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RESUMEN

Deteccion molecular de Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli
diarrogénica a partir de huevo; Acevedo Monroy Salvador Eduardo, Cecilia Rosario
Cortés; Antonio Verdugo Rodriguez y Carlos Alberto Eslava Campos

Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli son bacterias de gran trascendencia
en la industria alimentaria. México es el principal consumidor de huevo a nivel mundial
debido a los beneficios nutricionales y econémicos que este alimento ofrece, sin embargo, en
paises de la Union Europea y en Estados Unidos hay frecuentes reportes de Salmonelosis
causada por consumo de huevo. En México solo existe un estudio que refieran la presencia
de esta bacteria en el huevo, por lo que la poblacién podria estar en riesgo de infeccion por
este microorganismo. Con relacion a Campylobacter spp. y E. coli estudios en diversos paises
sugieren la presencia de estas bacterias en huevo para consumo, lo que representa un
problema de inocuidad alimentaria y un riesgo para la salud de los consumidores. Ante ello
el objetivo de este trabajo fue analizar la presencia de Salmonella spp., Escherichia coli
diarrogénica y Campylobacter spp. utilizando ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en diferentes presentaciones de huevo comercial, con la finalidad de evaluar su empleo
potencial como herramienta de deteccion rapida. La metodologia incluyo realizar la curva de
crecimiento de los microorganismos, ajuste de las condiciones de la PCR para los genes
representativos de cada patégeno empleando cepas tipo y de referencia (invA para Salmonella
Enteritidis ATCC 49214, flaA para Campylobacter jejuni ATCC 33560, bfpA y eaeA para E.
coli enteropatogena O127:H6, stx1, stx2 y eaeA para E. coli enterohemorragica O157H7 EDL
933, Ita y sta para E. coli enterotoxigénica O7:H104, ial para E. coli enteroinvasiva 95079 y
aggr para E. coli enteroagregativa 49766). Se ajust6 la concentracion minima detectable de
ADN de cada bacteria para el ensayo de PCR, con este dato se procedidio a realizar el
muestreo de diferentes presentaciones de huevo tomadas de diversos autoservicios. De cada
muestra seleccionada se realizd extraccion de ADN por el método del tiocianato de
guanidina, ademas se llevd a cabo aislamiento bacteriano empleando la metodologia
modificada de la NOM-210-SSA-2014 para realizar la validacion de campo de la PCR y
conocer diferencias en la deteccion molecular por PCR comparada con el aislamiento
bacterioldgico. Los resultados obtenidos corresponden a 36 muestras tomadas, en nueve de
estas se amplific6 ADN de Salmonella spp., se aislé una cepa de E. coli que al efectuar el
analisis de filogenia mostré que pertenece al grupo de cepas comensales. Se puede concluir
que mediante ensayos de PCR se pudo identificar la presencia de Salmonella spp. en
diferentes muestras de huevo por lo que podria ser considerada para su empleo en estudios
epidemioldgicos. Se considera que es necesario realizar ajustes a la PCR para la deteccién de
E. coli ya que incluso en la muestra en la que se realizo el aislamiento de la bacteria la PCR
fue negativa. Asimismo, no se logro detectar la presencia de Campylobacter spp. por medio
de bacteriologia ni biologia molecular.
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ABSTRACT

Molecular detection of Salmonella spp., Campylobacter spp. & Diarrheagenic
Escherichia coli from hen egg; Acevedo Monroy Salvador Eduardo, Cecilia Rosario Cortés;
Antonio Verdugo Rodriguez y Carlos Alberto Eslava Campos

Salmonella spp., Campylobacter spp. & Escherichia coli are bacteria with a great importance
in the food industry. Mexico is the main egg consumer worldwide because to nutritional and
economic advantages that this food offers, however in European Union (EU) countries and
the United States (US), there are frequent reports of Salmonelosis due to egg consumption.
In Mexico, there is only one report that refers the presence of this bacteria in eggs, so Mexican
population could be in risk of infection by this microorganism. Likewise, reports in other
countries have suggested the presence of Campylobacter spp and E. coli in eggs for
consumption and it represents a problem of food safety and health risk. The aim of this work
was the detection of Salmonella spp., Diarrheagenic Escherichia coli, and Campylobacter
spp. using assays of polymerase chain reaction (PCR) from miscellaneous presentations of
commercial egg, with the purpose to evaluate the potential use as a rapid detection tool. To
achieve this goal we determinate the bacterial growth curve and conditions were defined for
PCR to detect representatives genes for each pathogen using reference and type strains (invA
for Salmonella Enteritidis ATCC 49214, flaA for Campylobacter jejuni ATCC 33560, bfpA
and eaeA for Enteropathogenic E. coli O127:H6, stx1, stx2 and eaeA for enterohaemorragic
E. coli O157H7 EDL 933, Ita and sta for enterotoxigenic E. coli O7:H104, ial for
enteroinvasive E. coli 95079 and aggr for Enteroaggregative E. coli 49766). The minimum
concentration of bacterial DNA detectable by PCR was determined; with this data the
sampling was preformed from different egg presentations, that were took from differents
supermarkets. For each sample, DNA extraction was perform, using guanidinium thiocyanate
protocol. It was also made from bacterial isolation employing the method that the NOM -
210-SSA-2014 establishes. In this way, we contrasted both methods, detection by PCR
against bacterial isolation, to detect the presence of these pathogens in eggs that are sold in
our country. From 36 samples, we amplified Salmonella DNA from nine; we isolated a
commensal E. coli strain that according to phylogenic it belongs to commensals group. We
demonstrated that the PCR is a more reliable technique for Salmonella spp detection, than
the classical bacteriology. In addition, we could not detect Campylobacter spp. employing
bacteriology and molecular biology.
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INTRODUCCION

La avicultura en México es uno de los sectores pecuarios mas importantes del pais que se
encuentra constituido por la produccion de carne y huevo; segiin datos de la Union Nacional
de Avicultores en 2017, México figurd con el primer lugar en el consumo de huevo en el
mundo, con un consumo per capita de 22.31 kg. Actualmente, existen tres sistemas de
produccion de huevo que son: el sistema intensivo o tecnificado, con condiciones totalmente
controladas el cual se dedica netamente a la produccion industrial de huevo; sistema de
traspatio, también denominado familiar encaminado al autoconsumo, y el sistema de
produccion extensivo, que en los ultimos afios ha tomado mucha fuerza dentro de la
avicultura nacional. En 2016, se calculd que habia 197 millones de aves de postura en sus
diferentes etapas de vida, para la produccion de huevo en sistemas tecnificados, las cuales
produjeron 2,765,422 toneladas de huevo, que represento el 13.1% de la produccion nacional
agropecuaria. Jalisco ocupa el primer lugar de produccidn, con un 55% del total de huevo,
seguido por los estados de Puebla, Sonora, Nuevo Leén y Guanajuato.'?
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Figura 1. Paises consumidores de huevo entero; Union Nacional de Avicultores 2017; INDICADORES
ECONOMICOS: Compendio de Indicadores Econémicos del Sector Avicola 2017. México.!

El consumo del huevo en los ultimos afios se ha modificado, ya que anteriormente se
consumia unicamente como entero fresco, después, con las nuevas tecnologias en los
alimentos, se diversifico el consumo de huevo y ovoproductos. Por ello, actualmente se
encuentra en diferentes presentaciones como:

Huevo entero fresco, también denominado huevo para plato, es un huevo en cascarén apto
para el consumo humano que se encuentra dentro de las clasificaciones de la Norma
Mexicana: NMX-FF-079-SCFI-2004, el cual es el de mayor consumo.
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Huevo entero liquido refrigerado o congelado: producto obtenido del huevo, sin cascaron y
sometido a pasteurizacion; el cual debe provenir de huevos aptos para el consumo humano,
y debe ser conservado en refrigeracion o congelacion. El consumo actualmente de este tipo
de productos estd ganando terreno en el mercado, pues ofrece la ventaja de que el comprador
puede adquirir lo que le interesa consumir como claras o yemas o el huevo entero sin
cascardn; ademas de que existen presentaciones adecuadas que pueden ser para consumo en
el hogar o industrias de alimento como panificadoras, restaurantes, reposteras, comedores
industriales, etc.?

Huevo entero liofilizado: Es el producto en polvo obtenido del huevo fresco o conservado,
estabilizado opcionalmente, adicionado o no de aditivos permitidos por la normatividad,
pasteurizado y sometido a un proceso tecnologico de deshidratacion; esta presentacion es
muy empleada sobre todo en empresas de gran consumo como panaderias, reposterias y
comedores comunitarios, por lo que el consumo en hogares es nulo.’

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido al huevo como referencia para
otros alimentos debido a su gran aporte proteico, por ello es un producto que tiene gran
aceptacion a nivel mundial, ademéas de ser un alimento de bajo costo y facil acceso,
conservacion sencilla, y la gran variedad de maneras en las que se puede cocinar, incluso
algunos autores mencionan otro beneficio, el cual es que posee su propio envase
(cascaron).*A pesar de lo anterior, no esta exento de poder acarrear organismo patdgenos
como por ejemplo, Salmonella spp, Campylobacter spp. o Escherichia coli, por mencionar
algunos.

La Salmonelosis es una enfermedad de distribucion mundial causada por bacterias del género
Salmonella spp. que afecta a mamiferos, aves, anfibios y reptiles. Salmonella spp. esta
clasificada como y-proteobacteria de la familia Enterobacteriaceae; es un bacilo Gram
negativo, movil por flagelos peritricos y anaerobio facultativo, carente del citocromo oxidasa,
no fermentador de la lactosa. Posee dos antigenos principales: H (flagelar) y O (somatico).
Se ha reportado que Salmonella Enteritidis (SE) es capaz de persistir en el tracto intestinal y
reproductivo en ausencia de signos clinicos, ademas de ser un serotipo altamente prevalente
en aves de engorda y de postura alrededor del mundo y se considera la principal serovariedad
asociada a casos de Salmonelosis en humanos que contraen la enfermedad al consumir
alimentos contaminados. Estudios epidemioldgicos indican como principales fuentes de
infeccion al huevo y sus subproductos ya que el huevo puede estar contaminado por la parte
externa del cascaron o al interior.

Los principales serotipos asociados a enfermedades de transmisién alimentaria (ETAS) son
Salmonella enterica subesp. enterica serovar Enteritidis (SE) y serovar Typhimurium (ST).
En humanos, estos serotipos provocan gastroenteritis que puede ir de media a grave
caracterizada por diarrea, fiebre, dolor abdominal y deshidratacion. En algunos pacientes se
puede presentar bacteremia y septicemia. En aves, causa la llamada paratifoidea que en casos
agudos provoca la muerte subita. En su presentacion cronica las aves presentan diarrea fétida
de color amarillento, pérdida del apetito, debilidad y disminucion en la ganancia de peso y
postura de huevo. Las gallinas pueden infectarse con SE via horizontal (fecal — oral) y por
via vertical ya que esta bacteria puede colonizar el tracto reproductivo e infectar al pollito a
través de la contaminacion del huevo fértil 1014

La Colibacilosis es la enfermedad infecciosa causada por Escherichia coli, que al igual que
Salmonella spp., esta clasificada como y-proteobacteria, es un bacilo Gram negativo, mavil
por flagelos peritricos y anaerobio facultativo, carente del citocromo oxidasa, fermentadora
de la lactosa, sin embargo, se han reconocido cepas diarrogénicas sobre todo aquellas
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pertenecientes al patotipo entero-invasivo que no fermentan la lactosa y son inmdviles. Es
un organismo que se clasifica por su patogenia, signos clinicos, y la serotipificacion, de
acuerdo a su antigeno flagelar (H) y somético (O). De esta manera, se han identificado los
patotipos; Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteropatdgena (EPEC), E. coli
Productora de la toxina Shiga (STEC) a la cual pertenece un subconjunto denominado E. coli
Enterohemorréagica (EHEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC) y E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), por mencionar unicamente aqueéllos involucrados en infecciones entéricas diarreicas
mas clasicas!’. Actualmente, se han documentado 174 variantes del antigeno O y 56 del
antigeno H, de los cuales, un pequefio grupo es causante de enfermedades que pueden afectar
mamiferos y aves. Las manifestaciones clinicas frecuentes son, diarrea con o sin sangre,
vomito y deshidratacion, esto sin incluir las diferentes manifestaciones clinicas que pueden
tener los distintos patotipos de E. coli. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la U. S.
Food and Drug Administration (FDA por sus siglas en inglés) y la European Food Safety
Authority (EFSA por sus siglas en inglés) la consideran una de las principales causas de
ETAs; por ello figur6 como una de las 10 principales bacterias causantes de diarrea, en 2015;
la EFSA report6 71 casos confirmados por diversos serogrupos de E. coli, durante ese afio.
Actualmente, el patotipo al que se le ha prestado mas atencion es EHEC, en especial, al
serotipo O157:H7, causante de un cuadro severo de enterocolitis hemorragica y el sindrome
urémico hemolitico que puede ser fatal.> En México, no existen reportes de la presencia de
E. coli O157:H7 causante de cuadros clinicos diarreicos, el problema radica en el sub-
diagnéstico y sub-notificacion de este tipo de enfermedades ya que en escasas ocasiones se
realiza el aislamiento y la caracterizacion del agente involucrado.En el caso de las aves
Escherichia coli es un organismo que ha adquirido relevancia debido a que se conoce su
capacidad de invadir diferentes 6rganos y tejidos, en particular, el tracto reproductor, esto
dependiendo de su patotipo.

Otro agente de gran trascendencia en la industria alimentaria es Campylobacter, que es una
bacteria clasificada como g-proteobacteria, pertenece a la familia Campylobacteriaceae; es
un bacilo curvo o sigmoide Gram negativo, mavil por flagelos y microaerofilico, posee las
enzimas catalasa y oxidasa, carece de capacidad para fermentar carbohidratos, en el caso de
las especies, C. jejuni y C. coli se les considera termotolerantes debido a que su cultivo puede
ser a temperaturas hasta de 42°C, es un organismo exigente de lento crecimiento; y que es
causante de la Campilobacteriosis o Vibriosis, que se caracteriza por diarrea profusa, fiebre,
dolor articular, mialgia y deshidratacion. Las especies mas frecuentes para este tipo de
cuadros clinicos son C. jejuni y C. coli, Para el afio de 2010 la OMS report6 21,374 muertes
por Campylobacter spp.'* 12 La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2016 la clasifico
como una las cuatro bacterias mas importantes causantes de enfermedades diarreicas. En
2015, la EFSA dio a conocer a Campylobacter como el organismo mas reportado, con
236,851 casos confirmados de los cuales 25 resultaron en el fallecimiento de los infectados.
Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC, por sus siglas en inglés) reportaron
324 casos confirmados de Campilobacteriosis relacionados con alimentos en 2014.1 La
importancia de esta bacteria en huevo es debido a que estudios recientes han evidenciado la
capacidad de Campylobacter coli y C. jejuni de invadir érganos reproductivos de aves, y a
su vez, pasar a través de ellos al huevo, aunque el mecanismo de esta infeccion adn no se ha
esclarecido y actualmente se encuentra en proceso de investigacion para dilucidar dicho
evento. La importancia de este patdgeno en humanos en nuestro pais ha sido poco estudiada,
aunque, existen reportes de su participacion en cuadros de diarrea como lo reportd Ruiz
Palacios et al. en 2007. Lo anterior plantea la relevancia de Salmonella spp., Escherichia
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coli diarrogénica y Campylobacter spp. como causa importante de enfermedad en humanos
transmitida por alimentos.” 8

ANTECEDENTES

En el mundo existen distintos trabajos que evidencian la presencia de Salmonella spp. en
huevo para plato, sin embargo, en México el Unico trabajo en el cual se realiz6 la busqueda
de Salmonella en este alimento fue en 1997 por Del Roble Rodriguez Gonzélez, quien
demostro la presencia de esta bacteria en huevo distribuido por dos diferentes empresas en
Monterrey, Nuevo Leon. Respecto a Escherichia coli, en 2009, Ozaki y su grupo de trabajo
evidenciaron la capacidad de este microorganismo de invadir 6rganos reproductores lo cual
podria implicar la transmision de variedades diarrogénicas a través del huevo para plato, sin
embargo, aun no ha sido demostrado. En 2005, Cox y colaboradores demostraron que
Campylobacter puede invadir diversos 6rganos en las aves, incluyendo los Organos
reproductivos, esto sugiere que Campylobacter podria estar presente en el huevo.
Posteriormente, en 2012 este mismo grupo de trabajo demostrd que Campylobacter se puede
transmitir de manera tanto horizontal como vertical a la descendencia de las aves y, por lo
tanto, este hallazgo podria indicar que Campylobacter estd presente en el huevo para
consumo. En México, en 2017 Olivares y Rosario reportaron la presencia de Campylobacter
spp. por medio de aislamiento y qPCR, en canales de ave, por lo que no se puede descartar
su presencia en aves de postura. Todos estos son estudios de gran trascendencia, sin embargo,
se requiere un soporte actualizado de las tres bacterias para determinar su posible presencia
en el huevo para plato.

JUSTIFICACION

Salmonella spp., Escherichia coli diarrogénica y Campylobacter spp. son patdgenos de
importancia clinica y epidemioldgica, una de las fuentes de transmision de estos
microorganismos por alimentos podria ser el huevo. Aunque, el aislamiento es el estandar de
oro para demostrar su presencia en éste y otros productos alimenticios, se requiere el empleo
de pruebas sensibles, especificas y rapidas que tengan la validez de la bacteriologia clésica.
El empleo de métodos moleculares como la PCR, representan una opcion ya que ha
demostrado su utilidad en muestras clinicas. Por tal motivo, se propone la utilizacion de esta
técnica como herramienta de deteccidn de patogenos en huevo.

HIPOTESIS
El huevo para consumo en México es un vehiculo de transmision de Salmonella spp.,

Escherichia coli diarrogénica y Campylobacter spp. y su presencia se puede evidenciar por
medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

15



OBJETIVO

Estandarizar las condiciones de la PCR para detectar la presencia de Salmonella spp.,
Escherichia coli diarrogénica y Campylobacter spp. en diferentes presentaciones de huevo
comercial con la finalidad de conocer su uso potencial como herramienta de deteccion y
evaluacion de futuros trabajos sobre epidemiologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Evaluar con iniciadores especificos para cada una de las bacterias propuestas para el
estudio el uso potencial de la prueba de PCR, para la deteccion de cada patdgeno en
huevo.

II.  Realizar un muestreo de campo y definir el impacto de la prueba en la deteccion de
cad uno de los tres patdgenos propuestos.
III.  Comparar los resultados obtenidos mediante la PCR con los obtenidos por el método
tradicional de aislamiento e identificacion.

MATERIALES Y METODOS

- Medios de cultivo y cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas de referencia de: Salmonella enterica subesp. enterica serovar
Enteritidis ATCC 49214, Campylobacter jejuni ATCC 33560 y E. coli Diarrogénicas (EPEC
[0127:H6], EHEC [0157:H7] DL933, EIEC 95079, EAEC [49766] y ETEC [O7:H104));
ademas se incluyo E. coli ATCC 25922 y Campylobacter fetus fetus ATCC 27734 como
controles negativos. Estas bacterias se cultivaron en los medios: caldo/agar Luria Bertani
(LB), caldo/agar brucella, agar sangre, adicionalmente, se emplearon medios caldo
Rappaport-Vassidialis, caldo tetrationato, caldo Bolton y caldo lauril triptosa para el
enriquecimiento de cada patogeno. Para el aislamiento de Salmonella spp. se utilizaron los
medios agar xilosa- lisina-desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y sulfito bismuto
(SB); agar MacConkey (McC) y agar eosina con azul de metileno (EAM) para la aislar
Escherichia coli, y agar sangre con vancomicina-colistina-cicloheximida-noboviocina
(VCCN) para el aislamiento de Campylobacter spp.

- Extraccion de ADN, iniciadores y Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utilizaron los iniciadores especificos para cada organismo (cuadro 1), Previo a la PCR se
realizo el procedimiento de extraccion de ADN por el método del Tiocianato de Guanidina
descrito por Pitcher et al. con algunas modificaciones de acuerdo a lo reportado por Navas
Valbuena y Acevedo.!82" 28 Salmonella sp. y E. coli se crecieron por 16 h en 7.5 mL de medio
liquido LB a 37 °C con agitacién constante a 100 rpm, Campylobacter fue cultivado en caldo
brucella 48 h 37°C sin agitacion. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10-15 min en centrifuga refrigerada (IEC) transcurrido este tiempo, a la pastilla
bacteriana se le agreg6 225 uL de solucion de lisis (ver anexo 2), se agitd vigorosamente en
un agitador de vortice (Vortex LabNet) durante 30-60 s, hasta que la pastilla se disolvid
completamente, después se agregd 125 uL de acetato de amonio (Ver anexo 2); frio y se agito
invirtiendo los tubos por diez ocasiones luego se incubd 10 minutos en hielo, una vez
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concluido el tiempo se agregd un volumen de 300 pL de fenol-cloroformo (ver anexo 2) y se
agito vigorosamente durante 5 s procurando que todo el contenido estuviera homogeneizado;
posteriormente, se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm durante 5 min en centrifuga
refrigerada (LabNet/Eppendorf), cuando termind el ciclo de centrifugacion se tomo el
sobrenadante de cada tubo y se transfirié a un tubo nuevo, al sobrenadante transferido se le
agregdb 300 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (ver anexo 2) y se agito
vigorosamente durante 5 s y después se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm durante 5 min;
transcurrido este tiempo se tomé el sobrenadante y se transfiri6 a tubos nuevos, al
sobrenadante transferido se le agregd 0.1 volumenes, con respecto del sobrenadante, de
acetato de sodio frio (ver anexo 2) de inmediato se agregaron 0.7 volimenes de isopropanol
frio o 2 volimenes de etanol absoluto frio, los tubos se agitaron invirtiéndolos por diez
ocasiones. En el caso de isopropanol, los tubos deben incubarse minimo 40 min en hielo,
después centrifugar 10,000-13,000 rpm 10 min, con etanol la centrifugacion es de inmediato,
al terminar la centrifugacion el sobrenadante de cada tubo fue desechado y a la pastilla de
ADN se le agregd 1mL de etanol al 70% frio y se centrifugaron los tubos 10,000-13,000 rpm
10 minutos al terminar se desecho el sobrenadante y se seco la pastilla de ADN en bafio seco
85°C 15 minutos, la pastilla bacteriana se reconstituy6 con 50 uL de agua MiliQ (Milipore®)
y se almacend a -20°C hasta su uso.

Para comprobar la integridad y pureza del ADN obtenido se realiz6 electroforesis del ADN
y se cuantifico en un espectrofotometro NanoDrop®, apartir del valor obtenido respecto a la
concentracion del ADN extraido se realizé la dilucion del ADN a 100 ng/pL, con la cual se
realizaron los ensayos de PCR empleando los iniciadores enlistados en el cuadro 1. Ademas,
considerando el calculo de las temperaturas de alineamiento respecto a la temperatura de
fusién proporcionadas por el fabricante de los iniciadores (Sigma Aldrich®/Invitrogen®) se
emplearon los programas con las constantes de temperatura y tiempo como se enlistan en el
cuadro 3. Previo a los ensayos de PCR se comprobd por medio de ensayos in silico y
empleando las herramientas Blast del National Center Biotechnology Information y
SnapGene V. 4.1 el alineamiento de los iniciadores y los amplificados.
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Cuadro 1. Iniciadores especificos para cada organismo, con sus pesos de los amplificados

Organismo Gen Secuencia Amplificado Reportd
invaF 5-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3' Rahn et al
Salmonellaspp. - jnar  5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3' 285 pb 1992
flaA 5-ATGGGATTTCGTATTAAC-3' Oyofo et
Campylobacter ~ pg50 458 pb al. 199220
spp. flaA 5-GAACTTGAACCGATTTG-3'
pg3
EPEC bfpAF 5-AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC-3' 388 pb Nataro et
bfpAR 5-GCTAGGGTGTTAATATCTCT-3' al. 199817
eaeAF 5-GGCGCTCATCATAGTCTTTC-3' Nataro et
EPEC/EHEC  _oaaR 5-GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCA-3' 346 pb al. 19987
EHEC StXLF 5’-ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC-3’ 180 pb Paton et al.
stxIR 5-AGAACGCCCACTGAGATCATC-3’ 19982t
EHEC Stx2F 5-TCGCCAGTTATCTGACATTCTG-3’ 255 pb Paton et al.
stx2R 5-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3’ 19982
EAEC aggRF 5-CTAATTGTACAATCGATGTA-3’ 324 pb Morin et
aggRR 5-ATTCAAGAATTACTTCAG-3’ al. 2013
EIEC ialF 5’-CTGGATGGTATGGTGAGG-3’ 320 pb Nataro et
ialR 5’-GGAGGCCAACAATTATTTCC-3’ al. 19987
staF 5-CTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA-3’ Bisi-
ETEC staR  5-AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA-3’ 189 ph Johnson et
al. 2011
ltaF 5’-GTGCTCAGATTCTGGGTCTC-3 Bisi-
ETEC ltaR 5’-AGCAGGTTTCCCACCGGATCACCA-3 132 pb Johnson et
al. 20112

Se realiz6 la PCR de cada uno de los organismos, con las condiciones descritas en el cuadro

2.

Cuadro 2. Condiciones utilizadas para cada reaccion

invA/flaA/bfpAleaeA/ ial
stx1/stx2/aggR/sta/lt

T°C Tiempo T°C Tiempo
95 5 min 95 5 min
95 30s 95 30s
42 4553 56 45s
72 30s 72 30s
72 5 min 72 5 min

- Curva de crecimiento bacteriana.

Para conocer la curva de crecimiento bacteriano, y de esta manera saber en qué momento la
bacteria se encontraba en su fase de crecimiento exponencial, se realizd una cinética de
crecimiento. Para Salmonella Enteritidis y E. coli diarrogénica, se sembré un pre-indculo de
5 colonias de cada bacteria en caldo LB, después se incub6 durante 16 h a 37°C;
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posteriormente, de cada medio se tomaron 300 pL y se transfirieron a un tubo con 30 mL de
medio nuevo caldo infusion cerebro corazon o caldo brucella, y se midid la absorbancia cada
hora a partir del momento en el que se inocularon (hora 0), esto se hizo hasta que se determin6
que la bacteria declinaba en su crecimiento. La longitud de onda que se utilizé fue de 600
nm. En el caso de Campylobacter jejuni, por ser un organismo de lento crecimiento, se crecio
un inoculo de 36 h en agar sangre, después se sembro un preindculo con cinco colonias en
10 mL de caldo Brucella y fue incubado a 37°C sin agitacion, posteriormente, se sembraron
300puL del preindculo en 30 mL caldo Brucella y se midio el crecimiento a las 2, 4, 6, 8y 12
h hasta la hora 60 post-inoculacion a una longitud de onda de 600 nm. Al obtener los datos
se graficaron para observar la curva de crecimiento, los ensayos se realizaron por duplicado.

- Cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Una vez conocida la fase exponencial de cada organismo, a partir de un cultivo con el tiempo
determinado respecto a la fase exponencial, se centrifugd a 2,500 RPM y se lavo con PBS,
posteriormente, el cultivo fue estandarizado aproximadamente a 10° UFC, esto se hizo
suspendiendo a la bacteria en PBS y midiendo el valor de absorbancia a una longitud de onda
de 450 nmy 100% de transmitancia, una vez que la suspension de bacteria fue estandarizada
al valor de 1.050 se tom6 1 mL y se diluyé en 10 mL de PBS para realizar diluciones décuples
seriadas. Despues de ello, los tubos con diluciones altas fueron sembradas en agar cuenta
estandar/agar campylobacter. Se incub6 a 37°C /24 h-5 dias. Asimismo, se tom6 otro mL al
cual se le realizd extraccion de ADN para saber la minima concentracion de bacteria
detectable mediante la PCR. La extraccion de ADN se realizdé por medio del método del
tiocianato de guanidina, como se describio previamente. Al finalizar la incubacion de las
cajas, se hizo el conteo bacteriano y se calcul6 el promedio para obtener un aproximado de
unidades formadoras de colonia (UFCs). Se realizaron tres ensayos de cada bacteria con dos
repeticiones.

- Ensayos de concentracién minima detectable y saturacién de la reaccion

Una vez evaluados los resultados de las PCRs obtenidos a partir de las diluciones se decidié
Ilevar a cabo diluciones de ADN extraido de las bacterias en las siguientes concentraciones:
100 ng, 50 ng, 5 ng, 1000 pg, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 1000 fg, 500 fg, 50 fg y5 fg. Empleando
los calculos reportados por Dolezel y col. en 2003, se determin0 la cantidad de bacterias que
se detectan por cada PCR con respecto a la cantidad minima de ADN detectada. Una vez
definida la concentracion minima detectable de cada bacteria, a partir del ADN extraido se
realizo el calculo para conocer la concentracion de ADN las reacciones se inhiben empleando
las siguientes concentraciones: 100 ng, 500 ng, 1 pg, 1.5 ug, 2 ug, 2.5 pg, 4 ug, 8 ug, 16 ug
y 32 pg, empleando la formula de J. Dolezel y col. desarrollada en 2002 se determiné la
cantidad de bacterias las cuales cada reaccion puede detectar.

- Célculo de toma de muestras

Una vez que se definieron los parametros y constantes de la PCR se realiz6 un muestreo por
conveniencia de 30 muestras de huevo en sus diferentes presentaciones, para lo cual se
visitaron diferentes autoservicios de la Ciudad de México (CdMXx) y del area metropolitana.
Este muestreo se realizd dos veces en diferentes periodos de tiempo de esta manera se
obtuvieron un total de 42 muestras, como se muestra en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Numero de muestras a tomar en establecimientos comerciales.

Muestra Establecimiento comercial Presentacion
1 A/B/C Claras liquidas pasteurizadas
2 A/B/C Claras liquidas pasteurizadas
3 A/C Huevo para plato/Gallina en jaula
4 D Huevo para plato (Gallina vegetariana)
5 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
6 A/B/C Huevo para plato/ Gallina en jaula
7 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
8 A/B/A Huevo para plato (organico de gallina libre)
9 A/B/A Huevo para plato (organico de gallina libre)
10 A Huevo para plato (organico de gallina libre)
11 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
12 D Huevo para plato/ Gallina en jaula
13 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
14 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
15 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
16 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
17 A Huevo para plato/ Gallina en jaula
18 B Huevo para plato de libre pastoreo
19 B Huevo para plato organico de libre pastoreo
20 B Huevo para plato organico de libre pastoreo
21 B/D/E Huevo para plato de libre pastoreo

- Aislamiento e identificacién bacteriana

Se empled la metodologia descrita en la norma oficial mexicana: NOM-210-SSA1-2014.
Productos y servicios, métodos de prueba microbiologicos; determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacidn de microorganismos patdgenos. La cual indica
para el aislamiento de Salmonella spp. una vez obtenida cada muestra debe ser
homogeneizada e incubarse 20 a 24°C durante 96 h, posteriormente se realiza un
preenrriquecimiento en el cual se transfiere 25 mL ¢ 25g de la muestra a 225mL de caldo
tripticaseina de soya con sulfato ferroso (35 mg/L) y se incuba 1 h a 25°C, después se incuba
a 36°C durante 24 h. Despues se lleva a cabo el enriquecimiento en los medios Rappaport-
Vassidialis (CRV) y tetrationato (CT) adicionado con verde brillante, los cuales fueron
inoculados con 0.1 mL y 1 mL, respectivamente y se incubaron; en el caso del caldo RV a
41.5°C durante 24 h; y el caldo CT a 36°C durante 24 h. Concluido el enriquecimiento, a
partir de cada caldo de cultivo se sembré en los medios sulfito bismuto (SB), xilosa-lisina-
desoxicolato (XLD) y verde brillante (VB) los cuales se incubaron a 37°C durante 24 h
después; se realizé la identificacion de colonias sospechosas a Salmonella y su identificacion
bioguimica, como lo indican los manuales de Cowan y Steel y el Manual de Hirst, empleando
las pruebas: oxidasa®, agar triple aztcar hierro (TSI), medio SIM, citrato de Simmons, urea
de Christensen, fenilalanina desaminasa (PD), lisina descarboxilasa (LD) y orto-nitrofenil {3
galacto-piranosidasa (ONPG). 2> 24
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Para el aislamiento de E. coli se tomo a partir de la muestra homogeneizada 25 mL 6 25 gy
fueron depositados en 225 mL de diluyente de peptonas, posteriormente, a partir de este
preparado se transfirio 1 mL a caldo lauril triptosa el cual se incub6 a 36°C durante 24 h%,
una vez concluido el enriquecimiento se sembro en los agares MacConkey (McC) y eosina
azul de metileno (EAM) los cuales se incubaron a 37°C durante 24 h; posterior a la
incubacion, se realizd la identificacion de colonias sospechosas a E. coli como lo indican los
manuales de Cowan y Steel y el Manual de Hirst, empleando las pruebas: oxidasa, TSI, SIM,
citrato de Simmons, urea de Christensen, PD, LD, rojo de metilo-Voges Proskauer (MR-VP)
y ONPG.% 2 para Campylobacter spp. se tomaron 25 mL de la muestra homogeneizada y
fueron transferidos a 225 mL de caldo Bolton; posteriormente, se incubaron en atmosfera
microaerofilica a 37° C durante 3-4 h, luego se incubaron a 42°C, durante 24-48 h. Una vez
concluido el enriguecimiento se sembrd en placa de agar Campylobacter y se incubé a 42°C
durante 72 h en condiciones microaerofilica, transcurrido el periodo de incubacién las
colonias sospechosas fueron inspeccionadas por medio de tincion de Gram y comprobada su
identidad mediante las bioquimicas, oxidasa, TSI, urea y crecimiento en presencia de acido
nalidixico y cefalotina.26: 23 24,30

- Extraccion de ADN y PCR a partir de las muestras

A partir de cada medio de enriquecimiento de cada bacteria se tomaron 2 mL y se realizo la
extracciéon de ADN por el método de tiocianato de guanidina descrito por Pitcher y
colaboradores en 19898, con algunas modificaciones, al ADN obtenido de este
procedimiento fue sometido a la PCR para la deteccion de cada patégeno empleando los
iniciadores enlistados en el cuadro 1.
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RESULTADOS

- Cepas bacterianas y medios de cultivo.

La identidad de las cepas de referencia de Salmonella y E. coli sembradas en agar LB,
arrojaron el perfil bioquimico esperado,? 2 como se observa en el cuadro 4, posteriormente,
se corrobor6 su identidad por medio de la PCR. Las serovariedades fueron comprobadas con
ayuda del Dr. Armando Navarro del Laboratorio de Salud Publica de la Facultad de
Medicina-UNAM empleando los sueros de tipificacion SerUNAM®.

Las cepas de Campylobacter jejuni y C. coli sembradas en caldo agar sangre fueron
corroboradas por medio de bioquimicas y PCR cuadro 5.

Cuadro 4. Bioquimicas empleadas para la identificacion de cepas de enterobacterias

Bacteria oxidasa lactosa TSI SIM citrato Urea lisina fenilalanina ONPG MR-VP

SE - - 2 -+ + - + - - +/-
EPEC - + 1 -4+ - - + - + +/-
EHEC - + 1 -/++ - - + - + +/-
EIEC - - 3 -4+ - - - - + +/-
EAEC - + 1 -4+ - - + - + +/-
ETEC - + 1 -H++ - - + - + +/-

Cuadro 5. Bioquimicas empleadas para la identificacion de cepas de Campylobacter spp.

oxidasa cefalotina Ac. nalidixico Crecjgjémo a TSI catalasa
Cj + S R + - +
Cf + R S - - +

- Iniciadores y PCR

Los iniciadores se alinearon en la plataforma de SnapGene, con la secuencia reportada en el
NCBI/GeneBank de cada bacteria como se muestra en las figuras 2 a 11.

NZ_CP02825.1 Salmonella spp. invA

0) Stare
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NZ_CP010480.1 Campylobacter jejuni/coli flaA

(119) Bfml - Eco571 - Eco57MI

(79) Taal | pstt (123) (354) MnlT
(54) Hpy188I* | | MspA1I (120 (345) Eco321
(37) BStAPI I [/ AluI (158) (338) Cac81
(1. 18) Pg50 Il FspBI (181) (317) Dral End (458)
(0) Start, | ‘.‘: ‘ECDPISI (202) (298) TauI‘ (403) prsl‘ Pg3 (442 .. 458)
— 007 2001 3007 400

Figura 3. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de Campylobacter spp.

AAC44040.1 E.coli EPEC bfpA

(342) Eco57I - ECO57MI

(23) Aarl- Bvel (120) VspI (327) Xcel
1) bfpAF (113) BstAPI (305) Csil bfpAR (369 .. 388)
(0) Start (88) Mva12691 BsaWI - Kpn2I (193) (291) Mmel ‘ End (388)
{ ‘ L
1007 2007 3007
Figura 4. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EPEC
NZ_CP021339.1 E.coli EPEC/EHEC eaeA
(64); HincIx ~ KagAx (167) Xcel BfmI (323)
(5) Bfol (44) Mbil (163) AfIIII - Pscl Pstl (327)
1..20) eaeAF NatF (153) Bpil End (346)
(0) Start (138) BclI* XapI (201) Mmel (261) eaeAR Nat (324 .. 346)
1007 2007 3007 é

Figura 5. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EPEC/EHEC

NZ_CP008957.1 Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 EHEC stx1

(109) MspA1l - Pvull

(0) StarstdF (1..23 Hind (17) PAIFT - Tth1111 (55 (s7) BtgZL HindIII (113) Acul - EcoS7MI (131 (180) EndstxIR (161 .. 180

Figura 6. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EHEC

NZ_CP008957.1 Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 EHEC stx2

(35 Earl
1..23) sbF (25) HinclI
() Start (65) Eael BaeGI- Bme1580I-Bsp12861 (53] (153] BsaWI - BspEl BSIDI (172

El 1007 1507 2007

Figura 7. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EHEC

M25607.1 E.coli ETEC sta

(0) StartsTa-F (1..27) HincII (53) EarI (75) EcoP15T (137) (189) EndstaR (162 .. 189)

S07 00T 1507

Figura 8. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli ETEC
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NC_013507.1 E. coli ETEC Ita

(3) BseRI

(5) BsiHKAI - Bsp12861
| AlwNI (11) (115) BsaWI

(1..20) IAF
(0) Start_ | Bsal (21) |ApoI (55) (104) Himi[[[| (132) End_ ItA (109 ..132)
1 |
251 E 75T 1007 ==

Figura 9. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli ETEC

D13663.1 E. coli EIEC ial

(o) Starfig (1. BpHI (35)  Pacl (55 () BotBD  Xmal [55) Dral (177) () el (257) Acdl Nspl (221) (3) End=R (301 320
I—

o o o

Figura 10. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EIEC

Z32523.1 E. coli EAEC aggR

(1) Ao (z27) Yol
(8) BsrGI - Tatl 307 .. 24) agofR
R (30¢) Acul - Eco57MI
(1) Start BSZITI (29 Sull () Bpull (3] Bsahl [15!) [301) Mll End (324)
e — T —_—

Figura 11. Alineamiento in silico de los iniciadores con la secuencia especifica de E. coli EAEC

En las figuras 12, 13, 14 y 15 se observan los productos de la PCR con los iniciadores para
amplificar los genes en listados en el cuadro 1. Obtenidos a partir de la extraccion de ADN
del cultivo de cada microorganismo.

2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12 13

1
500 pb — =
400 pb

300 pb —)
200pb I
—

100 pb

Figura 12. Productos de la PCR obtenidos a partir del ADN de patotipos de E. coli; Carriles: 1.- MPM 100pb, 2,3,4 y 5.- stx1,
stx2, eaeA y Control negativo; 7, 8 y 9.- eaeA, bfp y Control negativo, 11, 12 y 13.- sta, Ita y Control negativo.

500 pb
400 pb
300 pb

€= 200pb
100 pb

«

Figura 13. Productos de la PCR obtenidos a partir del ADN de patotipos de E. coli y ADN de S. Enteritidis; Carriles:
1.- aggR, 2.- Control negativo, 4.- invA, 5.-Control negativo y 7.- MPM; 100pb
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Figura 14. Productos de la PCR obtenidos a partir del ADN de Campylobacer jejuni y C. coli (CC y CJ) Carriles:
1.- MPM 1kb plus, flaA 2.-CJy3.-CC

Figura 15. Productos de la PCR obtenidos a partir del ADN de EIEC y Shigella sonnei (Ss) Carriles: 1.- MPM 100 pb, 2.-
ial, 3.-Ss y 5.- Control negativo E. coli 25922

- Curva de crecimiento bacteriano

En las figuras 16, 17, 18, 19, 20, 21, y 22, puede observarse que Salmonella Enteritidis y los
diferentes patotipos de E. coli alcanzan su fase de crecimiento exponencial aproximadamente
a untiempo de 2.5y 3 h en la longitud de onda de 420 nm., en el caso de Campylobacter esto

ocurre en la hora 20.
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Figura 16. Gréfica de los promedios del crecimiento en 8 h de SE en medio LB
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Figura 17. Grafica de los promedios del crecimiento en 8 h de EPEC 0127:H6 en medio LB
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Cinética de crecimiento de Escherichia coli Entercinvasiva (EIEC)
95079
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- 1
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Figura 18. Gréfica de los promedios del crecimiento en 8 h de EIEC 95079 en medio LB
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Cinética de crecimiento de Escherichia coli Enterohemorragica
(EHEC) O157:H7
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Figura 19. Gréfica de los promedios del crecimiento en 8 h de EHEC O157:H7 en medio LB
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Figura 20. Gréfica de los promedios del crecimiento en 8 h de EAEC 49766 en medio LB

Cinética de crecimiento de Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)
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Figura 21. Gréfico de los promedios del crecimiento en 8 h de ETEC en medio LB
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Figura 22. Gréafico de los promedios del crecimiento en 60 h de C.jejuni en medio brucella

pylobacter jejuni ATCC 33560
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Conteo de Unidades Formadoras de Colonia a partir de las diluciones en PBS

En el cuadro 6 se muestran los promedios obtenidos del conteo de colonias de cada
microorganismo Cj, SE, EPEC, EHEC, ETEC, EAEC y EIEC en las diluciones mas altas. Se
observa que en la dilucion -10 es posible contabilizar colonias bacterianas a diferencia de la

dilucion -4 en donde no se pudo determinar la cantidad de bacterias.

Cuadro 6. Resultado del promedio de conteos de UFC de cada bacteria, valores por mililitro
Dilucion EHEC EPEC EAEC ETEC EIEC SE Cj
-10 0 0 0 0 0 0 0

-9 0 0 0 0 0 0 0
-8 3 3 2 2 3 3 5
-7 40 57 30 40 30 30 45
-6 382 168 242 328 242 485 617
-5 1969 1649 1591 2248 4075 2060 3005
-4|{INCONTABLES [INCONTABLES |[INCONTABLES |INCONTABLES |INCONTABLES |INCONTABLES |INCONTABLES

Concentracién minima detectable a partir de las diluciones en PBS

El ADN extraido de 1 mL de las diluciones realizadas en PBS se sometio a la PCR para cada
gen, sin embargo, en ninguna de las diluciones se pudo recuperar ADN necesario para una
amplificacion. Se muestran en la figura 23 los resultados de la PCR realizada a partir de la
extraccion de las diluciones de Salmonella.
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10 11 12

285 pb

CELIEHE

Figura 23. Productos de la PCR obtenidos a partir de diluciones de SE ATCC 49214 en PBS, Carriles: 1y 9.- MPM

1kb plus, 2.- (-10), 3. -(- 9), 4. -(- 8), 5.- (-7), 6. -(- 6), 7. -(- 5), 8. -(- 4), 10.- Control positivo SE(indculo) 12.- Control
negativo E.coli ATCC

- Concentracién minima detectable y saturacién de la reaccion

Se muestra ADN de cada bacteria (Figura 24.) empleado para diluciones y se utilizaron las

concentraciones como se muestra en el cuadro 7 los resultados obtenidos los valores fueron
obtenidos segun la formula de J. Dolezel y col 2002. 3!

1 2 3 4 5 6 [ 8 9 10

Figura 24. Productos de extraccion de ADN; carriles 1y 9.- MPM 1kb plus, 2.- SE ATCC 49214, 3.- E.coli ATCC 25922,
4.- EIEC 95079, 5.- EHEC 0157:H7, 6.- EPEC 0126:H6, 7.- ETEC O7:H104, 8.- EAEC 49766 10.- Cj ATCC 33560
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Cuadro 7. Valores de concentracion minima detectable de bacterias con respecto a ADN y valores
de concentracion de ADN suficiente para saturar la reaccion.

Bacterias Concentracion Bacterias  Saturacién Gen
minima detectable  detectadas de la detectado
reaccion
SE 500 fg 104 >32 ug invA
EHEC 1000 pg 176903 >4 g stx1
EHEC 1000 pg 176903 >8ug stx2
EHEC 500 pg 88452 > 8 ug eaea
EPEC 500 pg 102035 > 8 ug eaea
EPEC 500 pg 102035 > 16 ug bfpA
ETEC 1000 pg 189776 >8 ug Ita
ETEC 1000 pg 189776 >8ug sta
Cj 1000 fg 596 >32 ug flaA
EAEC 500 pg 91311 > 16 pg aggr
EIEC 500 pg 98837 > 16 ug ial

- Coleccién y toma de muestras

La cantidad de muestras tomadas en diferentes puntos comerciales se muestran en el cuadro
8. Predomind el huevo para plato de gallina enjaulada, seguido del huevo de gallina libre y
al final un subproducto pasteurizado.

Cuadro 8. Muestras empleadas en este estudio clasificadas de acuerdo a su denominacién comercial.
Las muestras marcadas con asterisco (*) incluye huevo de gallina libre, campero, huevo de gallina libre
organico y cage free

Tipo de Muestra NUmero de Porcentaje (%)
muestras
Huevo para plato de gallina libre* 14 38.89
Huevo para plato de gallina en jaula 18 50.00
Claras liquidas 4 11.11
Total de muestras (n) 36 100

- Aislamiento bacterioldgico

A partir de 36 muestras de huevo se obtuvo un aislado de Escherichia coli proveniente de la
muestra 18, ninguno de Salmonella spp. o Campylobacter spp., en el cuadro 9 se muestran
los resultados.
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Cuadro 9. Resultados del aislamiento bacteriologico enfocado a Salmonella spp. E. coli y
Campylobacter spp. a partir de las muestras de huevo en sus diferentes presentaciones. Las
muestras marcadas con asterisco (*) incluye huevo de gallina libre, campero, huevo de gallina
libre organico y cage free

Positivos a Positivos a Positivos a
Muestra de huevo Salmonella spp. E.coli por Campylobacter spp.
por aislamiento  aislamiento por aislamiento
Gallina libre* 0 1 0
Gallina en jaula 0 0 0
Claras Liquidas 0 0 0
Total 0 1 0

En los medios selectivos para los géneros Salmonella, E. coli y Campylobacter spp. se
aislaron otros géneros como Pseudomonas spp, Aeromonas spp. y Klebsiella oxytoca, en el
cuadro 10 se muestran la cantidad de cepas aisladas, asi como la muestra de procedencia.

Cuadro 10. Cepas bacterianas aisladas a partir de las diferentes presentaciones de huevo. Las muestras
marcadas con asterisco (*) incluye huevo de gallina libre, campero, huevo de gallina libre organico y cage free.
Valores marcados con doble asterisco (**) corresponden a porcentajes obtenidos a partir del total de aislados con
respecto al total de las muestras (n=36).

Muestra de huevo Pseudomonas spp. Aeromonas spp. K. oxytoca
NUmero (%)
Gallina libre 5(35.7) 1(7.1) 0 (0)
Gallina en jaula* 2(11.2) 0 (0) 0 (0)
Claras Liquidas 1(25.0) 0(0) 1(25)
Total 8 (22.2*%) 1 (2.8*%) 1.0 (2.8*%)

- PCR apartir de las muestras de huevo

En nueve de las muestras se amplifico un fragmento del gen invA correspondiente a
Salmonella spp. (Figura 25) en las reacciones de E. coli diarrogénica y Campylobacter spp.
no se obtuvo amplificado alguno.
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Figura 25. Productos de la PCR obtenidos a partir de muestras de huevo positivas a la PCR de Salmonella
empleando un fragmento del gen invA4: 1 MPM 1kb plus, 2.- M2, 3.- M4, 4.- M5, 5.- M6, 6.- M29, 7.- M34,
8.- M36, 9.- M39, 10.- M32, 12.-Control positivo de extraccion SE ATCC 49214 , 13.-Control positivo de
reaccion SE ATCC 49214 y 14 .- Control negativo E.coli ATCC 25922

En el cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos a partir de la PCR realizada a cada
muestra de huevo a partir de la siembra en medios de enriquecimiento en las cuales fueron
positivas a Salmonella; 2 muestras que provenian de huevo de gallina libre, 6 de huevo que
provenia de gallina en jaula y 1 de huevo liquido.

Cuadro 11. Resultados de la PCR para la deteccion de Salmonella spp. variedades diarrogénicas de E. coli y
Campylobacter spp. el valor indicado con dos asteriscos (**) corresponde al porcentaje de positivos respecto al total de
las muestras (n=36). Las muestras marcadas con asterisco (*) incluye huevo de gallina libre, campero, huevo de gallina
libre organico y cage free.

Positivos a E. coli

Muestra de Positivos a Salmonella spp. Diarrogénica

Positivos a Campylobacter spp.

huevo NUmero (%) NGmero (%) NUmero (%)
Gallina libre* 2 (14.3) 0(0) 0 (0)
Gallina en jaula 6 (33.3) 0(0) 0 (0)
Liquido 1(25.0) 0(0) 0 (0)
Total 9 (25*%) 0 (0) 0 (0)

- Enriguecimiento de la muestra previo a la prueba molecular

Debido a que no se logro el aislamiento de Salmonella spp. pero si la amplificacion de ADN
de la bacteria, se realizé un ensayo para cuantificar colonias, a partir de un pre-inéculo en
caldo Rappaport de 16 h se diluy6 a partir de una dilucién 1/100 preparando diluciones
decuples seriadas (numero mas probable) y sembrando en agar MacConkey para conocer la
cantidad de UFCs se podrian detectar a partir de un medio para Salmonella y posteriormente
realizar la extraccion de ADN de cada dilucion en 1 mL los resultados se muestran en el
cuadro 12 en el cual se aprecia que en la dilucion 10, que representa un aproximado de un
millon de células bacterianas, se puede detectar Salmonella en la figura 26 se observa este
resultado. La decision de emplear el medio Rappaport-Vassidialis se tomo debido a que fue
el medio en donde se obtuvieron la mayoria de los resultados positivos para Salmonella en
la PCR. Por lo anterior se decidié comparar los métodos de extraccién de ADN empleando
el protocolo del reactivo DNAzol (Invitrogen®), un estuche comercial de DNeasy Blood &
Tissue Kit Qiagen (Qiagen®) cuyos resultados observados fueron que apartir del estuche de
Qiagen se detectaron aproximadamente diez mil bacterias y por medio del reactivo de
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DNAZzol se pudieron detectar aproximadamente un millén al igual que por el método del
tiocianato, después de haber diluido a la bacteria en el caldo y tomar los volumenes
necesarios para cada extraccion, el medio restante se dejé incubar durante 16 h y se le realiz6
la extraccion de ADN por tiocinato de guanidina detectando ADN hasta la dilucion 10-° en
donde no se logro cuantificar por siembra bacterias como se aprecia en las figuras 27, 28 'y
29.

Cuadro 12. Diluciones décuples realizadas en caldo Rappaport-Vassidialis a partir de un inéculo con
SE de 16 h en RV, la dilucién 1/10° fue la Gltima en donde se pudieron contar colonias. Dilucién 10-*
fue donde se pudo detectar ADN de la bacteria por medio de la extraccion con tiocianato de guanidina
al igual que con el reactivo de DNAZzol. Dilucién 10-6 se pudo detectar empleando el método de
extraccion del estuche comercial de Qiagen, en la dilucion 10-1° se pudo detectar incubando a la bateria
16 h en el medio RV. Resultados promedio de tres experimentos realizados por duplicado. Valores por

mililitro
Dilucién  # de Colonias -Ell%ch'agf/t)o (sTiLO?r:zzzg) Kit DNAZoI
Tubo 16 h Incontables + + +
1 10t Incontables + + "
2 10° Incontables + - + .
3 10° Incontables + - + .
4 107 1883 + - - ]
5 107 283 + - - )
6 10° 54 + - - ]
7 10%° 0 + - - ;
g 10t 0 - - - )
9 10% 0 - - - )
10 10% 0 - - ) ]

285 pb

Figura 26. Productos de la PCR obtenidos a partir de la amplificacion de las diluciones décuples de SE realizadas en caldo
Rappaport Vassidialis: 1.- MPM 1kb plus (Thermo Scientific) 2.- 102, 3.-10"1%, 4.- 101, 5.- 10°,6.- 108, 7.- 107, 8.- 10,
9.-10%,10.- 104,12.-Control positivo de extraccion SE 16 h, 13.-Control positivo de reaccion SE ATCC 49214 y 14.- Control
negativo E.coli ATCC 25922.
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285 pb

Figura 27. Productos de la PCR obtenidos a partir de la amplificacion de las diluciones décuples de SE realizadas en caldo
Rappaport Vassidialis: 1.- MPM 1kb plus (Thermo Scientific) 3.- 104, 4.- 10®, 5.-10%, 6.- 1077, 7.- 108, 8.- 10, 9.- 10°1°,
10.- 1014, 11.- 1022, 12.- 10°%3, 16.-Control positivo SE 16h y 19.- Control negativo E.coli ATCC 25922,

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 28. Productos de la PCR obtenidos a partir de la amplificacion de las diluciones décuples de SE realizadas en caldo
Rappaport Vassidialis: 1.- MPM 1kb plus (Thermo Scientific) 2.- Dilucién 1/100 de SE, 3.-Inéculo de SE, 4.- 10, 5.- 105,
6.-10%,7.-107,8.-10%,9.- 10, 10.- 10%°, 11.- 10", 12.- 102, 13.- 1013, 14.- CRV sin inocular, 17.-Control positivo SE
16 hy 20 .- C- E.coli ATCC 25922.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 29. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% en SB con los productos de la PCR obtenidos a partir de la amplificacion
de las diluciones décuples de SE realizadas en caldo Rappaport Vassidialis: 1.- MPM 1kb plus (Thermo Scientific), 3.- 10
4,4.-10%,5.-10°,6.-107,7.-10%8,8.-10°,9.- 109, 10.- 101, 11.- 102, 12.- 10'%3, 13.- CRV sin inocular, 18.-Control
positivo SE 16h y 20 .- Control negativo E.coli ATCC 25922.

La cepa obtenida a partir de la muestra 18 se someti6 a la PCR con los oligonucle6tidos que
amplifican fragmento de los genes para E.coli diarrogénica, enlistados en el cuadro 1, sin
embargo, no se obtuvo ningun amplificado, por lo cual la cepa fue proporcionada al
laboratorio de patogenicidad microbiana del Hospital Infantil de México Federico Gémez
donde se le realiz6 PCR para su caracterizacion a partir de cuatro colonias de la y se
reportaron los siguientes resultados enlistados en el cuadro 13. Asimismo, en la figura 30
se observa la fotografia de un gel de agarosa con los productos de la PCR en la cual se
emplearon los iniciadores para la deteccion de genes para la clasificacion de filogrupos de E.
coli como lo describieron Clermont y col. en el 2000%2, se aprecia que ninguna de las clonas
pertenecientes a la cepa 18 amplifico algun fragmento lo que indica que se trata de una E.
coli del filogrupo A con lo cual se determina que es un comensal del tracto digestivo y no
pertenece a extraintestinales, aunque posee dos genes de virulencia correspondiente al
patotipo UPEC.
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Cuadro 13. Genes buscados en la cepa 18, se
utilizaron 4 diferentes clonas de la cepa, y se
incluyeron  oligonucledtidos  para la
determinacion de filogrupo

Gen Resultado

iutA -[-1-1-
fimH +/-1-1-
papC -[-1-1-
Sat -[-1-1-

Pic +/-[+]+
aggRr -/-1-1-
Afa -[-1-1-
satl -/-1-1-
Iron -/-I-1-
FyuA -[-1-1-
papa -/-I-1-
OmpT -/-1-1-
irp2 -/-I-1-
Kps -[-1-1-
chuA -/-I-1-
yjaA -[-1-1-
TspE4.C2 -/-I-1-

1 2 3 4 5 6 7 8 9

chuA 279 pb
yjaA 211 pb

TSPE4.C2 152

Figura 30. Productos de la PCR mdltiple para la determinacion de filogrupo de E. coli carriles 1 MPM 100 pb
invitrogen, 2-5.- cepa 18, 6-7 Control positivo CFT(UPEC), pb carriles 8 y 9.- Control negativo
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DISCUSION

En este trabajo se detecto ADN de Salmonella spp. a partir de muestras de huevo lo cual
sugiere que éste es un vehiculo para la transmision de la bacteria como se ha demostrado
anteriormente en otros paises, > 33 34 esto implica que en México también podrian existir
casos de Salmonelosis asociados al consumo de huevo, sin embargo, al no existir un sistema
de vigilancia estructurado como ocurre en otros paises, probablemente no se reporten de
manera adecuada. Asimismo, el sistema de salud mexicano tiene diversos problemas para el
diagnéstico de esta enfermedad debido a que es escasa la busqueda por aislamiento
bacteriologico o biologia molecular en pacientes que sugieren un cuadro clinico febril o de
diarrea, otro problema que se enfrenta en México es la escasa informacion epidemioldgica
en los portales de los diversos sistemas de vigilancia® 3 esto resalta la importancia de
reforzar los sistemas de vigilancia epidemioldgica ya que en nuestro pais el diagnostico
clinico de la Salmonelosis se basa solo en exploracion, signos y sintomas. Unicamente en
hospitales de infraestructura gubernamental se realiza el aislamiento, mientras que en la
clinica particular no se realiza la basqueda del patégeno en cuestion de manera rutinaria y
cuando se lleva a cabo es por medio de reacciones febriles. En los paises de la Unién Europea
los casos sospechosos a Salmonelosis son de reporte inmediato para la busqueda e
identificacion del patégeno, asi como la fuente del caso. La manera por la cual las muestras
de huevo positivas a Salmonella spp. pudieron haberse contaminado involucra diversos
escenarios, algunos de ellos descritos por Gantois y col., en 2009,° el primero de ellos es la
transmision vertical de Salmonella spp. a través de una gallina infectada la cual enfrenta un
proceso de invasion por parte de la bacteria y por medio de diseminacion sistémica coloniza
las diferentes porciones del tracto reproductor del ave, evento por el cual alguno de los
componentes internos del huevo pudieran resultar contaminados; otro posible escenario
descrito por Gantois es la transmision horizontal por medio de materia fecal de aves
infectadas que al ovopositar sobre barrotes contaminados con materia fecal en la cual se
estuviese excretando Salmonella spp., al entrar en contacto con este fomite contaminan las
estructuras externas del huevo (cascaron) evento que fue demostrado en 1990 por Padron
quien por medio de aspersién y contacto directo, comprobd que S. Typhimurium puede
atravesar el cascaron de huevo a través de sus poros en un periodo de 10 minutos.®” En el
caso de aquellos huevos ovopositados por aves que producen en sistemas extensivos, también
Ilamados de libre pastoreo este proceso puede presentarse ya que Padron también demostro
a través de cama contaminada con ST que la bacteria puede contaminar el interior del huevo
en el mismo periodo de tiempo que la aspersion.3” Otro escenario probable de contaminacion
del huevo, es la manipulacion por personas con las manos contaminadas en aquellos sistemas
en donde la recoleccion de este producto es manual.

En el presente trabajo no se logro el aislamiento de Salmonella spp. mediante la metodologia
establecida por la NOM-210 SSA 2014%, sin embargo, se logré la amplificacion de un
fragmento del gen InvA, lo cual sugiere que la bacteria estuvo presente y fue inactivada por
accion de los factores antimicrobianos del huevo como: lisozima también conocido como
muramidasa que destruye los enlaces B 1-4 de N-acetilmuramico del peptidoglucano como
lo demostrd Philips en 1966,%® 3° ovotransferrina proteina capaz de ligarse de manera
reversible a iones de hierro, como lo demostraron Williams en 1968, Thibodeau en 1978,
Dorland en 1979y Lee en 1980, dado que el hierro (Fe™) es un ion esencial para el desarrollo
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de las bacterias esta proteina tiene una importante actividad antibacteriana lo cual fue
comprobado por Bullen en1978.38 40. 41 424344 por otro lado las proteinas ligadas a
riboflavina llamadas también flavoproteinas son moléculas capaces de unirse a la riboflavina
como lo demostré Miller en 1981, la riboflavina es un factor de crecimiento empleado por
las bacterias y al ligarse a moléculas como las flavoproteinas no puede ser empleada por
éstas.>® *° Otro compuesto es la avidina, proteina que se une fuertemente a la biotina, otro
factor de crecimiento empleado por las bacterias, y al unirse este factor con la avidina deja
de estar biodisponible dificultando el desarrollo bacteriano como lo demostré Green en
1975.38 46 También existe la posibilidad de que la bacteria se encontrara viable pero sin
crecimiento en los medios de cultivo sélidos como lo reportaron Roszak y Grimes en 1984,
quienes determinaron por medio de siembra de S. Typhimurium en agua de rio estéril, ésta
perdia la capacidad de crecer en los medios solidos, debido a las condiciones astringentes,
pero después de haber sido incubada a 37°C durante 96 h en medio liquido de Infusion
Cerebro y Corazon el microorganismo crecia de manera 6ptima en los agares selectivos.*” En
este trabajo durante el aislamiento se emplearon los medios Rappaport-Vassidialis y
Tetrationato de Sodio, medios de enriquecimiento selectivo para Salmonella spp., con el uso
del primero, se obtuvo un mejor resultado para la inhibicion de microorganismos
contaminantes debido a sus condiciones de alta osmolaridad dadas por el MgCl; y el efecto
antimicrobiano brindado por el verde de malaquita,*® ° esto obliga a Salmonella spp. a
enfrentarse a condiciones para sobrevivir evitando una adecuada adaptacion a medios de
cultivo en placa, lo cual sugiere emplear en conjunto la metodologia de Roszak y Grimes en
caldo infusidn de cerebro y corazon para posteriormente realizar el enriquecimiento selectivo
de la bacteria. En el caso del medio Tetrationato a pesar de ser selectivo permitio el desarrollo
de Pseudomonas spp. que afectan el crecimiento de Salmonella spp. por competitividad.>°
Por lo anterior se sugiere una modificacion de la metodologia de aislamiento de Salmonella
de la NOM que incluya un preenriquecimiento con medios como Infusion Cerebro Corazén
o caldo brucella, seguido de un enriquecimiento en Rappaport y selenito de sodio, y
posteriormente agares; sulfito de bismuto, XLD o salmonella-shigella y medio Hektoen de
baja selectividad ya que el medio verde brillante.

Durante la metodologia de deteccion molecular por medio de PCR de Salmonella spp. se
observd que la prueba es sensible y especifica ya que puede detectar hasta 500 fg de ADN
que representa aproximadamente 100 bacterias, esto se determino a partir de una dilucion de
ADN, sin embargo, durante las diluciones directamente de la bacteria viva en PBS 0 medio
Rappaport se detectaban cantidades muy altas de bacteria debido al proceso de extraccion de
ADN por esa razon se realizo la extraccion con un estuche comercial de Qiagen® y por medio
de la solucion de DNAzol® mostrando mejores resultados el estuche comercial en diluciones
de la bacteria, también a partir de las mismas diluciones en RV se dejo incubar el medio con
las bacterias durante 16 h detectando ADN por medio de la extraccién con el método del
tiocianato de guanidina en todas aquellas en las cuales se habia logrado contabilizar y en una
dilucion en las cuales no se observo crecimiento lo cual demuestra la necesidad de
enriquecimiento previo de la muestra para la deteccién molecular.

En este trabajo no se logro el aislamiento ni deteccién por medio de la PCR de
Campylobacter spp. lo que podria indicar que la bacteria no se encontraba presente en las
muestras de huevo, lo que puede sugerir que las muestras provenian de aves que no eran
portadoras de Campylobacter spp. pues esta bacteria puede transmitirse de manera vertical y
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es comun aislar a la bacteria de animales que son portadores y sus subproductos.” Otra posible
explicacion es la incapacidad de la bacteria para colonizar el interior del huevo en caso de
que la contaminacion fuera de manera horizontal ya que la capacidad de Campylobacter spp.
de atravesar el cascarén empleando soluciones acuosas fue descrita previamente® mientras
que Niel en 2008 demostré que Camylobacter jejuni muere en las membranas del cascarén
debido a la atmosfera adversa de estas estructuras.>?

Para poder determinar la verdadera ausencia del patdgeno se sugiere realizar un estudio con
un nimero mayor de muestras, ademas de realizar algun estudio donde se evidencie la
ausencia de esta bacteria en huevo, esto debido a su estado de viable no cultivable (VNC)
inducido por un ambiente desfavorable; es decir, la bacteria puede disminuir su metabolismo,
de tal manera que en medios de cultivo no puede ser detectada, Unicamente con tinciones
especiales o por medio de PCR cuantitativa.>® También existe la posibilidad de que la bacteria
sea eliminada de manera eficaz por los mecanismos antimicrobianos inherentes del huevo
como lo demostré Fonseca y col. en 2014, quienes por medio de cama contaminada con
Campylobacter jejuni en un lapso de 3 h la bacteria logré penetrar a través del cascaron, sin
embargo la viabilidad de la bacteria fue nula, y se detectdé ADN de la misma por medio de
gqPCR.> Lo anterior se fundamenta en el hecho de que en México como ocurre con la
presencia de Salmonella spp., la Campilobacteriosis es subdiagndsticada o diagnosticada de
manera equivoca como lo publicé Hernandez en 2013.%° Esto subraya la necesidad de
reforzar el sistema de vigilancia epidemioldgica. Otro problema es la falta de protocolos
estandarizados para el aislamiento y la deteccidn de dicha bacteria; en este trabajo se emple6
la metodologia propuesta por el BAM®® debido a que en México no existen protocolos
validados para el aislamiento de esta bacteria en el pais.

Durante la busqueda de bacterias diarrogénicas en este trabajo se aisld una cepa de
Escherichia coli a partir de la muestra identificada con el numero 18, de gallina en libre
pastoreo abriendo diversos escenarios, uno en el cual la bacteria en cuestién podria haber
contaminado el huevo de manera que previamente invadio los 6rganos reproductivos de la
gallina como lo demostr6 Ozaki en 20098, sin embargo, durante la identificacion de genes de
virulencia no se encontré evidencia que pudiera asociar a esta bacteria a un proceso
patogénico en aves, pero da paso a otro escenario en el cual puede sugerir la contaminacién
ya sea de cama, o manipulacién por los operarios con lo cual se puede especular sobre el
manejo higiénico que esta teniendo este producto alimenticio y abre paso al cuestionamiento
sobre la capacidad de patotipos sobre la contaminacion de este alimento, ademaés durante la
busqueda de genes para la clasificacion de la bacteria en filogrupos se determind que esta
pertenece a los comensales del tracto gastrointestinal, sin embargo, se detectaron dos genes
de virulencia lo cual puede ofrecer la idea de la existencia de transferencia horizontal de
genes como se ha presentado en diversas especies bacterianas y descrita con anterioridad en
E. coli °"°® Al abrirse un escenario en el cual, en alglin momento, esta bacteria puede adquirir
genes de virulencia asociados a enfermedad en aves y humanos, asi como genes de resistencia
a antimicrobianos y que esta cepa de E.coli apatdgena sea un vehiculo de transferencia de
resistencia a otras bacterias, en el anexo 3 se muestran las sensibilidades y resistencias a
quimioterapéuticos antimicrobianos en donde se muestran antibiéticos que no puede
eliminarla, ademas que durante el proceso de aislamiento esta cepa fue encontrada ademas
de los medios especializados para su aislamiento, en aquellos medios con antibidticos como
lo es el caldo Bolton y posteriormente en el medio para Campylobacter spp., lo cual apoya
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lo mencionado y expone la necesidad de la basqueda con mas escrutinio de esta bacteria, asi
como un control en la administracion de antibioticos empleados como terapia en las aves de
produccion.

Otro escenario posible es la contaminacion horizontal en la cual por medio de mucosas o
superficies contaminadas con E. coli; cama en el caso de produccidn en libre pastoreo, jaulas
contaminadas con heces, 0 a través de las manos de algin operario, estos escenarios ain no
se han confirmado o reportado, sin embargo, al ser una bacteria que comparte maltiples
caracteristicas con Salmonella spp. la probabilidad de la presencia de esta bacteria es amplia.

En este trabajo se aislaron ocho cepas de Pseudomonas aureginosa que en su totalidad
mostraron un fenotipo multirresistente, ademas la cepa identificada como 34 que mostré un
fenotipo de resistencia a 14 de 16 quimioterapéuticos probados (ver Anexo 3) posee genes
de resistencia a cloranfenicol, aminoglucésidos y sulfonamidas, que fueron identificados de
manera paralela por el eMVZ. Leonardo Villavicencio Monroy y que posteriormente empleo
como control positivo para estos genes para la PCR. Estas cepas, ademas, se desarrollaron,
en todos los medios selectivos empleados para enterobacterias, asi como en los medios para
Campylobacter spp. que poseen antibiéticos para la inhibicién de contaminantes y el caldo
de enriquecimiento para Salmonella spp. tetrationato que tiene antibiotico, verde brillante y
tetrationato de sodio lo cual demuestra su capacidad de tolerancia a ambientes desfavorables.
Con anterioridad se ha demostrado la virulencia de esta bacteria en individuos con sistema
Inmuno-comprometidos, asociado a infecciones intranosocomiales o en aquellos con fibrosis
quistica, en quienes representa un serio problema debido al dificil tratamiento por su marcada
resistencia natural y adquirida.>® 0 61.62.63.64 | o anterior como incoveniente principal sobre
todo en personas con cuestiones de salud se recomienda ampliamente el consumo de huevo
debido a su gran aporte nutricional, sobre todo el contenido de proteinas de facil digestion; a
pesar de todos los beneficios que ofrece el huevo se ha reportado la presencia de esta bacteria
en huevo no solo de gallina y pato el cual se consume con gran frecuencia en el oriente del
mundo. 3864

La regularidad con que este microorganismo contamina el huevo se ha reportado durante
muchos afios ya que es un microorganismo proteolitico también Ilamado alterador,® % sin
embargo no se le ha dado la importancia no solo por lo ya mencionado. Pseudomonas spp.
puede transferir resistencia a antibacterianos a otras especies bacterianas por medio de
elementos genéticos moviles como transposones, fagos y conjugacion, un ejemplo estudiado
es con E. coli.®” %8 % 70 Esto demuestra el riesgo de diseminacion de resistencias a bacterias
patogenas y la emergencia de estas que puede resultar en un panorama epidemiolégico
desfavorable no solo en la medicina veterinaria, también en la salud publica debido a los
frecuentes reportes de cepas multirresistentes y la dificultad de solucionar cuadros clinicos
ocasionados.”*Lo anterior pone en manifiesto la necesidad de enfocar la atencion a estas
cepas “ambientales” que portan multiples genes de resistencia y que en ciertas circunstancias
se comportan como patdgenos.

En el proceso de recuperacion de cepas a partir de huevo se aislaron Aeromonas hydrophila
y Klebsiella oxytoca. En el caso de A. hydrophila un organismo que se encuentra de manera
habitual en cuerpos de agua y causa problemas en diversas especies de peces, también ha
sido reconocida como un organismo que puede ser hallado en el huevo de gallina como un
alterador al igual que Pseudomonas spp.’2" y los riesgos que puede tener son muy similares
ya que posee multiples resistencias. Un factor importante para establecimiento de esta
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bacteria es la humedad, esto es indicador de un alto porcentaje de humedad en la caseta o en
la cama ya que la cepa obtenida fue aislada apartir de huevo de gallina libre, otro escenario
posible es el uso de soluciones para el lavado del huevo que se encuentra sucio y esto
imposibilita la venta por lo cual diversos productores emplean limpieza in situ por medio de
pafios himedos o lavado del huevo, lo cual esta contraindicado en la norma.

El hallazgo de K. oxytoca es un evento aislado, sin embargo, el hecho de haber sido obtenida
de un producto pasteurizado abre la posibilidad a los cuestionamientos sobre el
funcionamiento del proceso térmico empleado, no solo porque es una bacteria
multirresistente sino que ademas pertenece a la familia de enterobacteriales lo cual propone
que si este proceso no logra eliminar a Klebsiella, podria ser indicador de otros
microorganismos tales como Salmonella o E. coli. En este caso la cepa de K. oxytoca se pudo
recuperar ain en medios con antibidticos (medio Bolton y agar campylobacter) asi como a
partir del medio tetrationato de sodio observando una gran capacidad de adaptacion a medio
ambientes astringentes.

En conjunto estos hallazgos de mdltiples cepas ofrecen una interpretacién general como
indicadores sanitarios, y su presencia expone la posibilidad de que microorganismos
patdgenos primarios pudieran encontrarse presentes, en el caso de los productos
pasteurizados también son marcadores de que el proceso podria no ser suficiente para la
destruccion de patogenos.

Los resultados obtenidos muestran un panorama general acerca de la situacion
epidemioldgica del pais, desde diferentes enfoques, el primero de ellos, y mas favorable, es
que a pesar de haberse demostrado la presencia de Campylobacter en canales de ave para
consumo,”’® la presencia de Campylobacter pudiera verse limitada debido a las caracteristicas
inherentes del huevo las cuales la eliminarian eficazmente. En el caso de Escherichia coli
diarrogénica, hasta la fecha no hay reportes acerca de infecciones relacionadas por el
consumo de huevo en el mundo sin embargo los sistemas de vigilancia deben poner atencion
en este microorganismo. El segundo enfoque y mas importante es la presencia de Salmonella
detectada por medio de métodos moleculares pero no por metodologias oficiales, que da una
vision general del problema el cual se enfrenta al subreportar casos de Salmonella asociados
con alimentos debido a su escaso aislamiento, y que también debe ser una llamada de
atencién para el sector productor de huevo y més relevante al sector consumidor al que
México lleva el primer lugar a nivel mundial, estos resultados en conjunto ponen en
manifiesto la necesidad de realizar trabajos con mayor alcance y mayor presupuesto en las
cuales iniciativas publica y privada logren dar a conocer el verdadero nivel del problema
(incidencia y prevalencia) asi como datos reales sobre las serovariedades de este
microorganismo que se encuentren de manera frecuente en campo.

Es dificil establecer debido a la naturaleza de las cepas de Pseudomonas, que son bien
conocidos sus mecanismos de resistencia a antibioticos, la forma por la cual adquirieron
resistencia a diversos grupos de quimioterapéuticos y es temerario aseverar que se debe al
empleo de antibidticos en producciones avicolas como profilaxis 0 como terapéutica, sin
embargo, es tema que ha sido controvertido en las ultimas tres décadas.La rastreabilidad de
los lotes positivos a Salmonella por medio de PCR es un proceso que debe ser vigilado por
la autoridad ya que la injerencia de un tercero puede prestarse a situaciones de seguridad
alimentaria y legales.
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CONCLUSIONES

» Se detectd6 ADN de Salmonella spp. a partir del 22% de las muestras, de cada
categoria de huevo el 33.3% corresponde a gallina productora de huevo en jaula, 25
% de clara liquida y 14.3 % de gallina en piso donde se detecto ADN de la bacteria.

» Esnecesario el enriquecimiento previo de la muestra para el proceso de la PCR.

» La PCR fue mas sensible que el procedimiento de cultivo indicado en la NOM-210-
SSA-2014 sobre Salmonella spp.

» Se aisl6 una cepa de E.coli comensal a partir de una muestra de huevo de gallina de
crianza libre, un 97.62 % de las muestras fue negativo por aislamiento y el 100% por
medio de la PCR.

* No se encontrd la presencia de Campylobacter spp. por medio de bacteriologia o
biologia molecular en las muestras de huevo, el 100% de las muestras fueron
negativas a la presencia de Campylobacter spp. por bacterilogia y biologia molecular.
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PROSPECTIVA
« Emplear un nimero de muestras mayor que aproxime la verdadera incidencia de
Salmonella presente en el huevo en México, asimismo, que descarte la presencia de
Campylobacter y E. coli.

+ Utilizar la PCR como técnica de deteccién de patdgenos en huevo.

* Incluir el medio Infusion cerebro corazén como un previo enriquecimiento de
muestras para el aislamiento de Salmonella spp.
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Anexo 1. Medios de Cultivo

Medios de cultivo en caja de Petri

Caldo Luria Bertani (LB)

Cloruro de Sodio (JT Baker®) 10 g

Peptona de caseina (Difco®/MCDLab®) 10 g

Extracto de levadura (Bioxon®) 5 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presién a 121
°C.

Agar LB

Al preparar caldo LB agregar 15 g de agar-bacteriologico (Difco® MCDLab®) para 1 L.
Disolver los componentes y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121
°C.

Agar sangre

Corazdn de res, infusién 500 g

Peptona de caseina 10 g

Cloruro sédico 5 g

Agar 159

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes en 900 mL de agua destilada y esterilizar en autoclave durante 15
min, 15 Ib de presion a 121 °C. Al enfriarse el medio a 45°C agregar 100 mL de sangre de
ovino o bovino o caballo desfibrinada atemperada asépticamente.

Caldo brucella

Digerido pancreético de caseina 10 g

Digerido péptico de tejido animal 10 g

Extracto de levadura 2 g

Dextrosa anhidra 1 g

Bisulfito de sodio 0.1 g

Cloruro de sodio 5 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada, dispensar en voliumenes requeridos
y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar brucella

Agregar 15 g de agar a 1 litro de caldo brucella, disolver los componentes y esterilizar en
autoclave durante 15 min, 15 Ib de presién a 121 °C.
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Agar métodos estandar

Digerido pancreético de caseina 5 g

Extracto de levadura 2.5 g

Dextrosa anhidra 1 g

Agar 15¢

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y esterilizar en autoclave durante
15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Lactosa 7.5 ¢

Sacarosa 7.5

Extracto de levadura 3 g

Tiosulfato sédico 6.8 g

Citrato férrico de amonio 0.8 g

Xilosa 3.5 g

L-Lisina5g

Desoxicolato de sodio 2.5 ¢

Rojo de fenol 0.08 g

Agar 13.5¢

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y hervir durante 5 min, no sobre
calentar, permitir que se enfrié a 45°C y dispensar
No autoclavear

Usar el mismo dia de preparacién

Agar sulfito bismuto (SB)

Peptona bacterioldgica 10 g

Fosfato Disodico 4 g

Indicador bismuto sulfito 8 g

Sulfato Ferroso 0.30 g

Extracto de Carne 5 g

Verde Brillante 0.025 g

Dextrosa 5 g

Agar Bacterioldgico 20 g

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y hervir durante 5 min, no sobre
calentar, permitir que se enfrié a 45°C y dispensar

No autoclavear, usar el mismo dia de preparacion, proteger de la luz

Agar MacConkey (McC)

Digerido pancreético de gelatina 17 g
Peptona de carne y caseina 3 ¢
Lactosa 10 g

Rojo neutro 0.03 g
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Cristal violeta 0.001g

Sales biliares 1.5 g

Agar 13.5¢

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y esterilizar en autoclave durante
15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar eosina azul de metileno (EAM)

Digerido pancreético de gelatina 10 g

Lactosa 5 g

Sacarosa 5 g

Fosfato dipotésico 2 ¢

Agar 13,5 EosinaY 0.4 g

Azul de metileno 0.065 g

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y esterilizar en autoclave durante
15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar verde brillante (VB)

Extracto de levadura 3 g

Peptona de caseina 10 g

Lactosa 10 g

Sacarosa 10 g

Cloruro sédico 5 g

Rojo fenol 0.08 g

Agar 20 g

Verde brillante 0.0125 g

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y esterilizar en autoclave durante
15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar campylobacter con vancomicina-colistina-cicloheximida-novobicina- (VCCN)

Usar base de agar sangre o base de agar brucella, disolver los componentes en 900 mL de
agua destilada y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presién a 121 °C. Al
enfriarse el medio a 45 °C agregar 100 mL de sangre de ovino o bovino o caballo
(Campylobacter _spp. Desarrolla_mejor con_sangre de caballo lisada) desfibrinada
atemperada a 37 °C y agregar 10 mg de vancomicina en solucién, 10,000 Ul de colistina en
solucién, 5 mg de novobiocina en solucion y 50 mg de cicloheximida en solucién.

Solucién de vancomicina

Hidrocloruro de vancomicina (Sigma-Aldrich®) 1 g

H>O MiliQ estéril 10 mL disolver por agitacion vigorosa

Esterilizar por filtracion y alicuotar en volimenes de 1000 pL (100 mg/mL) almacenara -
20°C y descongelar hasta su uso.
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Solucién de Colistina

Sulfato de colistina (Sigma-Aldrich®) 500 mg = 7,500,000 Ul

H.O MiliQ estéril 10 mL disolver por agitacion vigorosa

Esterilizar por filtracion y alicuotar en volimenes de 1000 pL (50 mg/mL) almacenara -
20°C y descongelar hasta su uso.

Solucién de Cicloheximida

Cicloheximida (Sigma-Aldrich®) 1 g

Etanol absoluto 10 Ml disolver por agitacion vigorosa

Esterilizar por filtracion y alicuotar en volumenes de 1000 pL (100 mg/mL) almacenara -
20°C y descongelar hasta su uso (jjPRECAUCION!! NO FILTRAR FRENTE A
MECHERO, EL ETANOL ES ALTAMENTE FLAMABLE).

Solucién de Novobiocina

Novobiocina sédica (Sigma-Aldrich®) 1 g

H.O MiliQ estéril 10 mL disolver por agitacion vigorosa

Esterilizar por filtracion y alicuotar en volimenes de 1000 pL (100 mg/mL) almacenara -
20°C y descongelar hasta su uso.

Medios de cultivo en tubo

Caldo tioglicolato

Extracto de levadura 5 g

Cloruro sédico 2.5 g

Digerido pancreético de caseina 15 g

Tioglicolato sodico 0.5 g

Dextrosa (anhidra) 5 ¢

Azul de metileno 0.001 g

L-cistina0.5¢g

Agar 0.75 ¢

Disolver los componentes en 100 mL de agua, hervir hasta que el medio tome un aspecto
Opalo y dispensar en volumenes requeridos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de
presion a 121 °C. el medio se mantiene reducido hasta 3 meses, después debera hervirse para
reducirlo.

Agar triple azucar hierro (TSI)

Digerido pancreético de caseina 10 g
Digerido péptico de tejido animal 10 g
Cloruro sédico 5 g

Lactosa 10 g

Sacarosa 10 g
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Glucosa 1l g

Sulfato ferroso de amonio 0.2 ¢

Tiosulfato sédico 0.2 g

Rojo fenol 0.025 g

Agar 13 ¢

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes, calentar hasta ebullicién, no sobrecalentar, y dispensar en tubos,
esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Enfriar posicionando el tubo de manera que el agar quede en forma inclinada en el tubo.

Medio SIM

Extracto de carne 3 g

Hidrolizado pancreético de gelatina 30 g

Sulfato ferroso amonico 0.2 g

Tiosulfato sddico 0.025 g

Agar 3 ¢

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes calentando hasta ebullicion y dispensar en tubos, esterilizar en
autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Agar citrato de Simmons

Fosfato de amonio dihidrogenado 1 g

Fosfato dipotasico 1g

Cloruro sédico 5 g

Citrato sodico 2 g

Sulfato magnésico 0.2 g

Agar 159

Azul de bromotimol 0.08 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes, calentar hasta ebullicion, no sobrecalentar, y dispensar en tubos,
esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Enfriar posicionando el tubo de manera que el agar quede en forma inclinada en el tubo.

Agar urea de Christesen

Hidrolizado pancreético de gelatina 1 g

Dextrosa 1 g

Cloruro sédico 5 g

Fosfato potasico 2 g

Urea 20 g

Rojo Fenol 0.012 g

Agar 15¢

Disolver el agar en 950 mL de agua, calentar hasta ebullicidn, no sobrecalentar, esterilizar en
autoclave durante 15 min, 15 Ib de presién a 121 °C.
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Atemperar el agar a 45°C, los demas componentes disueltos en 50 mL de agua destilada,
esterilizar por filtracion incorporandolos al agar, dispensar en tubos.
Enfriar posicionando el tubo de manera que el agar quede en forma inclinada en el tubo.

Agar fenilalanina

DL-Fenilalanina 2 g

Extracto de levadura 3 g

Cloruro sédico 5 g

Fosfato sodico 1g

Agar 12 ¢

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes, calentar hasta ebullicién, no sobrecalentar, y dispensar en tubos,
esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presién a 121 °C.

Enfriar posicionando el tubo de manera que el agar quede en forma inclinada en el tubo.

Medio basal O/F

Peptona de Caseina 2 g

NaCl5g

K2HPO40.3 ¢

Agar2.5¢

Azul de bromotimol 0.03 ¢

Carbohidrato a probar (Dextrosa) 10 g = 1%

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes, calentar hasta ebullicion, no sobrecalentar, y dispensar en tubos,
esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Enfriar posicionando el tubo de manera que el agar quede en forma inclinada en el tubo.

Caldo lisina

Clorhidrato de L-lisina 5 g

Extracto de levadura 3 g

Glucosalg

Purpura de bromocresol 0.015 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y dispensar en tubos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15
Ib de presion a 121 °C.

Caldo MR-VP

Mezcla de Peptonas 7 ¢

Fosfato dipotésico 5 g

Dextrosa 5 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y dispensar en tubos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15
Ib de presion a 121 °C.
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Medio ONPG

Medio base:

Peptona de caseina 10 g

NaCl 5g

Agua destilada 1 L

Disolver los componentes y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 Ib de presion a 121
°C. Atemperar medio a 20 °C y agregar solucion de ONPG.

Solucién de ONPG:

o-nitrophenil-b-galactopyranoside 6 g

Solucion de Na2HPO4 al 0.01 M 1000 ml

Esterilizar por filtracion y almacenar en congelacion, protegido de la luz.

Preparacion del medio ONPG

Solucion de ONPG 250 mL

Medio base 750 mL

Dispensar en tubos estériles 3 mL y proteger de la luz.

Caldo lauril triptosa

Bacto triptosa 20 g

Lactosa 5 g

Fosfato potasico dibasico 2.75 g

Fosfato potasico monobasico 2.75 g

Cloruro de sodio 5 g

Lauril sulfato de sodio (SDS) 0.1 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y dispensar en tubos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15
Ib de presion a 121 °C.

Caldo Rappaport-Vassidialis (RV)
Base de RVS

Digerido enzimético de soya 5 g
NaCl 8 g

KH2PO4 1.4 g

KoHPO40.2 g

Solucién de MgCl2

MgCl> 6H0 40 g disolver en 100 mL de agua destilada y almacenar en oscuridad, maximo
1 afo. No autoclavear.
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Solucion de verde de malaquita

Disolver 0.4 g de oxalato de verde de malaquita en 100 mL de agua destilada y almacenar
en frasco ambar en oscuridad. No autoclavear.

Preparacion del medio RV

Mezclar para 1000 mL de medio base después agregar la solucién de MgCl, y verde de
malaquita, dispensar en tubos un volumen de 10 mL y esterilizar en autoclave durante 15
min, 15 Ib de presion a 121 °C.

Emplear el mismo dia o almacenar a 4°C méaximo 24 horas.

Caldo tetrationato (CT)

Base de caldo tetrationato

Extracto de carne 4.3 g

Digerido enzimatico de caseina 8.6 g

NaCl 2.6 g

CaC0338.7g

Na»S203-5H.0 47.8 g

Ox sales biliares de uso bacteriolédgico 4.78 g

Verde brillante 0.0096 g

Disolver los componentes en 1000 mL de agua destilada y hervir durante 5 minutos, no sobre
calentar, permitir que se enfrié a 45°C y dispensar en volimenes de 10 mL
No autoclavear.

Solucién yodo-yoduro

Yodo elemental 20 g

Yoduro de potasio 25 g

Disolver en 50 mL de agua destilada y aforar a 100 mL
Almacenar en oscuridad en frasco ambar.

Solucién de novobiocina

Novobiocina Na 0.04 g

Disolver en 5 mL de agua inyectable esteéril

Esterilizar por filtracion y alicuotar en volumenes de 100 uL almacenar a -20°C y descongelar
hasta su uso.

Preparacion del medio CT

Agregar asepticamente 5mL de solucién de novobiocina a 1000 mL de medio base. Mezclar,
después agregar 20mL de la solucion de yodo-yoduro. Mezclar bien. Distribuir el medio
asépticamente en recipientes estériles. Emplear el medio el mismo dia, de lo contrario
conservar las soluciones por separado e incorporar hasta su uso.
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Caldo infusion cerebro y corazon

Infusion de cerebro y corazon de (sélidos) 8 ¢

Digerido péptico de tejido animal 5 g

Digerido pancreético de caseina 16 g

Cloruro sédico 5 g

Glucosa 2 g

Fosfato disddico de hidrégeno 2.5 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y dispensar en tubos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15
Ib de presion a 121 °C.

Caldo Bolton

Peptona de caseina 10 g

Hidrolizado de lactoalbimina 5 g

Extracto de levadura 5 g

NaCl5g

Hemina 0.01 ¢

Piruvato de sodio 0.5 g

Acido a-cetoglutarato 1 g

Metabisulfito de sodio 0.5 g

Carbonato de sodio 0.6 g

Disolver en 950 mL de agua destilada y dejar reposar 10 min, calentar suavemente, esterilizar
por autoclave 121°C , 15lb, 15 min. Al enfriarse el medio a 45 °C agregar 100 mL de sangre
de ovino o bovino o caballo (Campylobacter spp. desarrolla mejor con sangre de caballo
lisada) desfribrinada atemperada a 37 °C y agregar 10 mg de vancomicina en solucion,
10,000 Ul de colistina en solucién, 5 mg de novobiociona en solucion y 50 mg de
cicloheximida en solucion.

Caldo tripticaseina de soya con sulfato ferroso

Tryptone (digerido pancreatico de caseina) 17 ¢

Digerido péptico de harina de soya 3 g

Glucosa (dextrosa) 2.5 ¢

Cloruro sédico 5 g

Fosfato dipotasico de hidrogeno 2.5 g

Sulfato ferroso FeSO4 35 mg

Agua destilada 1000 mL

Disolver los componentes y dispensar en tubos, esterilizar en autoclave durante 15 min, 15
Ib de presion a 121 °C.
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Reactivos para identificacion e interpretacion de bioquimicas
Reactivo de Kovac (para deteccion de indol)

Alcohol isoamilico 150 mL

p-dimetilaminobenzaldehido 10 g

HCI 50 mL

Disolver el p-dimetilaminobenzaldehido en el alcohol isoamilico (amilico o butilico), una
vez incorporado se agrega el HCI, almacenar en frasco &mbar en refrigeracion.

Reactivo de Barrits A (Prueba de VVoges-Proskauer)

1-naftol 5 g
H.O 100 mL
Disolver cuidadosamente el 1-naftol en el agua, almacenar en frasco &mbar en refrigeracion.

Reactivo de Barrits B (Prueba de VVoges-Proskauer)

KOH 40 g

H.O 100 mL

Disolver cuidadosamente el KOH en el agua, realizar el procedimiento con cuidado ya que
el KOH es altamente corrosivo y al mezclarse con el agua se produce una reaccion
exotérmica, por lo cual el frasco se calentara, una vez que se haya enfriado, almacenar en
frasco &mbar en refrigeracion.

Rojo de metilo (Prueba de rojo de metilo)

Rojo de metilo 0.1 g

Etanol 300 mL

Agua destilada 200 mL

Disolver el rojo de metilo en el etanol y agregar el agua, almacenar en frasco ambar en
refrigeracion.

Prueba de oxidasa

N, n, n, n-tetrametil-p-fenilendiamina
Impregnar una porcion de papel filtro (7 cm de didametro) con 3 gotas de solucién acuosa al
1 % del reactivo, secar a temperatura ambiente (no secar por completo) y congelar -20 °C.

Cloruro férrico (prueba de fenilalanina)

FeCl3 10 g

H.O destilada 100 mL

Disolver cuidadosamente el FeClz en el agua destilada. Almacenar en frasco ambar en
refrigeracion.
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Aceite mineral (sellado de biogquimicas)

Aceite mineral sin esencia
Esterilizar por autoclave 121°C 15 Ib 15 min, almacenar a temperatura ambiente.

Tincién de Gram

Colorante primario:

Cristal Violeta 2.5 g

H>0O destilada 1000 ml
Almacenar en frasco amabar.

Sensibilizante:

NaHCO3 (Bicarbonato de sodio) 12.5 g
H2O destilada 1000 ml

Almacenar en frasco amabar.

Mordente:

lodo 20 g

NaOH solucién acuosa al 1 M 100 ml
H20O destilada 900 ml

Almacenar en frasco amabar.

Decolorante:

Alcohol Etilico 95 % 50 ml
Acetona 50 ml

Almacenar en frasco amabar.

Colorante de contraste:

Fucsina Basica, solucién saturada en alcohol de 95% 100 ml
H20O destilada 900 ml

Almacenar en frasco amabar.

Reactivo de Gregensen (corroborar tincién de Gram)

KOH3g

H.O destilada 100 mL

Disolver cuidadosamente el hidroxido en el agua ya que es corrosivo, almacenar en frasco
ambar en refrigeracion.
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Anexo 2. Soluciones

Solucion amortiguada de fosfatos (PBS)

NaCl (JT Baker®) 8 ¢

KCI (JT Baker®) 0.2 ¢

KH2PO4 (JT Baker®) 0.2 g

Na,HPO4 (JT Baker®) 1.15 g

Ajustar pH 7.4, aforar a 1000 mL con agua destilada, esterilizar por autoclave 121°C 15 min
15 Ib.

Soluciones para electroforesis

Solucién TRIS-acido acetico-EDTA (TAE) 50X

Trisaminometano base (Affymetrix USB®) 242 g

Acido acético glacial (JT Baker®) 57.1 mL

Acido Etilen Diamino Tetracético - EDTA (JT Baker®) 37.2 g0 50 mL a 0.5 M pH 8.0
Aforar a 1 L de agua destilada. Esterilizar por autoclave 121°C 15 min 15 Ib

Solucion de trabajo 1X.

Solucion borato de sodio (SB) 25X

NaOH (JT Baker®) 25 mM disolver en agua destilada y ajustar pH con acido bérico (JT
Baker®) a 8.0-8.5

Esterilizar por autoclave 121°C 15 min 15 Ib

Solucion de trabajo 1X.

Amortiguador de carga para ADN

Glicerol o Sacarosa (Sigma-Aldrich®) 30-40 % (w/v)

Xilencianol (Sigma-Aldrich®) 0.25 % (w/v)

Azul de bromocresol (Sigma-Aldrich®) 0.25 % (w/v)

Naranja G (Sigma-Aldrich®) 0.50-0.75 % (w/v)

Esterilizar por autoclave 121°C 15 min 15 Ib

Solucién de trabajo 1 X (Realizar Dilucion con solucion TAE o SB segun sea el caso).

Agarosa con SB 1.5 %

Agarosa grado biologia molecular (Invitrogen®) 1.5 g

Solucion SB 1x 100mL

Calentar hasta ebullicion y disolucion de la agarosa y enfriar hasta 50 °C y vaciar.
Agarosa con TAE 0.8 %

Agarosa grado biologia molecular (Invitrogen®) 1.5 g

Soluciéon TAE 1x 100 mL

Calentar hasta ebullicion y disolucion de la agarosa y enfriar hasta 50 °C y vaciar.
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Soluciones para extraccion de ADN

Solucidn de lisis

1.66 M tiocianato de guanidina (Sigma-aldrich®)

N-Sarcosyl (Sigma-Aldrich®) 0.16%

EDTA Na (JT Baker) pH 8.0 a 0.5M

Disolver todos los reactivos en agua Mili Q y aforar a 150 mL

Esterilizar por autoclave 121°C 15 min 15 Ib, almacenar en frasco &mbar a temperatura
ambiente.

Acetato de amonio 7.4 M

7.4 M Acetato de amonio (JT Baker®) 100 mL
Esterilizar por autoclave 121°C 15 min 15 Ib
Almacenar a -20 °C.

Fenol-cloroformo

Fenol (Sigma-Aldrich) 25 mL
Cloroformo (JT Baker®) 25 mL
Almacenar en frasco ambar en refrigeracion 4°C.

Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

Fenol (Sigma-Aldrich) 25 mL

Cloroformo (JT Baker®) 24 mL

Alcohol isoamilico (JT Baker®) 1 mL
Almacenar en frasco &mbar en refrigeracion 4°C.

Etanol 100%

Alcohol etilico absoluto (JT Baker®) 100 mL
Almacenar a -20°C.

Etanol 70%

Alcohol etilico absoluto (JT Baker®) 70 mL
H»O libre de nucleasas 30 mL
Almacenar a -20°C.
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Soluciones y reactivos para la PCR

DNTP’s (Invitrogen®/Thermo Scientific Fisher®)

ATP 100 mM

CTP100 mM

GTP100 mM

TTP 100 mM

Agregar 10pL de cada dinucle6tido a 60 L de agua estéril libre de nucleasas, almacenar a
-20 °C.

Iniciadores (Invitrogen®/Sigma Aldrich®)

Iniciador F’ (En sentido) 100 uM

Iniciador R’(Antisentido) 100 uM

Diluir por separado 10 pL de cada iniciador en 90 pL de agua libre de ADNasas, almacenar
a-20°C.

Polimerasa de Thermus aquiaticus recombinante (Thermo Scientific Fisher®)

TaqPol 5 U/ uL
No diluir, si se requiere diluir emplear dimetilsulfoxido o Polietilenglicol
Almacenar a -20 °C.
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Anexo 3 Antibiogramas de cepas aisladas

Amoxicilina
con &cido
Cepa | Ampicilina | clavulanico Cefazolina | Cefalotina | Cefepima Cefoperzazona

18.- Escherichia coli | Resistente Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible

Cepa | Ceftriaxona | Cefacimida | Ciprofloxacina Acido nalidixico Norfloxacina

18.- Escherichia coli Sensible Sensible Sensible Intermedio Sensible

Trimetroprim/su
Cepa | Ifametoxazol Cloranfenicol

18.- Escherichia coli | Resistente Sensible
Antibidtico
Acido Amoxicilina
Cepa nalidixico | civulinico Ceftriaxona | Cefuroxima | Cefotaximel | Cefepima

19 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Resistente

20 Pseudomonas aureginosa | Sensible | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Resistente

22 Klebsiella oxytoca Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Sensible

33 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Sensible Resistente | Sensible Sensible

34 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Resistente

40 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Sensible

42 Aeromonas hydrophila Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Sensible

42 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Resistente

39 Pseudomonas aureginosa | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente Resistente

Antibidtico
Cepa Cloranfenicol | Ciprofloxacina | Doxiciclina | Eritromicina | Fosfomicina
19 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente Resistente | Resistente Resistente
20 Pseudomonas aureginosa | Sensible Resistente Sensible Resistente | Resistente
22 Klebsiella oxytoca Resistente Sensible Sensible Resistente | Resistente
33 Pseudomonas aureginosa | Resistente Sensible Sensible Resistente Resistente
34 Pseudomonas aureginosa | Resistente Sensible Resistente | Resistente Resistente
40 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente Resistente | Resistente Resistente
42 Aeromonas hydrophila Resistente Sensible Resistente | Resistente Resistente
42 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente Resistente | Resistente | Resistente
39 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente Resistente | Resistente Resistente
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Antibidtico

Cepa Florfenicol Imipenem | Norfloxacina | Penicilina Tetraciclina
19 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente | Resistente Resistente Resistente
20 Pseudomonas aureginosa | Sensible Resistente | Resistente Resistente Sensible

22 Klebsiella oxytoca Resistente Sensible Resistente Resistente Sensible
33 Pseudomonas aureginosa | Sensible Sensible Sensible Resistente Resistente

34 Pseudomonas aureginosa | Resistente Sensible Resistente Resistente Resistente

40 Pseudomonas aureginosa | Resistente Sensible Resistente Resistente Resistente

42 Aeromonas hydrophila Resistente Resistente | Sensible Resistente Resistente

42 Pseudomonas aureginosa | Resistente Sensible Resistente Resistente Resistente

39 Pseudomonas aureginosa | Resistente Resistente | Resistente Resistente Resistente

Antibiogramas realizados a las cepas aisladas a partir de las muestras de huevo empleadas en este estudio,
la cepa 18 de E. coli fue proporcionada al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil
de México Federico Gdmez, bajo la responsabilidad del Dr. Carlos Alberto Eslava Campos.
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