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1. RESUMEN

El género Salmonella es considerado una de las zoonosis con mayor prevalencia causante de
enfermedades gastrointestinales, considerada asi una ETA. Estudios han demostrado que
Salmonella spp. presenta un aumento de resistencia a los antibioticos, cepas presentes en
animales han causado enfermedades en humanos debido al uso de antibidticos como
promotores de crecimiento, agentes terapéuticos y profilacticos en criaderos de animales

destinados para el consumo humano

Se asume que los cerdos y bovinos son los reservorios méas frecuentes de Salmonella spp.,
asi, la ingestién de alimentos céarnicos contaminados por dicho microorganismo es la causa
mas comun de las infecciones en los humanos. Este trabajo es parte del proyecto
“Investigacion de cepas de Salmonella spp. resistentes a los antibioticos a partir de alimentos
y aguas residuales”. llevada a cabo por el Departamento de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Donde se planted el aislamiento de cepas de Salmonella spp., a partir de carne de cerdo y
res. Se analizaron un total de 70 muestras de carnes crudas (47 de cerdo y 23 de res),
recolectadas en diferentes establecimientos de la ciudad de Puebla, para determinar la
presencia de Salmonella spp., utilizando el método estandar de la NOM-114-SSA1-1994.
Un total de 7 muestras se encontraron contaminadas con este patdgeno, 6 de carne de cerdo
y 1 de carne de res, lo cual representa un 10% de positividad.

De acuerdo con la metodologia una vez aisladas las cepas se les realizo la prueba de
resistencia a antibidticos, para determinar si las cepas presentaban multirresistencia a estos.
El porcentaje de resistencia a antibidticos fue el siguiente: amaracina (100%), ampicilina
(14.28%), carbenicilina, cefalotina, cefotaxima (14.28), ciprofloxacino (57.14),
cloranfenicol (57.14), gentamicina (100%), netilmicina (14.28%), nitrofurantoina (14.28%),
norfloxacino (28.57%) sulfametoxazol/trimetoprim (14.28%).
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2. INTRODUCCION

La contaminacion de alimentos por microorganismos es un problema de salud pablica con
el que se ha tenido que luchar en todos los tiempos. La obtencion, elaboracion,
almacenamiento, manipulacion y servicio de los alimentos pueden representar amplios
riesgos para la salud del consumidor. Dichos riesgos estan estrechamente relacionados con
su contenido de nutrientes. La carne por naturaleza es rica en proteinas y lipidos y baja en

carbohidratos, lo que la hace un excelente medio de cultivo.

Datos epidemioldgicos muestran que los productos carnicos son un vehiculo importante para
la aparicion de enfermedades infecciosas. Tales alimentos son seguros cuando son

manejados higiénicamente y se tiene una adecuada coccion.

Las enfermedades trasmisibles por alimentos (ETA’s) y los dafios provocados por los
alimentos son, en el mejor de los casos, desagradables, y en el peor pueden ser fatales. Los
habitos de consumo de alimentos también han sufrido cambios importantes. En muchos
paises durante los ultimos afios, se han perfeccionado nuevas técnicas de produccion,

preparacion y distribucion de alimentos.

Salmonella spp. es una bacteria, movil, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae que
origina dos enfermedades en el ser humano: salmonelosis y tifoidea, asociadas al consumo
de alimentos contaminados, el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
estima que cada afio en los Estados Unidos se originan 1 millén de casos causados por el

consumo de alimentos.

Desde 1990, se han identificado nuevas cepas de Salmonella spp. resistentes que han
originado enfermedades zoondticas. La salmonelosis es considerada la enfermedad més
difundida a nivel mundial, la amplia distribuciéon en la naturaleza produce una rapida
propagacion de sus mas de 2750 serotipos. Sin embargo, la gran preocupacion por la
enfermedad con este enteropatdgeno se debe a los cada vez mas elevados fracasos en los
tratamientos antimicrobianos convencionales, ocasionados por la alta resistencia bacteriana

a estos farmacos.

En el presente estudio se analizaron muestras de carne cruda de diferentes especies animales:
porcina y bovina, destinada al consumo humano. Es importante recuperar cepas de
Salmonella spp. que representan un riesgo para la salud publica y determinar su perfil de
susceptibilidad antimicrobiana, ya que estudios recientes han determinado que existe un
elevado nivel de resistencia.
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3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES

Los alimentos pueden estar contaminados con microorganismos patdgenos como, por
ejemplo: Campylobacter, Salmonella y la cepa O157:H7 de Escherichia coli, entre otros.
Los microorganismos mas comunes producen las ETA"s afectando al consumidor, lo cual
lleva a un problema de salud publica. La poblaciéon vulnerable y la disminucion a la
sensibilidad de antibioticos ha ocasionado la realizacion de un estudio més enfocado a la
inocuidad del alimento, desde el inicio de la obtencidn del alimento, hasta que llega a manos
del consumidor pues algunas bacterias patogenas forman parte de la flora normal de aves,

cerdos y ganado (Flores y Herrera, 2005).

En los altimos afios se han vuelto comin las ETAS’s, las cuales son conocidas desde tiempo
atras, pero se les habia dado poca importancia, actualmente han provocado un resurgimiento,
en la Unidn europea Salmonella spp. se consideraba S. enteritidis el microorganismo mas

aislado en alimentos (Gil, 2010).

En el siglo XIX patélogos clinicos en Francia asociaron una ulceracion con un bacilo
tifoideo, pasado el tiempo se le nombro fiebre tifoidea. Salmén y Smith aislaron Bacillus
cholerae-suis, ahora Salmonella enterica serovar Choleraesuis (Doyle & Beuchat, 2013).
En el siglo XX hubo progresos importantes como la deteccidén de antigenos somaticos y
flagelares de Salmonella, termino puesto por Lignieres, White propuso un esquema para la

clasificacion de Salmonella, donde admitié méas de 2300 serovariedades (Doyle et al., 2001).

La propagacion de las ETA’s se manifiesta mediante diversos factores, como la
manipulacion, tiempo de multiplicacion de los microorganismos y las caracteristicas del
alimento para contener nutrientes necesarios y desarrollarse. EI aumento en el consumo de
alimentos derivados del animal ha ocasionado brotes de salmonelosis en muchos paises
(Montes et al., 2009).

De las enterobacterias de interés clinico destaca Salmonella spp. entre otras, por su accién
patdgena que depende de sus antigenos, endotoxinas y enterotoxinas (Granados y
Villaverde, 1997) Salmonella spp. es un bacilo Gramnegativo, mostrando una composicion
antigénica para identificar serovares, a los cuales los definen los antigenos somaticos “O”
(naturaleza lipopolisacarida) y “H” (proteinas) (Fernéndez, 2008). el cual proporciona

resistencia a antibioticos e incrementa su capacidad de adherencia a la célula (Granados y
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Villaverde, 1997). En un mismo serovar se reconocen diferentes biotipos (con un
comportamiento diferente a las reacciones bioquimicas) como las llamadas “cepas
irregulares”, un ejemplo es el fagotipo 4 que afecta a las gallinas, de ahi la contaminacion
del huevo (Fernandez, 2008).

3.2 GENERO Salmonella

Se conoce como Salmonella spp: al bacilo gramnegativo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae (Granados y Villaverde, 1997); anaerobios facultativos miden 0.7-1.5
por 2.0-5.0 um, su temperatura optima es de 37°C generalmente son moviles por flagelos
peritricos (Bergey & Holt, 2000) con una rica composicién antigénica que se emplea como
base para la identificacion de sus serotipos (excepto S. Gallinarum S. Pollorum) son

aerobicos facultativos, no esporulados (Doyle et al. 2001).

Salmonella spp., es un patégeno animal (Adams & Moss, 2008) distribuido en la naturaleza
afectando también a humanos (Jay & Golden, 2005), aislada de alimentos, siendo el
protagonista en brotes de gastroenteritis (Fernandez, 2008) son mdviles y descarboxilan
lisina y la ornitina, producen &cido sulfhidrico y no producen ureasas. Se desarrollan bien en
los medios de cultivo habituales para enterobacterias y actualmente pueden dividirse en mas
de 2,750 serovariedades (Jurado et al. 2010).

3.3 HABITAT Y FUENTES DE AISLAMIENTO

El habitat natural de Salmonella spp. es el intestino en animales de sangre fria y caliente, se
libera al medio ambiente cuando se le expulsa por las heces. Tiene cierta capacidad de
supervivencia y multiplicacion con reservorios extraintestinales es decir con todo aquello

que entra en contacto el microorganismo.

El problema son las malas practicas higiénicas en sitios en los que se manejan alimentos,
como fabricas, cocinas industriales etc. La contaminacion fecal no siempre es el Unico
antecedente directo de la presencia de Salmonella spp. también podria deberse a huevos de

aves de consumo humano incluso en condiciones sanitarias (Fernandez, 2008).
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3.4 IDENTIFICACION BIOQUIMICA

En general para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae es necesario realizar
pruebas directas, aislamientos en medios especificos y pruebas bioquimicas (Granados y
Villaverde, 1997). Las caracteristicas que diferencian a Salmonella spp de las demas

enterobacterias se especifican en la tabla numero 1 (Bergey & Holt, 2000).

Tabla 1: Caracteristicas que diferencian a Salmonella spp. de las enterobacterias, fuente: (Bergey
& Holt, 2000).

Caracteristicas de Salmonella spp.
Produccion de indol -
Citrato, Simmons +
Produccion de H2S +
Urea hidrolisis -
Lisina descarboxilasa +
Ornitina descarboxilasa +

Produccidn de acido p-adonitol -

Produccion de acido -arabinose +
Produccion de acido -rhamnose +
Produccion de acido p-sorbitol +
Produccion de acido p-xylose +

Cuando un alimento esta contaminado por Salmonella spp. se realizan técnicas para su

aislamiento, recuento e identificacién como se muestra a continuacion.

Pre-enriquecimiento. - Mediante caldo lactosado o agua peptonada se desestresa

Salmonella spp.

Enriquecimiento. - Se transfiere 1mL de volumen del medio de pre-enriquecimiento en

medios selectivos como caldo Tetrationato o Rappaport-Vassiliadis incubados a 35°C.
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Aislamiento. - A partir del enriquecimiento selectivo, se llevan a medios solidos que
contienen agentes selectivos como agar verde brillante, agar XLD, Mac Conkey, pero
también puede utilizarse el agar SS, y el agar sulfito de bismuto.

Identificacidén bioquimica. - Las colonias caracteristicas se recogen del agar y se procede
al estudio de las caracteristicas bioquimicas principalmente LIA, MIO y TSI. Es
indispensable, antes de recurrir al estudio antigénico, asegurarse de que la cepa pertenece al

género de Salmonella (Bourgeois et al., 1994).

Para una identificacion de género se recomienda estudios serolégicos como aglutinacion con
antisueros contra los antigenos somaticos y flagelares. Las técnicas para vigilancia y estudio
epidemiolégico de Salmonella spp. son de gran importancia para rastrear fuentes y

mecanismos de contaminacién (Fernandez, 2008).

En Europa existen laboratorios del proyecto denominado Food-PCR, para validar y
estandarizar metodologias mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR) para deteccion
de microorganismos patdgenos, entré ellos Salmonella spp. en alimentos para la
identificacion del microorganismo. El andlisis de las muestras se toma del supuesto alimento
contaminado, dependiendo del aislamiento se determina el resultado, negativo tarda de 3 a

4 dias, pero si es positivo tardara mas de 7 dias en entregarse (Flores y Herrera, 2005).

3.5 CLASIFICACION
CLASIFICACION POR SUS PROPIEDADES BIOQUIMICAS

De acuerdo con sus propiedades bioquimicas, el Manual de Bergey’s, divide al género
Salmonella en la clasificacion Kauffman con 5 subgéneros y en la clasificacion de Edwards
y Ewing con 3 especies (S. typhi, S. cholerae-suis y S. enteritidis) (Ver tabla 2) (Granados
y Villaverde, 1997).

Tabla 2: Clasificacién de Edwards y Ewing, fuente: (Granados y Villaverde, 1997).

Clasificacion de Salmonella spp. segln su serotipo

ESPECIES NUMERO DE SEROTIPOS
S. typhi 1S. typhi
S. cholerae-suis 2 S. cholerae suis
S. enteritidis 2500 (incluyendo S. Typhimurium, S.

Heidelberg, S. Newport, etc.)
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CLASIFICACION PARA FINES EPIDEMIOLOGICOS

Se clasifican en tres grupos (Ver tabla 3), los que solo infectan los humanos, los serovares

adaptados al huésped y los serovares no adaptados al huésped (Bergey & Holt, 2000).

Tabla 3: Clasificacién de Salmonella spp. epidemiolégicamente, fuente: (Bergey & Holt, 2000).

Clasificacion de Salmonella spp. epidemiologicamente

Serovares que infectan solo ' S. typhi, S. paratyphi Ay S.

a humanos paratyphi C
Serovares adaptados al S. gallinarum, S. dublin, S.
huésped abortus-equi, S. abortus-ovis y

S. choleraesuis

Serovares no adaptados (sin ' Incluye los serovares

preferencia del huésped) trasmitidos por alimentos

CLASIFICACION POR SU SEROTIPO

S. typhi y S. cholerae-suis tiene un serotipo; sin embargo S. enteritidis tiene mas de 2500

serotipos diferentes y la identificacion se lleva a cabo con antisuero “O” y “H”

El esquema de Kauffmann-White clasifica 11 serogrupos. (Ver tabla 4) basados en un
antigeno mayor y en uno 0 mas antigenos somaticos menores (Romero, 2002). De acuerdo
con el esquema, Salmonella spp. se ha clasificado por los antigenos somaticos “O”
(nombrados con niimeros), flagelares “H” (denominados con letras minusculas en fase uno,
se designa nimero cuando estan en fase 2) y capsulares “K”. Con todo este complejo se han
formado varios grupos que se identifican con letras mayusculas: A, B, C1, C2, C3, D, E1,
E2,E3, F, G, G2, H, K, L y N (Romero, 2007).
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Tabla 4: Método Kauffman-White, fuente: (Romero, 2007).

Método de Kauffmann-White

SEROGRUPQOS EJEMPLOS DE SEROTIPOS
A S. Paratyphi A
B S. Paratyphi B
S. Typhimurium
S. Heidelberg
C1 S. cholerasuis

S. Paratyphi C

S. Oranienburg

S. Newport
C2 S. Muechen
C3 S. Kentucky
D1 S. typhi

S. enteritidis
D2 S. Maarseen
El S. Anatum
E2 S. Newington
E3 S. lllinois
E4 S. Senftenberg

3.6 PATOGENICIDAD

Durante el proceso infeccioso se presenta interaccion entre hospedero- microorganismo,
dentro de esta podemos mencionar adhesién, invasion, replicacion, resistencia al mecanismo
de defensa del hospedero, comportandose como patdgeno intracelular facultativo
(Fernandez, 2008).

Salmonella spp. supera las defensas primarias del tubo digestivo, alcanzando la mucosa
intestinal, para iniciar el proceso de colonizacion del ileon distal y asi competir con la flora
del intestino. Sobresale por su capacidad para evadir los mecanismos de defensa, se le
conocen varios genes que codifican una capacidad adherente e invasiva, es decir ya que la
bacteria estd fijada a la membrana puede penetrarla incrementando la concentracion

intracelular de calcio, que dafia los lipidos de la membrana. En esta se forman unas
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rugosidades (Fernandez, 2008), ddisparo (tigger) es llamado el mecanismo por el cual
Salmonella spp. invade las células del hospedero, enviando sefiales epiteliales para que
induzcan a arreglos del citoesqueleto para formar un ondulamiento (ruffling) permitiendo
que la bacteria penetre la célula (Ochoa y Rodriguez 2005), (dando lugar a una

“macropinocitosis”) y se multiplica en el interior de una vacuola (Fernandez, 2008).

Dependiendo de la virulencia del microorganismo y del huésped, incluyendo la fagocitosis,
la accidn de anticuerpos y la virulencia del microorganismo, las bacterias generadas pasan a
la 1dmina de la mucosa intestinal donde inicia un proceso inflamatorio o el ingreso a
circulacion sanguinea (Fernandez, 2008). También puede invadir varias lineas celulares,
estimulando més de un camino de traduccion para promover su entrada (Ochoa y Rodriguez
2005).

3.7 DOSIS INFECTANTE

La dosis infectante es el nUmero minimo de microorganismos necesarios para causar
enfermedades. Pero debemos considerar que esto puede no aplicar de igual manera en nifios,
ancianos y personas inmunodeficientes, ya que pueden enfermar exponiéndose a un nimero

menor al de la dosis infectante para causar la enfermedad (OMS, 2019).

Existen multiples factores que determinan la supervivencia, proliferacion o incluso la muerte
de bacterias en los alimentos como pH, actividad del agua, potencial redox (potencial de
oxido reduccion), composicion quimica del alimento y temperatura, humedad relativa y
presencia de gases en el ambiente, ademas de la presencia de flora competitiva. La dosis
infectante de Salmonella spp. va de 104 — 109 células viables por gramo (OMS, 2019).

La resistencia de Salmonella spp. ha sido atribuida al uso extenso de antibidticos

(Junod et al., 2013), tanto en la terapéutica humana como animal. En la industria, los
antibidticos no solo son utilizados mas alla de fines terapéuticos, también son utilizados
como promotores de crecimiento en dosis subterapéuticas durante largos periodos (Rivera
etal., 2012)

3.8 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las enfermedades intestinales, son llamadas enteritis cuando su sintoma principal es la

diarrea, causando deshidratacion principalmente en nifios y ancianos (Prats, 2005).
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Las especies de Salmonella spp. provocan enfermedades tipo gastroenteritis incluso fiebre
tifoidea o paratifoidea (Granados y Villaverde, 1997), es un proceso infeccioso donde la
infeccion puede ser asintomatica o tipicamente inicia de manera abrupta con dolor en la parte
alta del abdomen, nausea y diarrea, con sensacion de malestar intenso y cefalea acompafiada
de fiebre de 38 a 39°C o mayor. La sintomatologia varia segun el serovar de Salmonella spp
implicado. El periodo de incubacion oscila entre 3 'y 72 h, raramente hasta 120 h. Los nifios,
ancianos o personas inmunodeprimidas sufren la enfermedad con mayor rigor (Fernandez,
2008).

3.9 EPIDEMIOLOGIA

En paises industrializados se han establecido procesos que les permite conocer la incidencia
de las infecciones por Salmonella y otros patdgenos causales de diarrea, asi como el impacto
medico de cada una (Jong, B. & K. Ekdahl. 2006).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella. El
médico hace un diagnostico basandose en los sintomas que expone el paciente, pero sin
mandarlo a laboratorio a realizarse estudios clinicos o microbiologicos que le proporcionen
mas informacion. La falta de comunicacion entre epidemiologos, clinicos, y sin dejar de
mencionar al sector veterinario, impide que paises como México pueda identificar las
principales serovariedades de Salmonella en alimentos, aun sabiendo que representa un

importante porcentaje de enfermedades para los seres humanos (Loretz et al., 2010).

En Europa occidental las enteritis son causadas por virus seguidos por bacterias invasoras
ya antes mencionadas, pero su etiologia varia segun su area geogréafica. Salmonella spp. y
Campylobacter causan un 90% de enteritis bacterianas en paises desarrollados, por eso es

importante incluirlo en el protocolo de diagnostico (Prats, 2005).

El tracto intestinal de animales es el habitat primario de Salmonella spp., pero puede
encontrarse en otras partes del cuerpo, también se puede encontrar en agua contaminada y
alimentos contaminados por distintos medios como la materia fecal, todo esto forma parte
de un ciclo el cual es gran parte responsable de la distribucion mundial de salmonelosis (Jay
& Golden, 2005).

La carne es considerada como un alimento de gran importancia en la alimentacion del ser

humano, la sociedad clasifica con un nivel econdémico alto a quien la consume. En el siglo
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XX se registré un elevado consumo del producto, lo cual represento riesgos en la calidad

sanitaria debido a una sobreexplotacién de ganado (Blandino, 2005).

El consumo de carne al afio en EE. UU. habla del mayor consumo de carne de res, seguido
por la de puerco, siendo este Ultimo mas rico en tiamina, a nivel mundial una cuarta parte de

aporte de proteina proviene de la carne, alimentando el ganado con proteina vegetal.

Mediante censos el servicio de Directorio Estadistico Nacional de Unidades Economicas
reporta que solo en la ciudad de Puebla existen 1066 carnicerias registradas (#461121-
comercio al por menor de carnes rojas), mientras que en el estado 4164 carnicerias censadas
(INEGI 2019).

Las proteinas de la carne son de alta calidad, su contenido graso es de un 5-40% dependiendo
del animal, el tipo de corte, raza, edad etc. Su contenido de agua es del 75%. Un corte magro
de la carne contiene proteina y agua, escaso tejido graso y hueso, esta consiste en masculos
formados por bandas de fibras. La mioglobina forma parte del pigmento total de la carne
roja, lo demas es la hemoglobina en sangre, pero también depende de que parte del animal
se esta hablando, la carne de res es considerada como la que mas cambia de color aun siendo
fresca (Charley, 2006).

Kampelmacher realizé un estudio con cerdos de matadero, donde encontré presencia de
Salmonella spp. en practicamente todo el canal, pero con mayor frecuencia en ganglios
linfaticos y heces, sin haber mostrado signos o sintomas de la enfermedad (Jay & Golden,
2005).

La industria alimentaria juega un papel importante al detectar a tiempo que los alimentos no
estén contaminados y asi certificar su calidad. Pero las técnicas son lentas, lo contrario del

diagnostico clinico el cual es de mayor interés social (Prats, 2005).

El animal debe ser inspeccionado desde su sacrificio hasta cuando se vende en comercio
(Charley, 2006), puede contaminarse con agentes patdgenos, muchos de ellos proceden
desde su crianza (Blandino, 2005), dentro del rastro es probable que una enfermedad se haga
evidente. Los pollos aparte del ganado son animales productores de alimento, pueden
también ser portadores de Salmonella spp. y pasar a alimentos derivados de ellos, como

productos que contienen huevo sin cocinar (Madigan et al., 2004).

El producto inspeccionado por sanidad se sella de acuerdo con la calidad (Charley, 2006).

y mediante un mal procesamiento se convierte en una fuente de bacterias patdgenas
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causantes de enfermedades alimentarias, por ejemplo; Salmonella spp., Escherichia coli
0157H/H7, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens (Blandino, 2005).

3.10 RESISTENCIA MICROBIANA

Un antibiotico se define como una sustancia organica capaz de actuar sobre un
microorganismo destruyendo o inhibiendo su crecimiento el cual debe tener condiciones
como; ser especifico, sobre el grupo de microorganismos que actla, esto dependiendo de
qué parte de la bacteria inhibe, un elevado potencial biologico, el cual se describe como la
concentracion minima inhibitoria (CMI) evitando el crecimiento del microorganismo vy la
toxicidad selectiva, teniendo la capacidad de destruir bacterias patdgenas, pero el dafio a

células debe ser minimo (Granados y Villaverde, 1997).

Salmonella spp. es uno de los principales microorganismos entre los que ha aparecido
algunos serotipos resistentes a antimicrobianos que afectan la cadena alimentaria (Fabrega
A, et al.,, 2015), es endémica de muchos animales de sangre caliente y fria, (INFOSAN
2005), puede sobrevivir varias semanas en ambiente seco y meses en agua (Fabrega A, et
al., 2015), por esto el riesgo de contraer salmonelosis esta siempre presente en cualquier
pais sobre todo en la manipulacién de alimentos, en paises donde las fluoroquinolonas se
autorizaron para animales destinados al consumo humanos aumento rapidamente su
resistencia (INFOSAN 2005).

La resistencia a los antibioticos es natural o adquirida, se determina natural cuando se
necesitan antibiéticos de alto espectro, ya que los mas utilizados ya no inhiben al
microorganismo (Granados y Villaverde, 1997). y la resistencia adquirida puede ser
mediante: 1) la captacion de un nuevo material genético y 2) multiplicaciones en el
cromosoma bacteriano (INFOSAN 2005).
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4. MARCO DE REFERENCIA

La revista de Emerging Infectious Diseases reporto un estudio mediante el CDC sobre un
nuevo clon de Salmonella entérica serovar Anatum que surgid entre el 2016 - 2017 en
Taiwan. Lo preocupante frente a este nuevo clon es que fuera resistente a multiples farmacos
(MDR), las cepas MDR contienen un plasmido que lleva 11 genes de resistencia y un
blaDHA-1 que codifica la B-lactamasa AmpC y otorga resistencia a medicamentos -
lactamicos. El resultado de la investigacion arrojo que este nuevo serovar no era una cepa
MDR (Chiou et al. 2019).

El Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal, de la Universidad
Auténoma del Estado de México, realizo un estudio en cepas de Salmonella spp., aisladas
de carne de cerdo en rastros del Estado de México en el 2010. De las 87 cepas analizadas,
22 mostraron resistencia al cloranfenicol, 15 a la ampicilina y 54 al sulfametoxazol
(Talaveraet al., 2011).

La revista de salud animal de la Habana, Cuba menciona que la carne de ave importada
genera un importante riesgo ya que en ella provienen cepas resistentes a antibioticos, dicho
estudio se realizd con las normas cubanas. Se observaron algunas cepas resistentes a
ceftriaxona y ceftazidima, pero la mayoria fue resistente a tetraciclina, lo que revelo el
estudio es la gran importancia a la introduccion de nuevas cepas resistentes, ocasionando un

problema de salud publica (Rivera et al. 2012)

Entre enero del 2008 y diciembre del 2009 se describieron serotipos de 178 cepas de
Salmonella entérica aisladas de alimentos carnicos de diferentes regiones de Cuba,
identificaron 20 serovariedades de las cuales predominaron S. Enteritidis, S. Agona y S.
London. Un 75% de las cepas fueron resistentes a antibioticos probados, en el siguiente
orden: tetraciclina (70.7%); ampicilina (22.7%) y acido nalidixico (14.7%). Solo S. Infantis,
S. Derby y S. enteritidis fueron multirresistentes (Puig et al., 2011).

Estudio realizado por el laboratorio de inocuidad microbiana de los alimentos en la BUAP
hace referencia que la resistencia a antibioticos en carne cruda (ovina, porcina y aviar)
proveniente solo de la ciudad de Puebla muestra que aquellos antibidticos en los que se
presentd mayor resistencia fueron: bacitracina, gentamicina, amikacina, doxiciclina,
cloranfenicol, ampicilina, ciprofloxacino. En los que se mostrd menor resistencia fueron:

levofloxacino, nitrofurantoina y ceftriaxona (Diaz y Espinal, 2013).
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El CDC mediante la revista de enfermedades infecciosas emergentes dio a conocer que
durante el 2004 al 2009 en Oregdn de 2,153 casos, 2,127 (99%) se obtuvieron aislamientos
de Salmonella no perteneciente a Salmonella typhi los cuales fueron utilizados para medir
la resistencia al farmaco, 347 (16%) aislamientos tuvieron resistencia clinica importante
(CIR). Las probabilidades por CIR aumentaron significativamente cada afo. Este estudio
demuestra que la resistencia a los medicamentos antimicrobianos estd aumentando y tiene
implicaciones clinicas y de salud publica. Al considerar la terapia con medicamentos
antimicrobianos, los proveedores deben evaluar el historial de viajes de los pacientes y el

serotipo de Salmonella spp. (Barlow et al. 2014).

Salud puablica de México, realizo un estudio en la ciudad que revela que la susceptibilidad a
antibidticos por Salmonella spp., presenta una elevada tasa de resistencia a f-lactamicos,
tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxasol, ademas se observé resistencia a medicamentos
empleados en el humano, como el cloranfenicol, estadistica que coincide con otro estudio
realizado en 2009 en el estado de Hidalgo. Lo cual nos lleva a evaluar antibioticos empleados
en la medicina humana y veterinaria. En caso del sulfa-trimetoprim, empleado para los
humanos y animales, méas del 50% presento resistencia, estadistica tres veces superior a lo

reportado seis afios atras del estudio (Nayarit et al. 2016).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La salmonelosis es una zoonosis con una distribucion mundial de gran impacto en la salud
humana y animal y de gran importancia en el &mbito de la salud publica internacional. La
enfermedad en humanos se ha asociado al consumo de alimentos de origen animal, frutas y
verduras. Cepas de Salmonella spp. pueden infectar animales y se les ha asociado con brotes

en humanos.

Desde la crianza de los animales pueden presentar enfermedades causadas por cepas de
Salmonella spp. es aqui donde se cree comienza un uso indiscriminado de antibidticos por
preinscripcion veterinaria, pero el riesgo méas grande es el uso de estos como promotor de
crecimiento y también en personas por prescripcion médica. Se cree que pueden contribuir
a la resistencia mediante la captacion de nuevo material genético, mutaciones etc. Lo cual

Ileva a un mayor riesgo de fracaso terapéutico.

Actualmente se exige una garantia en la inocuidad de los alimentos de origen animal, desde
que el animal comienza su crianza y cada etapa hasta que llega al consumidor, ya que existen
datos e investigaciones en el pais donde cada dia es mas frecuente la recuperacion de cepas
multirresistentes de Salmonella spp. a partir de humanos y alimentos, en el estado de Puebla
no se cuenta con un estudio que caracterice la susceptibilidad antimicrobiana en cepas de

Salmonella spp. aisladas de la carne cruda, estableciendo patrones de multirresistencia.

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta ¢Las cepas aisladas de Salmonella spp. a

partir de carne cruda de res y cerdo son multirresistentes a los antibiéticos de uso frecuente?

El presente trabajo dara a conocer un patrén de resistencia a antibiéticos en cepas aisladas
de carne cruda en la Ciudad de Puebla, los resultados daran un panorama importante para la
prevencion y conservacion de los alimentos, pero, lo mas importante determinar un correcto

tratamiento y la disminucion de enfermedades transmisibles causados por esta bacteria.
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6. JUSTIFICACION

Salmonella spp. se considera un agente infeccioso comun con una amplia distribucién
dentro de las ETA’s. La carne es un importante vinculo para la trasmision de Salmonella
spp., ademas de que algunas cepas han presentado en la actualidad resistencia a antibioticos,

por lo que es considerado un problema de salud publica.

El conocimiento a la resistencia a antibidticos de diferentes cepas de Salmonella spp.
provenientes de carne cruda en la ciudad de Puebla es importante debido a que en México
es limitado el conocimiento en dicha &rea. Se pretende que los resultados contribuyan a
optimizar los tratamientos de pacientes con salmonelosis, por ser considerada una ETA muy
frecuente, sin discriminar a paises desarrollados o no desarrollados, causando enfermedades

diarreicas.

La exposicion del consumidor a cepas de Salmonella spp. multirresistentes constituye un
riesgo latente, tomando en cuenta que el tratamiento de las enfermedades causadas por cepas

con estas caracteristicas puede ser con el paso del tiempo mas dificil.

Por lo tanto, se pretende aislar la mayor cantidad de cepas posibles, determinar su
comportamiento a la sensibilidad a antibi6ticos y valorar las cepas para ver si existe un

mismo patron de resistencia y asi contribuir a un monitoreo de farmaco-resistencias.
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7. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Determinar la resistencia a diferentes antibioticos a partir de cepas de Salmonella spp.

recuperadas de diferentes tipos de carne cruda en la ciudad de Puebla.
b. Objetivos especificos

Investigar la presencia de Salmonella spp. en muestras de carne cruda provenientes de
algunas carnicerias de la ciudad de Puebla, mediante la técnica oficial establecida por la
NOM-210.SSA1-2014.

Determinar la resistencia de las cepas aisladas a diferentes antibidticos, empleando la técnica

de Kirby-Bauer

8. HIPOTESIS

a. Hipotesis nula:

Las cepas de Salmonella spp. aisladas de muestras de carne no presentan resistencia a los

antibidticos.
b. Hipotesis alterna:

Las cepas de Salmonella spp. aisladas de muestras de carne son multirresistentes a los

antibioticos
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9. DISENO DE LA INVESTIGACION

Este trabajo es parte del proyecto “Investigacion de cepas de Salmonella spp. resistentes a

los antibidticos a partir de alimentos y aguas residuales”.

>
>

Tipo de estudio: transversal y prospectivo

Universo del estudio: cepas aisladas a partir de carne cruda molida de cerdo y res;
adquirida en la ciudad de Puebla. (70 establecimientos correspondientes a un 4.69% ya
que el INEGI reporta 1066 establecimientos de carnes rojas)

Tamafo de muestra: 70 muestras,

Sedey lugar del estudio: laboratorio de Inocuidad Microbiana de los Alimentos ubicado
en el edificio FCQL1 de la Facultad de Ciencias Quimicas, perteneciente a la Benemeérita
Universidad Auténoma de Puebla.

Criterios de seleccion:

Criterio de inclusion: solo se analizaran muestras provenientes de carnicerias de la
Ciudad de Puebla.

Criterio de exclusién: carne que provenga de establecimientos no pertenecientes a la
ciudad.

Recursos humanos:

Director: Dr. Fausto Tejeda Trujillo

Tesista: pasante de QFB, Bethel A. Anzaldo Hernandez

Recursos financieros: propios del laboratorio de Inocuidad Microbiana de los
Alimentos

Disefio estadistico: pruebas de tendencia central.
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10. MATERIAL

Material de vidrio, plastico y reactivos propios de laboratorio de Inocuidad Microbiana de

los Alimentos.
a. Material bioldgico

Carne cruda porcina y bovina

b. Equipos

% Asa de platino 10ul

% Bascula

++ Bolsas estériles

¢+ Cajas petri grandes

+ Estufa de cultivo

% Hisopos estériles

+ Incubadora calibrada a 35° C

% Matraces Erlenmeyer de diferentes
capacidades

% Mecheros

¢+ Multidiscos impregnados con
antibidticos

¢ Pinzas estériles

% Pipeta semi automatizada

¢ Puntas estériles

++ Solucion salina

++ Stomacher SEWARD® LabSystem

%+ Termdmetros calibrados

% Tubos de ensaye estériles

% Vernier, compas de calibracion para
medir halos de inhibicion.

«* Vortex-Genie2

¢. Medios de cultivo

Agar Mueller-Hinton

Agar sulfito de bismuto

Agar verde brillante

Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)
Agua peptonada

Caldo tetrationato

d. Pruebas bioquimicas
Agar hierro triple azucar (TSI)
Lisina hierro agar (LIA)
Movilidad, indol y ornitina (M10)
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11. METODOLOGIA

El aislamiento de Salmonella spp., esta basado en la NOM-114-SSA1-1994, actualmente
NOM-210-SSA1-2014.

Las muestras de carne molida fueron obtenidas por los estudiantes de la licenciatura de QFB
de la Facultad de Cs. Quimicas BUAP

Se les hizo la peticion de que fuera especificamente carne molida de res o cerdo y se les

entrego una encuesta para que la llenaran en el momento de comprar.

Se recibieron 70 muestras en el laboratorio de Inocuidad Microbiana de los Alimentos de la
Facultad de Cs. Quimicas BUAP

El diagrama general (Diagrama 1) muestra los procedimientos a los que fueron sometidas
las muestras, desde la trazabilidad de la muestra, el aislamiento del género de Salmonella
spp., su identificacion bioquimica y la determinacion de la sensibilidad a los

antimicrobianos.
La técnica para el aislamiento de Salmonella spp. consistid en los siguientes 4 pasos:

Pre-enriquecimiento. Este paso se utiliza para el desestrés del microorganismo en un medio
nutritivo no selectivo que permite que la célula de Salmonella regrese a una condicion

fisioldgica estable.

Enriquecimiento. El propdsito de este paso es incrementar Salmonella e inhibir otros

organismos presentes en la muestra.

Aislamiento en medios sélidos. Aqui se utilizan medios selectivos y diferenciales que
restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el

reconocimiento visual de colonias sospechosas.

Identificacion bioquimica. Confirmacion de Salmonella spp. y la eliminacion de cultivos

sospechosos falsos.
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[ Recoleccion de muestras ]

I

[ Trazabilidad de las muestras ]

I

[ Pre-enriquecimiento

|

[ Inocular 1 ml en caldo tetrationato

|

Antibiograma ] [ Aislamiento en agar XLD, SB y VB J [

—

Confirmacion serologica ]

Identificacion bioquimica J/

|

[ Resultados J

DIAGRAMA 1: Proceso general de muestras

DESARROLLO ESPERIMENTAL

Preparacion de caldos y medios de
cultivo.

!

[ Recepcion de muestras de carne molida

Colocar 25gr. de carne molida en Colocar en 225 mL de Agua
bolsas estériles peptonada

I

Incubar a 35£1°C por 18+2h

I

-/

D Pre-enriquecimiento Inocular 1 ml en caldo tetrationato

| | Enriquecimiento l

D Aislamiento Incubar a 43+1°C por 24h ]
D Confirmacion l

Aislamiento en agar XLD, SBy VB ]

l

Incubar a 35+1°C por 24h

}

[ Antibiograma } Seleccionar colonias sospechosas Confirmacion serologica }

\ Identificacion bioquimica /

}

[ Resultados ]

DIAGRAMA 2: Desarrollo experimental

Preparacion de la muestra.

Se realiz6 el registro de muestra por muestra para su identificacion junto con la encuesta

proporcionada.
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Pre-enriquecimiento

Se introdujo en condiciones de esterilidad 25gr de la muestra en una bolsa estéril para
colocarla en el homogeneizador (Stomacher). Adicionar 225 mL del medio de pre-

enriquecimiento estéril (agua peptonada) se homogenizé e incub6 por 24h. a 35°C.

Enriquecimiento.

De las bolsas con los cultivos de pre-enriquecimiento se tomd 1 mL de la mezcla a un tubo
con 10 ml. de caldo tetrationato adicionado de 0.2 mL de yodo considerado como la mejor

ruta para la recuperacion de Salmonella spp. (Hernandez, 2015), incubando 24h a 43°C

1. Aislamiento de Salmonella.

Se mezclaron los tubos de caldo tetrationato y estriaron las placas de agar verde brillante,

agar sulfito de bismuto y agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD), incubar de 24-48h a 35°C

Al término de la incubacidn se examinaron las placas para observar la presencia de colonias

tipicas Salmonella spp. de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar verde brillante: en este medio la presencia de Salmonella spp. se distinguen por

colonias rojas o rosas, trasparentes rodeadas de un halo rojo.

Agar sulfito de bismuto: las colonias tipicas de Salmonella spp. son negras con o sin brillo

metélico, presentan un halo color café torndndose negro.

Agar xilosa, lisina, desoxicolato (XLD): las colonias se presentan de color rojo con centros
negros y un halo rojizo.

1. Identificacién bioquimica.
Una vez identificadas las colonias caracteristicas de Salmonella spp. se inocularon tubos
con: TSIy LIA (por estria en la superficie inclinada y por puncién en el fondo), y medio
MIO (por puncién). Incubar por a 35°C/24 h. al terminar el tiempo se observara y considerara

presuntivamente positivas para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:
Agar TSI: K/A, H2S (+), Gas (1)

Se observa vire del indicador en el fondo del tubo debido a la fermentacion de la glucosa y
un color rojo intenso que el medio original en la superficie debido a la no fermentacién de
la lactosa ni de la sacarosa. Se observa un color negro a lo largo de la picadura debido a la

produccién de acido sulfhidrico.
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Agar LIA: K/K

La descarboxilacion de la lisina provoca que el color purpura se intensifica en el fondo del
tubo. La mayoria de las cepas de Salmonella producen H2S en este medio con

ennegrecimiento a lo largo de la puncion.
Agar MIO: M (+),1(-), O (+)

Movilidad positiva, ornitina positiva se observa un color gris-prpura debido a la
descarboxilaciéon de la ornitina, indol positivo, la aparicién de un anillo rojo después de

agregar unas gotas de reactivo de Kovacs.

CONFIRMACION DE Salmonella spp.

Las muestras previamente positivas a Salmonella spp. se trasladaron al Laboratorio de Salud
Publica del estado de Puebla, donde para la confirmacion del microorganismo, se utiliz6 un
equipo llamado MALDI-TOF, denominado MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz) y TOF por el
detector de iones que se acopla al MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en
inglés Time-Of-Fligh,t BECKTON DIKINSON, es un espectrometro de masas dedicado
para la identificacion microbiana por su huella molecular, las proteinas caracteristicas de los
microorganismos son comparadas con patrones especificos en una base de datos para
determinar la identidad del mismo hasta el nivel de especie mediante una puntuacion de
probabilidad con mas de 10 000 especies registradas y actualizacion constante de la base de

datos
IDENTIFICACION DE Salmonella spp. POR PCR

Técnica realizada en Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad de Puebla (ICUAP)
mediante un procedimiento estandarizado “Cell suspensions and proteinase K digestes
simples” para la extraccion del ADN, posteriormente se lleva a electroforesis donde en uno
de los pozos de el gel de agarosa se colocé un marcador de peso molecular, en el siguiente
pozo, se le agrego el gen invA que codifica a Salmonella spp. y en los demas pozos el ADN
de las muestras a identificar mas un colorante, por ultimo, el gel se tefiira con bromuro de

etidio y se leera en lampara luz UV
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DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Una vez identificadas las cepas, y siguiendo las instrucciones descritas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) se realizd la determinacion de la sensibilidad a los

antimicrobianos mediante el método de difusion en placa (Método Kirby-Bauer)

[ Seleccién de 3-4 colonias ]

Y

[ Caldo de cultivo, soya tripticasa 35°C (2-6 h) ]

0.5 Mc Farland (1-2x10"8UFC/mL

'

[ Siembra masiva en agar ]

Mueller-Hinton

v

[ Colocar multidisco J

!

Incubar (24h a 35°C) |

Y

[ Lectura e interpretacion de }

resultados

DIAGRAMMA 3: Determinacion del patron
de resistencia o sensibilidad a antibioticos

Para la ejecucion de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se utiliza el CLSI
Documet M11-A6 Vol. 24, No. 2 January 2015. Métodos para pruebas de susceptibilidad a

los antimicrobianos de bacterias anaerobias.
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

El fundamento de la prueba menciona qué, un medio solido se inocula de manera masiva,
con un cultivo puro previamente estandarizado, se coloca un disco de papel filtro
impregnado con el antibidtico, de una concentracion especificada, el cual se pretende inhiba
el crecimiento de la bacteria. Cuando entra en contacto el disco con antibidtico y el medio,
dicho antibidtico se difundiré hacia el interior del medio. Segun el inserto de Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), hay una concentracion especifica para cada
antibiotico (Ver tabla 5). Una vez incubadas las placas se miden los halos de cada disco y
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asi determinar que antibidtico es sensible o resistente a Salmonella spp. (Sherris et al.,
2007).

Tabla 5: Antibiéticos valorados y aprobados para su uso en antibiograma, fuente: (Sherris et al.,
2007).

Concentracion de antibidticos

Antibidtico Abreviatura Dosis
Amikacina AN 30 30 ug
Ampicilina AM10 10 pg
Bacitracina B 10 10 ug
Ceftriaxona CRO 30 30 ug
Ciprofloxacino CIP5 5 ug
Cloranfenicol C30 30 pug
Doxiciclina D 30 30 ug
Gentamicina GM 10 10 ug
Levofloxacino LVX 5 5ug
Nitrofurantoina F/M 300 300 ug

En la seleccion de antimicrobianos se incluirdn solo aquellos antibidticos que han sido
valorados y aprobados para uso terapéutico, pueden ser adicionados o suprimidos de las

tablas basicas que propone el CLSI.

TECNICA DE LA PRUEBA MANUAL

En la prueba de difusién con disco se utiliz6 agar Mueller—Hinton el cual proporciono
crecimiento satisfactorio y una buena reproducibilidad de muchos patdgenos no fastidiosos.
Los reactivos para la prueba de difusion con disco estuvieron empacados en condiciones
anhidras y refrigerados de 2-8 °C o congelados a temperaturas de -20°C 0 menores Si es

necesario.

Se buscaron de 3—4 colonias perfectamente aisladas, del mismo aspecto morfoldgico. La
colonia se tomé con un asa y se trasfirié a un tubo que contenia 4-5 ml de un caldo de cultivo
conveniente como caldo soya tripticasa o caldo Mueller—Hinton, el cual se incubara a 35°C

hasta que igualo la turbidez del Standard 0.5 de McFarland (usualmente 2 — 6 horas). Esta
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suspension contiene aproximadamente 1 — 2 X 108 UFC/mL. (100 — 200 millones de
UFC/ml. La turbidez se ajust6 con solucion salina estéril o con caldo soya tripticasa, hasta

que se obtuvo una turbidez optima.

Se introdujo un hisopo dentro de la suspension, el cual se roto varias veces presionando
firmemente en las paredes de tubo para eliminar el exceso de inoculo. El agar Mueller-
Hinton se inoculo en siembra masiva, procedimiento que se repitio 2 veces mas, rotando las
placas 60° en cada proceso de siembra masiva, para la distribucion homogeénea del in6culo.
La tapa de la placa se dejo entreabierta de 3— 5 min, para permitir que el exceso de humedad
pueda ser absorbida antes de aplicar los discos impregnados con los antibiéticos. Cada disco
se presiono para un contacto completo con la superficie del agar, se colocaron a una distancia
no menor de 30mm de centro a centro del disco y no se utilizaron méas de 12 sensidiscos para

placas de 150mm y mas de 5 discos para placas de 100mm de didmetro.

TECNICA DE LA PRUEBA CON BD Phoenix™ AP

Este equipo proporciona una estandarizacion automatizada estandarizando el in6culo al
McFarland requerido, el ID Broth se utiliza para la preparacion del inoculo para los
paneles Phoenix gram negativos, gram positivos, paneles de Streptococcus y de levaduras.
Se utiliza para estandarizar el inoculo de 0.25 McFarland o el inoculo de 0.5 McFarland
para la prueba de identificacion y para inocular el caldo AST para la prueba de
susceptibilidad. Almacena, controla y analiza toda la informacion desde la preparacion del

indculo hasta el uso de los tubos ID-AST.

Debido a esto los errores de manejo y trascripcion se reducen al minimo ademas de que se
adapta y facilita el trabajo de laboratorio mediante el control automatico de las gradillas de
inoculacion, debido al uso de etiquetas de codigo de barras y la tecnologia RFID de

trasmision de datos.
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12. RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 70 muestras de carne cruda molida de res y puerco de la ciudad de Puebla, se

: v- obtuvieron 7 cepas que cumplian con las caracteristicas

N \\

bioquimicas de Salmonella spp.

Diversos estudios han demostrado la prevalencia de
Salmonella spp. en rastros y principalmente en carne de
cerdo, asi como los factores de riesgo asociados a la

presencia de la bacteria.

Imagen 1: Propia. Colonia tipica ESte estudio se bas6é principalmente en pruebas
de Salmonella spp. en medio . .. . e s . .

LD bioquimicas para la identificacion del microorganismo y al

momento de elegir la

metodologia, se evalud una serie de aspectos para saber
que via de aislamiento era la mas efectiva. Por lo que en
el enriquecimiento se utilizé el caldo tetrationato siendo
que en una tesis anterior fue el mejor (Hernandez,

2015), y el medio de cultivo verde brillante fue el mejor

para el aislamiento '

Para la confirmacion de Salmonella spp. se refirieron 1as  |magen 2: Propia. Colonia tipica de

de Salmonella spp. en medio
Verde Brillante

muestras a ICUAP y para la confirmacion y especie de
Salmonella spp se refirieron las muestras al Laboratorio
de Salud Pdblica del Estado de Puebla.

Todas las muestras provienen de diferentes establecimientos dentro de la ciudad de Puebla,
dentro de este estudio valoramos por medio de una breve encuesta los distintos

establecimientos de ddnde provenia la carne.

Las siguientes tres graficas muestran los establecimientos donde se obtuvo la carne de res
de la cual una muestra salié positiva a Salmonella spp. la cual su encuesta indica una buena
limpieza del local (ver grafica 1), el producto se encontraba en refrigeracion (ver grafica 2),
el empague fue en bolsa (ver grafica 3) como la mayoria de las demas muestras, pero igual
indica que no hubo aseo de utensilios antes de despachar la carne para lo cual podriamos

hablar de una contaminacioén cruzada.
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ESTABLECIMIENTOS, CARNE DE RES

Gréfica 1: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de res, refiriéndonos a limpieza
del local e higiene del carnicero.

ESTABLECIMIENTOS, CARNE DE RES

Graéfica 2: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de res, condiciones en las que se
encuentra y maneja el producto

TIPO DE EMPAQUE

Bolsa mAlvacio ™ Otro Charola

Gréfica 3: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de res, tipo de envase del
producto
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La carne de cerdo fue obtenida de 47 establecimientos diferentes y se encontraron 6 muestras
positivas a Salmonella spp. la cual su encuesta indica una limpieza regular del local (ver
gréafica 4), 4 muestras no se encontraban en refrigeracion cuando se compro la carne (ver
grafica 5), las 6 muestras fueron empaquetadas mediante una bolsa (ver grafica 6) como la
mayoria de las demas muestras y aunque en 4 muestras se realizé aseo de utensilios antes de
despachar este fue mediante un trapo para lo cual también podriamos hablar de una

contaminacién cruzada.

ESTABLECIMIENTOS, CARNE DE
CERDO

Grafica 4: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de cerdo, refiriéndonos a limpieza
del local e higiene del carnicero.

ESTABLECIMIENTOS , CARNE DE
CERDO

Grafica 5: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de cerdo, condiciones en las que
se encuentra y maneja el producto
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TIPO DE EMPAQUE

Ay,

Bolsa M Al vacio Charola Otro

Grafica 6: Encuesta, establecimientos donde se obtuvo la carne de cerdo, tipo de envase del
producto

La carne puede venir desde el rastro ya contaminada pero también podria ser por una

contaminacion cruzada dentro de los establecimientos, por malas practicas higiénicas.

Obtuvimos solo 7 muestras positivas a Salmonella spp. (ver tabla nimero 6). 1 muestra de
carne bovina y 6 muestras de carne porcina, al contrario de Talavera et al.,2011 menciona
que en el 2010 la UNAM realizé un estudio donde aislé 87 cepas de un rastro en el estado

de México

Tabla 6: Muestras positivas a Salmonella spp. identificadas en el laboratorio

Muestras positivas a Salmonella spp.

NO. de Procedencia Salmonella spp
muestra

CR4 Carne molida de res +

CP11 Carne molida de puerco +

CP37 Carne molida de puerco +

CP43 Carne molida de puerco +

CP45 Carne molida de puerco +

CP46 Carne molida de puerco +

CP47 Carne molida de puerco +
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Las muestras que fueron positivas para Salmonella spp. se llevaron al Laboratorio de Salud
Publica del Estado de Puebla, con uno de los mejores equipos en el area de microbiologia,
llamado espectrometria de masas (MALDI-TOF) el cual nos dio la confirmacion de ser
Salmonella spp. y la especie mediante puntuaciones de probabilidad, asi mismo en el area
de Epidemiologia se le realizd la prueba de identificacion de serogrupo, toda esta

informacion se muestra en la tabla nimero 7.

Tabla 7: Muestras positivas a Salmonella spp. identificadas en el Laboratorio de Salud Puablica del
Estado de Puebla

Muestras positivas a Salmonella spp.

No. de cepa Serogrupo Serotipo Puntuacion de
probabilidad
CR4 “C” Salmonella sp (entérica st Diarizonae) 2.32514360
CP11 “C” Salmonella sp (entérica st Diarizonae) 2.37911310
CP37 “C” Salmonella sp (entérica st Anatum) 2,28695210
CP43 “B” Salmonella sp (entérica st Anatum) 1.96352010
CP45 “C” Salmonella sp (choleraesuis) 1.73927230
CP46 “C” Salmonella sp (entérica st Anatum) 2.28655790
CP47 “B” Salmonella sp (entérica st Dublin) 1.9408875
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De igual manera las 7 muestras se les
realizé identificacion mediante PCR en
el Instituto de Ciencias de la Benemérita
Universidad de Puebla (ICUAP) donde
se demostré que las muestras fueron
positivas a Salmonella spp. (Imagen 3)
en un gel de agarosa, tefildo con bromuro
de etidio, en el primer pozo se sitla un
marcador de peso molecular 1500pb en
el segundo y séptimo se encuentra el
control positivo de Salmonella spp., el

»

gen invA con un tamafio de 389pb, por
Imagen 3: Propia. Gel de agarosa, tefiido con bromuro de

etidio, donde se muestra un marcador de peso molecular  Ultimo, en el tercer y octavo pozo, la
1500pb, segundo y séptimo se encuentra el gen invA con

un tamaio de 389pb muestra, que muestra positividad a ser

de mismo tamario que el gen invA.

ANTIBIOGRAMA

El antibiograma realizado en el laboratorio fue con multidisco, asi mismo en el laboratorio
de ICUAP se realiz6 por el mismo método, obteniendo los mismos resultados mostrados en
la siguiente tabla (ver tabla 8). El Antibiograma elaborado en el laboratorio estatal se realizé
con el equipo BD Phoenix™ AP (Tabla 9) el cual estandariza el inoculo al McFarland
requerido aparte de almacenar, controlar y analizar toda la informacion desde que
estandariza el in6culo hasta el uso de tubos ID-AST. De acuerdo a los antibiogramas
realizados podemos determinar que las siete cepas son mutirresistentes ya que presentan
resistencia a cinco o mas antibidticos de acuerdo con los antibiogramas, ver taba 10 para

tener una relacion, numero de muestra, serotipo, y antibioticos a los cuales fueron resistentes

En el estudio de Chiou et al., 2011 reportan un nuevo serovar de Salmonella entérica serovar
Anatum, en nuestro estudio reportamos que 3 cepas por puntuacion de probabilidad indican
ser Salmonella sp. (entérica st Anatum), siendo CP37 resistente a amikacina, cloranfenicol
y gentamicina, CP43 resistente a amikacina, cloranfenicol, gentamicina, netilmicina y

nitrofurantoina, por ultimo, CP46 solo indica ser resistente a amikacina y gentamicina.
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Segun Talavera et al., 2011, Diaz y Espinal, 2013 obtuvieron cepas resistentes a

cloranfenicol y nuestro estudio coincide que 4 cepas presentan tal resistencia

Por el contrario, a Talavera et al., 2011 y Nayarit et al., 2016 que muestran cepas resistentes
a Trimetoprim-sulfametoxazol nuestro estudio reporta que solo la cepa CP11 Salmonella sp.

(entérica st Diarizonae) es resistente a este antibidtico.

Tabla 8: Antibiograma realizado en el laboratorio de inocuidad de los alimentos e ICUAP

Antibiograma

Antibidtico CR4 CP11 CP37 CP43 CP45 CP46 CP47
Amikacina R R R R R R R
Ampicilina R

Carbenicilina R R R R R R R
Cefalotina
Cefotaxima R I

Ciprofloxacino I I I I

Cloranfenicol R R R R
Gentamicina R R R R R R R
Netilmicina R
Nitrofurantoina I I R I

Norfloxacino | I

Trimetoprim- R

sulfametoxazol
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Tabla 9: Antibiograma realizado en el Laboratorio de Salud Publica del estado de Puebla

Antibiograma 2

Antibiotico CR4 CPl11 CP37 CP43 CP45 CP46 CP47
Amikacina R R R R R R R
Ampicilina R

Ampicilina-

Sulbactam R

Cefazolina R R R R R R R
Cefepima

Cefoxitina R R R R R R R
Ceftazidima

Ceftriaxona

Ciprofloxacino I I I
Ertapenem
Gentamicina R R R R R R R
Imipenem
Levofloxacino X X X X X X X
Meropenem

Piperacilina-

Tzobactam
Tigeciclina

Trimetoprim-

sulfametoxazol R
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Las 7 cepas aisladas en este proyecto en general fueron resistentes a antibioticos como:
amikacina, carbenicilina, gentamicina, cefazolina y cefoxitina en un 100% mientras que
cloranfenicol en un 57.14% y algunos otros como ampicilina, cefotaxima, netilmicina,
nitrofurontoina, ampicilina-sulbactam y trimetoprim-sulfametoxazol presentaron una

resistencia de 14.28%

Tabla 10: Relacion de niumero de muestra, serotipo y antibidticos resistentes a las cepas

No. de Serotipo Antibidticos donde se presenta resistencia
cepa
CR4  Salmonella sp. (entérica st Amikacina, Ampicilina, Carbenicilina,
Diarizonae) Cloranfenicol, Gentamicina, Cefazolina, Cefoxitina.
CP11  Salmonella sp. (entérica st Amikacina, Carbenicilina, Cloranfenicol,
Diarizonae) Gentamicina, Trimetoprim-sulfametoxazol,

Cefazolina, Cefoxitina

CP37  Salmonella sp (entérica st Amikacina, Carbenicilina Cloranfenicol,
Anatum) Gentamicina, Cefazolina, Cefoxitina.

CP43  Salmonella sp. (entérica st Amikacina, Carbenicilina Cefotaxima,
Anatum) Gentamicina, Netilmicina, Nitrofurantoina,

Cefazolina, Cefoxitina.

CP45 Salmonella sp. Amikacina, Carbenicilina, Cloranfenicol,

(choleraesuis) Gentamicina, Cefazolina, Cefoxitina.

CP46  Salmonella sp. (entéricast  Amikacina, Carbenicilina Gentamicina, Cefazolina,

Anatum) Cefoxitina.
CP47  Salmonella sp. (entérica st Amikacina, Carbenicilina, Gentamicina,
Dublin) Cefazolina, Cefoxitina

La Agencia de Alimentos y Drogas de Estados Unidos o FDA (Food and Drug
Administration) impulsa distintas estrategias para reducir el uso de antibidticos en los
animales de consumo, como promover la supervision de un veterinario en el tratamiento de

enfermedades en animales productores de alimento, parte de medidas sugeridas para
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minimizar el problema de resistencia a los antibioticos, incluyendo promover cambios por
parte de los productores (FDA, 2019).
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13. CONCLUSIONES

+
+
*

Se recupero un total de 7 cepas de Salmonella spp.

La positividad a Salmonella a partir de muestras de carne cruda fue de 10.0 %.
La recuperacion de Salmonella, de acuerdo con el tipo de carne fue: res 1.42%
y cerdo 8.57 %

El 67.14% de las muestras resultaron positivas a E. coli, lo que indica una
contaminacion fecal.

El 8.57% de las muestras fueron positivas a Proteus, lo que podria indicarnos
contaminacion fecal porque forma parte de la flora normal intestinal.

El 5.71 de las muestras fueron positivas a Campylobacter, se identificaron con
el equipo MALDI-TOF, la presencia de esta bacteria indica contaminacion
fecal se puede encontrar en el tracto intestinal de algunos animales entre ellos
el ganado.

La incidencia de E. coli (67.14%) fue mayor a la incidencia de Salmonella spp.
(10%) en las muestras de carne cruda.

Debido a la cantidad de cepas encontradas podria deberse a una contaminacion
cruzada, ya que la carne proviene de un mismo rastro.

Se recomienda consumir este tipo de productos perfectamente bien cocinados
(70°C).

Ciprofloxacino y nitrofurantoina resultaron intermedio en 4 de 7 cepas, en un
futuro se espera presente resistencia.

Ademas, CR4 es resistente a ampicilinas

CR4, CP11, CP37 y CP45 son multirresistentes a anfenicoles, aminoglucosidos

y cefalosporinas.
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