampers en un tiempo de 60-120 minutos. Los tamanos de los
fragmentos fueron determinados por la comparacién de un marcador de peso molecular
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escalera (50 pb). Al término de la electroforesis los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio (BrEt) (50 pl en 500 ml de H,O destilada) por 5 minutos y visualizados en un
transiluminador de luz ultravioleta

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Una vez identificadas las bacterias, se utilizé la técnica de Kirby-Bauer para probar
la susceptibilidad y/o resistencia de cada cepa encontrada, para lo cual se tomaron 5
colonias (de cada cepa) con una asa estéril, se inocularon en 5 ml de caldo Muller Hilton,
y se incubaron a 37 2 C durante 3 horas, hasta que aparecié una turbidez ligera. La
turbidez se ajustdé con solucién salina estéril hasta obtener una densidad comparable con

un estandar de sulfato de bario.

El estandar se preparé mezclando 5 ml de BaCl2 0.048 M (1.175% peso/ volumen
de BaCl2 2H20) con 99.5 ml de H2SO4 al 1% v/v (0.36N), que fue la mitad de la

densidad del estandar No. 1 de MacFarland (estandar 0.5 de MacFanarland)

Posteriormente se inoculd sobre el agar de Muller Hilton por medio de hisopos
estériles, los cuales se humedecieron con la suspensién (crecimiento bacteriano) y se

estriaron sobre |a totalidad de la superficie del agar.

Por dltimo se tom6 un sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar, por
medio de una pinza estéril y se coloco sobre el agar de Mueller Hinton. El antibiético se
difundié formando un gradiente de concentracién que inhibié o permitié el crecimiento de
la bacteria en un tiempo de 24 horas a 37 ° C.

De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R)
dependiendo del diametro del halo de inhibicién, el cual se midi6é con un vernier.
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RESULTADOS.

MUESTRAS ANALIZADAS

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron un total de 45 muestras de pollo
(Grafica 1), dentro de las cuales, el 73.3% (33) correspondié a mercados, 13.3% (6) a
centros comerciales (Wal Mart, Chedraui y Comercial Mexicana), y un 13.3% (6) a rastros,
ubicados en el Distrito Federal y la periferia del Municipio de Tlalnepantla.

Grafica 1. Muestras de Carne de Pollo Analizadas.
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MICROORGANISMOS INDICADORES

En este estudio detectamos que el 100% (n = 45) de las muestras de pollo fresco
(rastros y mercados) rebasé los limites permitidos por las Normas Oficiales Mexicanas
(Ver anexo) para Hongos y levaduras (Grafica 2 y Tabla 3) el 88.8 % para coliformes
fecales, el 83.3% para coliformes totales, el 66.6 % para Staphylococcus aureusy el 50%
para mesofilos aerobios.

Por otro lado se detecté que el 100% de la carne de pollo congelada superé los
limites establecidos para hongos y levaduras, el 81.4% para coliformes totales, el 48.1%
para coliformes fecales, el 59.2% para Staphylococcus aureus y el 50% para mesofilos

aerobios.
Grafica 2. Microorganismos Indicadores que rebasaron la
Norma de la Secretaria de Salud.
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BACTERIAS GRAMNEGATIVAS AISLADAS

En el 83% de la carne fresca se aislo a E. coli en el 67% a Klebsiella spp y en el
44 .40 % a Proteus vulgaris, mientras que en la carne congelada se aisl6 en el 70% a E.
coli, en el 74% a Klebsiella spp.y en el 37% a Proteus vulgaris (Grafica 3 y Tabla 4).

Grafica 3. Enterobacterias aisladas de la carne de pollo
fresca y congelada
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IDENTIFICACION DE SALMONELLA SPP. POR PCR MULTIPLEX

Nosotros utilizamos 12 primers (tabla 2) complementarios a regiones internas
variables de los genes fliC (Fase flagelar 1), a fin de detectar amplicones de tamanos
caracteristicos que nos permitié identificar los alelos de los antigenos H de los serotipos
mas frecuentes de Salmonella. En la Gréafica 4 se aprecia que en el 22% de las muestras
de pollo fresco y en el 13% de las muestras congeladas se identific6 a Salmonella
typhimurium, mientras que el serotipo de Salmonella ohio., inicamente se identificd en el

10% de la carne de pollo fresco.

En la figura 1 se observan los amplicones de los antigenos flagelares de fase | de
Salmonella obtenidos por PCR multiplex de los cultivos bacterianos obtenidos de las
muestras de carne de pollo fresca y congelada. En donde en la linea 1 se aprecia el
control negativo (sin DNA), en la linea 2 se aprecia S. typhimurium (250 pb), en la linea 3
el marcador de peso molecular (50 pb), en la linea 4 (control positivo) S. infantis (275 pb)
y en las lineas 5-10 S. ohio (150 pb).

Grafica 4. Deteccion de Salmonella spp. por PCR multiplex

2570 T 22%

20%

1570’ 10%

10% 1

5% 0%

0% -

Salmonella typhimurium Salmonella ohio

O Fresca B Congelada




ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA CARNE DE POLLO CONGELADA Y FRESCA

250 —>

N N N N N N5

ad 9*"90000000

Figura 1. Amplificacién por PCR multiplex de los antigenos flagelares de Fase | de Salmonella, obtenidos de
muestras de carne de pollo. Linea 1: Control negativo. Linea 2: Salmonella typhimurium. Linea 3: 50-pb
ladder. Linea 4: Control positivo (Salmonella infantis); linea 5-10: Salmonella ohio.

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

Cepas Grampositivas.

En la Grafica 5 se aprecia que el 100% las cepas de Staphylococus aureus
recuperadas de la carne de pollo fresca fueron resistentes a la penicilina, 94% a
tetraciclina, 81 % a eritromicina, 69% a pefloxacina, dicloxacilina y ceftazidima (en cada
caso), mientras que los porcentajes mas bajos de resistencia bacteriana a estos agentes,
fueron para la cefuroxima y cefalotina con 31% (en cada caso) y 25% para gentamicina.



ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA CARNE DE POLLO CONGELADA Y FRESCA

Por otro lado se detecté que el 100% de las cepas Grampositivas recuperadas de
la carne de pollo fue resistente a la penicilina, el 92% a tetraciclina, 88% a pefloxacina y
dicloxacilina (en cada caso) y el 84% para eritromicina y ceftazidima (en cada caso).

= 7 g

Grafica 5. Resistencia a antibiéticos por las cepas
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PE - Penicilina, TE — Tetraciclina, E — Eritromicina, PEF — Pefloxacina, DC - Dicloxacilina, CAZ — Ceftazidima,
CXM — Cefuroxima, AM — Ampicilina, STX - Trimetoprim-sulfametoxazol, CTX — Cefotaxima, CF — Cefalotina,
GE - Gentamicina.

Cepas Gramnegativas.

En la gréafica 6 se aprecia que el 100% de las cepas recuperadas de la carne de
pollo congelada fue resistente a ampicilina, carbenicilina y cefalotina (en cada caso),
mientras que para la carne de pollo fresco el 100% fue resistente a ampicilina, 98% a
carbenicilina, y 95% a cefalotina.
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Grafica 6. Resistencia a antibidticos de cepas Gramnegativas
(Enterobacterias).
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AM — Ampicilina, CB — Carbenicilina, CF — Cefalotina, CL — Cloranfenicol, CTX — Cefotaxima,
STX — Trimetoprim — sulfametoxazol, PEF - Pefloxacina, GE - Gentamicina,
CRO - Cefriaxona, NF- Nitrofurantoina, NET — Netilmicina, AK — Amikacina.

S. thyphimurium y S. ohio

En la figura 7 se aprecia que el 100% de las cepas de Salmonella identificadas fue
resistente a Ampicilina, carbenicilina y cefalotina, mientras que el 84% presentd
resistencia frente a cefotaxima y cloranfenicol. Los menores porcentajes de resistencia se
encontraron para netilmicina (42%) y para ceftriaxona (42%).
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Grafica 7. Resistencia a antibioticos por las cepas de Salmonelia spp.
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AM — Ampicilina, CB — Carbenicilina, CF — Cefalotina, CTX — Cefotaxima, CL — Cloranfenicol, PEF
— Pefloxacina, NF — Nitrofurantoina, GE — Gentamicina, STX — Trimetoprim — sulfametoxazol, NET —
Netilmicina, CRO — Cefriaxona, AK — Amikacina.
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No. DE COLIFORMES | COLIFORMES | MESOFILOS HONGOS LEVADURAS | Staphyloco-
ORIGEN CONDICION MUESTRA TOTALES FECALES AEROBIOS UFC/ g 6 ml. UFC/ g 6 ml. ccus aureus
NMP/ g 6 ml. NMP/ g 6 ml. UFC/g 6 ml. UFC/g 6 ml.
1 > 1100 > 1100 83 000 64 000 110 000 10 000 000
2 1100 > 1100 17 000 000 73 000 83 000 10
Rastros 1 460 > 1100 6 000 000 262 000 11 000 000 8 000
2 460 > 1100 4 000 000 35 000 2 000 000 1.000 000
A > 1100 > 1100 345 000 000 105 000 1000 000 300 000
28 > 1100 > 1100 186 000 000 48 000 220 000 000 300 000
9 > 1100 > 1100 310 000 000 10 000 283 000 000 0
10 > 1100 > 1100 60 000 000 26 000 22 000 000 10
2a > 1100 > 1100 82 000 440 75 000 000 3 000 000
1b > 1100 > 1100 938 000 142 000 438 000 307 000
2b > 1100 1100 1.000 000 26 000 255 000 1200
5¢c > 1100 > 1100 227 000 66 000 126 000 000 3 000 000
FRESCA 3 > 1100 > 1100 163 000 000 173 000 1.000 000 3 000 000
12 > 1100 > 1100 207 000 2000 155 000 2000 000
H > 1100 1100 76 000 000 336 000 282 000 400
45 > 1100 > 1100 451 000 000 150 000 317 000 000 2000 000
8 >1100 > 1100 37 000 000 123 000 26 000 000 20
3 > 1100 > 1100 3 000 000 89 000 2 000 000 600
Mercados 4 > 1100 <1100 62 000 000 300 000 303 000 000 120
1a > 1100 > 1100 132 000 000 26 000 192 000 000 3 000 000
3b > 1100 460 1.000 000 70 000 765 000 2000
4c > 1100 > 1100 8 000 000 93 000 5 000 000 290
6C > 1100 > 1100 294 000 000 40 000 124 000 000 3 000 000
9 <1100 <1100 2000 000 86 000 2 000 000 2 000 000
10 > 1100 <1100 49 000 000 82 000 19 000 000 200
11 > 1100 < 1100 1000 000 70 000 546 000 600
CONGELADA 13 93 240 2 000 000 80 000 10 000 000 300 000
B > 1100 1100 158 000 000 165 000 395 000 200
20 > 1100 460 1000 000 43 000 218 000 120 000
21 > 1100 > 1100 2000 000 40 000 338 000 2500
22 > 1100 > 1100 35 000 000 22 000 54 000 000 2900
29 > 1100 > 1100 210 000 000 179 000 214 000 700 000
30 > 1100 > 1100 151 000 000 90 000 119 000 000 2 000 000
31 > 1100 > 1100 150 000 000 340 000 229 000 000 500 000
42 > 1100 > 1100 69 000 000 234 000 229 000 000 500 000
43 > 1100 > 1100 223 000 000 621 000 228 000 000 1400 000
44 > 1100 > 1100 581 000 000 331 000 359 000 00 10 000
8 > 1100 <1100 317 000 106 000 701 000 0
4 > 1100 > 1100 * 57 000 000 97 000 16 000 000 700
w 23 3.6 29 000 94 000 140 000 230 000
C > 1100 160 2000 000 124 000 245 000 000 320 000
Tiendas de CH > 1100 240 4 000 000 67 000 5 000 000 0
Autoser- 5 150 1100 * 8000 000 87 000 12 000 000 190
vicio 6 > 1100 > 1100 3 000 000 46 000 80 000 0
7 23 23 2000 000 478 000 1 000 000 100

Tabla 3. Cifras de microorganismos indicadores encontradas en las diferentes muestras de carne pollo.

* Cifras que rebasan la Norma Oficial Mexicana.
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ORIGEN CONDICION No. DE Klebsiella sp Proteus E. coli Salmonella Salmonella
MUESTRA vulgaris thyphimurium ohio.
1 X X
2 X X X
Rastros 3 X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X
10 X X X X
11 X X X
13 X X
14 X X X X
FRESCA 15 X X
16 X X
17 X X
18 X X
19 X X X X
20 X X
Mercados 21 X X
22 X X X
23 X X
24 X X
25 X X
26 X X X
27 X X
28 X X
CONGELADA 29 X X
30 X X
31 X X
32 X X
33 X
34 X X
35 X X
36 X X
37 X X X X
38 X X X
39 X X
40 X X X
41 X X
Wal Mart X X
Comercial Mexicana X X X
Chedraui X X
Tiendas de Wal Mart X
Autoservicio Chedraui X X
Wal Mart X X

Tabla 4. Enterobacterias aisladas de las muestras de carne de pollo analizadas.

X Indica la presencia de bacterias.
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DISCUSION.

MICROORGANISMOS DETECTADOS EN LA CARNE DE POLLO

En este estudio describimos que el 100% (n = 45) de las muestras de pollo fresco
(rastros y mercados) rebaso los limites permitidos por la Norma Oficial Mexicana para
Hongos y levaduras (Grafica 2 y Tabla 3), el 88.8 % para coliformes fecales, el 83.3%
para coliformes totales, el 66.6 % para Staphylococcus aureus y el 50% para mesofilos
aerobios, mientras que el 100% de la carne de pollo congelada superé los limites
establecidos para hongos y levaduras, el 81.4% para coliformes totales, el 48.1% para
coliformes fecales, el 59.2% para Staphylococcus aureus y el 50% para mesdéfilos
aerobios (Grafica 2). Los elevados porcentajes de los grupos de microorganismos
detectados por nosotros en la carne de pollo, contrastan con los reportados en un amplio
estudio realizado en los alimentos del comedor del Hospital General de Tlalnepantla *, en
donde se reportd que el 53.2% de las muestras analizadas (pollo y carne roja) rebasaron
las normas establecidas por la Secretaria de salud para mesoéfilos aerobios, el 59.4%

para coliformes totales, el 43.8% para coliformes fecales y el 18.8% para hongos.

En este estudio describimos que en el 66.6 % de las muestras de pollo fresco y en
el 59.2% de las muestras de pollo congelado se detectdé a Staphylococcus aureus
(Grafica 2 y tabla 3), lo cual podria representar un serio problema de salud para los
consumidores, debido a que en un estudio realizado en los afos de 1980 a 1989, se
reportaron brotes de toxiinfecciones alimentarias y se confirmé que Staphylococcus
aureus fue el responsable del 48.2% de los casos *®. Se ha descrito que un nimero
importante de cepas de S. aureus produce alguna de las siete enterotoxinas mas
conocidas, las cuales al momento de la infeccion pueden causar sintomas caracteristicos
como; nausea, vomito, dolor abdominal y diarrea, desarrollandose entre 1 y 6 horas
después de haber consumido el alimento. Generalmente estos sintomas no persisten mas
alld de 24 horas, pero en casos severos puede haber deshidratacion que en personas

ancianas y en nifios podria ser grave %. Es por esto que las muestras de alimentos con
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cargas por arriba de las permitidas por la Norma Oficial Mexicana representan un peligro
para los consumidores, por tener una mayor posibilidad de contener enterotoxinas. La
contaminacién de los alimentos por Staphylococcus aureus generalmente es debida a
portadores, que durante el proceso o manipulacion de los alimentos pueden

contaminarlos.

Nosotros reportamos que en el 83% de la carne de pollo fresca y en el 70% de
carne congelada se recuperé a Escherichia coli (Grafica 3). La elevada presencia de
ésta especie en la carne de pollo resulta peligroso para los consumidores, debido a que
Escherichia coli se encuentra entre las principales bacterias que ocasionan infecciones
gastrointestinales en los humanos. 2' Por ejemplo en un estudio realizado por el Instituto
Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiol6gica (INDRE) de la Secretaria de Salud,
en el cual, se muestrearon rectalmente a 1550 pacientes de la poblacién del Valle de
Chalco, Estado de México, que presentaron diarrea y vomito durante el desastre natural
acontecido el 31 de mayo de 2000, se detect6 en el 76.6% a E. coli; 62.2% Escherichia
coli enterotoxigénica, 0.84% E. coli enteroinvasiva y E. coli enteropatdgena, en cada
caso y E. coli enterohemorragica en el 0.08%.

Se ha descrito que E. coli provoca en la poblacién mundial alrededor de 630
millones de casos de diarrea anualmente con aproximadamente 775.000 muertes,
afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del tercer mundo. ” Se ha descrito que
E. coli Verotoxigénica (VTEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena
(VTEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) y E. coli enteroadherente (EAEC) son
responsables de mas del 25% de todas las enfermedades diarreicas ocurridas en paises
desarrollados. %

DETECCION DE Salmonella POR PCR MULTIPLEX

En este estudio reportamos que en el 22% de las muestras de pollo fresco y en el
13% de pollo congelado se identificé a Salmonella typhimurium (gréfica 4), mientras que
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Salmonellla ohio se detectd Unicamente en las muestras de pollo fresco en un 10%
(Grafica 4). Se ha descrito que el pollo es uno de los principales alimentos transmisores
de Salmonella spp. '’ Por ejemplo en un estudio realizado en 70 muestras de pollo crudo
obtenidas en pollerias de Guadalajara, se detecté a Salmonella en el 69%.° En otro
estudio realizado en la ciudad de México en el periodo comprendido entre los afios 1973 a
1977, en donde se analizaron 9,322 muestras de alimentos, se encontré que el serotipo
de mayor incidencia fue Salmonella derby seguido por Salmonella london, Salmonella
give, Salmonella typhimurium y Salmonella agona.®® La salmonelosis representa un serio
problema de salud, debido a que aproximadamente de 2 a 4 millones de casos ocurren
cada ano a nivel mundial, pero solo el 1 % recibe atencién por las autoridades de Salud
Publica.?’ En 1995 el sistema de vigilancia de los paises miembros de la OMS report6 que
el 76.1% de los aislamientos correspondieron a los serotipos S. enteritidis, S.
typhimurium y S. typhi, en donde Salmonella enteritidis fue mas frecuente en 35 paises,
seguido por Salmonella typhi (12 paises) y Salmonella typhimurium (8 paises). Las
principales serovariedades aisladas globalmente para 1995 incluyeron S. enteritidis, S.
typhimurium, S. hadar, S. infantis, S. newport, S. typhi, S. agona, S. Virchow y S.
heidelberg. Los aislamientos de Salmonella enteritidis se incrementaron de 25.6% en
1990 a 36.5% para 1995. En México en un estudio realizado en 24,934 cepas de
Salmonella recuperadas de pacientes infectados en diversos centros de salud publicos y
privados de la Republica Mexicana en el periodo de 1972 a 1999, se encontré que éstas
se distribuyeron 199 serotipos distintos, dentro de los cuales S. typhimurium se identifico
en 3225 ocasiones, Salmonella newport en 865, Salmonella anatum en 608, S. infantis
en326y S.ohioen61.%

La incidencia de Salmonella no solamente ocurre en nuestro pais, sino en todo el
orbe, por ejemplo; El laboratorio de la Secretaria Distrital de Salud de Bogota
(responsable de la deteccion de Salmonella spp), informd un incrementd de positividad
de 4.7% de 1988 a 15.2% para 1999. Las muestras positivas provenian principalmente
de carne cruda de cerdo, res, pollo, y en menor grado pescado.’® En Canada el género
Salmonella continla siendo el principal agente productor de enfermedades por alimentos
contaminados. En 1979, este patégeno fue responsable de 62 de los 130 incidentes
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reportados de etiologia microbioldgica conocida. De esos 62, 9 fueron atribuidos a pollo,
16 a pavo y uno a otras carnes. La incidencia de Salmonella en canales de pollo se ha
incrementado en afios recientes desde 36% en 1975 a 63 % en 1982.°

En México se registrd un incremento de 100,342 casos de salmonelosis en el ano
de 1994 a 215,155 en 1998 (tasa de de 111.21 y 223.53 por 100,000 habitantes
respectivamente) con una mayor incidencia en los grupos de 15 a 24 afos, de 25 a 44
afos y de 45 a 64 afos, siendo el segundo grupo mas afectado. En cuanto a frecuencia
con relacion a los meses del ano ésta se intensifica a partir de de abril y mayo
alcanzando un pico en julio, con una disminucién en septiembre y octubre, los estados
mas afectados han sido Coahuila, Chiapas y Quintana Roo. %

La carne y otros alimentos contaminados son especialmente peligrosos cuando
se han mantenido bajo circunstancias que favorecen la multiplicacién de la Salmonella'y
especialmente durante la época del calor. Las carnes crudas son uno de los principales
vehiculos de transmision, ya que este patdégeno ha estado implicado en una buena
cantidad de brotes y aunque la carne de pollo no se consume cruda si existe

contaminacién cruzada con otros alimentos frescos potenciando riesgo en la salud.

En la actualidad, la globalizacién ha obligado a las empresas productoras de
alimentos en México a mejorar sus condiciones sanitarias, asi como sus condiciones de
produccidon con el objeto de obtener una mayor eficiencia técnica y econdmica.
Refiriéndose especialmente a la industria avicola, esto se traduce en un gran
compromiso, pues en México esta industria representa un gran soporte para la
alimentacién de la poblaciéon Mexicana.

Se ha reportado que en México desde 1972 a 1989, S typhi ocupd el cuarto lugar
de frecuencia,? esto se debié a los brotes ocurridos en 1972 en la ciudad de México y a
partir de 1990 se observé un descenso en la frecuencia de aislamientos (1-2%), que
coincide con la entrada del célera a México. En contraste S. enteritidis se habia
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detectado en menor frecuencia, con menos del 10%, pero a partir de 1991 se observé un
incremento de cuatro veces en las muestras humanas.

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

Bacterias Grampositivas.

En este trabajo reportamos que la mayoria de las cepas de Staphylococus aureus
recuperadas de la carne de pollo fresca y congelada fueron resistentes a la penicilina,
tetraciclina, pefloxacina y dicloxacilina (Grafica 5). La elevada resistencia bacteriana a los
antibiéticos, principalmente a los de eleccion, como penicilina y dicloxacilina, no nos
sorprende, debido a que en los dltimos afos ha ocurrido un incremento de las cepas de
Staphylococcus resistentes a los antimicrobianos, por ejemplo en los hospitales de EUA
en el ano de 1975 al afno de 1991 ocurrié un incremento en el porcentaje de las cepas de
S. aureus resistentes del 2.4% al 29%. 2

En la ciudad de México en un estudio realizado en 296 cepas de S. aureus 'y 212
de Staphylococcus coagulasa negativa colectadas en pacientes del Instituto Nacional de
Pediatria durante 1998-1999 y 127 cepas de S. aureus y 786 cepas de S. coagulasa
negativa colectadas en pacientes del Hospital Infantil de México, Federico Gomez durante
1998-2000, se encontrd6 que el 100% de las cepas de Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis coagulasa negativa fueron resistentes a la oxacilina,

amoxicilina-clavulanato, ticarcilina-clavulanato, cefepime, ceftriaxona e imipinem. 2

Bacterias Gramnegativas

Nosotros describimos que la mayoria de las cepas Gramnegativas aisladas de la carne de
pollo fresca y congelada (Gréfica 6 y 7) fueron resistentes a los antimicrobianos

ampicilina, carbenicilina, cefotaxima y cloranfenicol. La elevada resistencia de las cepas
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Gramnegativas a los antibidticos detectada por nosotros, podria constituir un serio
problema de salud para los consumidores, sobre todo, si consideramos los serotipos de
Salmonella detectados. Nuestros porcentajes de resistencia bacteriana encontrados en
este trabajo corroboran lo propuesto en un estudio, en donde se evallo la efectividad de
antibiéticos en las bacterias identificadas.* Estos autores describieron que de las 137
cepas Gramnegativas aisladas de infecciones de un total de 118 pacientes, el 100% de
las cepas fue resistente a ampicilina y cefalotina. En otro estudio realizado en 177 cepas
de E. coli, obtenidas de infecciones post-parto en el Departamento de Ginecologia y
Obstetricia de la Universidad de Florida, se encontré que la mayoria de fue resistente a
penicilina (Edwards R.K. et al., 2002). Por otro lado en un trabajo realizado con cepas de
E. coli y de Klebsiella spp. aisladas de pacientes infectados en cinco hospitales de El

Cairo, Egipto, revelé que la mayoria fue resistente a penicilina y ampicilina. 2
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CONCLUSIONES

1. La mayoria de las muestras de pollo congelado y fresco rebasaron los limites
permitidos por la Secretaria de Salud para los principales grupos de microorganismos.

2. La elevada prevalencia de bacterias como E. coli, Klebsiella y Proteus vulgaris,

evidencié la contaminacién fecal de la carne de pollo.

3. En este estudio se identificaron por PCR Multiplex los serotipos de Salmonella
typhimurium y Salmonella ohio, lo cual representa un riesgo de salud para los
consumidores, debido a que la incidencia de la salmonelosis en nuestro pais ocasionada
por estas serovariedades ocupa los primeros lugares.

4. El uso de la PCR como un implemento de deteccién de Salmonella spp. en la carne de
pollo, nos ofrecié resultados confiables y mas rapidos que los métodos tradicionales,
debido a la elevada sensibilidad y especificidad de esta novedosa técnica de Biologia
molecular.

5. La mayoria de las cepas Grampositivas y Gramnegativas aisladas de la carne de pollo,
fueron resistentes a los antibiéticos de eleccién.

6. Las elevadas cargas de microorganismos detectadas en el pollo fresco y congelado
analizado, reflejo que el consumo de pollo expendido en estos lugares podria representar
un serio problema de salud para los consumidores, sobre todo si consideramos la alta

resistencia bacteriana a los antimicrobianos.
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7. La implementacién de la PCR, no Unicamente en la deteccién de Salmonella spp, sino
también en la de los diferentes grupos diarreogénicos de Escherichea coli que ocasionan
gastroenteritis, nos permitira reforzar los métodos propuestos por la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-SSA1-1994, y de este modo notificar de manera mas rapida y precisa
a la Secretaria de Salud, sobre la identificacion de bacterias que necesiten un control

sanitario.

8. Los resultados evidenciaron la elevada contaminacion por bacterias patégenas en la
carne de pollo fresca y congelada por lo que resulta importante que se establezcan
programas informativos entre la poblacién para disminuir los factores de riesgo de

infecciones gastrointestinales.
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ANEXO

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-087-SASA1-1994. Bienes y Servicios. Aves frescas
refrigeradas y congeladas, enteras y troceadas envasadas. Especificaciones

Sanitarias.
Parametro Limite Maximo
Meséfilos aerobios ufc/g 10,000,000
Salmonella Ausente

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA1-1993. Bienes y Servicios. Productos de
la carne molida y carne molida moldeada. Especificaciones Sanitarias

Parametro Limite Maximo

Staphylococcus aureus 1,000 ufc/g
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¢ Norma Oficial Mexicana NOM-067-SSA1-1993. Bienes y Servicios. Productos de
la carne, productos carnicol curados, emulsionados y cocidos. Especificaciones
sanitarias

Parametro Limite Maximo

Hongos y levaduras <10 ufc/g

e Organismo de acreditacion, Departamento de ciencia de los alimentos y
biotecnologia. Carne y productos carnicos.

Parametro Limite Maximo

Coliformes totales y fecales < 3 NMP/g
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