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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) provocadas por Salmonella spp. y
Escherichia coli son una de las principales preocupaciones de salud publica a escala global.
Ambos patogenos estan plenamente asociados con la carne de bovino, el segundo tipo de
carne mds consumido en México. La caracterizacién de las cepas presentes en la cadena
productiva, constituye una informacién estratégica para la gestion de riesgos a la salud
publica. La presente investigacion tuvo como objetivo caracterizar fenotipica y
molecularmente a las cepas circulantes de Escherichia coliy Salmonella spp., en tres etapas
de la cadena de produccidon de carne de bovino: heces del animal, canales antes de la
refrigeracién y cortes. Las cepas aisladas de E. coli y Salmonella spp. fueron identificadas
bioquimicamente y corroboradas por PCR (empleando los genes gadA e invA,
respectivamente). Ademas, las cepas de E.coli se evaluaron para factores de virulencia
correspondientes a los patotipos STEC (stx1, stx2, eae), ETEC (estA, eltA) y EPEC (eae, bfp);
y para grupos filogenéticos mediante la Clasificacion de Clermont por PCR vigente. Se
lograron aislar 45 cepas de E. coli, 34 de canales (n=100) y 11 de cortes (n=100), presentes
a una concentracién promedio de 0.12 log UFC/cm? en canales y 0.329 log UFC/cm? en
cortes. No se encontraron cepas portadoras de factores de virulencia y el 42.22% de las
mismas no fue tipificable mediante serologia convencional. Los principales serogrupos
detectados fueron 08 (20%), 071 (11.11%) y O1 (6.67%). Respecto a los grupos
filogenéticos, se encontré un predominio de los grupos A (60%) y Bl (26.67%). Para
Salmonella spp. se hallé una prevalencia general del 13.6% (n=300) obteniéndose 41 cepas,
35 de heces, 4 de canales y 2 de cortes. El serotipo predominante fue Montevideo (70.73%),

ademads de Newport (7.32%) y Reading (4.88%), mientras que 7 cepas no fueron tipificables.

Palabras clave: Escherichia coli, Salmonella spp., Carne de bovino, EPEC,
ETEC, STEC, Filogrupos, Serotipos



Abstract

Foodborne diseases caused by Salmonella spp. and Escherichia coli are important concerns
for public health at global scale. Both pathogens are associated with beef, the second more
consumed type of meat in Mexico. The characterization of beef chain production circulating
strains constitutes strategic information for the risk assessment on public health. The
objective of the present research was the phenotypical and molecular characterization of

E. coli and Salmonella spp. strains present at three levels of the meat production chain:
feces, carcasses (pre-chilling) and retail cuts. The isolated strains of both pathogens were
identified biochemically and corroborated by PCR (with gadA and invA genes, respectively).
Moreover, E. coli strains were evaluated for virulence factors corresponding to the
patotypes: STEC (stx1, stx2, eae), ETEC (estA, eltA) and EPEC (eae, bfp); additionally, the
Clermont phylogenetic classification was also established for these strains. Forty-five E. coli
strains were isolated: 34 from carcasses (n=100) and 11 from retail cuts (n=100), with an
average concentration of 0.12 log UFC/cm? and 0.329 log UFC/cm? respectively. Strains
carrying virulence factors were not found and 42.22% were non-typeable by conventional
serology; the most prevalent serogroups were: 08 (20%), 071 (11.11%) and O1 (6.67%).
Regarding Salmonella spp., it was found a general prevalence of 13.6% (n=300); 41 strains
were obtained: 35 from feces, 4 from carcasses and 2 from retail cuts. The leading serotype
was Montevideo (70.73%), followed by Newport (7.32%) and Reading (4.48%), while 7

strains were non-typeable.

Key words: Escherichia coli, Salmonella spp., Beef, EPEC, ETEC, STEC,
Phylogroups, Serotypes
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1. Introduccidn

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) provocadas por Salmonella spp.
y Escherichia coli se encuentran entre las principales preocupaciones de Salud Publica a
escala global, ambos contemplados dentro de la lista de patdgenos prioritarios en
alimentos de la OMS, organismo que desde el 2001 contempla en su planeacién
estratégica la vigilancia de estas enfermedades (OMS, 2008, 2002, 2000). Mientras que
Salmonella spp. es la ETA mas frecuente en el mundo (NIAID, 2014; Mead et al. 1999), la
emergencia de cepas de E. coli productoras de toxinas tipo Shiga (STEC) altamente
patégenas, como la 0157:H7, ha motivado la realizacion de un gran numero de
investigaciones sobre el tema (CDC, 2013; OMS, 2008).

Tanto Salmonella spp. como E. coli se asocian con carne de diferentes especies (CDC,
2013; Croxen et al. 2013; Kaper et al. 2004), entre ellas la de bovino, que es la segunda
mds consumida en México (Consejo Mexicano de la Carne, 2013). Aunque se han realizado
algunos estudios sobre ambos patdgenos en el pais, estos por lo general se enfocan en los
puntos de venta o en el rastro, sin contemplar varios puntos de la cadena productiva. Por
ejemplo, Zaidi et al.(2006) reportdé altas frecuencias de Salmonella spp. (54% del total de
muestras) en la carne de bovino, en el estado de Yucatan, proveniente de diversos puntos
de venta (mercados, carnicerias y supermercados); reportando como serotipos mas
frecuentes en la zona a Salmonella Meleagridis, Anatum y Reading. Por su parte, Gragg et
al. (2013), trabajando a nivel de rastro con muestras de pieles, heces y linfonodos, reporté
también altas frecuencias (55.4%, 100% y 94.1% respectivamente), con los serotipos

Kentucky, Anatum y Reading como los mas frecuentes.

Para el caso de E. coli, de igual manera, los estudios suelen enfocarse a una sola
etapa (cortes, canales o punto de venta), ademas de limitarse a la deteccion de cepas
enterohemorragicas (EHEC), principalmente del serotipo 0157:H7. Callaway et al. (2004),
reportaron una frecuencia de E. coli 0157:H7 en heces de 1.2% en estados del centro de

Meéxico. En contraste, en la Comarca Lagunera, Gallegos (2009) reporté una frecuencia



para el mismo patdgeno del 66.6% en muestras de canales de bovino (con deteccidn
molecular por PCR y trabajando con muestras compuestas de 5 canales), igualmente en
nuestro pais. Por su parte, Amézquita-Lopez (2012) estudio la presencia de este patégeno

en granjas rurales, hallando una frecuencia de 3.3% en heces, en el Valle de Culiacan.

El conocer las cepas presentes en la cadena productiva, asi como las caracteristicas
fenotipicas y moleculares de las mismas, constituye una informacidon estratégica para
identificar las vias de ingreso y posterior diseminacion de ambos patégenos, asi como
medidas para la gestion de estos riesgos con respecto a la Salud Publica. Por tanto, la
presente investigacién tiene como objetivo caracterizar fenotipica y molecularmente a las
cepas circulantes en México de Escherichia coli y Salmonella spp., en tres etapas de la
cadena de produccion de carne de bovino: heces del animal, canales antes de la

refrigeracidn y cortes.

2. Objetivo
Caracterizar fenotipica y molecularmente a las cepas circulantes de Escherichia
coli y Salmonella spp., en heces, canales y cortes de bovino en una planta parcialmente

integrada.



3. Revision Bibliografica

3.1 Ganaderia del bovino de carne en México

La actividad ganadera de bovinos es de gran importancia en nuestro pais y cuenta
con un importante hato ganadero, mismo que ha ido en aumento constante por mas de 10
afios y que, para el 2013, se estimaba en 29,992,172 cabezas de ganado (SIAP 2014) . Del
hato nacional, sélo un 15% es sdlo de carne, aunque se estima que un 11% es de doble
propdsito y que el 57% se encuentra en desarrollo o en engorda. Estos datos permiten
estimar la gran cantidad de cabezas destinadas directa o indirectamente a la industria de la

carne (FMVZ-UNAM, 2012).

El desarrollo de la ganaderia en México ha sido histéricamente basado en modelos
extensivos, estando normalmente su crecimiento y rentabilidad fundados en la extensidon
de superficie de pastoreo. Esta situacidén perdurd sin grandes cambios hasta la década de
los 80s. Sin embargo, en las ultimas décadas se dio un gran desarrollo de la ganaderia con
sistemas de produccién intensivos, iniciando en la ganaderia de leche, pero alcanzando
finalmente a la de carne. La adopcidn de estos cambios en la produccion generd la aparicion
de nuevos retos para la creciente industria ganadera, entre ellos la presentacidon de
problemas, mas asociados a la produccion intensiva, que van desde el impacto ambiental

severo hasta algunas patologias (Hernandez L, 2001).

En la actualidad, en términos de produccién ganadera, el pais se encuentra dividido
en tres regiones ecoldgico-ganaderas: la region Arida y Semiarida (estados del norte como
Sonora, Chihuahua, Coahuila, etc.), que aporta el 34% de la produccién de carne del pais; la
regién de Tropico Seco y Himedo (estados en costa como Veracruz, Tabasco, Campeche,
Chiapas, Guerrero, Oaxaca, etc.) con una participacién productiva del 37% y finalmente la
region templada, el Centro del pais, con un 29% de aportacion al total nacional. De estas
regiones, es en el Centro y Norte del pais donde se concentra la produccién especializada,
con predominio claro de sistemas intensivos (principalmente mediante corrales de

engorda). En contraste, las regiones tropicales, debido a sus condiciones climaticas,



conservan mas los sistemas extensivos de produccion de carne a pastoreo, en conjunto con
los sistemas de doble propdsito empleando cruzas de razas cebuinas (Brahman, Gyr,
Indobrasil, etc.) con razas europeas (principalmente Holstein y Pardo Suizo) (FMVZ-UNAM,
2012).

Estos datos evidencian la coexistencia de los sistemas de produccién extensiva e
intensiva en México, en gran medida por las condiciones ambientales (y sociales, pues la
produccion intensiva suele darse en zonas con mayor desarrollo econémico) de las regiones
del pais; sin embargo, a partir de los afios 70, se impulsé fuertemente la engorda de tipo
intensivo, principalmente en la regién Arida y Semidrida. Situacién que continta en la
actualidad, siendo el norte del pais el bastion de la ganaderia tecnificada y una de las

principales regiones ganaderas del pais.

En materia de inocuidad, los riesgos biolégicos se incrementan en paises donde el
bajo ingreso de la nacion coincide con periodos de rapido crecimiento industrial y agricola,
como aquellos ocurridos en México. En este contexto existen mayores riesgos, pues se
generan sectores bajo vigilancia estricta (como el sistema TIF) mientras que, en contraste,
se tienen sistemas con poca o nula vigilancia, como los rastros municipales. Este fenémeno

incrementa los riesgos a la poblacién en paises como el nuestro (OMS, 2002).

Actualmente, la produccion intensiva es de suma importancia en materia de
produccion de carne, pues permite generar grandes cantidades de producto en menor
tiempo que los sistemas de pastoreo. Este tipo de produccion ha tenido una gran expansién
en nuestro pais, lo que ha permitido al sector ganadero mexicano mantener una

competitividad a nivel global.

La carne de bovino ocupa el segundo lugar en produccién y en consumo del pais,
con una participacion en la produccion total de carne del 30.4%, s6lo después de la carne
de pollo (47.7%). La produccién de carne bovina en canal, para el 2014 se estimé en
1,835,000 Toneladas. Sin embargo, cabe destacar que el principal ingreso de la industria

carnica es la exportacién de ganado en pie; situacion que deja ver grandes areas de



oportunidad en este ramo e indica que debe fomentarse la produccidn y transformacion de
productos en el pais, con lo que se dejaria de ser un pais exportador de ganado en pie y
consumidor de bienes procesados (productos carnicos diversos) (FMVZ-UNAM, 2012).

Para varios autores la exportacion masiva de ganado en pie también obedece a las
fuerzas de oferta y demanda generadas con la firma del Tratado de Libre Comercio de
América del Norte (TLCAN), agravado con fendmenos como las sequias (por ejemplo la de
1993-1995). Sin embargo, México sigue manteniéndose como uno de los 10 paises mas
competitivos en materia de produccidn de carne bovina a nivel mundial (Consejo Mexicano
de la Carne, 2013).

En cuanto al sector de produccidon de carne, México destaca aportando un 9.5% de
la produccién pecuaria total del pais y con una participacion a nivel mundial del 2.5% de Ia
produccion global de carnicos; siendo México el 6° (8° segiin Consejo Mexicano de la Carne)
productor mundial de carne de bovino, ocupando el sitio 17° en exportaciones. (SIAP,

2014b; Consejo Mexicano de la Carne, 2013).

La industria de la carne es de gran importancia también a nivel nacional, de cada tres
kilogramos de carne producida en México, uno es de carne de bovino; siendo la tercera
industria mas importante tras la de los lacteos y la del pan. A nivel de consumo, la carne de
bovino es la tercera mds consumida, promediando un consumo per cdpita de 15.6 kg (15.1
kg de acuerdo al Consejo Mexicano de la Carne). A nivel global, nuestro pais ocupa el 8°
lugar en consumo de carne bovino. (SIAP, 2014; Consejo Mexicano de la Carne 2013; FMVZ-

UNAM, 2012)
3.1.1 Engorda

En México se practica la engorda de ganado para carne en dos modalidades: en
pradera (sistema extensivo) y en corrales de engorda (intensivo); siendo esta ultima

modalidad la predominante.



El tiempo de engorda correlaciona con varios factores que van desde la calidad de
la carne (terneza y marmoleo) hasta (en conjuncién con la dieta) con la preseleccion de

cierta microbiota en el bovino, como cepas STEC (Russell JB et al. 2000).
3.1.2 Rastros

En México, el sistema de centros de sacrificio contempla la existencia de rastros de
dos tipos: Tipo Inspeccion Federal (TIF) y Municipales. La diferencia entre estos consiste en
que los TIF estdn sujetos a una vigilancia federal permanente que los obliga a cumplir con
los estandares vigentes establecidos por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA), esto con la finalidad de garantizar la inocuidad de

los productos.

Por su parte, los rastros Municipales estdn Unicamente sujetos al control a nivel
estatal y, desafortunadamente, suelen tener deficiencias en materia de inocuidad. Signorini
et al. (2006), en un estudio con 306 establecimientos, de 259 municipios de todos los
estados del pais, reportan que el 31% de los rastros municipales evaluados son catalogados
como de riesgo sanitario alto y muy alto, mientras que el 52% es de riesgo medio y sdlo el
17% alcanza la categoria de riesgo bajo. Asimismo, indican que anualmente se procesaban
(para 2006) 111,870 Toneladas de carne de bovino en rastros municipales considerados
como de riesgo sanitario alto o muy alto; estimandose que esta carne alcanzaria a 7'103,402
personas como consumidores finales. Estos datos reflejan claramente el inadecuado estatus

sanitario del sistema de rastros municipales.

El total de sacrificio de bovinos en México se realiza principalmente en rastros TIF
(43%) y en Municipales (43%), con una pequefia participacioén in situ (14%). En materia de
inocuidad esto es de importancia, pues la mayor parte del sistema nacional no cuenta con
una vigilancia federal constante. Esta situacion limita el comercio, pues la capacidad
nacional de exportacion se ve limitada a aquella produccién que es generada en el sistema

TIF.



En México se cuenta con un total de 1,144 rastros entre los TIF (112), privados (143)
y municipales (889); mismos que tienen una capacidad instalada para el sacrificio de
bovinos de 381,889, 88,679 y 404,698 cabezas de ganado respectivamente; para un total
de 875,226 animales. Sin embargo, esta capacidad se emplea Unicamente al 56% al mes;
siendo claro que se subutiliza la infraestructura nacional destinada al sacrificio de bovinos.
De esta manera, la infraestructura ya existente en el pais podria emplearse (con adaptacion
de algunos establecimientos y la desaparicién de otros) para lograr, de manera paulatina,
procesar dentro del sistema TIF un porcentaje mayor de la carne nacional; hecho que

impactaria positivamente en cuanto a la inocuidad alimentaria en México. (SIAP, 2014c)

3.2 Principales retos y desafios en materia de inocuidad

La inocuidad de los alimentos debe ser una responsabilidad compartida entre los
productores, la industria que procesa alimentos, los consumidores y las autoridades (NSF
International, 2014; FAO-ONU, 2005; FAO Animal Production and Health, 2004). Este
concepto aun no se encuentra del todo inculcado en nuestro pais, donde la exigencia a la
industria tiene pocos afios y no se realiza al nivel de otros paises; si bien es digna de mencidn

la labor realizada con los establecimientos TIF.

Otro factor actual de importancia en la inocuidad de los alimentos es el proceso de
globalizacién. Este ha provocado una mayor demanda de mayor variedad de alimentos, lo
gue provoca el traslado masivo de productos alimenticios (los carnicos incluidos) desde
lugares remotos. La globalizacion del comercio de alimentos, asi como de los movimientos
humanos estan modificando los patrones de produccion, distribucién y consumo de los
alimentos. El comercio global de la carne de origen bovino no es la excepcion a este
fendmeno, que ha mostrado una tendencia al aumento en produccién y en comercializacién
internacional. Como ejemplo de esto, se puede mencionar el incremento en la produccién
de 10.2 millones de toneladas en el 2013 en comparacion con el 2011, y de 4.2 millones de
toneladas en comparacion con el 2012. Asimismo, el comercio ha mostrado un aumento

menor, pero constante, con 29, 29.7 y 30.1 millones de toneladas comercializadas



globalmente en 2011, 2012 y 2013, respectivamente; siendo de consideracién que dichos
incrementos se concentran y se concentrardn en los paises en desarrollo, como México

(FAO, 2013).

Este fendmeno favorece el desarrollo econédmico y la disponibilidad de alimentos
mas variados, lo que contribuye a mejores dietas y un mejor estado de salud general. Sin
embargo, esto también ha permitido la dispersién y magnificacion de enfermedades
transmitidas por alimentos ya existentes, e incluso, la generacién de nuevas (por ejemplo
el brote de E. coli 0104:H4 que tuvo lugar en Alemania en 2011) (ECDC-EFSA, 2011). En el
escenario actual globalizado, una sola fuente de contaminacion puede diseminarse y tener

consecuencias globales.

De igual forma, los cambios que se suscitan en la cria de animales y en la produccion
del alimento que se les brinda, tienen un impacto en la emergencia y diseminacién de

enfermedades zoonéticas, varias de ellas transmisibles por alimentos (OMS, 2013)

La vigilancia es la base para la creacion de estrategias nacionales de reduccién de los
riesgos asociados a los alimentos. Esta reduccién, de acuerdo a la estrategia global de
inocuidad de la OMS, debe lograrse mediante tres lineas de accién: el desarrollo de sistemas
de inocuidad sostenibles e integrados (generados bajo el enfoque de andlisis de riesgos), la
generacion de medidas fundamentadas cientificamente y que actuen a lo largo de toda la
cadena de produccién que eviten el contacto con los patdgenos y la evaluacion y gestion de
riesgos con cooperacion entre diversos sectores (industria, investigacidon, consumidores,

gobiernos, etc.) (OMS, 2002).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) han sido bien documentadas
en todos los continentes, con brotes serios de enfermedad en todos ellos en la ultima
década, hecho que ilustra la importancia de estas, tanto a nivel de Salud Publica como a

nivel econémico y social (OMS 2013, 2014).



La diarrea es la manifestacion mds comuln causada por ETAs provocadas por
patégenos, aunque estas mismas enfermedades pueden provocar otro tipo de dafios como
el hepatico y renal, transtornos neurolégicos, artritis o la muerte. Sobre este ultimo rubro,
las ETAs diarreicas provocan un estimado de 2.2 millones de muertes anuales en el mundo,

la mayor parte de esta cifra es, tristemente, conformada por nifios (OMS 2013).

Las enfermedades diarreicas fueron, para el 2012, la 52. causa de muerte prematura
en hombres y mujeres a nivel mundial, asi como de Afios de Vida Perdidos (OMS, 2014).
Dentro de estas enfermedades muchas se incluyen el grupo de las enfermedades

transmisibles por alimentos (ETAs), que son de gran importancia a nivel mundial.

La inocuidad alimentaria es un componente critico del desarrollo sustentable de un pais
o comunidad. Los alimentos inocuos impactan favorablemente en la reduccién de
enfermedad, en la productividad y en la calidad de vida. Adicionalmente, cuando se logra la
inocuidad de acuerdo a estandares internacionales, se favorece el comercio y la actividad

econdémica (OMS, 2013).
3.3 Legislacion aplicable: México, E.E.U.U. y Europa

Meéxico: En nuestro pais existe legislacion aplicable al estado sanitario de la carne. Esta se
incluye en la Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004 (Especificaciones sanitarias en
los establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales para abasto,
almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones sanitarias de productos). Esta
norma establece una tolerancia cero para Salmonella spp. en carne (sea congelada,
refrigerada, molida o empacada al alto vacio o en atmdsfera modificada), tomando en

consideracion muestras de 25 gramos.

En contraste, para Escherichia coli genérica (como indicador), se establecen los

limites en UFC/g mostrado en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Limites maximos permitidos para E. coli genérica en carne en México.

PRODUCTO E. coli UFC/g Limite
maximo

Congelado No aplica

Refrigerado 1000 (3 log)

Carne molida | 5000
refrigerada
Envasado al vacio | No aplica
0 en atmosfera
modificada
*Tomado de la NOM-194-SSA1-2004

Cabe destacar que no se tienen limites establecidos especificos para canales y que
no se realiza vigilancia para patotipos o serotipos especificos (como el caso de E. coli

0157:H7 en otros paises).

EEUU:

El Titulo 9 del Cddigo Federal de Regulaciones (CFR 9) establece que, en rastros,
deben tomarse muestras con una frecuencia proporcional al volumen de produccion;
siendo para el bovino lo recomendado 1 canal por cada 300, o al menos una muestra por
semana de operacion.

Para Escherichia coli en bovino se establecen 100 UFC/cm? como el limite méaximo
permisible, con un maximo de 3 canales positivas (c) en 13 (n).

En el caso de Salmonella spp. se cuenta con un limite de 2.7% de positivos para

vacas y toros de abasto o bien, maximo 2 positivos (c) en 50 (n).

Union Europea:

Para La Unién Europea, el Reglamento CE 852/2004 (relativo a la higiene de los
productos alimenticios) establece que los operadores de la empresa de alimentos son los
principales responsables de la inocuidad de los mismos, por lo que deben cerciorarse del

cumplimiento de los requisitos de higiene en cada etapa de la cadena productiva (en
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materia de criterios microbiolégicos, mantenimiento de la cadena fria, muestreos y andlisis
o cumplimiento de objetivos, segun sea el caso). Para esto, se establecen los lineamientos
minimos de higiene (limpieza y desinfeccién adecuadas, reduccion de contaminacion
transmitida por el aire, evitar el contacto con materiales téxicos, etc. Ademas, los
operadores de plantas de alimentos deben implementar y mantener siempre un sistema
HACCP (Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control, HACCP, por sus siglas en inglés).
Los criterios microbioldgicos se establecian anteriormente con el Reglamento CE
2073/2005 (relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a productos alimenticios),

mismo que fue modificado por el Reglamento CE 1441/2007 que establece los limites para

la carne de bovino mostrados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Limites maximos y planes de muestreo establecidos por la legislacion europea para
canales y carne en relacién a Enterobacterias generales, Salmonella spp. y Escherichia coli

Categoria Microorganismo | Muestreo | Limites (m/M)
(n/c)

Canales bovinas, ovinas, caprinasy Salmonella spp. | 5/2 Ausencia en la

equinas (después de faenado, previo zona examinada

al enfriamiento) por canal

Carne picada y preparados de carne | Salmonella spp. | 5/0 Ausencia en 25g

para consumo crudo

Carne picada y preparados para Salmonella spp. | 5/0 Ausencia en 10g

consumo cocinado

Carne separada mecdnicamente Salmonella spp. | 5/0 Ausencia en 10g

Canales de bovinos, ovinos, caprinos | Enterobacterias | -------- 1.5/2.5log

y equinos UFC/cm?, media
logaritmica diaria

Carne picada y carne separada E. coli 5/2 50 UFC/g/ 500

mecanicamente, al final del proceso UFC/g

de fabricacion

Preparados carnicos E. coli 5/2 500/ 5000 UFC/g
6 cm?

*Tomado y modificado del Reglamento CE 1441/2007
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3.4 Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, oxidasa negativo, no esporulado, catalasa positivo,
anaerobio facultativo que normalmente fermenta la lactosa; puede ser inmdévil o mévil con
flagelos peritricos. Forma parte de la microbiota normal intestinal de una vasta cantidad de
especies (incluidos todos los mamiferos y otros) y estd presente a una concentracion
estimada en heces de ~10° bacterias/g. E. coli estd considerada dentro del grupo de los
coliformes (siendo la bacteria prototipo del grupo) y suele emplearse como marcador de
contaminacion fecal; ademas cuenta con una amplia variedad de serotipos y algunas cepas
tienen la capacidad de provocar diversos cuadros clinicos ya que presentan una gama de
factores de virulencia como: hemolisinas, lipopolisacarido (LPS) y otros tipos de toxinas

(Gyles CL et al. 2010).

3.4.1 Clasificacion

La clasificacion de Escherichia coli puede hacerse por varios métodos, como: la
serotipificacién, la division por patotipos (exclusiva para cepas patégenas, de acuerdo al
tipo de dafio provocado), la fagotipificaciéon, la caracterizacion de colicinas y mas
recientemente, la genotipificacion, los marcadores de virulencia y los perfiles filogenéticos,

entre otros.

Clasificacion seroldgica

Esta clasificacidon involucra la deteccidon y caracterizacién de los antigenos: O
(somatico), K (capsular), H (flagelar) y F (fimbrial). Para el AgO existen actualmente 174
grupos reconocidos (del O1 al 0181, exceptuando 031, 047, 067, 072, 093, 094y 0122,
que fueron removidos por ser un grupo ya existente como el 031 igual a 01, o por
pertenecer a otros géneros como Citrobacter spp.), para el K, el principal antigeno de
superficie, se han reportado 80 tipos distintos y para el H se mencionan 53 tipos diferentes,
desde H1 a H56, salvo H13, H22 y H50. No obstante, pocos laboratorios cuentan con la

capacidad de determinar el antigeno capsular, por lo que cominmente se emplean sdlo los
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antigenos O y H en la actualidad. A esta combinacion O:H se le llama serotipo. Dentro de las
limitantes de este método se encuentran la reactividad cruzada entre algunas variedades
antigénicas y la presencia de cepas catalogadas como “No identificables”, que no muestran
reacciones especificas para algun antigeno. (Orskov | et al. 1977, 1984; Scheutz F et al. 2004;

DebRoy C et al. 2011 ; Whitfield C et al. 1999, 2003).

Clasificacion por patotipos

En la division por patotipos, especifica para cepas patogenas, se toman en cuenta las
combinaciones de factores de virulencia de las cepas asi como el tipo de dafio que provocan.
En animales, los principales patotipos son: E. coli Enteropatogénica (EPEC, por sus siglas en
inglés), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Productora de toxina Shiga (STEC) que incluye
al subgrupo E. coli Enterohemorragica (EHEC) y E. coli Extraintestinal patogénica (EXPEC).
En cuanto al humano los principales patotipos asociados son 7: STEC (con el subgrupo
EHEC), EPEC, ETEC, E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli
Difusamente Adherente (DAEC) y E. coli Adherente Invasiva (AIEC), la mas reciente. Las
cepas EXPEC también se asocian a enfermedad humana, principalmente las cepas
uropatogénicas (UPEC). Los patotipos asociados al humano pueden provocar 3 cuadros
clinicos: enfermedad diarreica/intestinal, infeccidon de tracto urinario y sepsis/meningitis.

(Gyles CL et al. 2010; Kaper JB et al. 2004; Wang L et al. 2003 ; Croxen MA et al. 2013).

En el caso particular del bovino, los patotipos que se asocian a esta especie son EPEC,
ETEC, STEC y en menor medida, EIEC; siendo los 3 primeros los que constituyen un riesgo
de contaminacion potencial para los productos alimenticios derivados de esta especie, que
es considerada reservorio de los mismos; mientras que los riesgos por EIEC proveniente de

bovinos aun son discutidos (Croxen et al. 2013).
Otras formas de clasificacidn (Tipificacion Molecular)
Para estudios de tipo epidemioldgico, la técnica de Electroforesis de Campos

Pulsados (PFGE) es considerada como la prueba estdndar. Esta permite descartar o vincular
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aislamientos relacionados a brotes. Sin embargo, esta técnica toma al menos 3 dias en ser
completada y requiere de personal capacitado y con experiencia, lo que limita su empleo

en muchos paises y en muchas regiones (Peters TM, 2009).

El analisis multilocus de secuencias (Multilocus Sequence Typing, MLST), que
involucra la secuenciacién de regiones conservadas distribuidas a lo largo del genoma
bacteriano, es bastante empleado para la tipificacion; principalmente de cepas patdgenas.
Si bien es uno de los métodos de mayor precisidon para establecer parentescos entre cepas
y establecer conexiones filogenéticas, su desventaja principal es el alto costo que tiene la
secuenciacién empleada por esta técnica, asi como la infraestructura requerida para esto

(Chaudhuri RR et al. 2012).

Actualmente, se emplean métodos moleculares como la amplificacién via PCR de los
genes involucrados en la sintesis de los antigenos O y H (wzx y wzy para Oy fliC para H) que
detectan diferencias en estos componentes y permiten atribuir el aislamiento a un
serogrupo o serotipo especifico. No obstante, cabe destacar que este tipo de técnicas aun
no cubre a todos los posibles serotipos, pues no se dispone de las secuencias e iniciadores

de cada uno (Anklam KS et al. 2012; Li Y et al. 2015).

Finalmente, el sistema mas empleado para la genotipificacion es la llamada
Clasificacion de Clermont. Este sistema, desde su primera publicacion con 3 genes en 2000,
revoluciond la filogenética de E. coli al ser una opcidn econdmica y técnicamente viable para
muchos laboratorios, incluidos muchos de paises en vias de desarrollo (Clermont et al.
2000) El método actualizado se basa en una reaccién de PCR cuadruple inicial con una
reaccion doble complementaria (sdlo si el resultado del cuddruplex sugiere ciertas cepas
poco comunes). Esta técnica permite dividir a los aislamientos de E. coli en 8 grupos
filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E y F; estrictamente E. coli y el octavo grupo, correspondiente
al Clado Criptico I. Y se ha estimado que un 95% de las cepas, procesadas con este método

de PCR cudadruple, pueden ser correctamente asignadas, en comparacién con MLST de 13
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genes; lo que representa una mejora notable en relacién al método anterior de 3 genes,
cuya precision para asignar cepas a un filogrupo oscilaba entre el 80 y 85% (Clermont et al.

2013; Gordon DM et al. 2008).

La clasificaciéon de los aislamientos de E. coli por grupos filogenéticos es de gran
utilidad. Esta permite comprender parentescos entre cepas, procesos de dispersion y
evolucion de algunos grupos. Adicionalmente, los filogrupos permiten agrupar ciertos
patotipos que suelen asociarse a grupos especificos, por ejemplo ETEC y EAEC, asociados
comunmente a los grupos Ay B1 o a los grupos A, B1, B2 y D, respectivamente (Escobar-

Paramo P et al. 2004).

Una aplicacion mas reciente de estas técnicas es su empleo para determinar, con
cierto grado de certeza, el posible origen de contaminacién. Si bien hace falta mas trabajo
en el area, ya se tienen ciertas asociaciones de filogrupos a especies que podrian actuar
como posibles origenes de contaminacién. Como ejemplo de esto, se ha relacionado a los
grupos D y B1 como compartidos por E. coli de origen de cerdo y de humano; el subgrupo
Ao principalmente a aves, el subgrupo B1 se asocia en gran medida a rumiantes, mientras

que el subgrupo B23 se ha reportado como exclusivo de humano (Carlos C et al. 2010)

3.4.2 Principales patotipos asociados con carne de bovino
STEC (EHEC)

En esta clasificacion se incluyen las cepas de E. coli que hayan adquirido 1 6 2 genes
(stx1 y/o stx2) codificantes para las toxinas Shiga, los cuales tipicamente son adquiridos a
partir de bacteriéfagos lamboides; mismos que pueden estar presentes en gran cantidad de
ambientes que van desde el intestino de diversos animales hasta aguas residuales vy

muestras de alimentos. Este material genético de origen viral es incorporado en el
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cromosoma de la bacteria, en forma de profagos cripticos, confiriéndole capacidad de

producir toxinas. (Naylor SW et al. 2005; Hallewell J et al. 2014).

Si bien, existen alrededor de 400 serotipos identificados como STEC, sélo algunos
son capaces de producir enfermedad en el humano. Dentro de estos, el cuadro clinico
puede variar desde diarreas leves hasta cuadros severos hemorragicos, provocados por un

subgrupo conocido como E. coli Enterohemorragica (EHEC) (Blanco JE et al. 2004).

En términos generales se suele definir a EHEC como aquellas cepas que provocan
Colitis Hemorragica o Sindrome Urémico Hemolitico en humanos y que poseen: 1) toxinas
codificadas por bacteridfagos (toxinas Shiga, también llamadas Verocitotoxinas o
Verotoxinas), 2) El locus LEE (Locus of Enterocyte Effacement), generalmente evidenciado
por la presencia del gen de la intimina, eaeA, y 3) el plasmido EHEC de virulencia o plasmido
pO157 en el que se codifica la enterohemolisina (ehx), un sistema de secrecién tipo Il (etpC
a etp0), una proteasa extracelular (espP) y un producto homélogo (toxB) entre otros. Sin
embargo, la presencia de los factores de virulencia asociados en elementos de alta
movilidad puede llevar al surgimiento de cepas con caracteristicas intermedias entre
algunos patotipos o cepas que comparten factores de virulencia de dos grupos (Naylor SW

et al. 2005; Croxen MA et al. 2013; Johnson TJ et al. 2009 ; Martinez-Castillo A et al. 2014).

Se considera que la mayor parte de las cepas EHEC que afectan al humano tienen su
origen en fuentes animales, ya que no se consideran estas cepas como habitantes regulares
en intestino humano. Actualmente, se considera al ganado bovino como la principal de
estas fuentes, sobre todo para el serogrupo 0157, aunque también éste ha sido aislado y
caracterizado en otros rumiantes como el ovino y la cabra. Sin embargo, en el bovino estas
cepas carecen de patogenicidad, pudiendo permanecer como un comensal exitoso; este
fendmeno se atribuye a la presencia de diversos patrones de expresién del receptor para la

toxina Stx, Globotriaosilceramida, Gb3 (también conocido como CD77) en el bovino; asi
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como a la ausencia del mismo en el endotelio vascular de esta especie, a diferencia del
humano, donde al ingresar la toxina a células vasculares intestinales, se genera una colitis
hemorrdgica. Por otra parte, durante el tréfico intracelular en las células del bovino, las
toxinas (Stx y Stx1) no siguen su transito retrégrado desde el endosoma temprano hacia el
aparato de Golgi (dependiente de GPP130), sino que son excluidas del reticulo
endoplasmico y localizadas en lisosomas, donde son degradadas (el mecanismo preciso aun
se desconoce). Esta modificacién a la via normal de accién de las toxinas parece inactivarlas
sin provocar dafios al hospedero (Stephan R et al. 2000; Kudva IT et al. 1996; Bielaszewska

L et al. 1997; Elaine Hoey DE et al. 2003).

Ademads del serotipo 0157:H7, actualmente existen 6 serogrupos identificados como
patégenos emergentes en productos carnicos, estos son conocidos como STEC no 0157 y
son: 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145 (también referidos coloquialmente como los Big

Six, o “los grandes seis”).

Algunos estudios han demostrado la transmisidn directa de este tipo de patdgenos
del ganado a humanos mediante el uso de Electroforesis de Campos Pulsados (PFGE) (Louie

M et al. 1999).

A nivel de rastro, se considera que el contenido intestinal y las pieles sucias de los
animales son las principales fuentes de contaminacién de canales durante la matanza vy el
procesamiento de la carne en rastro, siendo la evisceracion y el desollado puntos criticos
en el proceso. Al respecto, se ha observado que existe una relaciéon positiva entre la
contaminacién observada visualmente de las canales y una mayor frecuencia del patégeno
y el hecho de que los animales positivos suelen serlo sélo en la piel o en heces, pero rara
vez en ambos muestreos; por lo anterior, en la actualidad se toman medidas de prevencion
en rastro como corte de zonas contaminados (referido en ocasiones como “trimeo”, de la

palabra inglesa trimming) (Nastasijevic | et al. 2009).
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Adicionalmente, cabe destacar el papel que podria tener la mosca doméstica (Musca
domestica) en la diseminacién de este y otros patdgenos a nivel de granja y de rastro. En la
actualidad se reconoce que las moscas (tanto domésticas como de la fruta) no sélo actdan
como simples vectores mecanicos. Se ha demostrado, tras la inoculacion experimental de
moscas con Escherichia coli 0157:H7, el crecimiento y replicacion de la bacteria en estos
insectos, asi como su excrecion sobre superficies por hasta 4 dias. Asimismo, en una escuela
de Japon, en un brote de Escherichia coli 0157:H7 ocurrido en septiembre de 1996, se pudo
probar la asociacién de las moscas con la transmision de la enfermedad, al aislarse la misma
cepa de las moscas presentes en la escuela y las provenientes de granjas que se hallaban a

alrededor de 30 metros de distancia (Sasaki T et al. 2000; Kobayashi M, 1999).
EPEC

Estas cepas corresponden a bacterias con la capacidad de provocar lesiones de
“unién y borrado” (attaching and effacing (A/E), en inglés) de microvellosidades a nivel del
epitelio intestinal, caracteristica compartida con las cepas STEC y brindada por el locus LEE.
Esta similitud es debida a que las cepas EPEC son las precursoras de las cepas de STEC.

(Croxen MA et al. 2013).

Las cepas EPEC se clasifican actualmente en tipicas y atipicas, segun la presencia o
ausencia del plasmido de factor de adherencia (pEAF, por sus siglas en inglés) que codifica
para el pili formador de agregados (bfp, bundle forming pilus). Aquellas cepas que contienen
a pEAF son denominadas como tipicas (tEPEC); mientras que las que carecen del plasmido,

son consideradas como atipicas (aEPEC) (Croxen MA et al. 2013).

Las cepas tipicas son asociadas a enfermedades infantiles diarreicas leves vy
moderadas y se sabe que la susceptibilidad a estas cepas disminuye con la edad, sélo
estando asociadas a riesgo severo en nifios de 0 a 11 meses. Estas cepas no son frecuentes
en animales, siendo el humano la Unica especie considerada reservorio, lo que

practicamente las excluye en materia de inocuidad de la carne.
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Las cepas atipicas son las mas emparentadas con las cepas STEC LEE+ en serotipos,
genética y virulencia. Se piensa que E. coli O157:H7 divergid de aEPEC O55:H7 hace
aproximadamente 400 afios. Los serotipos mas frecuentes para aEPEC son: 051, 0145, 026,
0111 y 0119 (puede observarse que algunos son compartidos con el grupo de las “grandes
6” de STEC). Ademds, muchas cepas correspondientes a aEPEC por caracterizacion

molecular y patoldgica no son clasificables mediante el sistema de antigenos O/H.

Las aEPEC son encontradas con gran frecuencia en animales como el perro, el
bovino, el conejo, primates, ovejas, asi como de fuentes humanas, y se sabe que las
infecciones por esta variedad superan a las provocadas por la tipica tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo y se considera que existe transmision

interespecies de estas cepas (Croxen MA et al. 2013).
ETEC

Estas cepas, principales causantes de la llamada diarrea del viajero, tienen por
caracteristica esencial la habilidad de producir una toxina termolabil (LT) y/o una toxina
termoestable (ST); asi como la presencia de diversos factores de colonizacién (CF’s, por sus

siglas en inglés) que permiten su adherencia al epitelio intestinal.

Las toxinas termoestables se dividen en dos tipos (ST-1'y ST-II), siendo la tipo Il la mas
con mayor frecuencia se asocia a cepas que colonizan animales. La toxina termolabil o LT,
también se divide en dos tipos | y Il (este ultimo subdividido en a, b y c; y caracterizado por
su expresion a nivel cromosomal, por adquisicion de material de bacteriéfagos, a diferencia

del tipo | que suele ser plasmidico.

Se conocen al menos 78 antigenos O y 34 H asociados a este patotipo. Los serotipos
mas frecuentes son: 06:H16 (LT/ST), 08:H9 (ST), 025:NM (LT), 078:H12 (ST), 0148:H28 (ST)
y 0153:H45 (ST). En cuanto a los CF’s, se han caracterizado 23 diferentes, mismos que
pueden ser fimbriales, afimbriales, helicales o fibrilares y cuyos genes se hallan

principalmente en plasmidos de virulencia.

19



Se estima que hay 840 millones de casos al aifio en paises en vias de desarrollo (de
los cuales 240 millones se estima que son nifios menores a 4 afios) y alrededor de 800,000
muertes por este patégeno. Ademas, se cree que 325,000 nifios mueren anualmente por
ETECy que existen 46.6 millones de nifios portadores asintomdticos (Croxen MA et al. 2013 ;

Johnson T et al. 2009).
3.4.3 Factores de riesgo en la cadena de produccion de carne de bovino

Dieta: Este factor ha cobrado mucho interés pues se ha observado que puede influir de
manera significativa en la presencia de determinadas cepas. Principalmente se ha estudiado

para su manipulaciéon en el control de E. coli 0157:H7.

- Inicialmente, una dieta de los bovinos basada en grano, predispondrd a un
incremento en la poblacion total de E. coli en colon, lo que incrementa la posibilidad
de que el bovino albergue cepas potencialmente patdgenas para el hombre. Este
fendmeno se explica porque al alimentar con grano, una cantidad considerable de
polisacdridos vegetales (como celulosa, hemicelulosa y almidones) no serd
degradada en rumen y llegara hasta el colon. Si bien E. coli no es capaz de degradar
estos compuestos, se sabe que en el colon existen bacterias capaces de degradar
almidones vegetales, lo que genera maltosa y maltodextrinas como subproductos;
mismos que si pueden emplearse facilmente por las cepas de E. coli. Esto es bastante
l6gico considerando que las vacas son deficientes en la produccién de amilasa, por
lo que los almidones alcanzarian con mayor facilidad regiones distales del tracto
gastrointestinal. Algunos estudios muestran que el ganado alimentado con
predominio de grano de maiz crudo muestra hasta 1000 veces mas E. coli que los
hatos alimentados a base de heno (Diez-Gonzdlez F et al. 1998; Russell JB et al.
2000).

- Por otra parte, la dieta a base de granos puede influir en la generaciéon de un
fenotipo resistente al dcido en las cepas presentes de E. coli. Dicho fenotipo podria

ser beneficioso para la bacteria al llegar al tracto gastrointestinal humano, donde la
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primera barrera a cruzar, para poder colonizar, sera el bajo pH gdstrico, mismo que
alcanza en promedio un pH de 2 (Diez-Gonzélez F et al. 1998).

Se sabe que las dietas ricas en grano son fermentadas con mayor rapidez en
rumen y generan una mayor cantidad de acidos grasos volatiles (como el butirico y
el propidnico, generados en grandes cantidades en rumen). Estos acidos promueven
el desarrollo de una resistencia extrema a condiciones acidas en algunas cepas de E.
coli. Los bovinos con dieta alta en grano tienen un pH hasta dos unidades inferior y
una concentracion de acidos grasos volatiles en colon de hasta 90% mas que los
animales alimentados con mayor contenido de heno. De esta manera, una dieta alta
en grano no sélo podria incrementar la cantidad presente de E. coli en intestino, sino
que podria generar que estas cepas mostraran un fenotipo de extrema resistencia a
condiciones acidas, provocado por la exposicion previa a aun ambiente acido, que
facilitaria su ingreso al intestino humano y por ende, su colonizacién (Diez-Gonzélez
F et al. 1998; Russell JB et al. 2000). Este fendmeno cobra gran importancia si se
considera que las cepas de STEC pueden estar presentes en el bovino sin provocarles
un cuadro clinico.

Adicionalmente a la dieta, se conoce que E. coli cuenta con varios sistemas
adaptativos para condiciones acidas. Dentro de estos, se han descrito bien algunas
aminodcido descarboxilasas como las enzimas glutamato descarboxilasa y arginina
descarboxilasa, ambas con regulacién genética positiva ante el choque acido (Diez-

Gonzdlez F et al. 1998; Russell JB et al. 2000; Tchaptchet S et al. 2013).

Otro punto a considerar, en materia de alimentacién de los animales, son los
periodos de ayuno prolongados, que suelen practicarse en algunos rastros. Se ha
mostrado que el ayuno por uno o mas dias (al que suelen someterse animales con
traslados largos previo a la matanza) incrementa la deteccion de patégenos como E.
coli y Salmonella spp. en heces. Asimismo, se sabe que los becerros en ayuno son
mas propensos a adquirir la infeccion y a eliminar E. coli 0157:H7 (Russell JB et al.

2000; Cray et al. 1998).
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En la actualidad, se piensa que podrian emplearse cambios de dieta previos
a la matanza con la finalidad de reducir la cantidad de E. coli resistentes al acido
(cepas que se mostrarian mas competentes para infectar al hombre). En el estudio
realizado por Diez-Gonzalez et al. (1998) se logré disminuir 1000 veces el contenido
de E. coli genérica y las cepas resistentes a acido disminuyeron hasta 10 células
viables por gramo de heces, al cambiar la dieta de grano a heno por 5 dias. Esto es
consistente con la hipdtesis de generacion de sustratos (maltosa y maltodextrina)

con las dietas altas en granos.

Tiempo de engorda: Para el proceso de engorda en corrales en México, se realizan ciclos
promedio de 90 a 120 dias de engorda, en la mayor parte del pais; sin embargo, varios
lugares promedian los 190 dias de engorda (como el sitio donde se realizd el presente
estudio); mientras que en sistemas de trépico (donde suelen emplearse sistemas de doble
proposito y cruzas de razas europeas y cebuinas) se emplean de 180 hasta 270 dias (FMVZ-
UNAM, 2012). Este factor podria actuar en combinacion con el efecto de una dieta alta en
granos (que generara ambientes mas acidos). Si se toma en cuenta esto y el hecho de que
los tiempos de engorda empleados en México suelen ser mds cortos que los utilizados en
EEUU o Canada, podria existir cierta relacién entre una mayor presencia de cepas STECy los
tiempos de engorda mas prolongados. La dieta rica en grano de esos paises, aunada a un
mayor tiempo para seleccionar cepas acido resistentes, podria ser una explicacion plausible
a la mayor frecuencia de cepas EHEC (particularmente 0157:H7) en corrales de paises

altamente tecnificados.

Ademas, el tiempo de engorda podria tener participacién a través de la edad de los
animales al ir a rastro. Esto podria tener cierta relevancia pues se ha demostrado que los
animales jovenes, becerros de 4 a 8 meses de edad, son los reservorios mas importantes de
cepas STEC eae+, que son de gran importancia para la patogenia en humanos (Blanco M et
al. 2004). Sin embargo, hacen falta estudios que profundicen en el efecto de esta variable

sobre la seleccion de cepas patdgenas.
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Estacionalidad: Varios estudios han demostrado la existencia de estacionalidad en el caso
de E. coli, principalmente para 0157:H7, serotipo que presenta una mayor frecuencia fecal
en los meses mas calurosos (en verano), con disminuciones significativas de la carga hacia
el invierno. De la misma manera, los brotes humanos de EHEC O157:H7 mantienen el mismo
patron de la estacionalidad bovina. Normalmente se implicaba a la temperatura para
explicar este fendmeno, pues los meses de verano suelen tener las temperaturas promedio
mas elevadas del afo; sin embargo, se ha observado que lugares con temperaturas
inferiores y de latitudes mas al Norte de EEUU y Canadd son los que presentan mayor

numero de brotes (Edrington TS et al. 2006).

A partir de estas observaciones, algunos estudios han deducido que la variable
responsable de la estacionalidad es el fotoperiodo, pues estos lugares situados mas al Norte
tienen dias notablemente mas largos en verano. Al incrementar artificialmente la luz de los
corrales de bovinos, semejando las horas luz del verano, se han logrado obtener
incrementos de hasta 3 veces en la frecuencia fecal de E. coli 0157:H7, comparado con

controles sin iluminacién adicional artificial (Edrington TS et al. 2006).

Actualmente se piensa que la melatonina y la sefializacién de esta hormona, podria
tener un efecto en las poblaciones bacterianas presentes en el animal (Sperandio V et al.
2003). Esto cobra especial interés si se considera que la produccién de esta hormona ya ha
sido reportada en tracto gastrointestinal. Esta hormona se encuentra implicada en una gran
variedad de procesos fisiolégicos como el mantenimiento de biorritmos, estados de vigilia,
control de funciones biliares, regulacién del sistema inmune, actividad contra células de
cancer, etc; por lo que su papel en las poblaciones de E. coli en bovino requiere de una

mayor investigacion (Sperandio V et al. 2003).

Por otra parte, otras hormonas como las catecolaminas, en particular la epinefrina
o adrenalina, han sido reportadas como agentes efectores sobre las dindmicas de poblacion
bacterianas. Se ha reportado que la adrenalina y otras catecolaminas logran intervenir en

los llamados sistemas de autoinduccién (Quorum Sensing, en inglés). En el caso de 0157:H7,
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la epinefrina participa en el encendido de genes de virulencia. Esto abre alin mas el abanico
de posibilidades de situaciones que favorecerian el desarrollo bacteriano, como por
ejemplo podrian ser situaciones de estrés con liberacién de catecolaminas (Edrington TS et

al. 2006; Sperandio V et al. 2003).
3.4.4 Epidemiologia de E. coli patogenas

En EEUU, se estimaron entre 2000 y 2008, 203,000 casos de enfermedad provocada
por E. coli procedente de alimentos, de los cuales 63,000 se atribuyeron a E. coli 0157:H7,
110,000 a cepas STEC no 0157, 18,000 a cepas ETEC y 12,000 por otras cepas diarreogénicas
no ETEC ni STEC (CDC, 2009).

El dltimo brote asociado a carne de bovino en EEUU fue reportado el 20 de junio de
2014 y fue provocado por E. coli 0157:H7 asociada a carne molida. Este brote se presentd
en 4 estados y generd 12 casos de enfermedad, de los cuales 4 terminaron en
hospitalizacidn; asimismo, se requirié hacer el llamado de casi 1.8 millones de libras de

carne contaminada (CDC, 2014).

Existen mas ejemplos de brotes recientes ocurridos en EEUU y reportados por su
sistema de vigilancia como: el brote ocurrido en 2012, provocado por E. coli 0145 de origen
no identificado que provoco 18 casos, 4 hospitalizaciones y 1 muerte en 9 estados afectados
(CDC, 2012); el brote de enero de 2010, asociado a E. coli 0157:H7 en carne de bovino, con
21 infectados en 9 estados y cerca de 248,000 libras de carne contaminada retirada del
mercado (CDC, 2010); o el brote de 2009 provocado por E. coli 0157:H7 en carne de bovino,
afectando 9 estados con 23 enfermos y mds de 400,000 libras de productos carnicos

retirados del mercado (CDC, 2009b).

Para 2011, E. coli 0157:H7 ocupaba el 52 lugar en etiologias de ETAs que provocaron

hospitalizaciones, con alrededor de 2,138 casos reportados (CDC, 2011).
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En contraste, en México, estudios realizados en nifios, animales y alimentos, han
mostrado tener bajas frecuencias en comparacién con paises como EEUU, tanto para el
serogrupo 0157 como para el serotipo O157:H7. Ademas, en la poblacién mexicana no se
han reportado casos de Sindrome Hemolitico Urémico (HUS, por sus siglas en inglés)
asociado a infecciones por 0157. Y este fendmeno de baja frecuencia ha sido hallado

también en otras naciones en vias de desarrollo como Laos y Brasil (Torres AG, 2010).

Por lo anterior, se ha sugerido que existen procesos de seleccién de cepas EHEC
0157:H7 en los paises desarrollados, en los que podrian influir factores como: las
diferencias en la produccién de alimentos (dietas y tiempos de engorda en los animales),
los fotoperiodos (de mayor relevancia en latitudes al Norte), asi como la circulacién de
patégenos o enterobacterias en el ambiente (mayor en los paises en vias de desarrollo).
Respecto a este ultimo punto, se ha sugerido que las cepas 0157 podrian no ser
suficientemente competitivas en ambientes como grandes cantidades de enterobacterias

circulantes, incluyendo otras cepas de E. coli patégenas y comensales.

Adicionalmente, se tiene bien documentada la reactividad cruzada entre el
lipopolisacarido (LPS) de E. coli 0157 y los antigenos somaticos (O) de Yersinia enterocolitica
09, Citrobacter freundii, Escherichia hermannii e incluso de Brucella abortus (Stuart FA et
al. 1982; Chart H et al. 1992). Este fendmeno de reactividad cruzada también ha sido
descrito en el suero de bovinos de hatos del centro de México, de los que un 71%
presentaba respuesta bactericida contra 0157, mostrando que la alta circulacién ambiental
de otras enterobacterias podria ser determinante en este fendmeno también en

poblaciones animales (Navarro A et al. 2007).
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Cuadro 3. Revisidn de algunos estudios sobre Escherichia coli en la cadena productiva de carne de
bovino en México.

Segmento de la
cadena

Autor(es) /
Ao

Informacidn reportada

Animales vivos

Callaway et al.

- Frecuencia de 1.25% (0157:H7) en las muestras de bovino
- Mayor frecuencia en verano

2004
Hernandez- Coliformes en canales (83%), con maxima en log UFC/cm? de 6.01.
SanJuanSet | E colien canales (69%), con una maxima en los UFC/ml de 0.98.
Canales
al.
2007
Varela- - E. colino 0157, E. coli 0157:NM y E. coli 0157:H7 con frecuencia de 20.5%,
. 5%y 2.7%, respectivamente, de 258 canales evaluadas.
HernandezJ) : T
Canales | - Genes para factores de virulencia sélo en una cepa 0157:H7 (stx2+, eaeA+y
etal. hylezz+) y en una no 0157 (sdlo stx1+).
2006 - Frecuencia mayor en meses calientes (5.8%), que en frios (2.3%),
Gallegos MA | - Frecuencia del 66.66% (0157:H7) por PCR.
Canales etal. - Sélo el 0.111% de las muestras de bovino presentd los genes para 0157 y H7
2009 mas los 3 factores de virulencia buscados (stx1, stx2, eae).
- Mayor frecuencia de STEC y 0157:H7 al usar Separacién Inmunomagnética
(IMS), (15.83 y 15%, respectivamente) que al usar plaqueo directo (5 y 3.33%,
Amézquita- respectivamente).
Animales vivos Lépez et al. - Serotipos de cepas STEC no 0157: O111:H8, O8:NT, 08:H19, 0146:H21,
2012 0146:H8, O15:NT, 020:H4, 073:H4, O73:NT, O168:NT y O75:H8 (el mas
prevalente). 85% de estas ehxA +, sélo 10.8% eae +.
- Frecuencia total de STEC 0157:H7 de 5.4%, STEC no 0157 de 7.1%.
Pérez- Escherichia coli genérica (como marcador) en el 96% de las canales tras el
Canales Montafio JA et | lavado final en concentraciones de 1.5 a 4 log UFC/cm?.
al. 2012
Animales vivos, Narvdez-Bravo | Frecuencias de E. coli0157:H7 en piel (11.7%) que en heces (5.2%), en corrales
canales, pielesy etal. (2%) y canales (0.53%).
superficies 2012 Estacionalidad significativa (P<0.05), mas aislamientos en verano.

Carne molida

Gdémez-Aldapa
CAetal 2013

- Frecuencia del 10% E. coli 0157:H7.

- Predominio de falsos positivos con los kits VIP Gold y REVEAL.

- No se hallaron cepas portadoras de los genes de virulencia stx1 y stx2; y sélo
una fue positiva para eae.
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3.5 Salmonella spp.

Salmonella spp. es un bacilo Gram negativo, oxidasa negativo, no esporulado,
anaerobio facultativo, generalmente con motilidad mediada por flagelos peritricos,
productor de acido sulfhidrico, no fermentador de lactosa ni sucrosa. Es el agente causal de
la salmonelosis, una de las ETAs de reporte mas comun en el mundo (CDC, 2013; OMS,

2015).

El género Salmonella sdlo cuenta con dos especies: S. bongori y S. enterica. Esta
ultima es subdividida a su vez en 6 subespecies: enterica, salamae, arizonae, houtenae, e
indica. Cabe destacar que la mayor parte de los casos clinicos corresponden a S. enterica
subespecie enterica. Para esta ultima se emplea la clasificacién de Kauffmann-White-Le
Minor, basada en la serotipificacion de los antigenos O (somatico), H (flagelar) si existe (S.
Pullorum y S. Gallinarum carecen de este), y ocasionalmente el antigeno capsular Vi (de
“virulencia”, esencial en el caso de S. Typhi) (SSNISM, 1934). Con esta clasificacion,
actualizada regularmente, se tienen alrededor de 2579 serotipos (Weill FX et al. 2007). En

cuanto a los antigenos somaticos (O) existen dos tipos (APHL, 2006; Gyles CL et al. 2010):

- Los antigenos de Grupo O son los principales para determinar el serotipo y son

codificados por la region rfb y estdn presentes en todas las enterobacterias.

- Los antigenos Secundarios (o Ancillary Antigens, en inglés) son codificados por
elementos extracromosomales como fagos o plasmidos y aparecen sdlo en algunos

grupos O especificos. Estos pueden variar en un mismo serotipo.

Para la determinacidon de serogrupos O se emplea el primer tipo. De este,

actualmente se tienen 46 serogrupos, designados por nimeros; aunque anteriormente se

referian con letras (por lo que en la actualidad en ocasiones se expresa el nUmerovy la letra).
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Cabe mencionar que no todas las cepas de Salmonella spp. reaccionan de la misma
manera, ejemplos de estas son las cepas rugosas que no expresan este antigeno y las cepas

altamente mucoides que no permiten su deteccidn.

En el antigeno H igualmente existen dos formas, o fases que se coordinan y tienen
una expresién normalmente excluyente. La fase | es codificada por el gen fliC, que tiene
homoélogos en otras enterobacterias como E. coli. Para esta fase se tienen 8 subfactores
mayores (f, g, m, p, q, s, t, u). Mientras tanto, la fase 2 del antigeno H es codificada por otro

gen, fljB, ubicado en una region especifica del genoma de Salmonella spp.

En total, tomando en cuenta ambas fases, existen 119 variedades de antigeno H de
Salmonella spp. Estas se designan normalmente con letras minusculas salvo las variedades
que llevan ndmeros (como 1,2; 1,5; 1,7; etc. o los antigenos zs,ze, z10, Z15...Z89). Y
tipicamente se manifiesta un antigeno en comun dominante mas un secundario, de modo
que se forman complejos (por ejemplo: g.m; g, m,s; f, g, t; f, g, s; 1,2; 1,5; 1,7; etc.) (APHL,
2006).

Es digno de mencion que existen serotipos o variantes monofasicas, que Unicamente
expresan una de las fases, incluso cuando se esperan dos. Esto puede deberse a mutaciones,
en el caso de serotipos que expresan ambas fases, u ocurrir de manera natural en algunos
serotipos normalmente monofasicos como Enteritidis, Berta y Typhi (SSNISM, 1934; Weill

FX et al. 2007).

Dentro de los serotipos de importancia en Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA) se encuentran: Typhi, Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Dublin,
Montevideo, Braenderup, Derby, Heidelberg, Seftenberg, Ohio, Kingston, Virchow, Rissen,
Hillingdon, Haardt, Newport, Agona, Kentucky, etc. Y reportados como emergentes en los

ultimos afios: Paratyphi A, Anatum, Weltevreden, Othmarschen, London (CDC 2009,2013).
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Cuadro 4. Investigaciones referentes a Salmonella spp. en la cadena de produccion de carne de
bovino en México.

Segmento Autor(es) /Afio Informacidn reportada
Canales Varela-Guerrero | - Salmonella spp. con frecuencia de 8.3%. Serotipos: Typhimurium (48%),Typhi
JAetal 2013 (41%),Enteritidis (4%),No Tipificables (7%)
Canales Herndndez-San Salmonella spp. en canales (14%) y 11% el total del estudio para linea bovina.
Juan S et al. 2007
- Frecuencia en intestinos y carne de res (20.9% y 29.9%, respectivamente).
Animales - Salmonella spp. en cortes varia entre 21.3 y 36.4%
vivos y Zaidi MB et al. - Serot!pos _en carne de res: Anatum (17.7%), Meleagridis (13%), Agona (7.3%)
2008 y Typhimurium (6.85%), Muenchen (2.5%)
cortes - Animales son la principal fuente de salmonelosis en México de acuerdo a
estudios de Electroforesis por Campos Pulsados (PFGE).
- Frecuencia total de Salmonella spp. en carne de res de 54%.
- Frecuencia en carne de res de mercados (94%), carnicerias (91%) y
Cortes Zaidi MB et al. supermercados (23%).
2006 - Serotipos en carne de res: Meleagridis (27.9%), Anatum (16.3%), Reading
(10.6%), Agona (8.7%), Worthington (6.7%), Cerro (5.8%). El 6.3% de muestras
con 23 serotipos, el 15.9% 2 y 31.7% solo uno.
- Salmonella spp. en el 100% de las pieles, 94.1% de heces, 91.2 de linfonodos
mesentéricos, 76.5% de subiliacos, 55.9% de mandibulares y 7.4% de
Animales mediastinicos, con un total en linfonodos de 55.9%.
vivos, Graggetal. - 8 serotipos encontrados: Kentucky (32.2%), Anatum (29.9%), Reading (17.2),
linfonodos y 2013 Meleagridis (12.6%), Cerro (4.6%), Muenster (1.1%), Give (1.1%) y Mbandaka
pieles (1.1%). Con un 4.4% de no tipificables. S6lo Reading se aislé de todos los tipos
de muestra.
- Posibilidad de la entrada transdermal de Salmonella spp.
Cabrera-Diaz E et FreFuenFi? general de 5§.7%. Mads aislamientos (68.;%) en meses calientes.
Carne al Se identificaron 25 serotipos y 8 serogrupos. Los principales fueron: Anatum
molida ' (8.9%), Agona (6.7%), Infantis (6.7%), Havana (5.9%), Typhimurium (5.9%),
2013 Derby (5.2%), Sinstorf (4.4%) y Panama (3.7%).
Cortes Miranda JM et al. | Frecuencia de Salmonella spp. del 15.1% en carne de res. Mayor en tiendas
2009 (21.9%) que en supermercados (9.8%).
- Salmonella spp. se aislé en el 15.5% de canales tras el lavado final. Con mas
aislamientos en temporada de lluvias (22%) que en secas (5.5%).
. ~ - 13 serotipos y 4 serogrupos (identificacion parcial). Estos fueron: Give
Canales Perez-Montano (24.4%), Typhimurium  (17.9%), Infantis (10.3%), Anatum (5.1%),
lAetal. 2012 Bovismorbificans (3.8%), Montevideo (3.8%), Havana (2.6%), Muenster
(2.6%), Enteritidis (1.3%), Livingstone (1.3%), Oranienburg (1.3%), Panama
(1.3%) y Sinstrof (1.3%).
Animales Salmonella spp. total en corral y planta (52.5%). Frecuencia mayor en pieles
vivos, Narvaez-Bravo et | (92.4%), que en heces (46.8%) y canales pre-eviscerado (49%).
canales, al. De 1620 aislamientos se serotipifico el 7.6%, hallandose 10 serotipos: Anatum,
pieles y 2012 Montevideo, Tennessee, Kentucky, Muenster, Give, Reading, Mbandaka,
superficies Meleagridis y Fresno.
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3.5.1 Epidemiologia de Salmonella spp.

En EEUU, entre 2000 y 2008, se estimé 1 milléon de casos anuales por salmonelosis
no tifoideas de origen alimentario, con un estimado de 19,000 hospitalizaciones y 380

muertes anuales (CDC, 2009).

Para el 2011 la estimacidon de casos anuales se mantuvo casi igual con 1,027,561
casos, contribuyendo para el 11% de los casos de ETAs adquiridas en casa, ocupando el
segundo lugar (sdlo tras las infecciones por Norovirus); pero siendo aun la etiologia nimero
uno en causas de hospitalizacién y muertes provocadas por ETAs, con 19,336 y 378 casos
registrados y confirmados para ese aifo (CDC, 2011). Asimismo, la salmonelosis es la
segunda ETA mas frecuente en EEUU (Marler Clark Firm, 2014), siendo el serotipo
Typhimurium el asociado con mayor frecuencia a enfermedades transmitidas por alimentos

(University of Nebraska-Lincoln, 2014).

En EEUU el dltimo brote asociado a carne de bovino ocurrié en 2013, cuando se
reportaron casos debidos a la presencia de Salmonella Typhimurium en carne molida en 6
estados (Arizona, lllinois, lowa, Michigan, Pennsylvania y Wisconsin); con un total de 22
casos y 7 hospitalizaciones. Esto provoco el lamado de cerca de 1050 libras de carne molida

contaminada (CDC, 2013).

En 2012, en EEUU, tuvo lugar otro brote asociado a carne molida contaminada con
Salmonella Enteritidis, mismo que afecté a los estados de Maine, Massachusetts, New
Hampshire, New York, North Carolina, Rhode Island, Vermont, Virginia y West Virginia. Este
brote provocé 46 casos de enfermedad y 17 hospitalizaciones, asi como el llamado de

29,339 libras de carne contaminada (CDC, 2012).

En 2011 se registrd un brote provocado por Salmonella Typhimurium asociada a
carne molida de origen bovino. Este brote afecté a 7 estados, provocando 20 casos de

enfermedad (CDC, 2011).
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En el caso de México, se carece de informacién certera sobre los brotes y serotipos
circulantes. Esto en gran medida se debe a que nuestro pais cuenta con un sistema pasivo
de vigilancia epidemiolégica en el que no se realizan muestreos apropiados ni se logra la
trazabilidad entre fuentes de contaminacidn y casos. A esto, se puede sumar la falta de
busqueda de atencién médica por parte de pacientes con enfermedades diarreicas y la falta
de reporte y seguimiento adecuado para los brotes y casos por parte de las autoridades de
salud. En un estudio efectuado por Zaidi et al. (2008) se ha demostrado que los animales

podrian ser la principal fuente de salmonelosis en el humano en México.

4. Material y métodos

4.1 Plan de muestreo
Para dar cumplimiento al objetivo del trabajo se realizé un plan de muestreo
representativo para 3 etapas de la cadena productiva: heces de los animales
(representativas de los bovinos de engorda en etapa de finalizacién previa al sacrificio),
canales calientes y cortes. Cada etapa se consider6 como un muestreo por separado
puesto que no fue posible tener trazabilidad desde el animal vivo hasta los cortes (debido

a la logistica y tiempos de procesamiento de la planta).

El tamano de muestra para cada etapa a evaluar fue calculado mediante la
formula estadistica para determinar el tamafio de muestra para una proporciéon de una
poblacidn, cuando no conocemos el nimero de elementos en esa poblacién. Esto se

realizé como se muestra a continuacion: (Jekel JF et al. 2007)

_ 1Pxpprg
n=-=%__ -donde:

a2
n= numero de muestra

«?= Valor de Z en una distribucidn normal Zq = 1.96 cuando a = 0.05
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p = proporcion aproximada de la poblacién que presenta la caracteristica

estudiada (si se desconoce se emplea 0.5, como en este caso)

g= proporcién aproximada de la poblacion que no presenta la caracteristica

estudiada (1-p)

d= error o precisidon deseada, que se fijé en 10%

_(1.962)(0.5)(0.5) )
n=_—-_"_"-96 - 100 (se redonded el resultado)

102
De esta manera, se determind un total de 96 muestras por etapa, valor que se

redonded a 100 para un total de 300 muestras en el estudio.

El muestreo se realizé en una empresa integrada verticalmente de manera parcial
(puesto que carece de cria propia) de produccion de carne de bovino, que comprende
desde corrales de engorda hasta la sala de corte. Los animales explotados en la engorda
provienen de 8 estados de la Republica Mexicana (Jalisco, Zacatecas, Tabasco, Chiapas,
Nayarit, San Luis Potosi, Estado de México y Veracruz) y son engordados durante 190
dias en promedio. La empresa fue seleccionada por sus caracteristicas de integracion
parcial (desde engorda hasta cortes), que permiten tener una nocién del flujo de los

patdgenos en la cadena productiva. Los puntos a muestrear fueron los siguientes:

- Canales terminadas antes de refrigeracién: Se empledé la metodologia del
Nationwide Sponge Microbiological Baseline Data Collection del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos de América (USDA-FSIS, 1998) de EEUU con
modificaciones: se muestrearon canales calientes, antes de la refrigeracion y se
empled el agua peptonada de una muestra para la deteccién de ambos patégenos
(E. coli y Salmonella spp.). Se muestrearon medias canales (lado derecho)
empleando esponjas y marcos estériles desechables de 10 x 10 cm? (Meat/Turkey
Carcass Sampling Kit, NASCO®) en tres puntos de la canal (pierna, falda y pecho)

para dar un total de superficie de 300 cm? por canal.
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Fig 1. Toma de muestra de medias canales empleando esponjas y marcos de 10x 10 cm? estériles.

- Cortes mayoristas (Espaldilla, Pierna y Falda): Fueron muestreados antes del
empacado, en la sala de cortes, de manera aleatoria. De igual manera se empled
el método de EEUU utilizando las esponjas y los marcos estériles de 10 x 10 cm?
(Meat/Turkey Carcass Sampling Kit, NASCO®). Se tomd un solo marco por corte
(pierna, falda o pecho), con una superficie total de 100 cm? por muestra (USDA-

FSIS, 1998).

Fig 2. Toma de muestras en sala de cortes. Se seleccionaron cortes provenientes de los tres puntos
gue se muestrearon en canales (pierna, falda, pecho)

- Heces: Debido a los flujos y a la logistica de la planta, se decidié muestrear heces
provenientes de rectos, post-eviscerado. Esto se realizé aprovechando el sitio de
inspeccion oficial colocado en la rampa de eviscerado. Las muestras se tomaron en
este punto (aproximadamente a los 20 minutos de sacrificado el animal). Se
retuvieron momentdneamente los paquetes de visceras, se abrié la ligadura del

rectoy se colectaron las muestras de heces con guantes nuevos de nitrilo, mismos

33



que fueron depositados en bolsas estériles para su posterior procesamiento. En

cada muestra se realizo el cambio de guantes.

Estos puntos fueron seleccionados para dar nocién de la circulacion de los
patégenos en estudio a lo largo del proceso, asi como por cuestiones logisticas, pues se
tratd de no alterar, hasta donde fue posible, el flujo normal de trabajo de la planta. El

esquema de muestreo fue el siguiente:

BACTERIA Muestras

Salmonella spp. 100 100 100

Escherichia coli *100 *100 | -----—-- *k
PUNTOS DE é o 8
MUESTREO 8 S 3

* La concentracion para E. coli fue estimada a partir de la misma muestra tomada con la
esponja. Se tomé parte del medio para procesarlo en placas Petrifilm 3M® ECC (3M,

EEUU).

** Se decididé no muestrear rectos para E. coli, pues todos resultarian positivos con un gran

conteo de esta bacteria; puesto que la misma forma parte de la microbiota normal del

bovino.

Una vez tomadas las muestras, las esponjas fueron selladas en bolsas estériles de
plastico y guardadas en hieleras con geles refrigerantes para su traslado en refrigeracion
al laboratorio de la planta (Fig.3). De los 10 ml de agua peptonada se inocularon por
triplicado agares Salmonella-Shigella (SS) (MCD Lab® PRONADISA-CONDA®, Espana),
tomando 100 pl para inocular cada caja; esto para estimar la concentracidon de
Salmonella spp. viables. Del volumen restante del agua peptonada, de igual forma en
esterilidad, se tomd 1 ml para cada placa rehidratable 3M Petrifilm® E. coli/Coliformes

(3M, EEUU), para estimar la concentracidn de Escherichia coli genérica y de coliformes
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(Fig.4). Tanto las placas de agar SS como las placas Petrifilm fueron incubadas a 37°C por

24 horas en una incubadora bacterioldgica.

Las placas 3M Petrifilm® E. coli/Coliformes fueron revisadas conforme a las
instrucciones del fabricante, a las 24 y 48 horas, para conteos de coliformes y E. coli
totales, respectivamente. Se empled el medio CHROMAgar ECC (CHROMAgar®, Paris,
Francia) para aislar las cepas identificadas en las placas 3M Petrifiim® ECC. Para las
pruebas de identificacidon y caracterizaciéon de los aislamientos se emplearon las cepas

sembradas en el medio TSA.

v.x\\”s:*-_ ; -
Fig 3. Bolsas Yy esponjas empleadas para latoma \ transporte de muestras.

Fig 4. Placas 3M Petrifilm ® ECC empleadas para cuantificacion de coliformesy E. coli.

Para las muestras de heces, se emplearon hisopos estériles para realizar la

siembra directa en medio Salmonella-Shigella.
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En el caso del Agar SS, aquellas colonias con morfologia sugerente de Salmonella
spp. (con produccién de acido sulfhidrico, colonias redondeadas, convexas de borde
regular) (Fig.5) fueron resembradas en medio CHROMAgar Salmonella Plus
(CHROMAgar®, Paris, Francia) para su purificacion y confirmacién. Una vez crecidos en
este medio, los aislamientos puros y confirmados con el medio selectivo y diferencial,
fueron sembrados en agares tripticaseina de soya (TSA) (MCD Lab® PRONADISA-
CONDAZ®, Espafia) para su identificacion. Todas las colonias sugerentes a Salmonella spp.
(productoras de acido sulfhidrico o de coloracion morada en CHROMAgar Salmonella

Plus) fueron recuperadas.

B)

Fig 5. Colonias sospechosas a Salmonella spp. (productoras de acido sulfhidrico) en: A) medio
Salmonella-Shigella, y B) CHROMAgar Salmonella Plus (coloracion morada).

La conservacion de las cepas se realizé de dos modos: primero se elaboraron
indculos de 1 ml tomando colonias frescas y mezclandolas en caldo Infusidn-cerebro-
corazoén (BHI) con 10% de glicerol y se mantuvieron a — 70° C en un ultracongelador. Por
otra parte, se realizd un respaldo de los aislamientos en medio Gelosa Especial, guardado

a temperatura ambiente.
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4.2 Caracterizacion bioquimica

Las cepas obtenidas fueron posteriormente caracterizadas bioquimicamente. (Quinn PJ et

al. 1999; Mc Faddin JF et al. 2004; Scheutz F et al. 2005). Inicialmente fueron evaluadas para

oxidasa y tefidas con Gram.

Para E. coli se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas:

Cuadro 5. Bateria de pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de E. coli

Prueba

Caracteristicas a evaluar

Resultado esperado

Triple Azucar Hierro
(TSI, por sus siglas en
inglés)

Fermentacion de azlcares
(principalmente lactosa), produccién de
acido sulfhidrico (H2S) y produccién de
gas.

Fermentacion positiva (color amarillo), sin
produccién de H2S y con producciéon opcional de
gas.

Acido Sulfhidrico-Indol-
Motilidad (SIM, por sus
siglas en inglés)

Produccién de H:S, motilidad y presencia
de la enzima triptofanasa (Indol)

H2S negativo, motilidad variable, normalmente
positiva (crecimiento observable mas alld del
sitio de inoculacién), Indol positivo (color rojo
con reactivo de Kovacs)

Citrato de Simmons

Utilizacidn del citrato como Unica fuente
de carbono

Negativo (sin cambios)

Urea

Presencia de la enzima ureasa

Negativo (sin cambios)

Rojo de Metilo-Vosges-
Proskauer (RM-VP)

Deteccidn de cepas altas productoras de
acido. Produccién de acetoina a partir de
glucosa

RM: positivo (anillo rojo en superficie)
VP: Negativo (sin cambios)

Malonato-Fenilalanina

Uso del malonato como Unica fuente de
carbono y sulfato de amonio como Unica
fuente de nitrégeno.

Malonato: Negativo; Fenilalanina: Negativo

Gluconato

Capacidad para oxidar el gluconato, unica
fuente de carbono, y degradarlo a 2-
cetogluconato, compuesto  reductor
evidenciado con sulfato de cobre.

Negativo (sin cambios tras hervir con sulfato de
cobre, color azulado)

En el caso de Salmonella spp. las pruebas empleadas fueron las siguientes:
Cuadro 6. Bateria de pruebas bioquimicas empleadas para la identificacién de Salmonella spp.

Prueba Resultado esperado
TSI Fermentacidn negativa, produccion de H:S (precipitado color negro),
sin produccién de gas
SIM Motilidad positiva (salvo Gallinarum y Pullorum), producciéon de H2S,

Indol negativo

Citrato de Simmons

Positivo (coloracién azul)

Urea

Negativo (sin cambios)

RM-VP

RM: Positivo

Malonato-Fenilalanina

Malonato: Negativo; Fenilalanina: Negativo

Gluconato

Negativo (sin cambios)

Presencia de enzimas descarboxilasas de
Aminodcidos (Arginina, Ornitina, Lisina y

Testigo)

del medio)

Normalmente positivos, con algunas variaciones (coloracién morada
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4.3 Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se realizé mediante PCR de punto final, se utilizaron

iniciadores contra secuencias especificas de los genes que se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Genes e iniciadores empleados para la caracterizacién molecular de Salmonella spp. y E.

coli.
, .. Secuencia de Iniciadores Otras
Patogeno Gen Funcion v N\ v . ..
523 caracteristicas
s Gen cromosomal de Salmonella
= invA spp. Codifica para una invasina, 139 Compartido por
v nv. . GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA s
g a (284 pb) necesaria en el proceso practicamente todo el
o .. . ,
§ * () establecimiento de la bacteria en 141TCATCGCACCGTCAAAGGAACC género.
'2 el hospedero.
Glutamato descarboxilasa; enzima
gadA util para mantener un pH gadAl ACCTGCGTTGCGTAAATA Enzima codificada por
(670 pb) | fisiolégico a nivel local. gadA2 GGGCGGGAGAAGTTGATG dos genes virtualmente
(b) Caracterizado como marcado para iguales gadA y gadB (g)
la especie Escherichia coli.
eaeA Intimina; Proteina importante para EAE1:GTGGCGAATACTGGCGAGACT Proteina compartida
(890 pb) | laadhesion, mediante el receptor EAE2:CCCCATTCTTTTTCACCGTCG por los patotipos EPEC
(c) translocado de intimina (Tir). y STEC (con EHEC).
Toxina Shiga 1; una de las toxinas
stx1 eneradas por las cepas de STEC STX1F: ACACTGGATGATCTCAGTGG i .
(582 pb) | & P " ' STXIR:CTGAATCCCCCTCCATTATG | ToXinas del tipo ABs,
Estas pueden presentar ambos por tener una
(c) tipos de toxina o sélo uno. subunidad Ay un
- .
3 stx2 STX2F:GGCACTGTCTGAAACTGCTCC | pentdmero de
g (255 pb) | Toxina Shiga 2 STX2R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG | subunidades B.
< ()
2 .
S STa-F Suele ser la mas
.s estA Toxina Termoestable (ST); Una de CTAATGTTGGCQ;ATETTATTTCTGTA frecuente en
. a- . .
9 (190 pb) | las dos toxinas que pueden AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTA aislamientos ETEC,
(d) hallarse en las cepas ETEC. A estando sola o en
combinacién con LT. (f)
Al igual que ST es
codificada en
eltA Toxina Termolabil (LT); la otra LT-1 plasmidos, salvo las
(132 pb) | toxina que puede hallarse en las AGCAGGTTTCCCACCGGATCACCA variedades LT-Il, que
P quep LT-2GTGCTCAGATTCTGGGTCTC , -
(d) cepas ETEC. han sido reportadas en
ocasiones en
cromosoma. (f)
bfp Pili formador de cimulos (Bundle EP1,CAATGGTGCTTGCGCTTGCT Encontrado en cepas
(324 pb) | forming pilus), participa en la EP2,GCCGCTTTATCCAACCTGGT EPEC tipicas, ausente
(e) adhesion. en atipicas. (f)

(a): Rahn et al. 1992; (b): Mc Daniels AE et al. 1996 ; (c) : DebRoy C et al. 2006 ; (d) : Bisi-Johnson MA et al.,
2011; (e) : Thornieport et al. 1995 ; (f) : Croxen et al. 2013 ; (g) : Grant et al. 2001.
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Se realizaron reacciones de 25ul y se utilizaron los reactivos del Top Tag Master
Mix Kit de la marca QIAGEN®, con las siguientes concentraciones finales: 1.25 Unidades

de Tag Polimerasa, 1.5 mM MgCI?, 1x Buffer para PCR, 200uM de cada dNTP.

Las condiciones empleadas para cada reaccion se resumen en el siguiente cuadro:

Cuadro 8. Condiciones empleadas para las reacciones de PCR

Microorganismo Gen Condiciones*

Salmonella spp. 94°C 3 min, (95°C 30"; 55°C 307; 72°C30°) x 30

ciclos; 72°C 5 min.

95°C 4 min, (94°C 1min; 58°C 1 min; 72°C 1

min.) x 30 ciclos; 72°C 5 min.

eae | Reaccion Doble:

94°C 5 min, (94°C 30°, 56°C 30", 72°C45") x 33

ciclos; 72°C 7 min.

94°C 5 min, (94°C 45", 58°C45"; 72°C45') x 33

ciclos; 72°C 7 min.

estA | Reaccion Doble:

95°C 5 min, (95°C 30"; 60°C 30"; 72°C 30°) x 30

ciclos; 72°C 5 min.

bfp 94°C 5 min, (94°C 1 min; 56°C 1 min; 72°C 1
min) x 30 ciclos; 72°C 7 min.

*Condiciones: Desnaturalizacién inicial; (Desnaturalizacién; Alineamiento; Extension)

por 30 ciclos; Extensién Final.

invA

gadA

stx1

E. coli stx2

eltA

Los productos de amplificacion por PCR fueron procesados por electroforesis en
agarosa (SeaKem® LE Agarose, Lonza, ME, EEUU) al 1 6 2% de acuerdo al peso molecular
de los productos esperados (2% para aquellos productos pequefios, por ejemplo aquellos
de los genes eltA y staA). Los geles fueron corridos a voltaje constante a 80 V por 50
minutos y la visualizaciéon vy digitalizacion de imagenes se realizd en un

fotodocumentador Gel Logic 2200 con el software Care Stream?®.
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4.4 Serotipificacion
4.4.1 Salmonella spp.
Para el caso de Salmonella spp. se empled el método de antisueros de conejo
(Difco™ Salmonella Antisera) con el esquema de Kaufmann-White-Le Minor, para la
asignacion de serotipos, avalado por la OMS y el Instituto Pasteur, en su novena edicién

de 2007 (Weill FX et al. 2007).

Preparacion de antigenos

Las cepas fueron inicialmente sembradas, por la técnica de aislamiento en cultivo
puro, en placas de medio Mc Conkey (Oxo0id®, Reino Unido) . A partir de este medio, se
selecciond una colonia aislada y se resembré en tubos (13 x 100mm con tapdn de rosca)
con agar tripticasa soya en pico de flauta (tubo de trabajo). Estos fueron incubados a
37°C en una incubadora bacteriolégica por 24 horas. A partir de este crecimiento se
trabajaron todas las reacciones necesarias para la serotipificacion.

La obtencion del antigeno somatico (Ag O) se realizé sembrando la cepa, a partir
del tubo de trabajo, en tubos (16 x 150mm) con agar tripticasa soya en pico de flauta.
Estos se incubaron 24 horas a 37°C en una incubadora bacterioldgica. Posteriormente,
se les agregd 10 ml de solucidn salina (8.75g/L), dejando humedecer las colonias. Por
agitacion y con ayuda de un asa microbioldgica estéril, se removié en lo posible, el
crecimiento del tubo, diluyéndolo en la solucidn salina. Esto se recolectd en otro tubo de
16 x 150 mm y se hirvié a 110°C por una hora con vapor fluyente. Una vez hervido y a
temperatura ambiente, se agregd formalina para fijar el antigeno. Esta solucién se
empled para la determinacidn de antigenos somaticos.

Inicialmente se probaron los antigenos somaticos con antisueros Poli Ay Poli B, y
contra factores: 02, 04, 05, 09, 06,7, 06,8 (C3), O8 (C2) y O7 (C1). Posteriormente, y en
caso de ser necesario, fueron confirmados con sueros contra otros factores o

combinaciones de estos.
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Para el antigeno H o flagelar, se realizd la siembra en medio semisélido de
Colindale adicionado con Infusién-Cerebro-Corazén (BHI), en tubos de 16 x 150 mm con
una varilla de vidrio en su interior. Estos fueron inoculados por picadura con asa en el
interior de la varilla de vidrio y posteriormente incubados a 37°C por 24 horas. Tras este
periodo, los cultivos que presentaban motilidad fueron resembrados en caldo BHI e
incubados nuevamente a 37°C por 24 horas. El caldo ya crecido fue fijado con formalina
y homogenizado. Esta solucién se empled para la determinacién de los antigenos
flagelares de fase |.

Se inicio con el esquema comercial de Spicer-Edwards (Salmonella H Antiserum
Spicer-Edwards, BD Difco®) como prueba tamiz, mas antisueros Poli H, L, EN e [;
realizandose posteriormente las pruebas confirmatorias para cada cepa.

La induccién de fase Il del antigeno flagelar se realizé empleando medio
semisolido (con base de caldo casoy con nitrato de potasio y agar-agar) con presencia de
anticuerpos contra la fase | del antigeno H (Fig.6). Este medio se sembré por picadura y
se incubé a 37°C por 24 horas, para posteriormente, recuperar, de la region mas
periférica, una asada y transferirla a caldo Infusién-Cerebro-Corazoén (BHI, por sus siglas
en inglés). Posteriormente, el caldo se fijo con formalina y se volvidé a evaluar mediante
al igual que la fase | con el esquema de Spicer-Edwards mas Poli H, EN, L e I. Aquellas
cepas que presentaban cambios con respecto a las reacciones de fase | fueron evaluadas
con sueros especificos dependiendo de la reaccidn de Spicer-Edwards obtenida. (Cuadro

9)

Fig 6. Medios semisélidos para induccion de antigenos flagelares de Salmonella spp. de fase Il
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Cuadro 9. Posibles resultados para el esquema de Spicer-Edwards para la identificacién de
antigenos flagelares de Salmonella spp.

Sueros Spicer-Edwards

Factores Ag H 1(2(3|4
A + |+ |+ -
B + |+ |-+
C + |+ |-]-
D + |- |+ +
eh + |- | +]|-
Complejo G + - |-+
| + |- -
K - |+ |+ +
R -+ -]+
Y -+ -] -
Z - |- |+ +
Complejo 24 - - | 4] -
210 - l-]-]+
229 - |+ -

4.4.2 Escherichia coli

Para E. coli, se usé el esquema de Kaufmann-Orskov-Scheutz, que considera 174
antigenos O distintos (aunque suelen evaluarse con varios de Shigella spp., dado el
parentesco entre estas bacterias) mas 53 antigenos H (Kauffmann F, 1946, 1947; Orskov
F et al. 1984; Scheutz F et al. 2004).

Preparacion de antigenos

Los antigenos somaticos de E. coli fueron preparados de la misma manera
descrita anteriormente para Salmonella spp. Posteriormente, estos fueron desafiados
en placas de 96 pozos (Nunc®), contra sueros de conejo especificos para los 174
antigenos O de E. coli y los siguientes antigenos de Shigella spp.: Dysenteriae 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 84a,8b,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, Flexneri 1a, 1b, 2a, 2b, 33, 3b, 43, 4b, 53, 5b, 6,
1037, x,y; Boydii 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20; Sonnei
1, 2; 29733, 44037, 49766, 56836, 64474, 108308, 108414, 110538, 112198 y 117308.

Las cepas positivas a uno o varios antigenos de este esquema fueron desafiadas

nuevamente con diluciones del mismo antigeno (dobles seriadas: 1:100, 1:200, 1:400,
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1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400). Posteriormente, el titulo obtenido se compard a los
titulos obtenidos con antigenos de cepas de referencia y, de alcanzar un titulo
semejante, se consideraban positivos. Tras este paso, se confirmaba cada antigeno
positivo empleando sueros puros especificos (obtenidos por procesos de absorcidn con
otros antigenos), empleando de igual forma diluciones (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600, 1:3200). Del mismo modo, se comparaban los titulos de la cepa evaluada con los
obtenidos con cepas de referencia para determinar o descartar su positividad.

Los antigenos flagelares de E. coli fueron preparados inoculando, a partir del tubo
de trabajo de TSA, medios semisélidos Colindale en tubos de 16 x 150 mm con una varilla
de vidrio en su interior. Estos se sembraron por picadura con asa recta en el interior del
tubo y se incubaron a 31°C por hasta 21 dias, con revisiones periddicas. Aquellos cultivos
que desarrollaron el flagelo fueron sacados de la incubacién, resembrados en caldo
biotriptasa e incubados a 31° C por 24 horas. Este caldo fue fijado con formalina y esta
solucion se empled para evaluar los antigenos flagelares. Para esto se emplearon placas
de 96 pozos (Nunc®).

Se empled el mismo método que con los antigenos flagelares para comprobar la
positividad a los antigenos flagelares: inicialmente se usaron diluciones dobles seriadas

con sueros iniciales y posteriormente se realizaron diluciones con sueros puros.

Clasificacion por filogrupos

Para las cepas de E. coli se realizé la clasificacion en grupos filogenéticos mediante
PCR, empleando la técnica vigente de Clermont et al. (2013), misma que consiste en una
reaccion de PCR cuadruple inicial, contra los genes arpA, chuA, yjaA y TSPE4.C2; mas un
PCR duplex adicional en caso de obtener resultados sugerentes de filogrupos E y C,
dirigido hacia una variante alélica del gen arpA (especifica del grupo E) o bien una
variante alélica del gen trpA (especifica para el grupo C), mds un control interno dirigido

para el gen trpBA.
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Las reacciones se llevaron a cabo directamente, a partir de colonias frescas
crecidas 24 horas en agar tripticasa soya (TSA).

Para las reacciones cuadruples se empled el reactivo Multiplex PCR Kit (QIAGEN®,
EEUU) con reacciones ajustadas a 25ul: 12.5 Master Mix, 1ul de cada iniciador (para el
caso de arpA, chuA, yjaA) y 1.5ul para TSPE4.C2, mas el volumen restante para 25ul de
agua libre de nucleasas.

Para las reacciones de confirmacion de los grupos E y C, se empled la misma
reaccion a 25ul con 1ul de iniciadores para arpAgpE mas el control interno trpBA, en el
caso de grupo E; o iniciadores para trpA mas el control interno trpBA, para el grupo C.

Las condiciones empleadas se muestran a continuacion (Cuadro 10).

Cuadro 10. Condiciones para las reacciones del método de Clermont para grupos filogenéticos.

PCR Condiciones

Cuadruple | 94°C x 4 min; (94°C x 30s, 58°C x 30s, 72°C x 30s) x 30 ciclos;
72°C x 5 min.

Grupo E 94°C x 4 min; (94°C x 5s, 57°C x 20s, 72°C x 45s) x 30 ciclos;
72°Cx 5 min.

Grupo C 94°C x 4 min; (94°C x 5s, 58°C x 20s, 72°C x 45s) x 30 ciclos;
72°C x 5 min.

*Condiciones: Desnaturalizacion inicial; (Desnaturalizacién; Alineamiento;
Extension) por 30 ciclos; Extensidn Final. (Clermont O et al. 2013)
Los productos de amplificacion por PCR fueron procesados por electroforesis en
agarosa (SeaKem® LE Agarose, Lonza, ME, EEUU) al 2%, corriendo a voltaje constante a
80 V por 50 minutos. La visualizacion y digitalizacion de imagenes se realizé en un

fotodocumentador Gel Logic 2200, con el programa Care Stream®.
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Fig 7. Controles y estandarizaciéon del PCR cuadruplex para establecer grupos filogenéticos
de E. coli. De izquierda a derecha, Gel 1. Carril 1: Marcador de peso molecular; 2: Cepa de
referencia E. coli K12; 3: EHEC*; 4. EPEC*; 5. ETEC*; 6. EAEC*; 7. Control de Reaccién (sin
ADN). Gel 2. Carril 1: Marcador de peso molecular (100bp), 2-10: Cepas E. coli que ya
contaban con caracterizacién previa por filogrupos (F, B1, B2, A y C). *Cepas empleadas
como controles provenientes de aislamientos clinicos provenientes del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, previamente caracterizados bioquimicamente con el equipo
VITEK2 (Biomérieux®), por factores de virulencia y para grupos filogenéticos con la
clasificacion anterior de Clermont (2000).
4.5 Analisis de Datos

Se calculd la frecuencia para ambos patdgenos y la concentracién en el caso de E.
coli, asi como la frecuencia por serotipo en general y por etapa de la cadena produccién.

En el caso de las placas 3M Petrifilm® se convirtieron los valores a log UFC/cm? tanto para

coliformes como para E. coli.

5. Resultados

De las 300 muestras obtenidas en total (200 empleadas para detectar ambos
patogenos: E. coli y Salmonella spp; y 100 de heces sélo empleadas para detectar
Salmonella spp.) se logré un total de 86 aislamientos, 41 de Salmonella spp. y 45 de
Escherichia coli. Sélo una de las muestras positivas presentd la coexistencia de ambos
patégenos, una proveniente de canales. A continuacidn se presentan los resultados para

cada uno de ellos:
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5.1 Salmonella spp.
La frecuencia mas alta se observd en heces con un 35%, mientras que en canales y

cortes la frecuencia fue menor al 5%, como se ilustra a continuacion en la Figura 8.

Heces Canal Cortes
Fig 8. Porcentaje de muestras positivas a Salmonella spp. conforme su origen (n= 100 por
tipo de muestra).

5.1.1 Caracterizacion

Todos los aislamientos fueron caracterizados con las pruebas bioquimicas, descritas
anteriormente, y molecularmente, mediante la deteccion por la técnica de PCR, del gen
especifico invA. (Fig 9.) Todos los aislamientos (41) fueron determinados como
pertenecientes al género Salmonella spp. por PCR. Para las pruebas bioquimicas 39
aislamientos presentaron el perfil clasico de para el género Salmonella spp., mientras que
2 aislamientos mostraron ciertas diferencias: una muestra proveniente de canales negativa
a aminoacidos y negativa a Acido Sulfhidrico (H2S) en SIM (no asi en TSI); y una cepa
proveniente de heces, negativa a ornitina y lisina, asi como a la produccién de acido

sulfhidrico.
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Fig 9. Ejemplo del proceso de confirmacion molecular de cepas sospechosas de Salmonella
spp. mediante PCR con la deteccién del gen invA (288 pb). Marcador de Peso Molecular 100
pb. Aquellas cepas con amplificacion de productos de mayor peso molecular que el
esperado fueron descartadas como negativas a Salmonella spp.

5.1.2 Serotipificacion

De los 41 aislamientos obtenidos se lograron serotipificar, empleando serologia
convencional con sueros de conejo y con el esquema de White-Kaufmann-Le Minor, 29
cepas correspondientes al serotipo Montevideo, 3 Newport y 2 Reading, como se puede
observar en la Figura 10. El serotipo Montevideo, junto con cepas no tipificables, fue
hallado en los tres tipos de muestras (heces, canales y cortes), mientras que Newport y
Reading sélo se hallaron en heces. Esta distribucidn de los serotipos por origen de muestra
se ilustra en la Figura 11.

Siete aislamientos no fueron tipificables, 2 no presentaron reactividad a ninguno de
los sueros empleados, mientras que 5 fueron tipificados sélo parcialmente (se identifico el
Antigeno H), pues presentaban un Antigeno O rugoso. De estas cepas, una solo mostré fase
| con reactividad al factor i, mientras que en 4 cepas se logré la identificacion de ambas
fases del antigeno flagelar: 3 aislamientos mostraban la férmula OR: e,h: 1,2 ; mientras que
uno mostraba la férmula OR: e,h: 1,5.

Todos los aislamientos correspondientes al serotipo Montevideo fueron
monofasicos para el Antigeno H y se pudieron encontrar dos subgrupos, diferenciados por

la presencia o ausencia del factor p en sus formulas antigénicas. Veintidds aislamientos
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Montevideo tuvieron la férmula 6,7: g, m, s: - mientras que sélo 6 aislamientos, todos
provenientes de heces, presentaban la férmula 6,7: g, m, p, s: -, siendo predominante la

ausencia del factor p.
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Fig 10. Frecuencia de serotipos identificados en los aislamientos de Salmonella spp.

(n=41)
Serotipo
B mMontevideo
ENewport
[CINo tipificable
30 BMReading
20

Frecuencia absoluta

PN

1
Canal Cortes

Procedencia
Fig 11. Distribucién de serotipos de Salmonella spp. de acuerdo al origen de muestra. (n=
100 en cada tipo de muestra).
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5.2 Escherichia coli

Se obtuvieron 45 aislamientos con las siguientes frecuencias: 34/100 en canales,
11/100 en cortes (5/34 en pecho; 3/33 en falda y 3/33 en pierna). Todos los aislamientos
sospechosos a Escherichia coli (en CHROMAgar ECC y Placas Petrifilm) fueron confirmados
molecularmente por PCR, empleando al gen gadA como marcador para esta especie. Un
ejemplo de la identificacién molecular para E. coli se muestra en la Figura 12. Aquellas cepas

gue no presentaban gadA fueron descartadas.
5.2.1 Caracterizacion

Del total de aislamiento (45) 41 cepas mostraron un fenotipo, por pruebas
bioquimicas, concluyente para esta especie. 4 aislamientos presentaron caracteristicas
atipicas, pese a haber sido confirmadas molecularmente como Escherichia coli. Estas
fueron: 3 cepas provenientes de canales, lentas fermentadoras de la lactosa, indol negativas

y una cepa, también de canal, positiva a citrato, malonato y celobiosa.
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Fig 12. Ejemplo del proceso de confirmacion molecular de cepas sospechosas de Escherichia
coli con la deteccion del gen gadA, con peso molecular de 670 pares de bases, mediante
PCR. Marcador de Peso Molecular 100 pb. Aquellos aislamientos, como los carriles 14,15,
20, 22 y 24, negativos a este marcador, fueron descartados como negativos a E. coli.
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5.2.2 Concentracidn (Placas 3M Petrifilm)

Las frecuencias y concentraciones halladas mediante el empleo de las placas 3M Petrifilm

E. coli/ Coliformes ®para coliformes, presentes en cortes y canales, fueron de 0.437 y 0.497
log UFC/cm?, con frecuencias del 64.94 y 99% de positivos, respectivamente (como se
muestra en el Cuadro 11 y en la Gréfica 1); mientras que las concentraciones reportadas
para Escherichia coli fueron de 0.012 log UFC/cm?, en canales y 0.329 log UFC/cm? en cortes,
con 41 y 10.97% de positivos, respectivamente (como puede apreciarse en el Cuadro 12 y

la Gréfica 2).

Cuadro 11. Frecuencia de coliformes encontrada en Cortes (en general y por tipo de corte)
y en Canales detectadas con placas 3M Petrifilm® ECC.

COLIFORMES

Muestra N Positivos

Pecho 34 70.58%

Falda 33 45.45%

Cortes
Pierna 33 78.78%
Total 100 64.94%
Canales 100 99%

50



0.6—

0.5+

o
S
|

Medias Coliformes log UFC/cm2
o o
Y ?

0.1+

0.0+

Cortes

Canales

Tipo de Muestra

Grafica 1. Medias de las concentraciones de coliformes presentes en cortes y canales, 0.437

y 0.497 log UFC/cm?, respectivamente, con errores estandar con intervalo de confianza al

95%.

Cuadro 12. Frecuencia de E.coli hallada en Cortes (general y por tipo de corte) y canales

detectadas mediante las placas 3M Petrifilm® ECC.

Escherichia coli

Muestra N
Pecho 34
Falda 33
Cortes
Pierna 33
Total 100
Canales 100
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Grafica 2. Medias de las concentraciones de E.coli encontradas en canales (0.012 log
UFC/cm?) y cortes (0.329 log UFC/cm?), con errores estdndar en un intervalo de confianza
del 95%.
5.2.3 Serotipificacion

De 45 aislamientos confirmados, se logré identificar, mediante el esquema de
Kaufmann-Orskov-Scheutz, a un total de 31 aislamientos, de manera parcial (sélo un
antigeno) o total (antigenos O y H), como se muestra a continuacion en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Distribucion de aislamientos serotipificados (parciales y totales) de E. coli, segun origen
de la muestra. Entre paréntesis se muestra el porcentaje de cepas serotipificadas, parcial o
totalmente, de acuerdo al origen

Total de aislamientos de E. coli | 45
Serotipificadas 31
(parcial o totalmente) [100%]
22
5 Canales (70.96%]
o 1
= )
S g Pierna [3.22%]
g » 5
2 5
‘:n: Pecho [16.1%]
fa) 3
Falda [9.67%]
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Se logré identificar 21 serotipos distintos (tomando en cuenta a tres cepas que
mostraron un Antigeno O rugoso). Los serotipos y su frecuencia por sitio se muestra en el
Cuadro 14.

Cuadro 14. Frecuencia y distribucidn de serotipos parcial o totalmente identificados de E.
coli en el total de aislamientos.

Sitio Serotipos Cantidad
028ab:NM |1
OR:H30 3
OR:H32 1
01:H6 3
0113:NM 1
0154:H21 1
0156:NM 1
1
1
1
5
1
1
1

Canal 0166:H21
032:NM
06:NM
08:NM
08:H19
08:H2
08:H21
TOTAL 22
OR:H32
TOTAL
0124:NM
0O71:NM
Pecho [B] [071:H12
08:H8
TOTAL
07:H39
Falda[F] [071:H12
TOTAL

=

Pierna [R]

W NP R[NP [P =

Del total de aislamientos, con base en el serogrupo, el 42.22% (19 aislamientos) no

fueron tipificables (para 5 cepas sélo se obtuvo el Ag H). Los serogrupos mas frecuentes
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fueron, por orden: 08 (20%), 071 (11.11%) y el serotipo O1:H6 (6.67%). El total de

serogrupos aislados con su frecuencia se muestra en la Grafica 3.

20,00%
08

42,22%

11,11% 0?
071

2,22%

2,22%
07 ] 06

o1 [2.22%
2&;.2322#" 1028ab)| 2 22%;

/ /n::nﬁrjf
2.22%
2,22% / /0124
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0154 | | [2.220] L O1
0113

Grafica 3. Frecuencia de serogrupos hallados en los aislamientos de E. coli.

5.2.4 Evaluacion de factores de virulencia

En ninguno de los aislamientos fue posible detectar factores de virulencia asociados
a STEC, EPEC o ETEC (stx1, stx2, eae, bfp, eltA y estA). Pese a que la mayoria de los
serogrupos hallados se encuentran asociados a estos patotipos, los aislamientos
encontrados carecian de factores de virulencia. En la Figura 13 se aprecian ejemplos de la
ausencia de factores de virulencia en los aislamientos obtenidos, con la deteccién de cada

uno de ellos en las cepas control.
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Fig 13. Ejemplos de la detecciéon de factores de virulencia en aislamientos de E. coli. A)
Reaccion de PCR duplex para eae/stx1 de 890 y 582 pb, respectivamente (EPEC, STEC). B)
Reaccién para bfp, de 324 pb (EPEC). C) Reaccidn para stx2, de 255 pb (STEC). D) Reaccién

duplex para estA y staA de 190 y 132 pb, respectivamente (ETEC). Marcador de peso
molecular 100 pb.
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5.2.5 Grupos filogenéticos

En la Figura 14 se muestran ejemplos del proceso de discriminacién para las cepas.
Aquellas cepas que en la primera fase eran determinadas como filogrupo A/C o D/E

requirieron de una segunda etapa de seleccidn con otra reaccidn, mostrada en la Figura 15.

Los filogrupos predominantes fueron el A y el Bl, con 60% y 26.67%,
respectivamente. También se hallaron miembros de los grupos C y D, en menor medida,

mientras que el grupo B2, no se encontrd. Las frecuencias de estos se observan en la Grafica

4.

Fig 14. Ejemplo de la caracterizacion de los grupos filogenéticos de los aislamientos
mediante la clasificacién de Clermont, por PCR de reaccidon cuadruple. Filogrupo A: arpA+,
chuA-, yjaA-, TSPE4.C2-; Filogrupo B1: arpA+, chuA-, yjaA-, TSPE4.C2+; Cepas A/C (requieren
confirmacidn con un segundo PCR, ver siguiente figura): arpA+, chuA-, yjaA+, TSPE4.C2-.

56



Fig 15. Reaccién suplementaria con iniciadores especificos para filogrupos E y C. Carriles 1-
4: cepas confirmadas como D, al obtenerse el producto del control interno trpBA de 489 pb,
que descarta al grupo E. Carril 5: Marcador de peso molecular (100 pb). Carril 6: Cepa
confirmada como grupo C, tras la amplificacion del gen trpA con el alelo especifico del
filogrupo. Carril 7: Cepa confirmada como grupo A, tras amplificarse Unicamente el control
interno trpBA de 489 pb, que descarta al grupo C. Carril 8, control de reaccion sin ADN.

Filogrupo
A
EB1
[lc

[lb

[Ju

Grafica 4. Distribucidon de grupos filogenéticos de los aislamientos de Escherichia coli.
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Grafica 5. Asociacidn entre serogrupos y grupos filogenéticos de los aislamientos de E.coli.

6. Discusion

6.1 Salmonella spp.

- 41 cepas de Salmonella spp. confirmadas por PCR, sélo 39 por pruebas

bioquimicas

La deteccidn de 2 cepas mas mediante métodos moleculares corresponde, sin duda,
a su mayor especificidad y sensibilidad para la deteccidon de agentes, pues el PCR funciona
a partir de la presencia de moléculas de ADN que contengan la secuencia blanco, mientras
las pruebas bioquimicas requieren al organismo en estado metabdlicamente activo y en
cantidad suficiente para detectar metabolitos (Viljoen Gl et al. 2005). Adicionalmente, se ha
demostrado que existe una gran variacion en las caracteristicas fenotipicas de las bacterias
al evaluarse mediante pruebas bioquimicas convencionales (Barrow Gl et al. 1993; Quinn
PJ et al. 1999). Ejemplo de esto son las discrepancias entre las subespecies de Salmonella

spp. o incluso, entre diferentes variedades de S. entérica subsp. enterica, o bien, la
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presencia de cepas fermentadoras de lactosa, incluso ya en ganado bovino (Mc Donough PL
et al. 2000) Para el caso del HzS, desde hace tiempo se ha reportado la existencia de cepas
negativas en el género Salmonella spp., pese a considerarse la produccién de este
metabolito como una marca bioquimica distintiva del género (Wilson WJ, 1948; Olitzky et
al. 1956). Por otra parte, la presencia de este tipo de cepas en las cadenas productivas
también ha sido descrita; por ejemplo Lin D et al. (2014) encontraron que 33 (40.2%) de 82
aislamientos de Salmonella spp., provenientes de 114 muestras de pollo y 204 de cerdo,
fueron negativas a la produccién de 4cido sulfhidrico. Adicionalmente, en el 42% de estas
cepas H2S (-) se reportd la presencia del marcador spvC, gen correspondiente con el
plasmido de virulencia de Salmonella spp. asociado a cepas que provocan salmonelosis no

tifoidea, mismas que se asocian a origenes animales (Derakhshandeh A et al. 2013).

Esta evidencia muestra que las cepas de Salmonella spp. negativas a la produccion
de acido sulfhidrico estan reportadas como presentes en las cadenas de produccion de pollo
y cerdo; hecho que sugeriria también su presencia en la cadena de produccién de carne de
bovino, en la que es frecuente aislar Salmonella spp. La presencia de este tipo de cepas
podria deberse al empleo de diversos quimicos como desinfectantes en las mismas plantas.
Se sabe que la exposicion a algunos de estos, como el hipoclorito de sodio, en ciertas
condiciones, pueden seleccionar cepas H2S negativas, como lo demostrado por Lannigan R
y Hussain Z (1993), quienes lograron generar, in vitro y a partir de una cepa aislada de una

herida, cepas de Salmonella Typhimurium negativas a la produccién de acido sulfhidrico.

Adicionalmente, se tienen reportes de casos clinicos provocados por este tipo de
cepas. En China, se ha reportado un aumento en la frecuencia de una variante atipica de
Salmonella entérica serotipo Seftenberg, H2S negativo, en casos clinicos (Yi S et al. 2014),
mientras que Albert MJ et al. (2014) han reportado el aislamiento de una variedad de
Salmonella enterica serotipo Kentucky ST 198 no productora de acido sulfhidrico, aislada de

un paciente junto con la variedad HzS (+). Esto ha puesto en consideracién a este tipo de
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aislamientos, pues podrian estar implicados en materia de Salud Publica e Inocuidad

Alimentaria.
- Frecuencia Salmonella spp.

En el presente estudio se encontrd una frecuencia total para Salmonella spp. del
13.6% para todas las muestras. Como era esperado, la mayor frecuencia se presentd en las
heces (35%), con subsecuentes reducciones en las canales (4%) y cortes (2%). Dicho
fendmeno puede explicarse por los pasos del proceso y por las distintas intervenciones que
se realizan en la planta como los lavados con agua a presion, la aplicacion de vapor a las

canales y el “trimeo” o corte de zonas sucias de la canal.

De los estudios realizados en México la mayoria muestra resultados para un solo
punto o etapa de la cadena de produccion, lo que limita la comparacién de resultados. Por
ejemplo, Hernandez-San Juan S et al. (2007) reporté una frecuencia general del 8.3% en un
estudio en canales, personal, utensilios y aguas de un rastro de bovinos, teniendo una
frecuencia en canales del 23%; mientras que Varela-Guerrero JA et al. (2013) han reportado
una frecuencia total del 11%, trabajando con canales de rastro municipal. En otros
ejemplos, en cuanto a los puntos de venta, el estudio de Zaidi MB et al. (2006), reporta una
54% de frecuencia total en cortes de bovino en Yucatan, describiendo diferencias
significativas de acuerdo al origen de la muestra (mercado, carnicerias o supermercado;
siendo estos ultimos los de menor frecuencia); mientras que, el realizado por Cabrera-Diaz
et al. (2013), reporta una frecuencia general del 56.7% en carne molida en Jalisco. Esta
heterogeneidad en las condiciones de los estudios en México, en los que se emplean
métodos diferentes con sensibilidades variables, asi como en el enfoque a sélo un sector de
la cadena dificulta el andlisis de la informacion disponible para cada patégeno a lo largo de

la cadena productiva.

Pocos son los estudios en México que se han realizado tomando en cuenta la cadena

completa de produccion, destacando entre estos el estudio de Narvaez-Bravo CA et al.
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(2012), quiza el mas completo realizado hasta la fecha. Este estudio muestra frecuencias
generales para Salmonella spp. del 52.5%, tras haberse evaluado la frecuencia individual en
pieles (92.4%), canales calientes (49%), canales tras 24 horas de refrigeracién (24.8%),

corrales (55.6%) y heces (46.8%).

En todos los reportes sobre México se registran frecuencias siempre mayores al 10%,
sin importar si son estudios enfocados sélo a un punto de la cadena productiva (como
cortes, canales, animales vivos); siendo mucho mas frecuente hallar frecuencias cercanas al
50%. La informacidn anterior sugiere que la frecuencia general encontrada en este estudio
es baja, con respecto a lo publicado por la mayoria de los reportes sobre el tema en nuestro
pais (lo que podria ser influenciado por las diferencias de sensibilidad en las metodologias
empleadas), pero es alta comparada a otros paises como Estados Unidos, Irlanda, Inglaterra

y Bélgica (Roades JR et al. 2009).

Adicionalmente, cabe mencionar que la frecuencia hallada de Salmonella spp. fue
alta pese a que se empled un sistema de siembra directa en medios selectivos. Este tipo de
sistemas se ha empleado ya en estudios sobre la cadena productiva de carne de bovino con
éxito, aunque se considera que su sensibilidad es menor a la lograda con el empleo de un
enriquecimiento previo (Brichta-Harhay DM et al. 2007); de modo que es probable que la
frecuencia de Salmonella spp. fuese aun mayor con el uso de métodos con enriquecimiento
en medios selectivos. No obstante, el método empleado permitié aislar y caracterizar un
numero considerable de cepas, por lo que la informacién asi obtenida fue de utilidad en

relacion con los objetivos.

- Serologia: Predominio de un serotipo de Salmonella spp. ¢Problema local?

é¢metodologia empleada?

Se encontré una alto predominio, no esperado, de un solo serotipo, siendo
Salmonella Montevideo el 70.73% (29/41) del total. Los otros serotipos identificados fueron

Newport y Reading con el 7.32% (3/41) y 4.88% (2/41) del total, respectivamente. 7
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aislamientos no fueron tipificables. Considerando el hecho de que la planta estudiada
adquiere sus animales en 8 estados diferentes de la Republica Mexicana, con distancias
geograficas considerables y de productores no emparentados comercialmente, se esperaba
encontrar una gama diversa de serotipos de Salmonella spp. Adicionalmente y en apoyo a
lo anterior, existe una gran variacidon en los principales serotipos reportados en la cadena
productiva de carne de bovino de acuerdo a la regién. Por ejemplo, Pérez-Montafio JA
(2012), trabajando en plantas en el estado de Jalisco reportd, como los serotipos mas
prevalentes de Salmonella spp. los siguientes: Give (24.4%), Typhimurium (17.9%), Infantis
(10.3%) y Anatum (5.1%), mientras que Cabrera-Diaz E et al. (2013) reportaron, en plantas
del mismo estado, los siguientes serotipos como los mas prevalente en su estudio: Anatum
(8.9%), Agona (6.7%), Infantis (6.7%), Havana (5.9%) y Typhimurium (5.9%). Para el Estado
de México (cabe mencionar que en rastros municipales) se ha descrito a Typhimurium
(48%), Typhi (41%) y Enteritidis (4%) como los principales serotipos hallados (Varela-
Guerrero JA, 2013). En el estado de Yucatan, Zaidi et. al. (2006) reportd en carne de
mercados a los serotipos Meleagridis (27.9%), Anatum (16.3%), Reading (10.6%) y Agona

(8.7%) como los mas frecuentes.

Por su parte, en el estudio de Narvaez-Bravo CA et al. (2012), en el Norte del pais
(no se especifica el estado) se hallaron a Anatum, Montevideo, Tennessee, Kentucky.
Muenster, Give, Reading, Mbandaka, Meleagridis y Fresno (a partir del 7.6% que fue
serotipificado del total de aislamientos) como los serotipos mas frecuentes. En otro estudio
realizado en plantas de nuestro pais se reportaron Kentucky (32.2%), Anatum (29.9%),
Reading (17.2%), Meleagridis (12.6%) y Cerro (4.6%) como los principales serotipos
encontrados (Gragg SE et al. 2013).

En el estudio realizado por Gutiérrez-Cogco L et al. (2000) sobre los serotipos de
Salmonella spp. identificados por los servicios de salud del pais se encontré que, de los
aislamientos obtenidos de muestras no humanas, los serotipos mas prevalentes fueron

Derby, Anatum, Agona, Typhimurium y Enteritidis.
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Con base en la evidencia anteriormente presentada, no se esperaba el dominio de
un solo serotipo en una planta que recibe animales de diversas regiones geograficas del
pais, puesto que en ninguno de los estudios citados se observa una frecuencia tan elevada
como la encontrada en el presente estudio para un serotipo (70.73%). El predominio tan
claro del serotipo Montevideo podria ser debido a problemas locales en los corrales de
engorda, donde dicho serotipo podria ser enzodtico, siendo preservado en suelos, forrajes

o residuos de heces, e infectando al ganado nuevo que llegase al lugar.

Por otra parte, se ha descrito bien la presencia de animales infectados con
Salmonella spp. capaces de actuar como “super diseminadores”, en un fendmeno similar al
ampliamente descrito en los humanos infectados con S. Typhi, de los cuales el 1-6% se
vuelve portador y diseminador del patédgeno (Gopinath S et al. 2012; Vogelsang TM et al.
1948). Estos animales se definen, en estudios hechos en ratén, como animales infectados
con S. Typhimurium que diseminan sobre 108 UFC/g heces, condicidn que puede variar de
acuerdo al hospedador y al serotipo de Salmonella spp. (Gopinath S et al. 2012). En el bovino
se tiene estudiado este fendmeno con modelos de infeccidn por S. Typhimurium y S. Dublin.
Para el primer serotipo, se ha reportado la excrecién del patégeno por hasta 71 dias post-
infeccion, sin haberse caracterizado el nivel de diseminacidon (Gopinath S et al. 2012);
mientras que para S. Dublin, se ha descrito la diseminacion de 103-10° UFC/g heces por largo
tiempo de hasta 400 dias (Wray C et al. 1981). Asi como el mismo fendmeno se ha reportado
para E.coli 0157:H7, S. Dublin en ganado bovino, S. Typhimurium en ganado bovino, en
pollos y en cerdos y en S. Enteritidis, S. Gallinarum en pollos; no se descarta que lo mismo
ocurra con otros serotipos de Sa/monella spp. (Van Immerseel F et al. 2004; Williams Smith
H et al. 1980; Rigby CE et al. 1978). De este modo, la presencia de un animal “stper
diseminador” en el corral de engorda podria explicar la persistencia y predominio de un solo
serotipo en la planta estudiada. El estudio de este tipo de animales y su comportamiento,
en hatos de nuestro pais, es un area de oportunidad para la investigacién futura, que
permitiria elucidar la dinamica de la transmision cruzada de Salmonella spp. entre el ganado

y los productos cdrnicos.
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Otra posibilidad es la seleccién de serotipos mediante los medios empleados en este
estudio. Se ha descrito que tanto los medios de enriquecimiento como los selectivos
pueden ejercer presiones de seleccidon en el tipo de cepas o serotipos aislados de una
muestra. Al tener la presencia de dos cepas distintas en una muestra, la metodologia
empleada para su aislamiento podria favorecer el crecimiento de una en particular,
cubriéndose asi la presencia de la otra. Gorski (2012) demostré que en el enriquecimiento
con Rappaport-Vassiliadis (RV) y variedades del mismo, se lograban patrones distintos de
dominio de serogrupos de Salmonella spp., siendo los grupos C1 (06,7), C2 (06,8) y E
(03,10; 01,3,19) los predominantes (hasta un 90% del cultivo a partir de RV). Asimismo, ella
describid una variacion de hasta 2 log en la densidad final de cada cepa, pese a iniciar el
estudio en condiciones de igualdad para cada cepa y serogrupo. (Singer RS et al. 2009;
Gorski L, 2012). En un estudio en cerdos, Rostagno MH et al. (2005) demostraron que el
método usado para detectar Salmonella spp. en heces naturalmente contaminadas

generaba diferencias en los serotipos aislados de una misma muestra.

Dentro de los aislamientos pertenecientes al serotipo Montevideo se hallaron, de
manera interesante, y de acuerdo a la fase | del antigeno flagelar, dos variedades de cepas.
La férmula antigénica para el serotipo Montevideo es I. 6,7,14: g, m, [p], s: [1,2,7]. Todas las
cepas encontradas fueron monofasicas, mostrando la mayoria la férmula: 1. 6,7: g m, s: - ;
mientras que algunas cepas mostraron adicionalmente la presencia del factor p, teniendo
porformulal.06,7:g,m,p, s: -. Este hecho sugeriria que podria tratarse de dos poblaciones
distintas del mismo serotipo; sin embargo, estudios mas detallados tendrian que llevarse a

cabo para responder a esta pregunta.

Respecto al serotipo predominante, Montevideo ha sido reportado con frecuencia
como circulante en el pais a nivel de heces, corrales y pieles (Narvdez-Bravo CA et al. 2012),

en canales (Pérez-Montafio JA et al. 2012), asi como en cortes.

Los otros serotipos identificados también han sido también reportados con

anterioridad como presentes en la cadena de produccién de carne de bovino. Por ejemplo,
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S. Reading fue reportado en varios puntos de la cadena (Narvaez-Bravo CA et al. 2012), en
carne (cortes) en el estado de Yucatan por Zaidi et al. (2006) y en linfonodos por Gragg S et
al. (2013); adicionalmente, se reportd junto con Montevideo en distintas etapas (canales,
linfonodos y heces), mediante el empleo de tipificacion por la técnica de electroforesis en
campos pulsados (PFGE, en inglés) (Ayala D et al. 2013), y en carne molida en el estado de
Jalisco por Cabrera-Diaz E et al. (2013); mientras que el serotipo Newport fue hallado en
intestino de ganado bovino (asi como de casos clinicos y subclinicos de humano) en el

estado de Yucatan (Zaidi MB et al. 2008).

Adicionalmente, los 3 distintos serotipos hallados en este estudio fueron reportados
por Gutiérrez-Cogco L et al. (2000) en su estudio sobre serotipos de Salmonella spp.
identificados por los Sistemas de Salud en México. En su andlisis de 24,394 cepas de
Salmonella spp., aisladas entre 1972 y 1999, encontrd los mismos 3 serotipos hallados en
nuestro estudio, tanto en muestras no humanas (alimentos, agua y muestras ambientales)
como en los aislamientos clinicos de humano; esta situacion sugiere que estos serotipos son
de importancia clinica y de Salud Publica, ademas de que pueden estar fuertemente
vinculados a origenes animales (tras ser hallados en agua, alimentos y el medio ambiente).
Sin embargo, es necesaria la realizacién frecuente de estudios nacionales sobre los
serotipos de Salmonella spp. circulantes, pues esto genera informacién sobre los serotipos
dominantes y de mayor importancia en el pais, aquellos que son emergentes o exdticos,
ademads de dar indicios de su dindmica entre la poblacién humana, animal y el medio

ambiente.

- 7 aislamientos de Salmonella spp. no tipificables

De los aislamientos de Salmonella spp. obtenidos, 7 (17.07%) fueron considerados
como no tipificables (categoria donde se incluyeron los aislamientos parcialmente
tipificados), principalmente por la presencia de antigenos somaticos (AgO) rugosos, mismos
que dificultan evaluar las reacciones antigeno anticuerpo o que suelen presentar mayor

cantidad de reacciones cruzadas. No parece haber un porcentaje estandar de este tipo de

65



cepas, pues los estudios varian. Por ejemplo, en el estudio realizado por Cabrera-Diaz E et
al. (2013), se obtuvieron 2 cepas no tipificables y 34 parcialmente identificadas para un total
de 36 cepas de 135 (26.67%) combinando las categorias. En contraste, Gragg S et al. (2013)
reportaron sélo un 4.4% de cepas no tipificables, mientras que Varela-Guerrero JA et al.
(2013) hallaron sélo un 7% en esta categoria. En el presente estudio se obtuvieron 2 cepas
no tipificables y en 5 parcialmente identificables (en las que sdlo se logré identificar al
antigeno flagelar). De estas 5, en 4 casos se identificé la férmula OR: e,h: 1,2 ; mientras que
uno mostro la férmula OR: e,h: 1,5. Sin embargo, esta informacidon es muy limitada para
estas cepas, pues las combinaciones obtenidas pueden coincidir con varios serotipos. Por
ejemplo, las cepas OR: e,h: 1,2 podrian coincidir con serotipos como Ferruch (08), Kottbus
(06,8), Waedenswil (09,46), Muenster (03.{10},{15}{15,34}), Saboya (016), etc. (Weill F et
al. 2007). El estudio y vigilancia continuos de los serotipos circulantes en los animales y la
cadena productiva es de gran importancia para establecer patrones de comportamientos
del patdégeno, sus reservorios y su transmisidn. Es necesario que se establezcan sistemas de
vigilancia para Salmonella spp. en México, donde se pueda detectar a varios niveles

(incluidos los serotipos) las cepas circulantes en hatos, alimentos y pacientes del pais.
- Relacion entre cepas

La presencia de un serotipo dominante sugiere que los aislamientos podrian tener
un mismo origen (por ejemplo en el corral de la planta) y por tanto, estar relacionados entre
si. Asimismo, la presencia de dos variedades, de acuerdo a la serologia, de cepas
Montevideo (con y sin factor p) podria sugerir de igual forma, la presencia de dos ramas del
mismo serotipo. Sin embargo, para establecer este tipo de relaciones hace falta realizar otro
tipo de pruebas como la Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés)
o el Analisis de Secuencias Multilocus (MLST, por sus siglas en inglés). Estas pruebas
permitirian conocer si los aislamientos de Montevideo son clonales o estan emparentados,
o bien, tienen origenes diversos. Lamentablemente, se cuenta con muy poca informacidn

sobre esto, en la revisidn bibliografica para este estudio se hallaron pocos trabajos sobre la
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tipificacion y clonalidad de aislamientos de Salmonella spp. en México. De estos, destaca el
realizado por Ayala D et al. (2013) que tipificaron aislamientos de heces, linfonodos y
canales de bovino en México mediante PFGE. Este estudio, alin no publicado como articulo,
mostré que existe una alta concordancia entre los serotipos y los patrones obtenidos por
PFGE en los aislamientos (90.3%), halldndose también gran variedad inter e intra-serotipos.
Ademas, este estudio encontré que Kentucky era el serotipo mas clonal, con todas sus cepas
mostrando patrones indistinguibles; mientras que Muenster era el mas diverso, con 11
subtipos hallados. Otros estudios son los realizados por Zaidi MB et al. (2008, 2012), que
han demostrado la asociacién de cepas de origen animal y alimentario con casos clinicos,
destacando su investigacién realizada en la comunidad rural de Buctzotz en el Estado de
Yucatdn, México, en la que logrd vincular claramente, mediante PFGE, la transmisién de
cepas de origen animal y/o alimentario con casos clinicos y subclinicos de salmonelosis. Los
patrones obtenidos de los aislamientos clinicos y subclinicos eran indistinguibles de
aquellos con origen en animales y alimentos. En este estudio se reporté a S. Agona, S.
Typhimurium y S. Enteritidis como los principales serotipos presentes. Este tipo de
informacién, aplicada a un contexto nacional, tendria gran importancia para la
epidemiologia local e incluso global, asi como para conocer el proceso de incorporacién de
Salmonella spp. a la cadena de produccidn, su evolucién y poseer herramientas mas eficaces

para vincular casos clinicos con las fuentes de contaminacion.
6.2 Coliformes

Es comUunmente aceptado que el analisis cualitativo de bacterias indicadoras puede
proveer informacion util para predecir, en cierto grado, la probabilidad de contaminacién
con un patdégeno. Es por esto que las bacterias coliformes (enterobacterias rdpidas
fermentadoras de la lactosa) son empleadas como marcador para contaminacion de origen

fecal en la industria.

Para el caso de Salmonella spp. se han realizado estudios donde se prueba que existe

correlacién entre la presencia/ausencia de coliformes con la ausencia del patégeno en una
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misma muestra, habiéndose incluso propuesto el uso de conteos de coliformes como
indicadores predictivos para la presencia de Salmonella spp. por el beneficio econdmico y
de tiempo que esto tendria para la industria. Sin embargo, esta medida no ha sido adoptada
por la presencia de muestras negativas a coliformes pero positivas para Salmonella spp. y
por el riesgo que representaria dejar de registrar directamente la presencia de un patégeno
tan importante y cuya dispersién puede tener serias consecuencias (Ruby JR et al. 2009).
Este tipo de asociaciones también es aplicable, en cierta medida, a Escherichia coli, pues
esta bacteria es el miembro prototipico de las bacterias coliformes, ademas de estar
también asociada su presencia a los conteos de mesdfilos aerdbicos totales de una muestra

(Siragusa GR et al. 1998; Baylis C et al. 2011).

En términos generales, los resultados sugieren que el corral de engorda es el sitio
con mayor frecuencia para Salmonella spp. en los puntos evaluados de la cadena productiva
de carne de bovino. Sin embargo, es en este sitio en donde menos intervenciones se llevan
a cabo en la produccion de carne. Si bien, es notoria la disminucién de Salmonella spp.
conforme avanza la cadena productiva, las medidas de reduccion de patégenos desde las
primeras etapas de la produccién, aunadas a las intervenciones realizadas en etapas mas
tardias, podria asegurar una frecuencia mucho mas baja del patégeno en los productos que
llegan al consumidor. La exploracion de medidas de reduccion de patégenos desde los
corrales, asi como del proceso de diseminacion de los mismos (por ejemplo presencia y
dinamica de los animales “sUuper diseminadores” en el pais), seria de gran utilidad para la

inocuidad de los productos carnicos.
6.3 Escherichia coli
- Identificacion Bioquimica

Conforme a lo esperado, la gran mayoria de los aislamientos mostré resultados
tipicos para E. coli en las pruebas bioquimicas, siendo sélo 4 cepas las excepciones. De estas,

3 coinciden con un mismo serotipo asociado previamente a APEC y a UPEC, O1:H6, cuyo
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perfil bioquimico suele ser variable y normalmente fermentadoras lentas de la lactosa
(como las cepas halladas en el presente estudio) (Ibarra-Valencia MA et al. 2013). Mientras
que la ultima presentd reacciones atipicas no consideradas para la especie como citrato +,
malonato + (Barrow Gl et al. 1993; Scheutz F et al. 2005). Si bien, debe tomarse en cuenta
que E. coli es una especie con una muy alta variabilidad fenotipica, habiéndose reportado
cepas “atipicas” desde hace décadas. Ejemplo de esto son los reportes de cepas de E. coli
productoras de acido sulfhidrico reportadas por Lautrop H et al. (1971) inicialmente y
confirmadas por Layne et al. (1971) como un fendmeno dependiente de material
extracromosomal en esas cepas. Asimismo, Washington JA |l et al. (1976) describieron una
enterobacteria con las caracteristicas de E. coli pero capaz de utilizar al citrato como Unica
fuente de carbono, misma que fue reportada como inclasificable para la época (pues no se
disponia de medios moleculares como los de hoy en dia). Otro ejemplo, es la descripciéon de
grupos asociados a E. coli que presentaban un biotipo positivo a malonato y a citrato, que
actualmente conforma a uno de los biotipos de la especie E. blattae, identificada en
intestino de cucarachas Blatella spp. (Burgess NRH et al. 1972). De esta manera, es probable
que exista un pequefio porcentaje de cepas con variantes fenotipicas en poblaciones de E.
coli, obstaculo que puede ser sorteado en la actualidad mediante el empleo de técnicas
moleculares, como en el presente estudio en el que todos los aislamientos fueron

confirmados como E. coli molecularmente mediante PCR.
- Concentraciones en canales y cortes

La concentracidn de coliformes fue constante en canales y cortes, con promedios de
0.497 y 0.437 log UFC/cm? respectivamente, un fendmeno esperado; sin embargo, la
concentracidon para E. coli fue mayor en el caso de los cortes (0.329 log UFC/cm?) en
contraste con las canales (0.012 log UFC/cm?). Esto podria explicarse por el manejo que
recibe la canal hasta llegar a los cortes. Como ejemplo de este, estd el hecho de que las
canales que salen de las cdmaras hacia la sala de cortes entraban en contacto con la misma

persona, quien movia las canales. Al usar los mismos guantes y utensilios para desplazar
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todas las canales, podria haber un cimulo de residuos, mismo que podria llevar a la
contaminacion o el incremento de la carga microbiana de los cortes. Adicionalmente, la
temperatura de la sala de cortes en ocasiones alcanzaba los 8° C, temperatura que podria

permitir el crecimiento microbiano.
- La mayoria de las cepas no fueron tipificables por serologia

Un 39.58% de los aislamientos de E. coli no fue completamente tipificable por
serologia convencional. Estas dificultades para tipificar se han reportado ya en estudios con
cepas de origen animal (Comunicaciéon personal, Dr. Armando Navarro, Facultad de
Medicina, UNAM) y pueden deberse a distintas causas. Una de ellas es la presencia de un
antigeno O rugoso (OR), en el cual hay una ausencia de cadenas laterales del polisacarido,
lo que evita su adecuado reconocimiento por los anticuerpos especificos. Por otra parte, se
cree que podrian existir grupos O desconocidos en las cepas animales, pues normalmente
las cepas de referencia empleadas para elaborar los sueros especificos son de origen

humano.

Otro punto de consideracién es la presencia de cepas con alta produccion de acido
colanico. Este, es un polisacarido extracelular (polimero de glucosa, galactosa, fucosa y
acido glucurdnico con grupos acetato y piruvato) (Sutherland IW, 1969), que ha mostrado
proveer de proteccién a las bacterias durante su vida fuera del hospedero, tanto en la
formacion de biopeliculas como en condiciones de desecacién. Recientemente, se ha
asociado la produccion de este polisacarido a la proteccién contra el suero y sus
componentes que presentan las cepas de E. coli extraintestinal (EXPEC) (Miajlovic H et al.
2014). La presencia abundante de 4cido coldnico y otros polisacaridos extracelulares (como
la celulosa bacteriana 1,4-B glucano y el polimero 1,6-B-N-acetilglucosamina , PGA), a parte
del LPS, podria “enmascarar” a los antigenos O de una cepa, evitando el correcto
reconocimiento del mismo con los anticuerpos especificos. Este tipo de moléculas es muy
frecuente y se ha descrito tanto en cepas patégenas como en comensales de E. coli; y tiene

diversas funciones en la interaccion bacteria-ambiente, desde la adhesion entre bacterias y
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a superficies hasta la formacién de biopeliculas y capsulas. Se han descrito 4 grupos de estos
componentes en E. coli, el 1 y 4 suelen asociarse a aislamientos que provocan cuadros

intestinales, mientras que el 2 y el 3 se asocian mas a cepas ExPEC (Ferrieres L et al. 2007).

Sobre las cepas parcialmente identificadas, aquellas en las que sélo se logré
determinar uno de los dos antigenos, se pueden deber a la presencia de antigenos OR,
explicada antes ya, o bien, a la ausencia de motilidad. Desde hace tiempo se han reportado
cepas de E. coliinmoviles (Matsumoto H et al. 1967), en cepas que incluso pueden contener
el locus necesario para la expresion del antigeno H. Investigaciones recientes explican la
regulacion del flagelo de E. coli en distintos ambientes, sabiéndose ahora que, durante el
periodo de transicion hacia la formacién de una biopelicula, la expresidén del flagelo se
reduce hasta anularse por completo (Guttenplan SB et al. 2013). Este hecho explicaria
también la presencia de cepas inmdviles en carne y otros sustratos presentes en plantas de

alimentos, donde comuUnmente se ha reportado la formacién de biopeliculas.
- Serogrupos de E.coli asociados a patotipos

En el presente estudio no se encontraron cepas patogenas de E. coli (que llevaran
genes para factores de virulencia correspondientes a los patotipos STEC/EHEC, EPEC y
ETEC). Sin embargo, la serotipificacion de las mismas reveld la presencia de serotipos
frecuentemente asociados con los patotipos STEC/EHEC y ETEC. Esto coincide con algunos
estudios como el de Varela-Hernandez JJ et al. (2006), quien obtuvo 146 aislamientos con
serogrupos asociados a STEC (0157 y no 0157), obteniendo sélo dos cepas con presencia
de factores de virulencia, a pesar de que en este estudio se emplearon métodos mas

sensibles como la Separacion Inmunomagnética y la posterior deteccidn molecular por PCR.

La ausencia de marcadores para STEC en el presente estudio podria deberse a las
caracteristicas intrinsecas de la cria y sistemas de engordas del pais. Dentro de estas, la
dieta y el tiempo de engorda podrian ejercer cierta presion de seleccién en las cepas

presentes en los bovinos listos para rastro. En la planta en estudio se promedia un periodo
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de 190 dias para la etapa de engorda, mientras que en el pais el promedio oscila entre los
90 y los 120 dias. Tanto en la media nacional como en el rastro en estudio, el grano en la
dieta no constituye el ingrediente principal (FMVZ-UNAM, 2012). En contraste, los Estados
Unidos promedian engordas de 3-6 meses (90-180 dias) en etapa de finalizacion, con dietas
con alto contenido en grano (entre 70 y 90%), pudiendo llegar hasta los 250 (incluso mas)
dias de engorda (Beef USA, 2014; Cattlemen’s Beef Board and National Cattlemen’s Beef
Association, 2014), de igual forma, en Canadd se promedian 200 dias de engorda (OMAFRA,
2010), también con alto contenido de grano. Esta diferencia podria explicar la menor
frecuencia de cepas STEC, incluidas las 0157:H7, en México, en comparacién con EEUU y
Canada. Se sabe que una dieta alta en grano provoca incrementos de hasta 1000 veces en
las poblaciones de E. coli del bovino, ademas de seleccionar cepas resistentes a ambientes
acidos (lo que facilita su ingreso al tracto digestivo humano, haciendo a estas mas propensas
a generar infecciones) lo que incrementa asimismo la posibilidad de acarrear alguna cepa
patogena. Adicionalmente, se ha logrado reducir la carga, hasta 1000 veces, de E. coli
genérica y de cepas resistentes a condiciones acidas evitando el ayuno previo a la matanza
y empleando dietas de heno por 5 dias antes del sacrificio de los animales (Diez-Gonzalez F
et al. 1998; Russell JB et al. 2000). La dieta, aunada al mayor tiempo de engorda empleado
en EEUU, podria estar favoreciendo un incremento en la poblacion general de E. coli y
ejerciendo una presion de seleccién sobre ciertas cepas, algunas de ellas patégenas; esto
explicaria la menor frecuencia de cepas STEC en México como 0.53% en canales y 5.2% en
heces para 0157:H7 (Narvaez-Bravo CA et al. 2012). Un tiempo de engorda mayor, utilizado
en EEUU para lograr un mayor marmoleo, cualidad altamente apreciada en el mercado,

permitiria a este tipo de seleccion actuar de manera mas evidente que en México.

Por otra parte, la ausencia de cepas STEC también podria verse influenciada por los
ya descritos fendmenos de estacionalidad para este tipo de cepas, pues las muestras fueron
tomadas en las ultimas semanas de septiembre, mes en que el fotoperiodo empieza a
acortarse (Edrington TS et al. 2006; Sperandio V et al. 2003). Asimismo, la edad de los

animales también podria jugar un papel. Ejemplo de esto es la asociacion que se tiene entre
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una mayor presencia de cepas STEC conteniendo el gen eae y los animales jovenes de 4 a 8
meses. Esto podria tener implicaciones en los procesos de seleccion de cepas con

determinados factores de virulencia (Blanco M et al. 2004).

Respecto a la presencia de E. coli 0157:H7, el presente estudio se encontraba
limitado para su deteccién, que normalmente requiere una metodologia especial (como
empleo de medios SMAC, enriquecimientos con telurito de potasio, separacién
inmunomagnética, etc.), ya que el disefio empleado pretendia detectar cepas STEC en
general, por ser estas mads diversas y prevalentes en el ganado bovino que 0157:H7;
habiéndose aislado mas de 400 serotipos distintos de STEC de esta especie (Blanco M et al.
2004; Bettelheim KA, 2007). De tal forma, estaba dentro de las expectativas el que no se

haya detectado su presencia.

Los serogrupos mas frecuentes fueron 08, O71 y el serotipo O1:H6, asociados
extensamente a ETEC, EHEC y APEC/UPEC, respectivamente. Aunque practicamente todos
los serogrupos hallados han sido asociados a patotipos ETEC o STEC/EHEC, de importancia
en enfermedades transmisibles por alimentos. El serogrupo predominante dentro de los
aislamientos tipificables fue 08, que ha sido ampliamente asociado a ETEC. Wolf MK (1997)
menciona en su revision de reportes de ETEC en mas de 15 paises, a O6 y a 08 dentro de
los serogrupos mas frecuentemente reportados para este patotipo. Ambos fueron hallados
en el presente estudio junto con otros también asociados como 07 y 0166 (Mc Connell
MM et al. 1989; De Boy JM 2" et al. 1980; Hamond Regua-Mangia A et al. 2004; Peruski LF
et al. 1999; Danbara H et al. 1988). Adicionalmente, Wolf MK (1997) encontré que el
serogrupo O8 es capaz de coexistir con una gran variedad de antigenos H, no estando
asociado a alguno en particular. Esto explica la diversidad de serotipos encontrados en este
estudio: 08:H8, 08:H21, 08:H19, 08:H2 y 08:NM; habiéndose reportado H21 como uno de

los antigenos flagelares mds comunes en cepas ETEC.

Por otra parte, en una revision sobre cepas STEC no 0157 en el mundo en animales,

alimentos y humanos, realizada por Bettleheim KA (2007), aparecen todos los serogrupos

73



hallados en el presente estudio (salvo O1) reportados como STEC no O157. Los grupos 06,
08, 0113 y 0156 aparecen dentro de los principales, habiendo sido reportados cuando
menos 30 veces en la literatura; por su parte 032, 039, 071, 028, 0154, 0166 y 0124
aparecen en el listado con menos de 30 reportes en la literatura. Con esto, se puede concluir
que varios de los serogrupos hallados podrian estar asociados a varios y no sélo a un
patotipo, lo que incrementaria las posibilidades de los mismos de incorporar algin factor

de virulencia.

En esa misma revision, se realiza una asociacidon fuerte de los serotipos 08:H19,
principalmente y 08:H21 como los serotipos STEC no 0157 mas frecuentes pertenecientes

a 08. Ambos serotipos fueron hallados en el presente estudio (Bettelheim KA, 2007).

Sobre los otros serotipos hallados en el presente estudio, se encontraron 071,
0156, 0154 y 0113 como plenamente asociados con cepas enterohemorragicas (EHEC)
(CDC, 2012c; De Moura C et al. 2012; Bettelheim KA et al. 2005; Monaghan et al. 2011), sélo
un serogrupo asociado a EIEC y en ocasiones a EHEC, 0124 (Chearty T et al. 1983; Gomes-
Oliveira M et al. 2008) y 3 aislamientos con el serotipo O1:H6, asociado a UPEC en humanos
y a APEC, patdgeno de las aves (lIbarra-Valencia MA et al. 2013; Ewers C et al. 2004; Dho-
Moulin M et al. 1999). La presencia de serotipos asociados a STEC ha sido reportado desde
hace tiempo tanto en animales sanos como en enfermos, asi como en alimentos
(Montenegro MA et al. 1990; Parma AE et al. 2000). También se sabe que el bovino es
reservorio de estas cepas, siendo capaz de albergarlas sin mostrar signologia clinica, gracias
a poseer receptores modificados para la toxina (isoformas distintas de Gb3) y procesarla de
manera distinta, logrando llevarla a los lisosomas para su destruccién (Elaine Hoey DE et al.
2003). El becerro pareciera ser el principal reservorio de cepas STEC eae+, lo que abre la
posibilidad de que la edad del animal juegue un papel importante en la frecuencia de cepas

STEC (Blanco M et al. 2004).

Sobre la cepa 0113:NM aislada, asociada a STEC/EHEC, también cabe mencionar que

este serotipo es el mas frecuente en cepas STEC pertenecientes al serogrupo 0113,
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habiéndose reportado que las cepas 0113:NM, al evaluarse su genotipo para fliC (gen
codificante de la flagelina) corresponden a 0113:H4 y no a 0113:H21, los dos siguientes

serotipos por orden de frecuencia (Bettelheim KA et al. 2007).

La mayoria de los serotipos asociados a STEC aislados de bovino corresponden con
los serotipos de STEC asociados a enfermedad humana (Blanco JE et al. 2004). Se tiene poco
estudiado el papel que podrian jugar las cepas de estos serotipos que no son portadoras de
genes asociados a factores de virulencia; si bien, no se pueden descartar por su potencial

para adquirir estos factores con mayor facilidad.
- Filogrupos

Los filogrupos obtenidos para los aislamientos concuerdan completamente con lo
reportado, habiendo un predominio claro de los grupos A (60%) y Bl (26.67%),
comunmente reportado para aislamientos animales (Clermont O et al. 2011; Carlos C et al.
2010). De manera adicional, se encontrd una cepa perteneciente al grupo C (del serogrupo
071) y 3 pertenecientes al D (serotipo O1:H6). Estas podrian ser de interés, pues tanto el
serogrupo 071 como el filogrupo C han sido asociados a cepas EHEC de origen animal (CDC
2012c; Clermont O et al. 2011); mientras que el serotipo O1:H6 podria ser de importancia
pues se ha reportado tanto como patégeno animal, catalogado como el patdgeno aviar
APEC (Avian Pathogenic E. coli) asi como patégeno humano, estando ligado al patotipo
uropatogénico (UPEC, Uropathogenic E. coli) (Ibarra-Valencia MA et al. 2013; Ewers C et al.
2004, Dho-Moulin M et al. 1999). La presencia de cepas como estas circulando en la cadena
de produccién de alimentos podria tener implicaciones en la salud publica e incluso en la

de otras especies. Sin embargo, son pocos los estudios disponibles al respecto.

Escobar-Paramo et al. (2004) clasifican a los factores de virulencia de E. coli en 3

tipos mayores:
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a) aquellos capaces de instalarse y expresarse en fondos genéticos distintos de E. coli, como
aquellos asociados a enfermedad crénica leve, como la diarrea del viajero provocada por

EPEC o aquellas patologias por EAEC y DAEC.

b) factores que llegan a distintos fondos genéticos, pero que, asociados a una patologia,
suelen tener una preferencia por un fondo genético (como los factores de virulencia

asociados a enfermedad extraintestinal).

c) Factores de virulencia que requieren de un fondo genético particular para instalarse y
expresarse; estos suelen ser los factores asociados con enfermedad severa y aguda, como
las provocadas por las toxinas LT y ST de ETEC o las toxinas STX1 y STX2 de EHEC, ambos

patotipos, frecuentes en alimentos.

Las cepas obtenidas en este estudio muestran serotipos y grupos filogenéticos
propicios para la adquisicién de factores de virulencia de ETEC y EHEC, considerados dentro
del tercer grupo y de alta relevancia en materia de alimentos. Al ser necesario un fondo
genético particular para llevar a cabo la incorporacion y expresion de factores de virulencia,
el hecho de tener los serotipos vy filogrupos adecuados para su insercién circulando en la
cadena de produccion de carne de bovino, debe ser considerado como una factor adicional
de riesgo; pues cualquiera de estas cepas podria adquirir, expresar y posteriormente
diseminar factores de virulencia, generdandose asi cepas patdgenas. Este hecho se ha
evidenciado al analizar cepas patégenas de origen animal y humano, habiéndose
encontrado que, para aquellas que provocan enfermedades intraintestinales, existe un
fondo genético comun vy suelen estar filogenéticamente emparentadas, siendo imposible
distinguir el origen humano o animal de las mismas (Clermont et al. 2011). Aunado a esto,
los factores de virulencia de ETEC y STEC se encuentran presentes en elementos altamente
moviles como los plasmidos para ETEC (transferibles facilmente por conjugacion) y los
bacteriofagos (para STEC). En estos ultimos, se ha reportado ya su presencia en alimentos,
aguas y heces de animales incluso sin la presencia de cepas STEC, lo que supone un riesgo

aun mayor de que cepas con el fondo feno y genotipico adecuado incorporen las toxinas
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Shiga (Martinez Castillo A et al. 2014; Oot RA et al. 2007; Hallewell J et al. 2014). Hace falta
estudiar el impacto que tendria el ingreso de una cepa o de elementos portadores, con
factores de virulencia en poblaciones genética y fenotipicamente adecuadas para
incorporar dichos elementos. Esto permitiria entender mejor las dindmicas de generacion

de cepas patdgenas y la dispersidn de factores de virulencia.
7. Implicaciones y recomendaciones

En general, los resultados de este trabajo demuestran que el 4drea de corrales es el
principal reservorio de Salmonella spp, lo que genera una gran presién para las
intervenciones que se aplican en rastro, las cuales se podrian ver rebasadas por las altas
frecuencias del patdgeno en los animales vivos. Al respecto, seria conveniente estudiar
posibles intervenciones contra este patégeno a nivel de corral, que es donde menos se
realizan a pesar de ser el origen del problema. Por ejemplo, la evaluacién de la frecuencia
de Salmonella spp. en los becerros que se compran para la engorda, el manejo de animales
enfermos y sospechosos, asi como la evaluacién de posibles reservorios del patdgeno
dentro de la misma granja (ej. silos, graneros, pastos, depdsitos de agua y bebederos) y la

limpieza y desinfeccion periddica de las distintas areas de la granja y corrales.

Otra opcidn es el uso de bacteriéfagos y/o probidticos. Los primeros se encuentran
disponibles de manera comercial para el control de E. coli 0157:H7 y otras STEC, con los
gue se han observado reducciones de >1 log UFC en la piel de bovinos tras una hora de
incubacion (Elanco, 2015). Por su parte, algunos probidticos han demostrado ser efectivos
en la reduccién de E. coli 0157:H7 y Salmonella spp. (Loneragan GH et al. 2005). Finalmente,
se han desarrollado algunos trabajos para evaluar la efectividad de la vacunacion (Bioniche
Life Sciences, 2008; Cox E et al. 2014; Epitopix, 2014; Trent Fox J et al. 2009) y del uso de
aditivos quimicos inhibidores de estos patdgenos en la dieta de los animales (FSRIO-USDA,

2014; Smith D, 2005; Edrington TS et al. 2009)
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Ademas de las intervenciones con potencial para el control de patégenos en granja,
seria conveniente realizar estudios moleculares sobre la clonalidad de las cepas aisladas.
Esto permitiria establecer los posibles origenes de las cepas dominantes y dado que un solo
serotipo domind ampliamente en el estudio, determinar si todos los aislamientos
correspondientes al mismo comparten un mismo origen o estan emparentados; o bien, si

tienen diversos origenes (lo que sugeriria distintos sitios de proveniencia).

Por ultimo, en materia de legislacion debe considerarse el cimulo de informacion
cientifica sobre las condiciones en México para reestructurar las normas vigentes,
principalmente aquellas que regulan a Salmonella spp. en canales y cortes. La legislacion
actual contempla una politica de tolerancia cero para este patdgeno, hecho que debiera ser
reconsiderado. En contraste, legislaciones de paises desarrollados contemplan margenes
de aceptacién de canales y cortes positivos, dado que la presencia del patdégeno en la

cadena productiva es alta.
8. Conclusiones

En este estudio se comprobd que el bovino es un importante reservorio de serotipos
de Salmonella spp.y E. coliy que las intervenciones que se aplican en rastro logran disminuir
notablemente la presencia de ambos patégenos, mas no anularla completamente. Lo
anterior implica un peligro latente de diseminacién de estos patégenos, a través de la carne,
a lo largo de la cadena productiva. De ahi la importancia de realizar estudios posteriores
sobre los factores fenotipicos y genéticos que condicionan la colonizacién del bovino por

ambas bacterias, para una gestion mas eficiente de los riesgos.

El predominio de Salmonella Montevideo observado en este estudio evidencia la
importancia de realizar futuras investigaciones a nivel molecular, que permitan profundizar
sobre los factores genéticos que determinan la colonizacién de bovinos por serotipos

especificos de este patdgeno.
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Aparentemente, la incidencia de cepas patdgenas de E. coli en el bovino es baja. No
obstante, existe potencial para la modificacién genética de las cepas que cuenten con un
perfil genético-fenotipico adecuado, con las cuales podrian adquirir virulencia. Esto

constituye una posible fuente latente de patdgenos que debe tomarse en cuenta.

Finalmente, otro factor de importancia a considerar en los estudios de este tipo es
la metodologia empleada y su sensibilidad, misma que llega a ser variable entre estudios y

dificulta las comparaciones entre los mismos.
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