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RESUMEN

Debido a que la carne de pollo es el producto de origen animal con mayor
demanda en nuestro pais es relevante poder definir la importancia epidemioldgica
que tiene el pollo en la transmision de patégenos, por tal motivo, este estudio se
realizé para evaluar la calidad microbiologica de las canales de pollo del rastro y
puntos de venta (supermercados y mercados publicos) utilizando como modelo de
estudio a Escherichia coli. Se utilizaron 30 canales de pollo evisceradas de las
cuales 10 fueron de un rastro TIF, 10 de 3 mercados publicos y 10 de 3
supermercados del Estado de Querétaro. Se realiz6 el lavado de las canales y a
partir de este se hizo el conteo de mesdfilos aerobios y coliformes totales; por otro
lado, se aislé un total de 150 cepas de E. coli, las cuales se caracterizaron
serologicamente, se hizo sensibilidad a 14 antibioticos. Se determiné la presencia
de genes de virulencia (eaeA, bfpA, It, st, stx1, stx2, ipaH, aggR, aap) de los 5
grupos diarreogénicos de E. coli y el grupo filogenético al que pertenecia cada
aislamiento mediante la deteccidn de los genes chuA, yjajA y TSPE4.C2 mediante
PCR. Los resultados mostraron un promedio de mesdfilos aerobios para canales
de rastro de 5.604 UFC/ml logq, supermercados de 6.004 UFC/ml logw Yy
mercados publicos de 6.835 UFC/ml log+. Para coliformes totales el promedio de
UFC/ml logyo de las canales de rastro fue de 4.817, supermercados de 4.732
UFC/ml log1o y mercados publicos de 6.015 UFC/ml logqe. Tanto para mesofilos
aerobios como para coliformes totales, las canales muestreadas en mercados
publicos presentaron los valores mas altos, a diferencia de rastro y supermercados
en donde no hubo diferencia estadistica significativa (P > 0.05). Los serogrupos
mas comunes fueron 08 (7.33%), O7 (6%), 048 (6%) y ONT (6%). Se
identificaron 78 serotipos diferentes, siendo los mas comunes O103:H21 (5.33%)
y O11:H6 (5.33%). En la busqueda de genes asociados a virulencia se
identificaron los genes stx2 (8/150) de los cuales 6 aislamientos se obtuvieron de
canales de supermercados (A y B) y 2 cepas de una canal del mercado publico
(A\), por otro lado, 6 cepas fueron positivas al gen eaeA, de las cuales 5 de ellas se
aislaron de los tres mercados publicos y solo una se aislé del rastro TIF. El analisis
de grupos filogenéticos mostré 109 (73%) cepas de los filotipos comensales A (48
[32%]) y B1 (61 [40.67%]), y 41 (27%) de los grupos virulentos o extraintestinales
B2 (5 [3.33%]) y D (36 [24%)]). Se identificé que todos los aislamientos fueron
multiresistentes con resistencia a tilosina (100%), oxitetraciclina (97%), acido
nalidixico (96%), doxiciclina (94%), enrofloxacina (91%), lincomicina (89%),
norfloxacina (78%), ampicilina (75%), fosfomicina (70%), estreptomicina (47%),
cefotaxime (41%), ceftriaxona (39%), cefuroxime (34%) y neomicina (28%). El
estudio permitié identificar que existen problemas de manejo del pollo que
favorecen la contaminacion durante el procesamiento y en los puntos de venta. La
identificacion de cepas multirresistentes con genes de virulencia, muestra el
impacto epidemioldgico del pollo en la transmisién de E. coli causante de diarrea

Palabras clave: calidad microbiolégica, Escherichia coli, canales de pollo,
mercado publico, supermercado, rastro.



ABSTRACT

Since broiler meat is the most demanded animal product in Mexico, it is important
to define its epidemiologic importance in the transmission of pathogens to humans,
therefore, this experiment was conducted to evaluate microbiological quality of
broiler carcasses purchased at from the processing plant and two retail poultry
shops (supermarket and public market) using Escherichia coli as study model.
Thirty broiler carcasses were used for the study; 10 from a TIF processing plant, 10
from 3 public markets and 10 from 3 supermarkets located at Queretaro and were
rinsed in a phosphate buffered saline solution (PBS). Aerobic mesophiles and total
coliforms counts were determined and 150 E. coli strains were recovered from the
carcasses, and serotyped. The presence of virulence genes (eaeA, bfpA, It, st,
stx1, stx2, ipaH, aggR, aap) of the five diarrheagenic E. coli strains, and
phylogenetic group was by detecting of the chuA, yjajA y TSPE4.C2 genes was
determined by PCR. The results showed that to aerobic mesophiles from
carcasses were 5.604 UFC/ml logyo from processing plant, 6.004 UFC/ml log1o
from supermarket and 6.835 UFC/ml logio from public market. Regarding total
coliforms, counts were 4.817 UFC/ml logio from processing plant, 4.732 UFC/ml
log1o from supermarket and 6.015 UFC/ml logio from public market. There was
statistical difference (P<0.05) in mean counts which were higher in public market
than the other two places. The most common serogroups were O8 (7.33%), O7
(6.0%), 048 (6.0%) and ONT (6.0%). Seventy-eight different serotypes were
identified, the most common were O103:H21 (5.33%) and O11:H6 (5.33%). In the
other hand, only stx2 (8/150) and eaeA (6/150) were identified in this study.
Regarding to phylogenetic groups it was established that 48 strains (32.0%)
belonged to group A, 61 strains (40.67%) to group B1, 5 strains (3.33%) to group
B2 and 36 strains (24.0%) to group D. All the isolates presented resistance to
tylosin (100%) followed by oxytetracycline (96.67%), nalidixic acid (96%),
doxycycline (94%), enrofloxacin (91.33%), lincomicyn (88.67%), norfloxacin (78%),
ampicilin  (74.67%), fosfomycin (70%), streptomycin (47.33%), cefotaxime
(40.67%), ceftriaxone (38.67%), cefuroxime (34%) y neomycin (28%). These
results reveal an inappropriate handling of the carcasses during the slaughter and
at the retail poultry shops, mainly in public markets where hygienic measures must
be improved.

Keywords: microbiological quality, Escherichia coli, broiler carcasses,
supermarket, public market, processing plant.



1.

@ v » W N

INDICE

INTRODUGCCION ......ouviuiiniiniiiiiienieiseseeeeei ettt 1
1.1 Calidad microbioldgica de las canales de Pollo.........coovcvieeiicieeiirciieeccee e 1
1.2 ESCREIICHIA COli ettt ettt ettt sttt et esne e e sanee s 2
1.3 SerotiPifiCACIiON ..o et e et e e e et e e e e baa e e e searaaeeanes 4
1.4 Grupos fIlOGENETICOS .....vveeieiiiee ettt e et e e e e ste e e e ebte e e e ebaeeeesbaaeeesanes 4
1.5 Resistencia antimicrobiana .........cocuiiiieiieiieiee e 6
1.6 E. coli Enteropatdgena (EPEC).......cccueicuieeieiieeiee et e eteeete e et e eteeesiteesvae e saae e s ta e eaaeesavae s 6
1.7 E. coli EnterotoXig€nica (ETEC)......ccceeicieeiiieeciee ettt ette e teeeteeesiteesvae e ave e te e enaeesaaee s 8
1.8 E. coli Enterohemorrdgica (EHEC) .......ccueeoiieecieeeeee ettt e e 9
1.9 E. coli Enteroagregativa (EAEC)...... ..o iiie ettt e et e e e rre e e s e e e e naneeean 10
1.10 E. coli Enteroinvasiva (EIEC) ......cccuieeeeiiiieeeciiee et e et ectee e e eetae e e s aae e e seaae e e e naeeaean 10
ANTECEDENTES ... ..ottt ee e e e e s e s bbbt e e e e e e s s snnreeeeeeeeesasnnneeeeeeas 11
GRUPOS DIARREOGENICOS PREDOMINANTES EN NUESTRO PAIS .........coovvvriereennn, 12
JUSTIFICACION. ...ttt sttt ettt ettt ettt esetesesennenenaeas 14
HIPOTESIS ...ttt 15
OBUETIVOS ...ttt ettt et e e e e ettt e e e e e e st bttt e e e e e e e nsreeteeeeeesannnneeeeeeas 16
(o O ] oY= ANV o T 0= o V=T - TR 16
6.2 ODbjJEtiVOS PArtiCUIAIES ....ceiieiiiie ettt et e et e e e ta e e e e tae e e e sabaee e e nsaeeaean 16
MATERIAL Y IMETODOS .......oovimiumimriianeisesiseessesissssessesissise s sisstse st ssessesssessesssisesanes 17
7.1 Obtencion de MUESTIAS ....ccceeviiiriieiieeeeee ettt s 17
7.2 Lavado de CANAIES ...cooeiiiiiieeieeeeeee e e s 17
7.3 Conteo de meséfilos aerobios y coliformes totales .........coccveeeeiiieiieciieee e, 17
7.4 Aislamiento e identificacion de E. COli.....c.oovuiiiiiiiniiiiiiiieieeeeeee e 18
R T o L=T g T or=TolTo Yo I =T o] o} -{ ot- 1SR 18

7.5.1 Preparacion e identificacion del antigeno somatico ............ccoceeeeecvueeeeecunennnn. 19

7.5.2 Preparacion e identificacion del antigeno flagelar...................cccccccvueeeecunnnn.n. 19
7.6 EXTracCion de ADN ....c.eo ittt et et 20



10.
11.
12,
13.

7.7 Deteccion de genes asociados @ VIrUIENCIA .....cccccvveieeiiiieccciiee e 21

7.8 ldentificacidon de grupos filogenELiCOS .......cccuviviiiiiiiiciiee e 21
7.9 Resistencia antimicrobiana .......occooieiiiiiiiiieee e 22
7. 10 ANALiSiS @STATISTICO .uuveeruiiieiiieiiie ettt ettt et st e e s bt e st e e s abe e sbeeesareeenne 23
RESULTADOS......ceeeiiieiieeitete et ettt e e e s ettt e e e e e s saa bttt e e e eeesaassseeeeeeeessanansbaeeaeeesesannnsnes 24
8.1 Calidad microbioldgica de las canales de pollo.......ccoecuviiiiciieiiiiiiie e 24

8.1.1 MeSOfilOS GEIODIOS ......cccocveeiieciiiiieiiiee ettt e s e s sbee e e e e 24

8.1.2 COlIfOrmMES tOLAIES. .......cccocveeiieciiiiiecee ettt 24
8.2 1dentificacion SErOlOZICA......cuuii ittt e e e ae e e e raeaeeas 25
8.3 Deteccion de genes asociados @ VIrUIENCIA .....cccccuveieeciiiiccciiee e 27
8.4 GrupOos fillOBENELICOS. ....uviii it e e e e ae e e e saaeeeean 27
8.5 Resistencia @ antibiotiCos ......oovviiiiiiiiiie e 27
DISCUSION .......oomituiinieniiiaeeseiseeseese ettt 29
CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt b e st st e et e beesbeesheesatesabe e bt ebeesmeesmeeenseennean 38
ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS.........otiiieitentie ettt iee st siee st sbeesbeesbeesaeesre s b e b e nnes 39
REFERENCIAS ...ttt et ettt e e e e e ettt e e e e e e s bbbttt e e e e e e s ansreeeeeeesesannnenes 41
ANEXOS. ...ttt et e e e e e et e e e e e et e et et e e et et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aaees 51

\



LISTA DE CUADROS

PAGINA

Cuadro 1. Secuencia utilizadas para la amplificacion de diferentes genes
de virulencia asociados a los grupos diarreogénicos de E. coli. o1

Cuadro 2. Mezcla de reaccion para la amplificacion de genes de
virulencia. 52

Cuadro 3. Condiciones del termociclador para cada PCR en la busqueda
de genes de virulencia y grupos filogenéticos. 52

Cuadro 4. Mezcla de reaccién para la amplificacion de los genes chuA,
yjaA 'y TSPE4.C2 para grupos filogenéticos. 53

Cuadro 5. Secuencia de iniciadores para la identificacién de los grupos
filogenéticos. 54

Cuadro 6. Serogrupos de E. coli obtenidos de canales muestreadas en
rastro y puntos de venta. 55

Cuadro 7. Porcentaje total de serogrupos de E. coli obtenidos en el
estudio sin considerar los puntos de muestreo. 56

Cuadro 8. Total de serotipos de E. coli aislados y su ocurrencia en
canales de pollos. 57

Cuadro 9. Serogrupos encontrados por lugar de muestreo asociados a
patotipos diarreogénicos de E. coli. 58

Cuadro 10. Resultados globales del analisis sobre el origen de las cepas
de E. coli, grupos filogenéticos, serotipo y genes de virulencia. 59

Cuadro 11. Grupos filogenéticos de cepas de E. coli aisladas de canales
de pollo de rastro, mercados publicos y supermercados. 60

Cuadro 12. Perfiles de resistencia de cepas de E. coli aisladas de canales
de pollo de rastro, mercados publicos y supermercados. 61

Vil



LISTA DE FIGURAS
PAGINA
Figural. Determinacion de grupos filogenéticos en aislamientos de 62

E. coli con la amplificacion de los genes chuA, yjajA y un fragmento
de DNA TSPE4.C2.

Figura 2. Promedio de mesofilos aerobios en canales de pollo de 63
rastro y puntos de venta.
Figura 3. Promedio de mesdfilos aerobios en canales de pollo en 63
puntos de venta.
Figura 4. Promedio de coliformes totales en canales de pollo de 64
rastro y puntos de venta.
Figura 5. Promedio de coliformes totales en canales de pollo en 65
puntos de venta.

65
Figura 6. Amplificacion de los genes bfp y eaeA.

66
Figura 7. Amplificacion de los genes stx1y stx2.

66
Figura 8. Amplificacion de los genes aap y aggR.

67
Figura 9. Amplificacion de los genes ipaH.

68
Figura 10. Amplificacion de los genes Ity st.
Figura 11. Porcentaje de los grupos filogenéticos de cepas aisladas 68
de canales de pollo de rastro y puntos de venta.
Figura 12. Amplificacion de los genes chuA, yjajA y TSPE4.C2 para 69
las secuencias de los grupos filogenéticos.

69

Figura 13. Resistencia de cepas de E. coli aisladas de canales de
pollo de rastro y puntos de venta.

VI



1. INTRODUCCION
1.1 Calidad microbioldgica de las canales de pollo en México

La presencia de microorganismos patégenos durante la crianza y procesamiento
de las aves, asi como durante su transporte y comercializacién son factores que
favorecen la presencia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA); las
cuales constituyen uno de los principales problemas de salud publica en el mundo
(Richardson y Mead, 2001; Yun Lee et al., 2009, Gonzales et al., 2005); de hecho,
la incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad higiénico
sanitaria de los alimentos. La contaminacién microbiana puede ocurrir durante el
procesamiento de las canales de pollo en los rastros, como consecuencia de los
procedimientos que se emplean. En cada etapa del proceso, existe la oportunidad
para la contaminacidn de la canal por los microorganismos presentes en las

instalaciones o por contaminacion cruzada con otras aves (Arzu et al., 2000).

Es importante destacar que en México, la comercializacién del pollo en mercado
publico ocupa el 20% y en supermercado es del 15% (UNA, 2014). Durante el
transporte de las canales de pollo a los diferentes puntos de venta y al llegar a
estos lugares, la manipulacién del producto muchas veces es inadecuada, ademas
de que no se cumple con las medidas de higiene necesarias; no se conserva la
cadena fria durante el transporte y venta del producto, lo que contribuye a
deteriorar su calidad microbioldgica, pues cabe destacar que no existe una
normatividad que especifique las condiciones de higiene necesarias para su

manipulacion, transporte, conservacion y venta del producto (Arzu et al., 2000).

Como ya se ha mencionado, la seguridad microbiolégica de los productos carnicos
es un problema de salud publica importante. En particular, los reportes de
Escherichia coli como causa potencial de diarreas graves han aumentado (Yun
Lee et al., 2009). Las cepas diarrogénicas de E. coli en conjunto, son la principal

causa de gastroenteritis en niflos en paises en vias de desarrollo y son



responsable del 30 al 40% de todos los casos de diarrea en nifos (O'Ryan et al.,
2005; Parashar et al., 2003). Aunque la mayoria de los productos carnicos deben
estar adecuadamente cocinados antes de su consumo, la presencia de E. coli en
la carne pone a los consumidores en situacion de riesgo, ya que puede ocurrir una
contaminacién cruzada de manos, utensilios o superficies a productos que no

recibiran tratamientos térmicos antes de su consumo (Yun Lee et al., 2009).

1.2 Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, de la tribu Escherichiae. Para su comprensiéon se ha
clasificado en tres grupos de importancia biolégica para el humano: cepas
comensales, cepas intestinales y cepas extraintestinales (Croxen y Finlay, 2010;
Russo y Johnson, 2000). Es un habitante normal de la biota intestinal de
animales, incluyendo el humano. Por lo que, se transmite a través de la
contaminacion fecal de los alimentos y el agua, asi como también a través de la
contaminacioén cruzada o por contacto directo durante la preparacion de los
alimentos (Arzu et al., 2000). Es por esto que se utiliza como el principal indicador
sanitario para detectar y medir la contaminacién fecal en la evaluacion de la
inocuidad del agua y alimentos. La NOM-194-SSA1-2004 es el unico instrumento
para verificar la inocuidad de la carne de pollo en México y se limita a inspeccionar
E. coli como microorganismo indicador de contaminacién fecal, con un limite
maximo permisible de 1000 UFC/g en carne refrigerada y 5000 UFC/g en carne

molida refrigerada.

Existen diversas clonas de E. coli que han adquirido atributos especificos de
virulencia, los cuales le confieren la habilidad de adaptarse a nuevos nichos,
permitiéndole causar un amplio espectro de enfermedades. Esta persistencia
exitosa de las combinaciones de factores génicos relacionados con virulencia, han

llevado a la clasificacidén de E. coli en patotipos especificos o categorias que son



capaces de causar enfermedades intestinales y extraintestinales; tales como
diarrea, infecciones del tracto urinario, septicemia y meningitis neonatal (Kaper et
al., 2004; Clermont et al., 2011; Escobar-Paramo et al., 2004).

Muchas cepas de E. coli son comensales; sin embargo, algunas de ellas poseen
genes de virulencia que causan infecciones entéricas que afectan a humanos y
animales (Bagheri et al., 2014). Los genes de virulencia se localizan generalmente
en plasmidos, islas de patogenicidad y fagos, que son altamente intercambiables
entre las cepas bacterianas a través de transferencia horizontal (Hacker y Kaper,
2000; Escobar-Paramo et al., 2004). E. coli es responsable de aproximadamente
630 millones de casos de diarrea en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al
afio, afectando principalmente a la poblacion infantil de paises en desarrollo.
Ademas, se ha reportado su participacion en cerca del 50% de las infecciones de
las vias urinarias (UTl por sus siglas en inglés, Urinary tract infection)
intrahospitalarias y en el 90% de las infecciones de este tipo en pacientes
ambulatorios (Hernandez et al., 2011). Esta gran diversidad de habitats se logra a
través del alto grado de plasticidad en su genoma, con pérdida y ganancia de
genes mediante transferencia horizontal (Clermont et al., 2011; Rasko et al,,
2008).

Se han descrito cepas de E. coli patégenas, que han adquirido factores de
virulencia que tienen la habilidad de causar diarreas en humanos. Estos patotipos
se clasifican en al menos cinco grupos basados en sus rasgos de virulencia
(L6épez-Saucedo et al., 2003; Nataro y Kaper, 1998) como Enterotoxigénica
(ETEC), Enteropatégena (EPEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enteroagregativa
(EAEC) y Enterohemorragica (EHEC) (Nataro y Kaper, 1998). Cada uno de ellos,
posee factores de virulencia particulares y ocasionan sindromes clinicos de

diferente severidad. (Kaper et al., 2004).



1.3 Serotipificacion

La serotipificacion es una herramienta util para la diferenciacion de cepas
patdgenas y no patdogenas, asi como el desarrollo de investigaciones
epidemioldgicas. A partir de 1947, Kauffmann propone clasificar las cepas de E.
coli de acuerdo a los antigenos superficiales, somatico (O), capsular (K) y flagelar
(H). El antigeno somatico “O” determina el serogrupo y su combinacion con el
flagelar (O:H) se denomina serotipo; que en ocasiones coincide con un cuadro
clinico en particular. De acuerdo al origen de los aislamientos, los serotipos
pueden dividirse en dos grupos; serotipos asociados a enfermedades
diarreogénicas y serotipos de enfermedades extraintestinales (Orskov y Orskov,
1984; Orskov y Orskov, 1992). La técnica de serotipificacion para la determinacion
del antigeno somatico esta basada en la aglutinacion (Orskov y Orskov, 1992). La
especificidad serolégica del antigeno somatico (O) se basa en la compleja
estructura de la cadena lateral de polisacaridos del lipopolisacarido (LPS).
Actualmente se conocen un total de 187 antigenos somaticos, 56 flagelares y 60

capsulares (Nataro et al., 1998).

1.4 Grupos Filogenéticos

Herzer et al. (1990) desarrollaron un sistema de clasificacion basado en el analisis
de los patrones de movilidad electroforética de 38 enzimas metabdlicas de la
estructura poblacional de una coleccion de 72 cepas de referencia de E. coli de
diversos origenes. Los analisis filogenéticos de esta coleccion revelaron 4 grupos
filogenéticos principales, designados como A, B1, B2 y D ademas de dos grupos
accesorios denominados C y E. Estudios de bibliotecas gendmicas realizados en
cepas pertenecientes a los diferentes grupos filogenéticos pusieron en evidencia
genes o fragmentos de DNA especificos de cada grupo, sugiriendo asi, su uso
como marcadores moleculares de cada uno de los grupos filogenéticos existentes.

Con base en estos estudios, Clermont et al., (2000) desarrollaron una técnica de



deteccion de los grupos filogenéticos de E. coli, basada en la presencia 0 ausencia
de los genes, chuA (necesario para el transporte del grupo hemo en E. coli
O157:H7 enterohemorragica) y yjaA (identificado en el genoma de E. coli K-12,
con funcién desconocida) y un fragmento de DNA llamado TSPE.C2 (Clermont et
al., 2000).

Los grupos filogenéticos presentan diferencias, las cuales estan influenciadas por
fronteras geograficas, factores dietéticos, el uso de antibidticos y su resistencia,
asi como la capacidad para aprovechar diferentes fuentes de azucares, nichos
ecoldgicos y el clima (Duriez et al., 2001). En general se considera que las cepas
virulentas extraintestinales pertenecen principalmente al grupo B2 y en menor
medida el grupo D. Mientras que la mayoria de las cepas comensales pertenecen
al grupo A (Clermont et al., 2000). Por otro lado, el grupo B2 se reporta como el
grupo filogenético mas ancestral, seguido por el grupo D (Escobar-Paramo et al.,
2004; Herzer et al., 1990). Por otro lado, En un estudio realizado por Escobar-
Paramo et al (2004) encontraron que las cepas tipicas de EPEC, se distribuyen en
los grupos B1 y B2; las cepas EHEC en los grupos Ay B1, y el serotipo O157:H7
en el grupo E. El grupo ETEC se encuentran en los grupos A, B1 y C, mientras
que el grupo de EAEC en todos los grupos filogenéticos, excepto en el grupo E
(Escobar-Paramo et al., 2004). Las patovariedades vinculadas a diarreas cronicas
y leves como es el caso de EPEC y EAEC se distribuyen en todos los grupos
filogenéticos. Por otro lado, las cepas EXPEC se encuentran agrupadas
principalmente en el grupo B2, pero algunas cepas se localizan en el grupo D
(Escobar-Paramo et al., 2004). Diversos estudios filogenéticos indican que las
cepas de STEC y EHEC caen dentro de los grupos filogenéticos A, B1 y D (Bidet
et al., 2005, Escobar-Paramo et al., 2004, Donnenberg y Whittam, 2001).



1.5 Resistencia antimicrobiana

Las bacterias con resistencia antimicrobiana presentes en los alimentos pueden
ser un reservorio de genes de resistencia transferibles a bacterias patdégenas vy
comensales presentes en el tracto digestivo del humano. El uso de agentes
antimicrobianos en cualquier lugar, como en el caso de medicina terapéutica tanto
en humanos como en veterinaria, 0 como promotores del crecimiento, ejerce una
presién selectiva favorable para la propagacién de bacterias con resistencia

antimicrobiana (Schroeder et al., 2003, Alvarez-Fernandez et al., 2013).

1.6 E. coli Enteropatégena (EPEC)

EPEC es una de las causas mas comunes de diarrea infantil en paises en vias de
desarrollo, pues afecta a nifios menores de 2 afios de edad. Una de las principales
caracteristicas de la infeccion es la diarrea de tipo acuoso, que puede ocurrir con
diversos grados de intensidad (Aktan et al, 2004, Vidal et al., 2007). En la
actualidad los casos de diarrea por estas cepas en paises industrializados son
poco frecuentes, sin embargo, en los ultimos afios se han reportado varios brotes
en diferentes paises, principalmente en guarderias y otros centros de atencion a
nifios. En los paises en desarrollo, la incidencia de diarrea producida por EPEC
sigue siendo alta. Diferentes estudios realizados en México, Brasil, y Africa del Sur
refieren que entre 30 y 40% de los casos de diarrea puede ser atribuido a cepas
EPEC (Vidal et al., 2007).

Las cepas EPEC inducen una alteracion histopatologica en el intestino conocida
como lesion A/E (adherencia y esfacelamiento) la cual se lleva a cabo mediante la
degeneracion de las microvellosidades y la alteracion morfolégica normal de la
region apical del enterocito. El modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres
fases; adherencia inicial, inyeccion de factores, transduccién de senales y
contacto intimo (Kaper et al., 2004, Nataro y Kaper, 1998; Vidal et al., 2007).



La adherencia es un proceso fundamental en la patogénesis, se pueden distinguir
dos fases; la primera implica la adherencia inicial entre las mismas bacterias,
mientras que la segunda supone la adherencia de las bacterias a la célula del
huésped. La adherencia inicial esta relacionada con los BFP (bundle forming pilus)
cuya informacion genética esta codificada en el plasmido EAF. Una vez que la
bacteria esta adherida, inyecta a la célula una serie de proteinas mediante el
sistema de secrecion tipo Il (SSTT), entre las que se encuentra Tir. La mayor
parte de estas proteinas esta codificada en el cromosoma de EPEC, dentro de una
isla de patogenicidad conocida como LEE (Locus of Enterocyte Effacement)
(Nataro y Kaper, 1998; Vidal et al., 2007).

La inyeccidén de Tir en el citosol es un paso crucial durante la lesion A/E y la
formacion de los pedestales. Una vez en el citosol, un fragmento central de Tir se
inserta dentro de la membrana plasmatica de la célula, con lo que expone hacia el
espacio extracelular un fragmento conocido como TIBA (area de unién a intimina),
con el que se une a la proteina de membrana externa de EPEC llamada intimina
(Nataro y Kaper, 1998; Vidal et al., 2007).

La ultima etapa de la infeccién por EPEC se caracteriza por la unidén estrecha
entre la bacteria y la célula del huésped, asi como la formaciéon de los pedestales
de actina. Tras la unién de Tir con intimina, todas estas proteinas activadas atraen
la polimerizacion de actina hacia la zona donde esta Tir fosforilada, 1o que inicia la
reorganizacion del citoesqueleto. Los pedestales se forman por debajo de donde
esta adherida la bacteria y se componen sobre todo de actina polimerizada. La
reorganizacion del citoesqueleto altera la morfologia y fisiologia normal de la
region apical de las células, lo que lleva al final, a la pérdida de las
microvellosidades intestinales y su funcién (Nataro y Kaper, 1998; Vidal et al.,
2007).



1.7 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

Se estima que ETEC causa 400 millones de casos y 700 mil muertes al afio en
todo el mundo en nifios menores de 5 afnos. El principal vehiculo de transmision es
el agua y los alimentos (Estrada-Garcia et al., 2002). Estas cepas son causa
importante de diarrea infantil en paises en desarrollo y es la principal causa de la
diarrea del viajero. En México, se ha aislado hasta en 70% de los casos y su
desarrollo se relaciona con zonas donde la higiene es precaria; asi mismo, en el
ambito mundial es la categoria de mayor aislamiento (Bravo, 2007). Coloniza la
superficie de la mucosa del intestino delgado y elabora enterotoxinas que dan
lugar a la secrecién intestinal. Su virulencia incluye la adherencia al epitelio
intestinal por factores de colonizacion (CFA) y la elaboracién de las enterotoxinas
termolabil (LT) y termoestable (ST) (Bravo, 2007, Kaper et al., 2004, Shaheed et
al., 2009). Estas acttan incrementando los niveles de Adenosina-5"- (AMPc) y
Guanosina-5"- monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente; esto provoca que las
células de las criptas intestinales aumenten la secrecion de agua y electrolitos, con
la consecuente disminucion en la absorcion de las vellosidades, lo que
clinicamente se manifiesta como diarrea acuosa (Cortés-Ortiz et al., 2002). LT es
semejante en estructura y funcién a la toxina causante del colera (CT) producida
por Vibrio cholerae O1. Los genes que codifican para la expresion de LT se
localizan en plasmidos que también pueden tener los genes que codifican ST y los
antigenos del factor de colonizacién (CFAs). La enterotoxina Sta descrita también
como ST-l es producida tanto por cepas ETEC como por otras bacterias Gram
negativas. Sin embargo STb, la otra variedad de esta enterotoxina, solo es
elaborada por cepas ETEC. Con respecto a la enterotoxina STb, se le ha
relacionado principalmente con cepas ETEC aisladas de cerdos, aunque se ha
identificado también en cepas de origen humano (Bravo, 2007, Shaheed et al.,
2009).



1.8 E. coli Enterohemorragica (EHEC)

Es el agente causante de los brotes de gastroenteritis grave en los paises en
desarrollo. En América del Norte, Japon y partes de Europa, la mayoria de los
brotes de gastroenteritis por EHEC se deben al serotipo O157:H7, mientras que
otros serotipos son de importancia médica en paises en desarrollo. El ganado
vacuno es el principal reservorio de EHEC, en humanos coloniza la parte distal del
ileon y el intestino grueso. La transmisién a los seres humanos por lo general
ocurre a través del alimento y agua contaminada. La infeccién por EHEC puede
causar sintomas como colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico (SUH) y
purpura trombocitopénica (Aktan et al., 2004, Kaper et al., 2004, Giammanco et
al., 2002).

Al igual que las cepas EPEC, EHEC también producen lesiones del tipo de
“adherencia y esfacelamiento”, ademas sintetiza dos citotoxinas, toxina Shiga-like
| y Il,que producen la lisis en cultivo celular. Los genes de estas toxinas se
encuentran codificados en bacteriofagos. Se ha reportado que la estructura de
estas toxinas es similar a la LT de las cepas ETEC y su mecanismo de accidn es a
nivel de la sintesis de proteinas. Ademas, poseen un plasmido de 90 Kb que
codifica para la enterohemolisina (Cortés-Ortiz et al., 2002). Stx1 es idéntica a Stx
de Shigella dysenteriae. Otros factores que contribuyen a la virulencia son la
Intimina (gen eaeA) proteina de membrana externa; y al hemolisina EHEC (gen
hlyA) que actia como una citolisina formadora de poros causando dano celular.
Los serogrupos involucrados mas comunes son: 026, 0111, 0121, 0145 y
particularmente O157. Hasta el momento no existen reportes de cuadros de colitis
hemorragica o sindrome urémico hemolitico en nuestro pais relacionados con el
aislamiento de E. coli O157:H7 o algun otro serotipo EHEC (Momtaz y Jamshidi,
2013).



1.9 E coli Enteroagregativa EAEC

En paises en desarrollo y desarrollados EAEC es considerado un patdégeno
emergente y es la causa mas comun de diarrea del viajero después de ETEC
(Kaper et al., 2004, Nataro y Kaper, 1998). Puede colonizar el intestino delgado y
grueso, ademas el paciente puede presentar una leve inflamacion del colon (Kaper
et al., 2004).

La adherencia agregativa a la mucosa intestinal es el primer paso en la patogenia
de EAEC (Huang et al.,, 2004) y en ella estan involucrados genes que se
encuentran en el plasmido de virulencia (pAA) (Croxen y Finlay, 2010; Villaseca et
al., 2005). Estos genes codifican para fimbrias de adherencia agregativa (AAF)
que presentan adhesinas agrupadas en la familia Dr y median la adherencia a la
mucosa intestinal, de las cuales han sido identificadas cuatro variantes (AAF/I,
AAF/II, AAF/Ill, Hda). Después de adherirse a la capa de moco intestinal, EAEC es
capaz de penetrarla por actividad mucolitica de Pic, llegando a formar una
biopelicula sobre los enterocitos. Ademas, EAEC causa dafio a la mucosa por la

secrecion de citotoxinas como Pet (Villaseca et al., 2005, Cerna et al., 2003).

1.10 E. coli Enteroinvasiva EIEC

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa
con sangre y moco, pero algunos casos solo presentan diarrea (Kaper et al., 2004;
Croxen y Finlay, 2010). EIEC presenta una distribucion mundial y se ha reportado
como causa frecuente de diarrea en Brasil, Estados Unidos y Europa. Estudios
epidemioldgicos realizados en México, muestran que las cepas EIEC son poco
frecuentes como agentes causales de diarrea, identificandose preferentemente
después del sexto mes de vida (Kaper et al., 2004).

El grupo EIEC y Shigella spp. estan relacionados genética y bioquimicamente ya

que ambas son lisina descarboxilasa negativas, no moviles y lactosa negativas,
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ademas invaden las células epiteliales y elaboran una o mas enterotoxinas (Nataro
y Kaper, 1998). Estas son bacterias intracelulares obligadas, carecen de flagelos y
no tienen factores de adherencia (Kaper et al., 2004). Su mecanismo de
patogenicidad es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer paso es la
adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa, mediante mucinasas y
adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, su posterior
multiplicacion dentro de ella y diseminacion a células adyacentes sanas. Los
genes necesarios para la invasividad se encuentran localizados en el plasmido
plnv que poseen, entre otros genes, conocidos como spa y mxi, los cuales
codifican un aparato de secrecion tipo Ill. Este sistema segrega multiples
proteinas, como IpaA, IpaB, IpaC y IpgD, que median eventos epiteliales de
sefalizacion, reordenamientos del citoesqueleto celular, la absorcidn, la lisis de la

vacuola endocitica y otras acciones.

2. ANTECEDENTES

Existen diversos estudios alrededor del mundo que demuestran la prevalencia de
E. coli en alimentos y la presencia de genes de virulencia, tal es el caso de Yun
Lee et al. (2009) quienes estudiaron la prevalencia de E. coli aislada de carne de
res, cerdo y pollo en Corea en el periodo comprendido del 2004 al 2006; y
determinaron que las cepas aisladas poseian genes de virulencia; este estudio
demostrd la presencia de cepas de E. coli patdgenas en la carne de Corea y que
ésta podria actuar como un vehiculo de transmision para el humano. Por su parte,
Minami et al. (2010) realizaron un estudio sobre la prevalencia de patogenos
transmitidos por alimentos en mercados abiertos y supermercados de Tailandia.
Las cepas se aislaron a partir de carne de pollo, res, cerdo y mariscos en el
periodo comprendido del 2006 al 2007. El estudio se enfocé en la busqueda de
diferentes patdgenos entre los que se encontraba E. coli O157. De todas las

muestras obtenidas ninguna fue positiva a este serogrupo.
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En nuestro pais existen algunos estudios sobre la prevalencia de E. coli en
alimentos, pero no existen estudios relacionados con la calidad sanitaria y
aislamientos de E. coli en canales de pollo que se comercializan en los diferentes
puntos de venta de México. Los trabajos mas cercanos fueron realizados por
Estrada-Garcia et al. (2002, 2004) quienes evaluaron la prevalencia de E. coli y
Salmonella spp en los ingredientes con los que son aderezados los tacos que son
vendidos en los tianguis de la ciudad de México (2000) con el propdsito de
demostrar las malas practicas de higiene que se tienen en estos lugares. Estrada-
Garcia también realizdé un estudio sobre la calidad de las salsas picantes; en el
que demostraron que éstas pueden hospedar cepas de E. coli diarreogénicas
(Estrada-Garcia et al 2002; Estrada-Garcia et al 2004).Por otro lado, Vigil et al.
(2009) realizaron un estudio para evaluar diferentes postres vendidos en
restaurantes de la ciudad de Guadalajara y de Houston Texas y determinaron la
presencia de E. coli, especificamente de los grupos involucrados en la diarrea del
viajero (ETEC, EAEC).

Referente a la carne de pollo, existen algunos estudios de resistencia
antimicrobiana de cepas de E. coli aisladas de canales de pollo de mercados
publicos y supermercados de la ciudad de México, en los cuales se observo una
resistencia a la colistina (95%), novobiocina (95%), enrofloxacina (75%),
oxitetraciclina (85%) y doxiciclina (80%) (Sanchez et al 2013).

3. GRUPOS DIARREOGENICOS PREDOMINANTES EN NUESTRO PAIS

Cravioto et al. (1985) en su trabajo realizado en una localidad rural en el estado de
Morelos entre 1982 y 1985, reportaron a ETEC como principal agente productor de
diarrea (33.5%) seguido por EPEC (8.1%). En el caso del trabajo de Sepulveda et
al. (1984), reportaron 28% de aislamiento para EPEC y 13% para ETEC en un
estudio de casos y controles en el area del sur de la Ciudad de México. Por su
parte, Cortés-Ortiz et al. (2002) realizaron un estudio del brote que se present6 en
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el Valle de Chalco en el afilo 2000 a raiz del desbordamiento del canal de aguas
negras, ellos encontraron 62.2% a ETEC (44.6 % con LT, 11.2% con ST, y 44.1%
con ambas), 0.84% a EIEC y 0.84% a EPEC. Finalmente, en los estudios
realizados por el InDRE (Instituto de Referencia Epidemiolégica) se encontré la
presencia de ETEC (48%), EIEC (9%), EPEC (4%) y EHEC (1%) las cuales no
pertenecian al serotipo O157:H7 (Hernandez et al., 2011). En el 2007 Paniagua et
al reportaron que en nifios el 32% de los casos en los que E coli fue el causante
de las diarreas, el 13.3% de aislamientos fueron ETEC, 9.3% EPEC, 8.6% en el
caso de STEC y 1% para EIEC.
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4. JUSTIFICACION

La carne de pollo es uno de los productos de origen animal con mayor demanda
en nuestro pais; sin embargo, durante la crianza, procesamiento y
comercializacién del pollo de engorda se puede presentar una contaminaciéon con
microorganismos patdégenos que podria representar un riesgo para la salud de los
consumidores, por lo que es necesario evaluar la calidad microbiologica de las
canales de pollo para definir la importancia epidemioldgica que tiene el pollo en la
transmision de patogenos, utilizando como modelo a E. coli, ya que es un
patdogeno importante que afecta tanto a aves como a humanos, por lo que se
propone una evaluacion sobre las caracteristicas que tienen las cepas de E. coli
aisladas a partir de canales de pollo obtenidas de rastro, mercados publicos y
supermercados. Lo cual es de suma importancia ya que en nuestro pais no existe
informacion sobre la situacion sanitaria del pollo y la presencia de grupos

diarreogénicos de E. coli durante su procesamiento y comercializacion.
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5. HIPOTESIS
Las cepas de E. coli aisladas de canales de pollo de los diferentes puntos de venta

corresponden a grupos virulentos, por lo que representan un problema de salud

publica pues son un vehiculo de transmision indirecto de patdégenos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la calidad microbiolégica de las canales de pollo del rastro y de los puntos

de venta utilizando como modelo de estudio E. coli.

6.2 Objetivos particulares

e Realizar lavados de canales de pollo obtenidas de rastro, mercados
publicos y supermercados para su posterior aislamiento de E. coli.

¢ Realizar el conteo de mesdfilos aerobios y coliformes totales.

¢ |dentificar bioquimicamente a E. coli.

e (Caracterizar serolégicamente las cepas de E. coli.

e Mediante el método de Kirby Bauer determinar la resistencia antimicrobiana
de los aislamientos.

e Determinar la presencia de genes de virulencia de las cepas de E. coli
(eaeA, bfpA, It, st, stx1, stx2, ipaH, aggR, aap) mediante PCR.

¢ |dentificar los grupos filogenéticos de las cepas aisladas de E. coli mediante

la deteccion de los genes chuA, yjajA 'y TSPE4.C2 por PCR multiplex.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Obtencidn de muestras

Para este experimento, se trabajaron con 30 canales de pollo evisceradas, de las
cuales se aislaron un total de 150 cepas de E. coli que se aislaron a partir de 10
canales de pollo de un rastro TIF (Tipo Inspeccién Federal), 10 canales de 3
mercados publicos y 10 canales de 3 supermercados del estado de Querétaro.
Las canales del rastro se muestrearon después de salir del tanque de
enfriamiento, durante el enhielado. Mientras que las correspondientes a los puntos
de venta, se compraron y fueron colocadas en bolsas de plastico estériles, se
mantuvieron a 4°C hasta su analisis que ocurrié antes de 24 horas después de su

adquisicion.
7.2 Lavado de canales

Cada canal eviscerada se coloco en una bolsa de plastico a la que se le agregaron
100 ml de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 1x estéril, el lavado de la
canal se realiz6 durante 1 minuto mediante frotamiento cubriendo con el PBS
superficies internas y externas, por ultimo se retiré la canal de la bolsa y se
conservo el liquido restante para su posterior analisis (Altekruse et al., 2006; Gill y
Badoni, 2004).

7.3 Conteo de mesofilos aerobios y coliformes totales

Para el conteo de mesdfilos aerobios y coliformes totales, se tom6 1 ml del lavado
de las canales a partir del cual se realizaron 4 diluciones décuples seriadas y de
cada una se sembrd 1 ml en una microplaca de cultivo para aerobios totales y
coliformes totales RIDA COUNT total (R-Biopharm AG). Las microplacas se
incubaron por 48 horas a 37°C para su posterior contabilizacién.
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7.4 Aislamiento e identificacion de E. coli

Para el aislamiento de E. coli, por cada canal de pollo se tomaron 5 alicuotas del
PBS (1ml) y cada muestra se sembr6 en 10 ml de caldo nutritivo, posteriormente
se incubd a 37°C durante 24h. De cada muestra de caldo nutritivo se tomd una
asada y se sembro en agar MacConkey; se incubaron durante 24hr a 37°C. Por
cada muestra se selecciondé una colonia de acuerdo a su morfologia y se
realizaron aislamientos en cultivo puro para su posterior identificacion mediante
pruebas bioquimicas, tales como: agar de Hierro Tres Azucares (TSl), Citrato,

Urea, agar Hierro y Lisina (LIA) y medio SIM.

Se aislaron un total de 150 cepas de E. coli, 5 cepas por cada canal de pollo, las
cuales se sembraron en gelosa especial para conservarlas como copias de trabajo

y en Dorset para su almacenamiento.
7.5 Identificacion serolégica

La serotipificacion de las cepas de E. coli se realiz6 mediante la técnica empleada
en el laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Salud Publica de la
Facultad de Medicina de la UNAM de acuerdo con Orskov y Orskov (1984) con la
utilizacién de sueros monovalentes especificos (SERUNAM), obtenidos de conejo

Nueva Zelanda.

Las reacciones de aglutinaciéon se realizaron en placas de 96 pozos de fondo
redondo. Se analizd el antigeno somatico de cada cepa empleando una bateria
con 186 sueros monovalentes obtenidos de los antigenos somaticos conocidos,
ademas de 50 para diferentes especies de Shigella, mas diez obtenidos a partir de
cepas aisladas en el propio laboratorio (29733, 44037, 49766, 56836, 64474,
108308, 108414, 110538, 112198 y 117308). En el caso de los antigenos
flagelares, se utilizaron 56 sueros especificos correspondientes a los antigenos

conocidos, mas 9 de cepas aisladas en el propio laboratorio.
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7.5.1 Preparacion e identificacion del antigeno somatico

Las cepas se sembraron individualmente en tubos con 10 ml de TSA (pH de 7.2),
los cuales se incubaron por 24h a 37°C, posteriormente, se cosecho el crecimiento
bacteriano en 10 ml de solucion salina 0.15 M; la suspensién obtenida se transfirid
a otro tubo y se inactivé por esterilizacion a vapor fluente a 100°C durante 1h.
Después se anadio a cada tubo solucion salina con formaldehido al 0.6 % (v/v).
Por ultimo, los tubos se sellaron con parafilm y se almacenaron para ser usados

como antigeno somatico.

Las microplacas se prepararon colocando en cada pozo 50ul de suero
monovalente con un dispensador Quick Spense Controller Model 96-200
DYNATECH LABORATORIES. Posteriormente, se colocaron 50ul del antigeno
somatico previamente preparado. Las placas se envolvieron con papel adherente
para evitar la evaporacion y se incubaron a 50°C de 18 a 24 h y se revisaron para

determinar la reaccion de aglutinacion.

Se identificaron los sueros que reconocieron al antigeno bacteriano y se hicieron
diluciones de éstos, desde 1:100 hasta 1:12,800. Se utilizaron sueros absorbidos y
diluidos 1:50 cuando se presentd una reaccidn cruzada. Para definir el serogrupo
de una cepa, se identificd el mayor grado de aglutinacién de la dilucion mas alta
del suero comparada con la que se presentdé con el antigeno homodlogo, se
consider6 sin aglutinacién cuando se observé un botén de antigeno en el fondo del
pozo, OR (rugosa) cuando hubo reaccién de aglutinacion contra todos los
antisueros. Las cepas que no presentaron aglutinacion con ningun antisuero del

esquema fueron designadas como OND (No Determinadas).
7.5.2 Preparacion e identificacion del antigeno flagelar

Las cepas se sembraron por picadura en el medio semisdlido Colindale (peptona
de caseina 10g, extracto de carne 3g, gelatina bacteriolégica 80g, NaCl 5g, agar
agar 4g, agua destilada 1000 ml, pH 6.9) en el interior del tubo de Craigie y se
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incubaron a 25°C durante 3 semanas hasta que se observé un enturbiamiento del

medio de cultivo.

Se considerd un cultivo movil, cuando se presentd crecimiento dentro y fuera del
tubo de Craigie, aquellas cepas en las que no se observo turbidez se consideraron
como No Moviles (NM). De los tubos que presentaron movilidad se tomé una
muestra con asa bacteriologica y se sembré en 10 ml de caldo peptona de
biotriptasa al 2% (pH 7.2), los tubos se incubaron a 30°C por 24 h y se inactivaron
con solucion salina con formalina al 0.6% (SSF). Para identificar el antigeno
flagelar se realizé un procedimiento similar al descrito para el antigeno somatico

(tiempo de incubacién en las placas, de 2 h a 50°C).
7.6 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd por técnica de hervido. Los aislamientos puros se
sembraron en 2 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron durante 12h. Se
tomdé 1 ml del caldo y se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, los tubos se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se decanté el
sobrenadante y se agregaron 200 ul de agua milli Q para poder resuspender la
pastilla que quedo en el fondo del tubo Eppendorf. Los tubos se colocaron en un
vaso de precipitados con agua y se mantuvieron en ebullicién durante 10 minutos;
seguido de esto se colocaron inmediatamente en hielo por 5 minutos. Por ultimo
cada tubo se homogeneizé en el vortex y se centrifugaron a 13,000 rpm durante
10 minutos. Para su almacenamiento se colectaron 100 ul del sobrenadante, se
transfirieron a otro tubo Eppendorf de 600 pl y se refrigeraron hasta su uso (Hegde
etal., 2012).

Los productos obtenidos fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa
(1.2%) TBE (TRIS-Acido bérico-EDTA) a 80mVolts por 40 minutos. El gel se tifio
con Gelred (BioLabs™) durante 15 a 30 minutos y posteriormente se observé en

un fotodocumentador (Biosens SC805 Gel Image Sistems).
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7.7 Deteccion de genes asociados a virulencia

Para determinar la presencia de genes de virulencia se utilizé la prueba de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa punto final (PCR) descrita por Lépez-
Saucedo et al. (2003), Navarro et al. (2010), Huang et al. (2007) modificadas
(Cuadro1) en el termociclador Axigen Maxigen ®. Se usaron nueve secuencias
especificas para el analisis de genes relacionados con factores de virulencia de
los grupos diarreogénicos de E. coli, el volumen de la mezcla de reaccion para la
PCR de cada una de las muestras de ADN de las cepas fue de 25ul, esta mezcla
de reaccion consistié de los iniciadores especificos para cada gen (Sigma Aldrich),
agua milli Q estéril, buffer 10X, desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs), MgCl,
(50mM) y Taq polimerasa (Invitrogen™) (Cuadro 2). La PCR para cada gen se
realizd bajo diferentes condiciones de temperatura de desnaturalizacion,
alineamiento y extensiéon de acuerdo a como se muestra en el cuadro 3, el total de

genes identificados fueron: It, st, bfpA, eaeA, stx1, stx2, ipaH, aggR, aap.

Los productos amplificados se observaron en geles de agarosa de 1%-1.2% TAE
(TRIS-Acido acético-EDTA). El gel se tifié con Gelred (BioLabs™) durante 15 a 30
minutos y posteriormente se observé en un fotodocumentador (Biosens SC805

Gel Image Sistems).
7.8 Identificacion de grupos filogenéticos

La determinacion de grupos filogenéticos se realizd mediante PCR multiple, la
mezcla de PCR consisti6 de 25ul totales (Cuadro 4), las condiciones de
temperatura de desnaturalizacién, alineamiento y extension se observan en el
cuadro 3. Los iniciadores que se utilizaron fueron descritos por Clermont et al.
(2000) (Cuadro 5), para detectar los genes chuA, yjajA y un fragmento de ADN
TSPE4.C2. La amplificacion de chuA+, yjajA+, corresponde al grupo filogenético
B2; chuA+, yjajA- corresponde al grupo D; chuA-, TSPE4.C2 + al grupo B1y
chuA-, TSPE4.C2 - grupo A (Figura 1).
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Los productos amplificados se observaron en geles de agarosa de 1.2% TAE
(TRIS-Acido acético-EDTA). El gel se tifié con Gelred (BioLabs™) durante 15 a 30
minutos y posteriormente se observé en un fotodocumentador (Biosens SC805

Gel Image Sistems).
7.9 Resistencia antimicrobiana

Para determinar la sensibilidad de las cepas a los antibidticos, se utilizé el método
de Kirby-Bauer (método de difusion en agar). Los halos de inhibiciéon presentados
por cada antimicrobiano se reportaron de acuerdo a los criterios de interpretacion
propuestos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus

siglas en inglés).

Las cepas de E. coli se sembraron en medio TSA y se incubaron durante 24h a
37°C, después del cultivo puro se tomdé una colonia y se transfirié a un tubo con
caldo nutritivo que se incubé a 37°C hasta que alcanzé una turbidez
correspondiente a 0.5 de McFarland, luego se sembré con un hisopo por estria
continua cerrada en agar Mueller-Hinton teniendo el cuidado de no dejar ningun
espacio libre para poder realizar la prueba de manera eficiente. Por ultimo se
colocaron en la superficie de la caja y con ayuda de unas pinzas los sensidiscos
impregnados con los antibidticos y se incubd por 24 horas a 37°C. Transcurrido
este tiempo, se midieron los halos de inhibicion de cada sensidisco con ayuda de
una regla y se determiné si eran resistentes, intermedios o sensibles al comparar

los diametros obtenidos con los estandares de la CLSI.

Los sensidiscos que se utilizaron fueron cefuroxime (CXM) 30 ng, lincomicina (L) 2
ug, fosfomicina (FO) 200 ug, ampicilina (AMP) 10 ug, cefotaxima (CTX) 30 ug,
tilosina (TLS) 30 pg, neomicina (N) 30 ug, estreptomicina (S) 10 ug, enrofloxacina
(ENR) 5 pg, doxiciclina (DXP) 30 pg, norfloxacina (NOR) 10 ng, oxitetraciclina
(OXD) 30 pg, acido nalidixico (NA) 30 ug y ceftriaxona (CRO) 30 ug de HIMEDIA
LABORATORIOS. Como cepa control se utilizd E. coli ATCC 25922.
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7.10 Anédlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados para el conteo de mesofilos aerobios y
coliformes totales se realiz6 mediante un disefio completamente al azar (analisis
de varianza), la comparacion de medias se hizo con la prueba de Tukey. Los datos
se corrieron y analizaron con el paquete estadistico IBM SPSS Statistics version
20.
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8. RESULTADOS

8.1 Calidad microbioldgica de las canales
8.1.1 Mesofilos aerobios

El promedio de UFC/ml log4o de las canales de rastro fue de 5.604, las de los tres
supermercados tuvieron un promedio de 6.004 UFC/ml logy y para las de

mercados publicos fue de 6.835 UFC/ml log+o (Figura 2).

Al comparar los resultados obtenidos entre los tres supermercados, el A tuvo la
cuenta mas baja con un promedio de 5.457 UFC/ml log+o, seguido por el B 6.245

UFC/ml logqo, y el C cuyo promedio fue de 6.234 UFC/ml logo (Figura 3).

Para los mercados publicos las cuentas fueron muy similares, el mercado A tuvo
un promedio de 6.885 UFC/ml log1o, para el mercado B fue 6.701 UFC/ml log1o y el
mercado C de 6.900 (Figura 3).

8.1.2 Coliformes totales

El promedio de las canales de rastro fue de 4.817 UFC/ml logso. Mientras que las
de los tres supermercados tuvieron un promedio de 4.732 UFC/ml log1o y 6.015

UFC/ml log1o para las de mercados publicos (Figura 4).

Al igual que en el caso de los mesdfilos, el supermercado A tuvo el conteo mas
bajo con un promedio de 4.116 UFC/ml log1o, seguido por el supermercado C con
un promedio de 4.979 UFC/ml logqo, y finalmente el supermercado B fue el mas
alto con 5.020 UFC/ml logo, (Figura 5).

Para los mercados publicos, el que tuvo el conteo mas bajo fue el mercado B con
5.603 UFC/ml logyp seguido del C con un promedio de 6.158 UFC/ml logyo y el
promedio mas alto se encontré en las canales adquiridas en el mercado A que fue
de 6.236 UFC/ml log4o y el (Figura 5).

Tanto para mesofilos aerobios como para coliformes totales, las canales

muestreadas en mercados publicos presentaron los valores mas altos, con
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respecto a aquellas de rastro y supermercados, de hecho, entre estos ultimos no

hubo diferencia estadistica significativa (P > 0.05).
8.2 Identificacion serolégica

En total se aislaron 150 cepas de E. coli a partir de las canales procedentes de los
diferentes puntos de muestreo, entre las cuales se identificaron 48 serogrupos
diferentes (Cuadro 6), siendo O8 (7.33%), O7 (6%), 048 (6%), ONT (6%), O103
(5.33%), O11 (5.33%), O15 (5.33%) y O6 (4.67%) los mas frecuentes (Cuadro 7).

Se identificaron 15 cepas no moviles, mientras que en las modviles se logré
detectar 26 antigenos flagelares diferentes. Los mas frecuentes fueron H21
(12.67%), H16 (8%) y H4 (7.33%).

En los aislamientos del rastro TIF, los serogrupos que se aislaron con mayor
frecuencia fueron O8, O11 y O103. En cuatro canales predominaron los serotipos
O8:H9 (3), O11:H6 (4), O8:H53 (3) y O36:NM; lo que indica una posible
colonizacion de las aves. De los aislamientos de las canales de pollo obtenidas de
los 3 mercados publicos, se encontraron 30 serogrupos diferentes; en estos
puntos de venta hubo una mayor cantidad de serogrupos a diferencia de los
supermercados y rastro donde se encontraron 19 serogrupos respectivamente
(Cuadro 6). Respecto a los 3 mercados publicos, los serogrupos de E. coli que
predominaron fueron O5 con 5 aislamientos, O15 con 4 aislamientos y, 09, 0172
y O20 con 3 aislamientos respectivamente. En el mercado B se encontré que en
una de las canales predominé el serotipo 09:H21 con 3 aislamientos y O138:NM
en dos de los aislamientos. En el caso del mercado C una de las canales presenté
el serotipo O20:H4 en 3 de los aislamientos y O172:H20 en los otros dos
aislamientos lo que podria indicar una posible colonizacion de estas aves (Cuadro
8). Cabe mencionar que en las canales de mercados publicos hubo un aislamiento
del serogrupo 0O157.
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Al realizar el analisis por lugar de muestreo se observo que el serogrupo O7 fue el
mas comun en los supermercados, seguidos de O6 y ONT, O48 (Cuadro 6). El

serogrupo O7 solo se aislo en uno de los supermercados (C).

Por otro lado de los 19 serogrupos de E. coli que se aislaron de las canales de
pollo del rastro TIF, 12 serogrupos también se encontraron ya sea en canales de
mercados publicos o de supermercados. Un hecho interesante es que el
serogrupo O8 que fue el que mas aislamiento tuvo, predominé en las canales de
rastro y solo hubo dos aislamientos en el mercado C; mientras que los serogrupos
07, 015, 036, ONT y O48 se aislaron de las canales del rastro y de los puntos de
venta; a diferencia de los serogrupos 0103, 040, O53 que solo se aislaron de
canales de rastro y de supermercados. Por otro lado, los serogrupos O11, 0140,
0150 se encontraron en las canales de rastro y de mercados publicos y los
serogrupos 0166, 084, 078, 0153, 0119, 0167 y O4 unicamente se aislaron de

las canales del rastro TIF.

Al realizar un andlisis de la formula antigénica completa (O:H), vemos que se
identificaron 78 serotipos diferentes (Cuadro 8), entre los que O103:H21 (5.33%)
y O11:H6 (5.33%) fueron los mas frecuentes, seguido de O7:H4 (4.67%) y O8:H9
(3.33%).

En el caso de las cepas con el serotipo O103:H21 se aislaron de 4 canales del
rastro TIF y una canal de un supermercado, ésta canal se encontraba colonizada
ya que 4 colonias presentaron este mismo serotipo. Siete cepas aisladas en el
supermercado C pertenecieron a O7:H4, las cuales se aislaron de 5 canales, ya
que en una de ellas se aislo 3 veces. El serotipo O11:H6, se aislé de una canal de
mercado publico y 4 canales del rastro TIF, en el caso de una de las canales del

rastro, 4 de las colonias de E.coli tuvieron este serotipo.

Al realizar una asociacion entre serogrupos encontrados por lugar de muestreo y
los patotipos diarreogénicos de E. coli, podemos observar que la mayoria de ellos
pertenecen al grupo de las STEC, seguido por EPEC y ETEC (Cuadro 9).
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8.3 Deteccion de genes asociados a virulencia

En la busqueda de genes asociados a virulencia (stx1, stx2, st, It, eaeA, bfpA,
ipaH, aap, aggR) (Figuras 6-10), se determin6 la presencia de los genes eaeA
(4%, n=6) (Figura 6b) y stx2 (5.3%, n=8) (Figura 7b) de estas ultimas, 6
aislamientos se obtuvieron de canales de supermercados (A y B) y 2 cepas de
una canal del mercado publico A, ambas correspondieron al serotipo O138:NM.
(Cuadro 10). Por otro lado, de las 6 cepas positivas al gen eaeA, 5 se aislaron de

los tres mercados publicos y solo una se aisl6 del rastro TIF (Cuadro 10).
8.4 Grupos filogenéticos

Con respecto a los grupos filogenéticos, de los 150 aislamientos se determiné que
48 cepas (32%) pertenecieron al grupo A, 61 cepas (40.67%) al grupo B1, 5 cepas
(3.33%) al grupo B2 y 36 cepas (24%) al grupo D (Figura 11, 12).

Las canales que tuvieron una mayor cantidad de cepas del grupo D fueron las de
rastro, seguidas por las de supermercado y mercados publicos. Por otro lado el
grupo B2 se presentd mas en aislamientos de los mercados publicos y estuvo
ausente en cepas de canales de rastro. En las cepas de mercados publicos el
grupo A fue el mas frecuente con 20 aislamientos, seguido por las cepas aisladas
de canales de supermercados. Tanto en rastro como en supermercados el grupo

B1 fue el mas prevalente (Cuadro 11).

De las cepas que presentaron el gen stx2, 5 pertenecieron al grupo D, 2 al grupo A
y 1 al grupo B1. En el caso de las cepas positivas al gen eaeA, 3 correspondieron
al grupo D y 3 al grupo B1 (Cuadro 10). Se puede observar que el 57.7% de las
cepas que presentaron algun gen de virulencia pertenecieron al grupo filogenético
D (cuadro 10).

8.5 Resistencia a antibidticos

Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron un alto porcentaje de cepas
resistentes a los 14 antibioticos utilizados (Figura 13). También se observé que
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todas las cepas presentaron multirresistencia a los antibioticos probados en este

estudio.

Se encontréo que todos los aislamientos fueron resistentes a la tilosina (100%)
seguido por oxitetraciclina (96.67%), acido nalidixico (96%), doxiciclina (94%),
enrofloxacina (91.33%), lincomicina (88.67%), norfloxacina (78%), ampicilina
(74.67%), fosfomicina (70%), estreptomicina (47.33%), cefotaxime (40.67%),
ceftriaxona (38.67%), cefuroxime (34%) y neomicina (28%) (Figura 13). Al analizar
los resultados obtenidos por lugar de muestreo, las cepas del rastro TIF mostraron
porcentajes del 100% de resistencia para tilosina y lincomicina; mientras que
cefotaxime, tuvo un 70% de sensibilidad, seguido por ceftriaxona 66%. Podemos
observar que los aislamientos de los supermercados presentaron resistencia del
100% (los 50 aislamientos) para la tilosina, doxiciclina, oxitetraciclina y acido
nalidixico. Respecto a los antibidticos que tuvieron porcentajes altos de
sensibilidad fueron; neomicina (52%), cefuroxime (46%), cefotaxime (44%) vy

ceftriaxona (42%).

Los aislamientos de mercados publicos mostraron resistencia del 100% para la
tilosina; en el caso del acido nalidixico, doxiciclina, oxitetraciclina, enrofloxacina y
lincomicina mostraron porcentajes de resistencia por arriba del 90%. En general
las cefalosporinas y la neomicina fueron los antibiéticos que presentaron los
porcentajes de sensibilidad mas altos para todos los aislamientos del rastro y

puntos de venta.

De las cepas que presentaron los genes de virulencia eaeA o stx2, mostraron ser

resistentes a la mayoria de los antibiéticos probados (cuadro 10).

Los perfiles de resistencia mas frecuente fueron (NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L,
AMP, NA) con 10 aislamientos, y (NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, S,
CTX, AMP, NA, CXM) con 9 aislamientos (cuadro 12).
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9. DISCUSION

El pollo es el producto de origen animal de mayor consumo a nivel mundial. En
nuestro pais se producen semanalmente alrededor de 28 millones de pollos, los
cuales se comercializan en cinco clasificaciones reconocidas en el mercado
mexicano como; vivo 33%, rosticero 26%, mercado publico 19%, supermercado
12%, en piezas 6% y productos con valor agregado 4%. Ademas de que el
consumo per capita de carne de pollo es de 25.5kg (UNA, 2014), debido a que la
carne de pollo es un producto con gran demanda, y el consumidor adquiere la
carne de pollo principalmente de mercados y supermercados; los resultados de
este trabajo proporcionan informacion sobre la calidad microbioldgica de la carne
de pollo y el impacto que tiene el manejo del pollo en la incidencia de E. coli

diarreogénicas.

La calidad microbioldgica de las canales depende en gran medida de las bacterias
presentes en el tracto gastrointestinal de las aves en granja, la contaminacion
durante el procesamiento en rastro, transporte y comercializacion. Dainty vy
Mackey (1992), reportaron que después de la evisceracion, las canales de pollo
pueden alcanzar 10% a 10* bacterias/cm? debido a que las aves que llegan a la
planta procesadora generalmente se encuentran sucias con heces, polvo, y
particulas propias de la cama y al momento de ser transportadas por el contacto
con otras aves, por lo que la superficie de la piel se puede contaminar con una
gran variedad de bacterias de descomposicidén, patdégenas, levaduras y mohos
(Bilgili, 2001; Mead y Dodd, 1990).

Debido a que el crecimiento microbiano es un factor importante en la
descomposicion de la carne de pollo, el uso del conteo de mesdfilos aerobios y
coliformes totales es una herramienta para el control de la calidad de productos de
origen animal, pues un conteo alto es indicativo de malas practicas de higiene y de

una inadecuada temperatura de almacenaje. Ademas de que existe la posibilidad
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de que las canales pudieran estar contaminadas por microorganismos patogenos
(Campylobacter spp, Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Escherichia coli
O157:H7), ya que éstos se clasifican como mesodfilos (Mataragas et al., 2008,
Gonzales et al., 2005). En el presente trabajo se obtuvieron cuentas elevadas de
mesofilos aerobios y coliformes totales en las muestras obtenidas de mercados
publicos en comparacion al rastro y supermercados (Figura 2), lo cual puede
indicar malas practicas de higiene, deficiencias en la conservacion del producto,
excesiva manipulacion, falta de refrigeracién o el contacto con el medio ambiente,
ya que incluso las canales de rastro y supermercados tuvieron conteos altos a
diferencia de otros estudios realizados en nuestro pais (Castafieda et al., 2013),
estos hallazgos sugieren que los métodos de conservacidn y manejo de las
canales en los diversos rastros y puntos de venta de nuestro pais no estan

homologados.

Un estudio realizado en Marruecos, en el cual se tomaron muestras de pechugas
de pollo con la finalidad de evaluar la calidad microbiolégica y los niveles de
contaminacion en mercados publicos y supermercados, los conteos de mesdfilos
en mercados fueron de 6.18 UFC/g Log4, para las muestras de supermercados
4.74 UFC/g Logqo, para la cuenta de coliformes totales en mercado publico 4.64
UFC/g Log1o y supermercado 3.54 UFC/g Log+o. (Chaiba et al., 2007), al igual que
lo reportado en este estudio, podemos observar que los niveles de mesdfilos y
coliformes son altos para las canales de los mercados; uno de los puntos
relevantes citados por Chaiba et al, que influye en estas cuentas elevadas es que

las canales se mantuvieron a temperatura ambiente.

En nuestro pais no hay informacion que marque los limites maximos de coliformes
totales y mesdfilos aerobios en carne cruda de pollo, la NOM-194-SSA1-2004 se
limita a inspeccionar E. coli como microorganismo indicador de contaminacion
fecal, la presencia de estas normas seria una herramienta util para el control de

dichos microorganismos Pero en otros paises existe valores de referencia, como
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es el caso de Francia, el “Centre Nationale d'Etudes et de Recomendaciones sur
la Nutricion et I'Alimentation” (CNERNA-CNRS, 1996) estableci6 una pauta con un
nivel maximo de 5.70 log10 ufc / g para mesdfilos aerobios. Pascual-Anderson
mencionan que tasas superiores 108 y 107 UFC por gramo en la carne ya que es
posible observar signos de descomposicion. De acuerdo los valores reportados en
este estudio de las cuentas elevadas de mesdfilos y en comparacién con los
limites permitidos en otros paises y de acuerdo a la informacién reportada por
diversos autores (Pascual-Anderson, 1999; Bilgili 2001) sugiere que la vida de

anaquel de las canales de pollo se vera reducida.

Al realizar la identificacion de E. coli, se encontré que estuvo presente en todas las
canales muestreadas. El resultado en conjunto con las elevadas cuentas de
coliformes fecales, confirman que el pollo es un vehiculo importante en la
transmision de patdogenos que ocasionan infeccidon intestinal. Su presencia, sin
embargo, es entendible ya que la bacteria es parte de la biota intestinal de
animales por lo que su presencia en los alimentos es considerada como indicador
de la contaminacién fecal directa o indirecta. Nuestros resultados son muy
parecidos a lo reportado por Zhao et al. (2001), quienes identifican en el 82% de

las muestras de canales de pollo de supermercados la presencia de E. coli.

Al realizar un analisis de los serogrupos obtenidos por lugar de muestreo,
observamos que en los tres mercados publicos se encontraron 30 serogrupos
diferentes. En estos puntos de venta se encontr6 una mayor cantidad de
serogrupos a diferencia del rastro y los supermercados ya que se encontraron 19
serogrupos respectivamente. Lo que sugiere que en los mercados publicos existen
malas practicas de higiene, que hace que aumenten la diversidad de serogrupos
en estos lugares y por lo tanto el riesgo para la salud del consumidor. De acuerdo
a los diferentes serogrupos identificados podemos observar que la mayoria de
ellos pertenecen al grupo diarreogénico STEC, seguido de EPEC y ETEC
(Amézquita et al., 2012; Momtaz y Jamshidi, 2013; Trabulsi et al., 2002; Villaseca
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et al., 2005; Nataro y Kaper, 1998; Campos et al 2004; Jana y Mondal 2013). Cabe
mencionar que dentro de los serogrupos encontrados en las canales de mercados
publicos hubo un aislamiento del serogrupo O157 el cual es poco comun en
nuestro pais, ya que, datos seroldgicos de aproximadamente 16,000 aislamientos
de E. coli obtenidos los ultimos 20 afos han mostrado una frecuencia de E. coli
0157:H7 del 1% (Navarro et al. 2003). De igual modo, Callaway et al. (2004)
mostraron una frecuencia del 1.25% para E. coli O157 en ganado bovino y 2.1%
en porcinos. Amézquita et al. (2012) tomaron muestras de heces de diversas
especies animales en el norte de nuestro pais, incluidas gallinas, de las que se
aislaron dos cepas O157:H7. Samadpour et al., 1994 y Doyle et al., 1987 sugieren
que es raro aislar E. coli O157 de carne de pollo; ya sea de aves vivas o de
canales y cuando se han encontrado, normalmente no presentan genes de
virulencia (Samadpour et al., 1994, Doyle et al., 1987). Los datos anteriores
sugieren que probablemente la cepa O157 que se encontrd en las canales pudiera
ser de origen humano, esta teoria se refuerza con el hecho de que esta cepa fue

aislada en una canal de mercado publico.

Por otra parte, de los 19 serogrupos de E. coli que se aislaron de las canales de
pollo del rastro TIF, 12 de ellos se identificaron en las muestras de mercados
publicos y de supermercados, lo que podria indicar que la contaminacion esta
presente desde rastro. En un estudio realizado por Blanco et al. (1998) quienes
identificaron a 02, 08, 018, 05, 078, 0115, 0116, O1, 081, 0132, 014, 020,
053, 0102, 012, 015, 083 y 0103 entre los serogrupos de E. coli mas comunes
causantes de septicemias en pollos. De igual manera, en nuestro pais Rosario et
al (2004) reportaron los serogrupos 08, 0103, O15 y O84 aislados a partir de
huevos fértiles e infértiles y en pollos con infeccidon de saco vitelino y Morales et al.
(2009) aislo los serogrupos O7, 08, O15 y 020 en aves de traspatio en el Estado
de Veracruz, algunos de ellos coinciden con los encontrados en canales de aves
en el presente trabajo, lo que sugiere que algunas de las cepas encontradas en

las canales de este estudio pudieran tener su origen incluso desde granja.
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Gonzalez (2011) aislé cepas de E. coli de diferentes alimentos en el estado de
Sinaloa, incluida la carne de pollo, la mayoria de las muestras fueron negativas a
genes de virulencia de los grupos diarreogénicos, y se encontré que de 412
muestras, unicamente el 13.2% (n=54) fueron positivas a algun gen y el grupo
mas frecuente fue EPEC seguido por STEC con un 9%, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo, en el que la presencia de genes de virulencia

en las muestras de canales de ave fue muy baja.

En paises desarrollados como Estados Unidos, Australia, se han presentado
diversos brotes de STEC, en donde los pacientes han presentado -colitis
hemorragica, diarrea sanguinolenta y sindrome urémico hemolitico. Algunas cepas
STEC estan consideradas como patégenos emergentes transmitidos por alimentos
con gran importancia dentro de la salud publica, se han identificado mas de 200
serotipos de E. coli productoras de Shiga toxinas (STEC) (Barlow et al., 2006,
Bagheri et al., 2014). En nuestro estudio no se obtuvieron cepas que presentaran
el gen stx1, sin embargo, se encontré que el 5.3% presentaron el gen stx2 del
grupo diarreogénico STEC, lo que coincide con Alonso et al. (2012) obtuvieron un
3.3% de cepas STEC y 3.9% de EPEC en canales muestreadas de puntos de
venta, ademas de que en el caso de las cepas de STEC el gen que predomind fue
stx2. Este hecho tiene gran importancia dado que se sabe que las cepas que
poseen el gen stx2 estdan mas asociadas a enfermedades severas comparados

con aquellas que unicamente poseen stx71 o ambas (Girardeau et al., 2005).

Los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado en un rastro en Iran
(Bagheri et al., 2014) donde se obtuvieron porcentajes bajos de genes asociados a
virulencia, esto muy probablemente nos indica que los aislamientos identificados

de E. coli son parte de la biota entérica de los animales o el hombre.

En los resultados obtenidos dentro de este estudio, se observa que las cepas
STEC no presentaron el gen eaeA el cual esta asociado comunmente con las

33



STEC causantes de brotes y enfermedades severas (Barlow et al., 2006). De
hecho se ha demostrado que no todas las cepas STEC productoras de shiga
toxinas clinicamente sean relevantes, (Ghanbarpour et al., 2011). Las cepas de
STEC se han aislado de diversas especies animales y es bien sabido que el
ganado bovino es el mayor reservorio, sin embargo diversos estudios han
demostrado que borregos y cabras también son reservorios, también algunas ellas
se han detectado en muestras fecales de aves sanas (Amézquita et al. 2012;
Karmali, 1998; Barlow et al., 2006; Bagheri et al., 2014), como en un estudio
realizado en Iran, mostré que en cepas de E. coli aisladas de heces de aves con
colisepticemia y aves sanas, el 4.5% de las cepas fueron positivas al gen stx1y
1.8% al gen eae, que corresponden a los patotipos EPEC y STEC. (Momtaz y
Jamshidi, 2013). Otro estudio realizado por Ghanbarpour et al., (2011) en
aislamientos de E. coli obtenidos heces de aves (APEC) revelé que 4.5% (5
cepas) y 1.8% (2 cepas) de los aislamientos fueron positivos a los genes stx2 y

eae respectivamente.

También se encontré que el 4% de las cepas caracterizadas en este estudio
presentaron el gen eaeA del grupo EPEC, se han aislado cepas EPEC de heces
fecales de gallinas (Kobayashi 2002, Farooq 2009), tal es el caso de un estudio
que se realizd para determinar la presencia de EPEC en pollos en Argentina,
donde se encontré que en muestras de hisopos cloacales el 19% de las cepas
fueron positivas al gen eaeA. Aunque, al igual que en nuestro trabajo, estuvo
ausente bfp (Alonso et al., 2011 y 2012).

La presencia de EPEC y STEC en canales de pollo puede estar relacionada con
el proceso de evisceracion, principalmente con la ruptura del intestino, o la posible
contaminacion cruzada durante el procesamiento y el manejo en los puntos de

venta.
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El analisis filogenético se ha convertido en una herramienta importante para la
evaluacion de la virulencia de las cepas de E. coli, aunque la distribucion
geografica, el clima, diversos factores socioeconémicos que estan relacionados
con la alimentacion y las medidas de higiene también estan asociados a la
distribucion filogenética de las cepas de E. coli (Escobar-Paramo et al., 2004 b).
Walk et al (2007) demostraron que la mayoria de las cepas de E. coli que son
capaces de persistir en el ambiente pertenecen al grupo B1. Ji Koo et al (2012)
realizo un estudio en el cual muestreo diferentes tipos de carne incluida la de
pollo, donde reportd que la mayoria de las cepas de E. coli que aisl6 pertenecieron
al grupo filogenético A, seguido del grupo filogenético B1, lo que coincide con lo
encontrado en el presente estudio ya que los aislamientos pertenecieron
principalmente a los grupos A y B1 (Bagheri et al 2014; Drugdova 2010). Por otro
lado, Higgins et al. (2007) obtuvieron 40 aislamientos de muestras de heces
fecales de 20 pollos, de los cuales, el 50% pertenecieron al filogrupo A, lo que
sugiere que la mayor parte de los aislamientos que se obtuvieron en nuestro
estudio pudieran ser parte de la biota intestinal como lo indican los serogrupos
aislados. Sin embargo, en otros trabajos, los resultados no coinciden con esta
teoria, como por ejemplo en un estudio realizado en Eslovaquia en donde se
muestred carne y heces de gallinas sanas y se observo que de las muestras de
heces fecales el 62.5% fueron del grupo D y el 37.5% del grupo B2 y de las
muestras de carne el 53% de las cepas pertenecieron al grupo A y B1 (Drugdova
et al., 2010).

Recientes estudios filogenéticos indican que las cepas de STEC y EHEC
pertenecen a los grupos filogenéticos A, B1 y D (Escobar-Paramo et al., 2004),
como lo encontrado en el presente trabajo, en el cual, de las cepas positivas a
stx2, cinco pertenecieron al grupo D, dos al A y una al B1. Estudios previos
muestran que las cepas de STEC son mayormente cepas comensales en
animales con un alto potencial de cepas que pueden causar enfermedades en

humanos. (Momtaz y Jamshidi, 2013).
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Los datos obtenidos en el antibiograma mostraron una alta resistencia a los 14
antibidticos probados, un hecho interesante fue que en los aislamientos de rastro y
los de punto de venta presentaron porcentajes altos de sensibilidad para
neomicina, cefuroxima, ceftriaxona y cefotaxima, estos antibiéticos son mas
utilizados para en la salud humana.

En las canales de pollo de mercado publico muestreadas en este estudio, hubo
porcentajes altos de resistencia para enrofloxacina (90%), doxiciclina vy
oxitetraciclina (96%), similar a lo encontrado en un estudio realizado en la Ciudad
de México en canales de pollo de mercados publicos mostraron una alta
resistencia a la enrofloxacina (75%), oxitetraciclina (85%) y doxiciclina (80%) y la
resistencia mas baja se observé para la neomicina para ambos estudios (Sanchez
2013) debido a que estos antibidticos son utilizados en la industria avicola podria
ser el resultado de estos altos niveles de resistencia. Saénz et al., 2011
encontraron un alto porcentaje de resistencia al acido nalidixico, ciprofloxacina,
gentamicina y kanamicina en aislamientos de heces de pollos y en sus productos
(piel, pechuga, alimentos precocidos), ademas la resistencia a ampicilina fue de
47% en productos. Otro estudio realizado en EU, se obtuvieron mayor resistencia
a las tetraciclinas, seguido de estreptomicina, sulfametoxazol, cefalotin vy
ampicilina. Ademas todas las cepas fueron sensibles a la ciprofloxacina
(Schroeder et al., 2003). En la India, Manoj y Saikia (2011) encontraron niveles
altos de resistencia a ampicilina (70%) y cefotaxima (60%). La presencia de
bacterias resistentes a antimicrobianos en los alimentos puede servir como una
fuente de genes de resistencia que pueden ser transferidos a la biota intestinal de
los humanos (Schroeder et al., 2003).

En los resultados obtenidos en este estudio se observaron que todas las cepas
presentaron cierto grado de multiresistencia, como Schroeder et al., 2004 que
reportan cepas aisladas de E.coli resistentes a antibidticos. Similar a nuestro
estudio, Alvarez-Fernandez et al 2013 obtuvieron cepas con alta resistencia a la
ampicilina y acido nalidixico, esto nos podria indicar que las canales de pollo

podrian ser un reservorio de cepas resistentes.
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Los resultados de este estudio presentaron aislamientos pertenecientes
principalmente a los filogrupos comensales con bajo perfil de factores de virulencia
y elevada resistencia. Moreno en al., 2006 mencionan que las cepas que han
adquirido una gran diversidad de factores de virulencia, generalmente cuentan con

poca resistencia y viceversa.
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10. CONCLUSIONES

e En los resultados obtenidos en este trabajo, mostraron que todas las
canales fueron positivas a E. coli y dentro de los aislamientos se
encontraron cepas de los grupos diarreogénicos EPEC y STEC lo que

indica un riesgo potencial para el consumidor.

e De las cepas que presentaron algun gen de virulencia, unicamente se
encontrd una en rastro, todas las demas se encontraron en los puntos de

venta

e Es de importancia destacar la elevada resistencia a los antibidticos y la

multirresistencia, lo que podria ser un riesgo para el consumidor.

e La presencia de conteos elevados de mesofilos aerobios y coliformes
totales en las canales de pollo en el rastro y puntos de venta son un

indicativo de algunos problemas de manejo durante el procesamiento.

e Este es el primer trabajo en nuestro pais que muestra informacion sobre la
calidad microbiologica de las canales de pollo, por lo que se necesita hacer

mas estudios sobre el tema.
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11.ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMP: ampicilina

BFP: Bundle forming pilus

CFA: Factores de colonizacion

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (por sus siglas en inglés).
CRO: ceftriaxona

CTX: cefotaxima

CXM: cefuroxima

DXP: doxiciclina

E. coli: Escherichia coli

EAEC: Enteroagregativa

EHEC: Enterohemorragica

EIEC: Enteroinvasiva

ENR: enrofloxacina

EPEC: Enteropatdégena

ETA: Enfermedades Transmitidas por Alimentos
ETEC: Enterotoxigénica

FO: fosfomicina

H: Antigeno flagelar

K: Antigeno capsular

L: lincomicina

LB: caldo Luria Bertani

LEE: Locus of Enterocyte Effacement
Lesion A/E: Adherencia y esfacelamiento
LIA: Agar Hierro y Lisina

LPS: Lipopolisacarido

LT: enterotoxinas termolabil

N: neomicina
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NA: acido nalidixico

NM: cepas no moviles

NOR: norfloxacina

O: antigeno somatico

OND: no determinada

OR: cepa rugosa

OXD: oxitetraciclina

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos (Phosphate buffered saline)
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Rastro TIF: Tipo Inspeccion Federal

S: estreptomicina

SSF: solucién salina con formalina

SSTT: sistema de secrecion tipo 3

ST: enterotoxina termoestable

TBE: TRIS-Acido bérico-EDTA

TLS: tilosina

TSI: Agar de Hierro Tres Azucares

UNA: Unién Nacional de Avicultores

UTI: Urinary tract infection
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13.ANEXOS

CUADROS

Cuadro 1. Secuencia utilizadas para la amplificacion de diferentes genes de
virulencia asociados a los grupos diarreogénicos de E. coli.

GPO

GEN

NUMERO DE

BASES

AMPLICON

(pb)

SECUENCIA

REFERENCIA

R:5 ctt ttc tgg cat ctt ggg t3°

20 F.5'ggc gac aaa tta tac cgt gc 3°
Lopez-Saucedo
2003
P 20 450 R.5'cgg tet cta tat tec cig tt 37 ( )
21 F.5 att tit ctt tct gta tig tct t3°
ETEC .
Lopez-Saucedo
St 20 190 R:5 cac ccg gta caa gca gga tt3’ (2003)
21 F.5 aat ggt gct tgc get tgc tgcd”
bipA 324 Lopez-Saucedo
EPEC 21 R:5" gcc gct tta tce aac ctg gta3” (2003)
20 F.5" gac ccg gca caa gca taa gc3”
cach 384 Lépez-Saucedo
20 R:B’cca cct gca gca aca aga 223° (2003)
22 F.5 ctg gat tta atg tcg cat agt g3°d
stx1 Lépez-Saucedo
150 (2003)
EHEC 21 R:5'aga acg ccc act gag atc atc3’
1 F.5'gqc act gtc tga aac tgc tce3” ,
six2 z 055 saeacgie’s 8 Lopez-Saucedo
(2003)
21 R:5'tcg cca gtt atc tga cat tct g3
24 F.5'tct cgg cac gtt tta ata gtc tgg 3
EIEC | fpal 446 Navarro
23 R.5’ taa atc tgc ggg ccg 12g tag tc3” (2010)
20 F. 5'cta att gta caa tcg atg ta 3°
agsk 308 Huang
FAEC 18 R: 5’atg aag taa ttc ttg aat 3° (2007)
20 F.5tat tat att gtc aca agc tc 3°
Aap 232 Huang
19 (2007)
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Cuadro 2. Mezcla de reaccion para la amplificacién de genes de virulencia.

EAEC EPEC ETEC EIEC STEC
aggR aap btp eaeA A st paH Stx1 Stx2
Agua ultrapura 113wl 113 ul 17.35pl 17.2ul 12.7pl 172 12.7p0 18.2u1 1724l
Buffer 10 x 25u 25yl 25yl 254l 25u  25p 25w 25u 25yl
MgCl, (50mM) 1.5ul 1.5ul 1.5ul 1.5ul 1.5ul 1.5ul 1.5 0.75ul 1.5l
dNTPs (100mM)  2.5ul 2.5l 0.5ul 0.5ul 5l 0.5ul 5l 0.25ul 0.5l
Iniciador(F) 25l 25u 1ul 1l 1ul 1l 1Tl 1l 1l
Iniciador( R) 25l 25u 1ul 1l 1ul 1l 1Tl 1l 1l
Taq (5U/pl) 02ul 0.2l 0.15 ul 0.3 ul 0.3ul  03pw 03w 03p 03l
ADN 2l 2l 1ul 1l 1 ul 1l 1Tl 1l 1l
Vol total 25l 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 ul 25 ul 25 pl 25 pl

Cuadro 3. Condiciones del termociclador para cada PCR en la busqueda de genes
de virulenciay grupos filogenéticos.

Genes a determinar

EAEC EPEC ETEC EIEC STEC Filogenia
chuA,
Etapa aggR | aap | bfpA | eaeA ItA St paH stx 1 sStx2 yjaA,
TspE4
Desnaturalizaciéon | 94°C | 94°C | 95°C | 95°C | 94°C 95°C 94° C 95°C 94°C 94° C
inicial Smin | Smin | Smin | 1 min | 2min 5 min 5min | 5 min Imin 4 min
Ciclos 30 30 30 30 35 40 30 30 25 30
. 94°C | 94°C | 72°C | 95°C 95°C 95°C 94° C 94° C 94°C 94° C
Desnaturalizacion ) ) ) ) ) ) )
Imin Imin | Z2min | 1 min | Imin 45s 2min 50s Imin 30s
. . 42°C | 52°C | 94°C | 55°C 53°C 50°C 58.6°C | 56°C 55°C 59°C
Alineacién ) . . ) . )
Imin | Imin | 30seg | 1 min | Imin 45s Imin 40s Imin 30s
., 72°C | 72°C | 56°C | 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Extension ) ) ) ) ) ) ) )
Imin Imin | Imin Imin Imin 45s Imin Imin Imin 30s
. . 72°C | 72°C | 72°C | 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Ultima extension
Tmin | 7min | 8 min | 7 min | 7min 10min 7min 5min 5min 5 min

*Los controles positivos utilizados para los genes eaeA, bfpA: 1B00410, [t, st: H10407, stx1, stx2:
E32511, ipaH: boydii 16, aggR, aap: EAEC 042.

52



Cuadro 4. Mezcla de reaccion para la amplificacién de los genes chuA, yjaA 'y
TSPE4.C2 para grupos filogenéticos.

PCR multiple

Filogenia

Agua ultrapura 13.2ul
Buffer 25ul
MgCl, (50nM) 0.75 ul
dNTPs (100mM) 25ul
ChuA 1 0.8 ul
ChuA 2 0.8 ul
Yja.1 0.8 ul
Yja.2 0.8 ul
TspE. 1 0.8 ul
TspE.2 0.8 ul
Taq 0.3 ul

ADN 1ul

Vol total 25 ul
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Cuadro 5. Secuencia de iniciadores para la identificacion de los grupos
filogenéticos

Gen o
fragmento de Funcion Nombre Secuencia de iniciadores 5'- Amplicon
ADN 3’ pb
. ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
Gen necesario para
el transporte del 279
chuA grupo hemo en
0157: H7de E. coli ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
EHEC.
YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
Gen identificado en
211
L el genoma de E.
yiajA coli K-12, (no se viapp  ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
aA.
conoce su funcion). :
Asociado a cepas  TSPE4C2.1  GAGTAATGTCGGGGCATTCA'
que causan
TSPE4.C2. meningitis neonatal. 152
Fragmento de

Clermont et al., (2000)
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Cuadro 6. Serogrupos de E. coli obtenidos de canales muestreadas en rastro y
puntos de venta.

SEROGRUPOS Rastro Supermercado Mercado publico TOTAL
08 9 2 11
o7 1 7 1 9

048 2 5 2 9
o? 2 5 2 9
0103 4 4 38
011 7 1 8
015 3 1 4 38
06 6 1 7
053 2 4 6
036 3 1 2 6
05 5 5
066 3 3
040 2 1 3
023 3 3
0129 2 1 3
0172 3 3
09 3 3
020 3 3
Ole6 3 3
084 3 3
o3 1 2 3
0118 2 2
0140 1 1 2
0138 2 2
0184 2 2
o078 2 2
0150 1 1 2
0153 2 2
088, 0165, 099,
026,071 5* 5

085, 045, O128ab,
073, 0154, 0157,

OR, 0102, 065,
Ol11ab, O35,
o127 12* 12
0119, 04, Ole7 3# 3
e —
TOTAL 50 50 50 150

*un aislamiento por cada serogrupo



Cuadro 7. Porcentaje total de serogrupos de E. coli obtenidos en el estudio sin

considerar los puntos de muestreo.

AISLAMIENTO
SEROGRUPOS NUMERO PORCENTAJE (%)
038 11 7.33
o7 9 6.00
0438 9 6.00
o7 9 6.00
0103 8 5.33
O11 8 5.33
O15 8 5.33
06 7 4.67
053 6 4.00
036 6 4.00
Ob 5 3.33
066, 040, 023, 0129, 0172,
09, 020, 0166, 084, 03 3* 2.00*
0118, 0140, 0138, 0184, O78,
0150, 0153 2% 1.33*
088, 0165, 085,, 045, O128ab, 1* 0.67*
073,0154, 0157, OR, O119,
04,0167, 099, 0102, 065,
Ol1l1ab, 035, 0127, 026,071
e —
TOTAL 150 100

*Para cada serogrupo



Cuadro 8. Total de serotipos de E. coli aislados y su ocurrencia en canales de

pollos.
PORCENTAJE
SEROTIPOS CANTIDAD %) No. Aves
0

0103.H21 8 5.33 5
O11:H6 8 5.33 5
O7.H4 7 4.67 4
O8&8:H9 5 3.33 3
048H51 4 2.67 4
053.H19 4 2.67 1
O6.H16 4 2.67 2
084.H20 3 2.00 2
O15.H16 3 2.00 2
O15:H49 3 2.00 2
O166:H16 3 2.00 3
O172:H20 3 2.00 2
036:.NM 3 2.00 1
O5.H10 3 2.00 3
08.H53b 3 2.00 1
0O9:H21 3 2.00 1
066:H51 3 2.00 1
020.H4 3 2.00 1

O129:NM, O?.H?, O7.H10, O?.H21, O153:H34,
0O3:.H16, 040:H34, O53:H49, O78:H21, O6:H49 2 1.33* 2%

O138.NM, O118:H29, O23:H10, O36:H34,
048.H1, O5:H42, O48.H28 2 1.33* 1*

048:H20, 099:H48, ORNM, 08:19, O8.H21,

O8.H51, O85:.H51, O88:.H8, O71:.H?, O73.H34,

O7.H17, O7:H18, O6:NM, O65:H10, 045:H10,

04.H21, O40:H?, O36:H4, O32:H10, O35:NM,

026:H25, 03:H?, 0184:.H7, O184.NM, O15:.He, 1 0.67* 1*
O150:H?, O150:H20, O140:NM, O15:H19,

O154.H25, O165:NM, O167:H21, O119:H27,

0127.H21, O128ab:H26, 0129.H30, O7.H51,

0?7.H9, O?.NM, O102.H6, O111ab.H?, O157.NM

Total 150 100

*Para cada serotipo
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Cuadro 9. Serogrupos encontrados por lugar de muestreo asociados a
patotipos diarreogénicos de E. coli.

Lugar de ETEC STEC EPEC EAEC EIEC
muestreo
RASTRO 08, 078, 011, 0103, 015, 07,015 Olo7
0153, 084, 036, 053, 0119, 07
0166, 048, 0140, 04
MERCADOS 09, 08, 06, 05,0172, 015, 020, 015, 03,
PUBLICOS 020, 0138, O30, o7, o7

048, 06, 073, O111ab,
0157, 0128ab 0127,

SUPERMERCADOS 06, 023, 06, 048, 0103, 07,026 07,03,

088, 099 053, 0118, 015
0165, OZ6,
036,




Cuadro 10. Resultados globales del andlisis sobre el origen de las cepas de E. coli,

grupos filogenéticos, serotipo y genes de virulencia.

ORIGEN GEN DE GRUPO SEROTIPO RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
VIRULENCIA FILOGENETICO
NA, L, TLS, ENR, DXP, NOR, OXD.
RASTRO eae (+) Bl 0150.H?
SUPERMERCADO stx2 (+) D 026:H25 CXM, L, FO, AMP, CTX, TLS, ENR,
DXP, NOR, OXD, NA y CRO
SUPERMERCADO SIX2 (+) A O?.NM L, FO, AMP, CTX, TLS, N, S, ENR,
DXP, NOR, OXD, NAy CRO
SUPERMERCADO stx2 (+) B1 O71.H? NA, OXD, DXP, TLS, ENR, NOR
SUPERMERCADO SIXZ (+) D 040.H? NA, OXD, DXP, TLS, ENR, NOR
SUPERMERCADO SIXZ (+) A 06.H16 CXM, L, AMP, CTX, TLS, S, ENR,
DXP, NOR, OXD, NA, CRO
SUPERMERCADO SIX2 (+) D 036.H4 CXM, L, FO, AMP, CTX, TLS, S, ENR,
DXP, NOR, OXD, NA, CRO
MERCADO PUBLICO eae (+) D O111ab:H? TLS, DXP, CRO, OXD, L, CTX, AMP,
CXM
MERCADO PUBLICO eae (+) Bl O7HI17 L, FO, AMP, TLS, N, S, ENR, DXP,
NOR, OXD, NA
MERCADO PUBLICO ede (+) D O15.H6 TLS, DXP, OXD, L, S, NA, ENR, NOR,
FO
L, FO, AMP, CTX, TLS, S, ENR, DXP,
MERCADO PUBLICO Stx2 (+) D O138NM  NOR, OXD, NAy CRO
MERCADO PUBLICO SIXZ (+) D O138.NM L FO, AMP, CTX, TLS, S, ENR, DXP,
NOR, OXD, NA y CRO
MERCADO PUBLICO eae (+) D O102H6  NA, DXP, TLS, ENR, NOR, L, OXD,
FO
MERCADO PUBLICO cae (+) Bl O184.H7 NA, DXP, TLS, L, OXD, NOR



Cuadro 11. Grupos filogenéticos de cepas de E. coli aisladas de canales de pollo de

rastro, mercados publicos y supermercados.

GRUPO Mercados PORCENTAJE
. Rastro . Supermercados TOTAL
FILOGENETICO publicos (%)
A 11 20 17 48 32
B1 22 17 22 ol 40.67
B2 4 1 5 3.33
D 17 9 10 36 24
TOTAL 50 50 50 150 100




Cuadro 12. Perfiles de resistencia de cepas de E. coli aisladas de canales de pollo
de rastro, mercados publicos y supermercados.
Antibiotico Num de cepas
CXM, L, FO, AMP, CTX, TLS, N, S, ENR, DXP, NOR, OXD, NA, CRO 7
ENR, TLS, CRO, L, FO, §, CTX, AMP, NA, CXM
ENR, TLS, CRO, OXD, L, AMP, NA
ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L FO, S, AMP, NA, N
ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, S, CTX, AMP, NA, CXM, N
ENR, TLS, DXP, L, FO, NA
ENR, TLS, DXP, OXD
ENR, TLS, DXP, OXD, FO, NA
ENR, TLS, DXP, OXD, FO, NA, N
ENR, TLS, DXP, OXD, NA
ENR, TLS, DXP, OXD, S, AMP, NA, N
NOR, ENR, TLS, CRO, L, CTX, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, CRO, L, CTX, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, CTX, AMP, NA, CXM,
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, CTX, AMP, NA, CXM, N
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, CTX, AMP, NA, CXM,
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, CTX, AMP, NA, CXM, N
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, S, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, S, CTX, AMP, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, §, CTX, AMP, NA, CXM,
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, §, CTX, AMP, NA, N
NOR, ENR, TLS, DXP, CRO, OXD, L, S, CTX, AMP, NA, CXM,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, FO, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, FO, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, AMP, NA, N
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, S, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, S, AMP, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, S, AMP, NA, N
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, S, CTX, AMP, NA,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, FO, S, CTX, AMP, NA, CXM,
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, L, NA
NOR, ENR, TLS, DXP, OXD, NA,
NOR, ENR, TLS, L, FO, AMP, NA
NOR, ENR, TLS, OXD, L, NA,
NOR, TLS, DXP, OXD, L, FO, NA, CXM
TLS, DXP, CRO, OXD, L, CTX, AMP, CXM
TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, CTX, AMP, NA, CXM,
TLS, DXP, CRO, OXD, L, FO, CTX, AMP, NA, CXM, N
TLS, DXP, OXD, L, FO, AMP
TLS, DXP, OXD, L, FO, NA
TLS, DXP, OXD, L, FO, NA, N
TLS, DXP, OXD, L, FO, S, AMP
TLS, OXD, L, FO, S, AMP,
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FIGURAS

chuA

BloA

l

TspE4.C2

Figural. Determinacion de grupos filogenéticos en aislamientos de E. coli con la
amplificacién de los genes chuA, yjajA y un fragmento de ADN TSPE4.C2. (Clermont et
al., 2000).
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PROMEDIO POR ORIGEN MESOFILOS
UFC/ml Log ,,

8.000

7.000
5 6.000
& 5.000 -
= 4.000 -
O 3.000 -
2.000 -
1.000 -
0.000 -

m

UF

RASTRO SM
Lugares

Figura 2. Promedio de mesdfilos aerobios en canales de pollo de rastro y puntos de
venta. *Literales iguales nos indica que no existe diferencia estadistica significativa (P>0.05)
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HC 6.234 6.900

Figura 3. Promedio de mesdfilos aerobios en canales de pollo en puntos de venta.
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PROMEDIO POR ORIGEN
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Figura 4. Promedio de coliformes totales en canales de pollo de rastro y puntos de venta.
*Literales iguales nos indica que no existe diferencia estadistica significativa (P>0.05)

64



Coliformes totales
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Figura 5. Promedio de coliformes totales en canales de pollo en puntos de venta.
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Figura 6. a) Amplificacion del gen bfpA. Gel de agarosa al 1.2% tenido con Gelred. Carril
2 control positivo gen bfp: EPEC; carril 3-10 aislamientos negativos; Carril 11 marcador de
peso molecular 100pb; carril 10 control negativo. b) Amplificacion del gen eaeA. Gel de
agarosa al 1.2% tefido con Gelred. Carril 1 control positivo gen eaeA: EPEC; carril 2-7
aislamientos negativos; Carril 8 marcador de peso molecular 100pb; carril 9 aislamiento

positivo.
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Figura 7. a) Amplificacion del gen stx1. Gel de agarosa al 1.2% tefiido con Gelred. Carril 3
control positivo gen stx1: STEC; carril 1, 2, 4 aislamientos negativos; Carril 5 marcador de
peso molecular 100pb; carril 6 control negativo. b) Amplificacion del gen stx2. Gel de
agarosa al 1.2% tenido con Gelred. Carril 6, 11 control positivo gen stx2: STEC; carril 2, 3,
5 aislamientos positivos; Carril 1 marcador de peso molecular 100pb.

1234 5 67 8910 12 3 4 5 6 7 8 9 10

- m e - At R e

b)

232 pb 300 pb 308 pb
200 pb 300 pb
100 pb 200 pb
100 pb

Figura 8. a) Amplificacién del gen aap. Gel de agarosa al 1.2% tenido con Gelred. Carril 2
control positivo gen aap: EAEC; carril 3-8 aislamientos negativos; Carril 9 marcador de
peso molecular 100pb; carril 10 control negativo. b) Amplificacion del gen aggR. Gel de
agarosa al 1.2% tefiido con Gelred. Carril 2 control positivo gen aggR: EAEC; carril 3-7
aislamientos negativos; Carril 9 marcador de peso molecular 100pb; carril 8 control
negativo.
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Figura 9. Amplificacion del gen ipaH. Gel de agarosa al 1.2% tefiido con Gelred. Carril 1
control positivo gen ipaH: EIEC; carril 2-6 aislamientos negativos; Carril 8 marcador de
peso molecular 100pb; carril 7 control negativo.
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Figura 10. a) Amplificacion del gen /t. Gel de agarosa al 1.2% tenido con Gelred. Carril 1
control positivo gen /lt: ETEC; carril 2-7 aislamientos negativos; Carril 8 marcador de peso
molecular 100pb; carril 9 control negativo. b) Amplificacion del gen st. Gel de agarosa al
1.2% tenido con Gelred. Carril 1 control positivo gen st. ETEC; carril 2, 3, 4, 5, 7, 8
aislamientos negativos; Carril 9 marcador de peso molecular 100pb; carril 6 control
negativo.
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Figura 11. Porcentaje de grupos filogenéticos de las cepas aisladas de canales de pollo
de rastro y puntos de venta.
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Figura 12. Amplificacién de los genes chuA, yjajA y TSPE4.C2 para las secuencias de los
grupos filogenéticos. Gel de agarosa al 1.2% tefiido con Gelred. Carril 1 control positivo,
carril 8 marcador de peso molecular 100pb, carril 2-5, 12 corresponden al grupo
filogenético B1 presenta TSPE4.C2, Carril 6 grupo filogenético D presenta chuA y
TSPEA4.C2, carril 7, 9-11 grupo filogenético D presenta chuA, carril 13 grupo filogenético A
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presenta yjajA, carril 14 control negativo.
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Figura 13. Resistencia de cepas de E. coli aisladas de canales de pollo de rastro y puntos

de venta.
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