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Introduccion

Las enfermedades gastrointestinales que afectan a la poblacion mexicana y a la
poblacion mundial, tienen diversos origenes, pueden ser viricos, parasitarios y
bacterianos. Comunmente en México, los agentes patdogenos que mas afectan a la
poblacion son las bacterias, como los grupos patégenos de Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Salmonella Spp, Shigella, Vibrio Spp, Campylobacter,
entre otros. Estas bacterias se pueden transmitir por alimentos y agua
contaminada; las cuales pueden llegar a los alimentos por contaminacion directa
0 por contaminacion cruzada y por una inadecuada manipulacién y limpieza de

equipos y utensilios que se utilizan en la elaboracion y produccién de alimentos.

La carne es un producto ampliamente consumido en todo el mundo y la forma de
preparacion es muy diversa. En México, la carne se consume en distintos grados
de cocimiento como el término medio, cocida y cruda, ademas de consumirla
marinada en jugo de limén y es parte fundamental de los embutidos. La carne

puede contaminarse con microorganismos patdégenos por via enddgena o

exégena. La forma endogena ocurre cuando la microbiota intestinal puede

contaminar la carne durante el sacrificio por mal manejo sanitario. Por otro lado, la
contaminacion exdégena se da principalmente por los utensilios, equipos, faunay el

operario, debido a fallas en la higiene.

La carne es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos debido a su
composicién; factores como el pH, actividad de agua, nutrientes y temperatura la
hacen adecuada para el desarrollo de microorganismos. Por ello, el proceso para

la obtencidn de carne debe ser controlado y monitoreado en todo momento.

Los productos céarnicos han sido implicados en diversos brotes de enfermedades
gastrointestinales y en los mas severos casos se ha llegado a presentar Sindrome
urémico hemolitico (SHU) en varias partes del mundo, en donde los
microorganismos mas comunes detectados son Salmonella y E. coli y sus

diferentes grupos patdégenos (GPE).
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En los paises en desarrollo, incluido México, los GPE estan tomando relevancia
debido a la alta incidencia de enfermedades gastrointestinales y que cada vez son
mas complicadas de controlar.

Anexo a este problema, esté la resistencia a los antibiéticos, el cual también es un
problema a nivel mundial. En un reporte publicado en noviembre del 2016 por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se expresa la preocupacion por el
avance de la resistencia de las bacterias a los antibiéticos, con las fatales
consecuencias que estan teniendo en la humanidad, y con las mas que se podrian
presentar al llegar a generarse bacterias resistentes a todos los antibioticos

conocidos y no contar con alternativas para su control.

Recientemente se ha reportado la presencia de los grupos patégenos de E. coli
multi-resistentes a los antibidticos en diversas hortalizas que se comercializan en
el estado de Hidalgo; sin embargo, no se ha investigado su presencia en carne

molida de res.

En este trabajo se determind la presencia de grupos patégenos de E. coli
mediante la técnica de biologia molecular PCR, la cual consiste en identificar los
genes de virulencia para asi determinar el grupo patégeno al que pertenecen,

después las cepas de E. Coli pertenecientes a los distintos grupos se sometieron a

antibiogramas para asi determinar su resistencia a distintos antibiéticos. Las

muestras de carne molida de res se obtuvieron de diferentes mercados en el

estado de Hidalgo.

Es posible que la carne molida de res este participando también como vehiculo de
grupos patégenos de E. coli multiresistentes a antibioticos. En tal caso, es
necesario determinar su presencia en la carne molida de res para tener idea del
posible riesgo al consumidor y tener antecedentes para realizar un tratamiento

oportuno y eficaz.
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Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por alimentos, constan de intoxicaciones e
infecciones, que se presentan por ingerir alimentos contaminados en cantidad
suficiente de agentes quimicos o microbiolégicos (bacterias, toxinas, virus y
parasitos) los cuales sugieran un riesgo al consumidor. Dentro de los
padecimientos mas frecuentes que provocan las ETAS, se encuentran: dolor
estomacal, diarrea y vomito; aunque pueden derivar en enfermedades diarreicas
agudas (EDAS) y graves, como encefalitis, o crénicas degenerativas como la
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, lo cual una vez adquirido en
pocos dias puede llevar a la muerte del individuo o a una disminucién en la

expectativa y calidad de vida, respectivamente.

Las causas de la contaminacion o presencia de agentes patdgenos en los
alimentos son diversas, algunos de Ilos factores que contribuyen a la
contaminacion del alimento es la mala higiene personal, contaminacion cruzada,

una manipulacion inadecuada del alimento, no respetar la cadena de frio, mala

desinfeccién en el caso de frutas y leguminosas asi como una mala coccion de

alimentos (Cervantes et al. 2008).

Las enfermedades diarreicas son la mayor causa de muerte en nifios menores de
5 afios, cada afo enferman 2 millones de nifios y alrededor de 760,000 fallecen.
Generalmente, las enfermedades diarreicas son causadas por una infeccion en el
sistema digestivo y puede ser causada por bacterias, parasitos y virus. Estos
agentes se transmiten por alimentos o agua contaminada, aungue en ocasiones
es causada por la mala higiene de las personas adultas ya que también se puede
presentar por contacto persona a persona (OMS, 2013).

Las enfermedades gastrointestinales en su mayoria se presentan en nifios
menores a 5 aflos y en personas con sistema inmune comprometido o con
enfermedades degenerativas como diabetes, desnutricion, anemia entre otros
(Lund, 2015). No obstante, cabe sefialar que también afectan a todo tipo de

consumidores.




Antecedentes

Cabe mencionar que anualmente alrededor de 80 millones de personas viajan de
vacaciones 0 por negocios a otros paises, y enferman por la denominada “diarrea
del viajero”, generalmente se da en personas que viajan de paises desarrollados a
paises en desarrollo, algunos de los causantes de esta enfermedad son los
siguientes: el grupo patdgeno de Escherichia coli EPEC 47%, EAEC 46%, ETEC
22%, EHEC 7%, Campylobacter 6%, Shigella 2% y Salmonella 2% (Antikainem,
2013).

Los alimentos generalmente implicados en las toxiinfecciones son (OMS, 2014):

e Frutas y verduras no lavadas ni desinfectadas
e Productos de origen animal (carne y leche)

e Mariscos crudos

Por nombrar los mas implicados, sin embargo cualquier alimento que sea
manipulado sin el cuidado necesario, se vuelve un riesgo a la poblacion que lo
consume (OMS, 2014).

Este tipo de enfermedades afectan a la poblacion mundial, siendo los paises en

desarrollo donde se presentan mas casos y la mortalidad es mayor (Escartin,
2000).

En los dltimos afios han aparecido nuevas especies de microorganismos en
alimentos y algunos otros estan presentando una mayor incidencia que en afios
anteriores, esto se cree que es debido a los nuevos habitos alimenticios de la
poblacién, cambios genéticos, nuevas tecnologias tanto de produccion como de
distribucion de los alimentos y al incremento de personas con un sistema inmune
mas débil (Escartin, 2000).

Los microorganismos mas recurrentes en las enfermedades que se han

documentado son:

Salmonella, Shigella, E. coli, Vibrio, Campylobacter, Yersinia, Giardia Lamblia,
Amibas, Rotavirus y el Virus de Norwalk por nombrar los mas importantes, con

Sus respectivos subespecies.
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Enfermedades transmitidas por alimentos en México

En los paises que se encuentran en desarrollo como México, las enfermedades
transmitidas por alimentos, desencadenan principalmente padecimientos
gastrointestinales, los cuales representan un problema de salud grave. México es
uno de los paises que registra una tasa de mortalidad elevada y por ende esto
representa un alto costo de vidas humanas, recursos financieros para atender los
servicios de salud y horas de trabajo perdidas por la enfermedad (Vasquez y
Cabral, 2002).

Durante el periodo comprendido de 2000 a 2008 se llevo a cabo un recuento de
brotes asociados al consumo de alimentos en México por la secretaria de salud, y
se identificd al causante de estas enfermedades, este arrojo que el 37% de los
nifios menores de 5 afios que enferman es causado por algun grupo patégeno de
E. coli; mientras que, en paises desarrollados ese porcentaje es muy cercano a
0.Otras bacterias que han sido responsables de los brotes en México son Shigella

10%, Campylobacter 3% y Salmonella 3% (Hernandez et al. 2011).

En México el causante de la diarrea del viajero es principalmente el grupo

patdogeno ETEC presentado en 42% del total de pacientes analizados.

Los grupos de edad més afectados son los nifios de 1 a 4 afios y adultos de entre

25y 45 afios, las enfermedades de origen viral se dan preferentemente en otofio e
invierno, mientras que las bacterianas se dan en primavera — verano (Hernandez
et al. 2011).

Las enfermedades gastrointestinales representan el 20% del total de consultas en
infantes menores a 5 afios y el 10% requiere de hospitalizacién, también este tipo

de problemas trae consigo la desnutricién del infante (Herrera y Montoya, 2012).

En México durante los afios comprendidos de 2008 a 2010, se tuvo el siguiente
reporte de casos (Tabla 1), con esto se puede decir que el nimero de casos que
se presenta por afio es muy similar (Herrera y Montoya, 2012).
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Tabla 1 Niamero de casos en México en el periodo de 2008 a 2010

Afio NUmero de casos

2008 5,564,956

2009 5,564,841

2010 5,706,226

En 2010 se registraron los meses en los que se presentaron los picos mas altos

de enfermedades que fueron Marzo, Mayo, Julio y Octubre, y al ser meses
calurosos las infecciones bacterianas fueron las mas implicadas. Asi mismo en
2010 los datos de casos de enfermedades gastrointestinales en hidalgo fueron los
siguientes (Tabla 2) (Herrera y Montoya, 2012).

Tabla 2 Casos de enfermedades diarreicas agudas (EDAS) registradas en
Hidalgo en

Edad (afios) # casos
Menor a1l 12,621
1-4 29,925
5-14 31,087
15 -mas 70,056

En 2010 se registraron 3,165 defunciones, de las cuales 585 fueron de infantes
menores a 1 afio. La Secretaria de Salud y demas instituciones dedicadas al
tratamiento de salud, intentan disminuir estas defunciones y este tipo de
enfermedades, sin embargo resulta dificil por el hecho de que las personas, y los
servicios de salud no pueden documentar todos los casos, y ademas en la
mayoria de los casos no se detecta si la enfermedad fue de origen bacteriano,

virico o parasitario.

Es importante sefalar que es ampliamente sabido y aceptado que el nimero de
enfermedades que comUnmente se registra y reporta por los sistemas de salud en
todo el mundo, aun en los paises desarrollados, con respecto a los casos que
realmente ocurren se encuentra entre el 0.1 y 1 %. En otras palabras para tener

10
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un estimado del numero de casos de enfermedad que realmente estan ocurriendo
en México y en particular en el estado de Hidalgo, se tendria que multiplicar el
namero de casos reportados por las autoridades de Salud por 99 y 99.9 para tener
un limite estimado de los casos que estan muy probablemente ocurriendo en la

region a estimar.

Microorganismos indicadores
Se trata de microorganismos que se utilizan para evaluar las condiciones de
higiene con las cual un alimentos o las materias primas fueron preparadas o

manipuladas (Escartin, 2000).

Existen tres grupos de microorganismos Yy una especie bacteriana que

generalmente se emplean como indicadores en México

e Mesofilos aerobios
e Coliformes totales
e Coliformes fecales

e E.coli

Para el caso de la carne cruda, los microorganismos que generalmente se
emplean como indicadores, son los coliformes fecales y E coli. Por lo que, solo

haremos referencia en los antecedentes a estos microorganismos indicadores.

Los coliformes fecales tienen alrededor de medio siglo, siendo utilizados como
indicadores en la calidad sanitaria de los alimentos y agua potable, entre sus

caracteristicas se encuentran las siguientes:

Bacilos aerobios o anaerobios facultativos

Gram negativos

No esporulados

Fermentan lactosa con produccion de gas a 44.5 °C en un lapso de 24 a 48

horas
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El grupo de coliformes fecales esta integrado por diferentes géneros y especies de

bacterias como por ejemplo:

E. coli

E. freundii
Enterobacter aerogens
Klebsiella pneumonia

Citrobacter sp

En la carne molida de res se utilizan los coliformes como indicadores de fallo en

las medidas de higiene durante su obtencion o manipulacion (Escartin, 2000).

Para la evaluacion del agua y los alimentos, en cuanto a su calidad sanitaria y a la
posible presencia de bacterias patdgenas, se utiliza generalmente E. coli (Alonso
et al. 1999).

Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra cominmente en el intestino de
los seres humanos y en animales de sangre caliente, se le considera de la flora
normal del ser humano (Rodriguez, 2002). Forma parte de la familia
enterobacteriacea, es un bacilo Gram negativo, no esporulado, con flagelos

inmoviles o peritricos, aerobio o anaerobio facultativo crece en medios de cultivo

simples, con o sin presencia de NaCl, fermenta y oxida la lactosa y reduce los

nitratos a nitritos (Erwing, 1985). Esta bacteria puede crecer a una temperatura (T)
de 7 °C a 50 °C, con una 6ptima de 37 °C, a un pH minimo de 4.4, y una actividad
de agua (Ay) de 0.95, se destruye a una temperatura de 70 °C (OMS, 2011). En
cuanto a la identificacion se utilizan pruebas bioquimicas (Tabla 3) y actualmente

analisis de biologia molecular para determinar su presencia.




Antecedentes

Tabla 3 Pruebas bioquimicas comunmente utilizadas en los laboratorios para
la identificacion de E. coli

Prueba bioquimica % de positividad

*Indol 98

*Rojo de metilo 99

Acido glucosa

Gas de glucosa

Movilidad a 35°C

Nitrato a nitrito

Fermentacién de lactosa

*Citrato Simmons

*VVogues Proskauer

H.S

KCN crecimiento 3

*pruebas bioquimicas utilizadas en la identificacién de E. coli.

En una persona sana E. coli representa el 1% de la poblacién intestinal. Es
importante sefialar que aunque el género y la especie E. coli es considerada no
patdgena, algunas cepas han desarrollado mecanismos de patogenicidad y

adquirido genes de virulencia.

Asi, actualmente se reconocen en general 6 grupos patdgenos de E. coli los

cuales se clasifican de acuerdo a la enfermedad, tipo y sintomas que le producen
al humano (FAO, 2011).
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Los grupos patdgenos de E. coli causan enfermedades entéricas a través del

agua y alimentos que se contaminan con materia fecal de una persona infectada
(Nataro Y Kaper, 1998).

El grupo de E. coli que produce toxina shiga causa el sindrome urémico

hemolitico (SHU) y cuadros de disenteria (Rodriguez, 2002).

Grupos patégenos de Escherichia coli.
También conocidos como grupos diarreogénicos los cuales causan diarrea y la
diferencia entre uno y otro son sus caracteristicas es decir los sintomas,

tratamiento, epidemiologia y patologias asociadas (Rodriguez, 2002).

. coli enteropatogénica (EPEC)

. coli enterotoxigénica (ETEC)

. coli enterohemorragica (EHEC)
. coli enteroinvasiva (EIEC)

. coli adherencia difusa (DAEC)

. coli enteroagregativa (EAEC)

E. coli enteropatogénica EPEC

Presentan la capacidad de adherirse a células, destruye las vellosidades
intestinales y se adhiere de mejor forma a los receptores de la pared epitelial. Los
genes de virulencia que presentan son eaeA, en cuanto a la transmisiéon, se da de

forma fecal oral o por alimentos contaminados (FAO, 2011).

Entre los sintomas destacan diarrea, anorexia y si o se atiende puede ser letal,
suelen afectar a los menores de 2 afios. En México el porcentaje de deteccion es

del 30 a 40% en los casos de esa edad (Molina et al. 2010).

E. coli enteroinvasiva EIEC

Estas cepas se internalizan, adhieren y reproducen dentro del citoplasma de las
células de la persona infectada para posteriormente entrar por endocitosis a las
células epiteliales a las que destruyen, este tipo de cepas se parecen

bioquimicamente al género Shigella (Nataro et al. 1998, Rodriguez, 2002).




Antecedentes

También producen un cuadro de disenteria, provoca diarrea, dolor abdominal y

fiebre. En México pocas veces se ha aislado este grupo, aunque se ha aislado en

nifios menores de 1 afio (Molina et al. 2010).

E. coli enterohemorréagica EHEC

Se relaciona con brotes causados por alimentos en su mayoria por la ingesta de
carne mal cocida o cruda, en paises desarrollados tiene un alto indice de
mortalidad y deteccion (FAO, 2011).

Causa diarrea con sangre, colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico
(SHU) y los genes que produce son las verotoxinas (VT) y shigatoxinas (STX), el

periodo de incubacién va de 1 a 8 dias (Molina et al. 2010).

Las enfermedad se complica debido a la combinacién entre los genes de
virulencia Stx1 y Stx2 y el gen eaeA, este tipo de cepas dan lugar a cuadros
clinicos mas complejos y un mayor riesgo de salud en la persona enferma
(Luedtke et al. 2014, Nyholm,2015).

E. coli enteroagregativa EAEC

El grupo EAEC tiene la capacidad de incrementar la mucosa intestinal del
huesped, asi las bacterias se caracterizan por la adherencia y la formacion de
agregados bacterianos y este tipo de lesiones las produce tanto las cepas
patdgenas como no patdégenas. Esta bacteria causa brotes o casos aislados de

diarrea persistente (Rodriguez, 2002).

E. coli adherencia difusa DAEC

Estas no forman micro colonias o agregados cuando se adhieren a las células se
sabe poco del mecanismo de patogenicidad, su adherencia se asocia a una
proteina de membrana externa. Presenta los genes afa/dr, los cuales son
responsables de su adhesion, se han aislado de nifios, como parte normal de su
flora intestinal. El cuadro de sintomas presenta diarrea acuosa, sin sangre y sin
leucocitos (Molina, 2010, Rodriguez, 2002, FAO, 2011).
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E. coli enterotoxigénica ETEC

Coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de pillium o fimbrias produce

toxinas denominadas termolabil (TL) y termoestable (ST).

Hay dos tipos de factores de virulencia el primero es por medio de las toxinas ST
y VT y el segundo es por medio de su pillium el cual le permite al bacilo adherirse

a la pared epitelial para causar la infeccion.

El cuadro clinico comprende diarrea aguda, vémito y fiebre, la dosis infectante se
de 108 UFC/g (Rodriguez, 2002).

Este grupo se ha aislado de nifios que presentan diarrea en un 10 a 30% de
casos, el tiempo de incubacién es de aproximadamente 14 a 20 h, también es una
de las principales causas de diarrea del viajero (Molina et al. 2010).

Brotes asociados a grupos patégenos de Escherichia coli

Los cambios en la produccion, distribucion, almacenamiento y mercadeo de los
productos alimenticios han producido un incremento en los brotes causados por
alimentos. En Estados Unidos se llevo un registro desde 1973 a 2010, el promedio
por afo fue de alrededor de 27775 sin embargo de 1973 — 1980 se prestaba un
aumento anual 2.5 brotes, mientras para el periodo de 2001 — 2010 se presento un
aumento de 13.5 brotes anuales. También encontraron que los causantes de estos
brotes eran en primer lugar Salmonella 47% y Escherichia coli 26%, los alimentos
mayormente implicados fueron la carne de res 22%, frutas 13% y verduras 13%
(Nguyen et al. 2015).

En Japdn en el afio de 1996 se registraron una serie de brotes, con alrededor de
7,500 casos, los reportes han crecido a razon de 3,000 casos por afio a partir del
afio 1996, sin embargo todos son relacionados con grupos patogenos de E. coli
como EHEC (Terajima et al. 2014).

El 30 de mayo del 2000 se reporté un brote de E. coli en Canada el cual dejo 5
personas muertas y 27 hospitalizadas, el serotipo implicado fue O157:H7 y el
vehiculo de contaminacién fue el agua contaminada (OMS, 2000, Thomas, 2015)
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En el periodo comprendido del 22 al 31 de mayo de 2011 se registré un brote en
Alemania provocado por E. coli productora de toxina shiga, las toxinas VT y ST
fueron las causantes; el brote dejo 15 fallecidos (9 por SUH y 6 por infeccion de
EHEC) y 1534 casos de enfermedad (470 pacientes con SUH y 1064 por EHEC).
El brote resulto inusual debido a que la poblacion afectada en su mayoria fue de
adultos con 86% y sobre todo mujeres con un 67% el serogrupo relacionado con
este brote fue el 0104 y la causa fueron germinados contaminados con la bacteria
(Frank et al. 2011).

Cabe sefalar que en toda Europa se registraron 1614 pacientes (Tabla 4), de los
cuales 499 presentaban sintomas de SHU y 1115 de infeccion por EHEC.
Tabla 4 Brote y casos de sindrome urémico hemolitico (SHU) e infecciones

por EHEC ocurridos en Alemaniay el resto de la Uni6on Europea en Mayo de
2011

Pais SHU EHEC
Alemania 470 1064

Austria

Dinamarca

Espaia

Noruega

Holanda

0
7
1
Francia 0
0
4
2

Reino unido
Suecia 15 28
Suiza 0 1

En Inglaterra durante el periodo comprendido de 2009 a 2012 se presentaron 3717
casos asociados a toxinas Shiga producidos por Escherichia coli, los resultados
del estudio arrojaron que los nifios de 1 a 4 afios eran los mas afectados y las
mujeres tuvieron mas incidencia que en varones, ademas de que las personas de

tez blanca fueron mas propensos a la infeccion por las bacterias que las personas




Antecedentes

de tez oscura, se registraron mas casos en las poblaciones rurales que en las

zonas urbanas (Byrne et al. 2015).

En la union europea de 2007 a 2010 se llevo un registro de casos producidos por
la VT producida por Escherichia coli, se confirmaron 13545 casos de los cuales
777 se complicaron hasta el SHU, estos pacientes presentaron genes de
virulencia como la verotoxina, también se encontraron genes de eaeA producida
por la E. coli enteroagregativa y aggR, se presentd en el 85% de los casos
(Messens et al. 2015).

Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se
descubrié en 1983 por Kary Mullis la cual permite copiar un fragmento especifico
de DNA millones de veces. Esta técnica es muy sensible y especifica. La técnica
se basa en delimitar la cadena de DNA mediante iniciadores y se utiliza una
enzima extraida de la bacteria Thermophilus aquaticus, para posteriormente

copiarlo de forma exponencial a través de ciclos repetidos y diferentes periodos de

temperatura. Consta de tres etapas desnaturalizacion, alineamiento y extension.

Ha encontrado aplicaciones en genética, biologia molecular, biotecnologia,

microbiologia, medicina e incluso en trabajo con fésiles (Aydin, 2014).

La técnica de PCR se emplea en microbiologia para, entre otras cosas, la
identificacion de genes de patogenicidad o virulencia en la bacterias patégenas.
Para el caso de los grupos patdégenos de E. coli, los genes de virulencia de la

bacteria E. coli son detectables por medio de PCR (Rodriguez y Barrera, 2004).

Carne deres

Carne de res en México

En México la mayoria de los animales que proveen la carne de res para el pais se
produce en ganaderias de los estados del sureste del pais como Veracruz,
Tabasco y Chiapas. Una vez que los animales alcanzan un peso de 500 kg
aproximadamente, se les lleva a las plantas de faenado; éstas en Meéxico se

dividen en dos (Lozano et al. 2012):
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e Rastro municipal.
e Rastro tipo inspeccion federal (TIF).

El faenado de los animales se lleva a cabo de la siguiente forma: en el rastro

municipal se produce el 52% del total de carne, mientras que en el TIF es de 48%,

la carne producida en el rastro TIF es mas higiénica debido a un mayor numero de

controles sanitarios y se mantiene la cadena de frio, la cual se destina a tiendas
de autoservicio, supermercados y carnicerias selectas, mientras que la carne que
produce el rastro se distribuye en carnicerias locales, mercados y comercios
ambulantes donde la cadena de frio rara vez se sigue. Sin embargo no hay que
olvidar la carne que se comercializa sin utilizar estos tipos de plantas de sacrificio
el denominado sacrificio traspatio, esta carne se comercializa sin refrigeracion lo
que reduce la inocuidad del producto, desafortunadamente en México tanto el
comercio traspatio como los rastros municipales comercializan la carne en caliente
quiza por tradicion, ignorancia o por falta de recursos para poder llevar a cabo la
cadena de frio, lo que se traduce en un riesgo para el consumidor, el Unico estado
que prohibe esta practica es Nuevo Ledn (Lozano et al. 2012). En la Tabla 5 se

observa la produccién de carne de bovino en México segun la SAGARPA.

Tabla 5 Produccion de carne en canal de res producida en todo México

Afo Toneladas
1990 1,030,314
2005 1,654,533

De 1990 a 2005 el consumo de carne aumento 60.58%, el aumento es por las
nuevas formas de produccion, la creciente demanda de alimentos y las nuevas
técnicas de comercializacion, lo cual la hace estar al alcance de mas clases
sociales en el pais (SAGARPA, 2014).
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Microbiologia de la carne

Los rumiantes son reservorios naturales de los grupos patégenos de E. coli como
ETEC, EHEC y EPEC, es por eso que es indispensable tener medidas y controles
higiénicos adecuados durante el sacrificio y faenado de la carne (Friesema et al,
2015).

La carne puede sufrir contaminacion endogena al no ser procesada de manera
correcta, de esta manera la microbiota residente intestinal del animal es
diseminada en el resto del organismo. El musculo del animal es estéril, pero
algunas bacterias pueden llegar al musculo y colonizarlo. Aunque también puede
haber contaminacion exdgena, la cual se da cuando no se tiene cuidado en el
sacrificio y faenado del animal, ya que si los instrumentos con los cuales se
sacrifica estan contaminados con bacterias, estas entran en el flujo sanguineo y
llegan directamente al musculo. Ademas después del faenado el tiempo que la
carne tiene expuesto al aire produce un mayor riesgo de contaminacion, el agua
con la que se lava al animal debe ser potable de lo contrario contaminara el
producto (Molina et al. 2001).

Debido a la gran diversidad de las fuentes de contaminacion con microorganismos

estos pueden ser muy variados.

La carne molida presenta las caracteristicas adecuadas para el crecimiento

microbiano, lo que hace al producto susceptible a microorganismos deterioradores
y patégenos; en si el musculo es estéril, pero después del sacrificio esta expuesto
a las condiciones ambientales, lo que influye en su contaminacion y si no se tiene
un programa de HACCP o buenas practicas de higiene, el nivel de contaminacion

incrementa.

Los principales factores que influyen en el desarrollo microbiano en la carne

molida de res son:

e Actividad de agua (Ay)
e Potencial oxido reduccién (Eh)

opH
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e Temperatura

e Requerimientos nutricionales

Actividad de agua (Aw)

Actividad de agua en carne fresca tiene valores de 0.98 a 0.99 cifra adecuada

para casi cualquier microorganismo (Price et al. 1976).

Potencial oxido reduccion (Eh)

Después de la muerte del animal todavia hay O, en el musculo lo que hace que el
potencial sea positivo y elevado, lo que favorece el desarrollo de aerobios,
después de que se consume el O,, el potencial se hace negativo y favorece el
desarrollo de anaerobios, aunque también desarrollan los anaerobios facultativos,

algunos ejemplos de este tipo de bacterias son (Sofos, 1994):

Aerobios: Pseudomonas y Microccocus
Anaerobios: Clostridium spp.

Anaerobios facultativos: Streptococcus, Lactobacillus, Staphylococcus y
Coliformes.

PH

En el musculo vivo el pH esta cercano a la neutralidad y después del sacrificio el
pH disminuye hasta valores de 5.4 y 5.8, la mayoria de las bacterias desarrollan a
valores de pH de 5y 8 (Price et al. 1976).

Nutriciobn microbiana

El musculo aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo de casi cualquier
bacteria, requerimientos tan simples como los que necesita E. coli y tan exigentes

como Neisseiras (Price et al. 1976).

Temperatura

La temperatura del musculo inmediatamente después del sacrificio es de 37°C
ideal para el desarrollo microbiano, una vez terminado el faenado se debe esperar
a gue pase el rigor mortis para después refrigerar, el desarrollo dependera del

tiempo que se tarde en refrigerar, aunque si en algin momento durante el
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mercadeo se pierde la cadena de frio, las bacterias que se encuentren en latencia
desarrollaran.

Algunos de los contaminantes comunes en las canales son (Sofos, 1994):

e Deterioradores: Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter y Flavobacterium.
e Patdgenos: Salmonella, Staphylococcus aureus, grupos patégenos de
Escherichia coli, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, entre algunos otros

gue provienen de la microflora intestinal y del medio ambiente.

La contaminacion de la carne inmediatamente posterior al sacrifico podria ser de

entre 10" — 10°> UFC/g de mesodfilos aerobios y para las enterobacterias de 10* —

10° UFC/g. Estos contaminantes comunes generalmente provienen de la
microbiota intestinal propia del animal o del medio ambiente (Norjke et al. 1990,
Fukushima, 1991).

Nuevas técnicas de preservacion de carne.

Los consumidores basan su compra en parametros sensoriales como el color y
aroma, lo que no permite detectar un peligro a la salud, es decir el hecho de que el
aspecto de la carne sea bueno no significa que no haya presencia de patdgenos
en el producto; sin embargo los encargados de comercializar la carne deben de
asegurar que el producto llegue en 6ptimas condiciones al consumidor. Rossvoll et
al. (2014), observaron el comportamiento de los consumidores, cuando les
presentaron dos productos carne de hamburguesa almacenada en 75% O, y otra
almacenada a vacio tanto cruda como cocinada los consumidores eligieron la

carne que estaba en oxigeno ya que percibieron un color mas agradable.

En consecuencia, para asegurar la calidad alimentaria, se necesitan aparte de los
métodos convencionales, nuevas tecnologias de conservacién que permitan
mantener el alimento en 6ptimas condiciones, con lo cual su vida de anaquel y el

riesgo al consumidor sean menores.

Se estan utilizando envasado a vacio, atmosferas modificadas, ademas de la
recomendacion de mantener a la carne a temperatura de refrigeracion (4-8 °C) y
cocinarla hasta los 65-69 °C (Ulbin, 2015).
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Corliss et al. (2015) inocularon 7 serotipos (0157, 026, 045, 0103, O111, O121y

0145) de la bacteria E. coli (10° UFC/g) en filetes de res y los cocinaron a

diferentes temperaturas 50, 60, 71 y 85 °C, sin embargo las cepas 0103, 0111,

0145 y 0157 sobrevivieron en la carne cocinada hasta los 71 °C.

Swart et al. (2015), inocularon 6.6 UFC/g de los serotipos 026, 045, 0103, 0104,
0111, 0121 y 0145 de E. coli, en filetes congelados que pesaban 64g, los
cocinaron durante 3.5 min en 30 ml de aceite de oliva a una temperatura de 191.5
°C, colocando uno doble y uno normal, las temperaturas internas fueron para el
normal de 59.8 a 94.7 °C y para el doble de 40.3 a 82.2 °C con lo que se logré la
reduccion de 5 UFC/g y colocaron también un filete envuelto en aluminio en la

misma plancha, el cual mostré una reduccién de los serotipos total.

Las altas presiones (HPP) se utilizan como método de conservacion. Hsu et al.
(2015), lo utilizaron en carne de res a la cual le habian inoculado los siguientes
serotipos de E. coli, 0157, 026 ,045, 0103, O111, 0121 y O145, la temperatura
la mantuvieron de 4 a 7 °C temperatura de refrigeracién, las conclusiones
obtenidas por ello fueron que a una presién de 300 MPa durante 30 min, inactiva

mas de 3 log UFC/g, y el serogrupo mas dificil de erradicar fue el O157.

Los gases nobles como el argén y el helio también se estan utilizando como
métodos de conservacion ya que hacen disminuir la presion interna de la célula y
producen lisis siempre y cuando le pasen cierta corriente eléctrica asi lo describe
Ulbin et al, 2015, el cual vio reduccion 2 UFC/g de E. coli, tratandola con helio por
5 minutos (Ulbin et al. 2015).

Brotes de E. coli producidos por laingesta de carne de res

Las toxinas producidas por la bacteria E. coli O157:H7 causan enfermedades en
humanos, mientras que en el ganado son parte de la flora normal de su tracto
intestinal, es decir es un reservorio natural de algunos grupos patdégenos de E.
coli. En ocasiones las personas que estan en contacto con ganado llegan a
enfermar porque se exponen al patdgeno y la bacteria sobrevive en ese ambiente,
para este efecto se recurre a vacunas que disminuyen el riesgo de enfermedad

pero no la eliminan (Smith, 2014).
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En abril de 2011 se presentd un brote en Japdén el cual dejo a 86 personas
enfermas el 47% experimentd sintomas de SHU, el 24% de encefalopatia y el 6%
murid, el producto implicado fue carne cruda de res, donde el serotipo identificado
fue O111, los casos de encefalopatia se dieron en nifios de 5 a 9 afios (Yahata et
al. 2015).

En Holanda se recopilaron datos de 2008 a 2012, se presentaron 130 casos de
sintomas de SHU y los productos implicados fueron salchichas, carne de res y el

contacto con ganado bovino (Friesema, 2015).

En 2013 se registré un brote de E. coli O157:H7 en Quebec Canad4, en el cual
hubo 7 enfermos, 2 necesitaron hospitalizacion, no hubo victimas y el responsable

del brote fueron tartas de carne de res y ternera (Gaulin, 2015).

El 18 de Octubre de 2013 se registré un brote de enfermedad en Estados Unidos,

se confirmaron 14 casos y 10 méas probables de infeccién por E. coli, el serotipo

implicado fue el O157:H7 y el producto implicado fue carne de hamburguesa
(Torso et al. 2015).

Las cepas identificadas de E.coli en la carne de bovino han sido del grupo STEC
las cuales producen malestares gastrointestinales y en casos severos el SHU, asi
lo explica Hussein, 2007, en donde la tasa de prevalencia de sus muestras oscil6
entre el 0.1 y el 54% para E.coli

Inocuidad alimentaria

La poca educacion sobre el tema, la ignorancia y las ineficientes normas de
higiene, aunados a que el propio ganado puede sufrir contaminacién por si mismo,
supone un riesgo a la seguridad alimentaria, sin embargo con mejores técnicas en
el sacrificio y faenado, y programas como el sistema de analisis de puntos criticos
y de control (HACCP), se podria mejorar la calidad microbiolégica de la carne en

canal y la carne que se comercializa (Besser et al. 2014).

Los alimentos insalubres generan un ciclo que se repite y afecta principalmente a
las personas mas débiles inmunolégicamente como son los lactantes, nifios

pequefios, mujeres embarazadas y ancianos. La contaminacion se puede
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presentar en cualquier parte de la cadena de distribucion, sin embargo, la mayoria
de contaminaciones ocurren en casa, productos empaquetados y lugares donde
se venden productos preparados, los manipuladores no entienden la importancia
de las normas de higiene y el dafio que se ocasiona a los consumidores (OMS,
2014).

Bogard et al. (2013), realizé un estudio en restaurantes ya que estos lugares son
donde mas brotes se han dado. Se analizaron datos de 385 restaurantes donde el
53% de los restaurantes presentaron problemas en su manufactura por malas
practicas higiénicas. Soélo el 1% utilizaba carne irradiada y el 29% los restaurantes

dijo no conocer la carne irradiada.

Por otro lado, es reconocido al lavado de manos como un paso crucial en la
elaboracion de cualquier alimento Jensen et al, 2013, en donde el lavado de
manos por 20 s con jabdn es mas efectivo que el lavado de manos sin jabon, con
un 1.1 log UFC/g de reduccion, el uso de un desinfectante debe ser crucial para

evitar riesgos alimentarios.

Las normas en nuestro pais deben ser mas estrictas al respecto, los rastros
municipales deberian llevar un sistema de sacrificio y manejo de la carne en base

a los programas que presentan los rastros TIF; en cuanto a la poblaciéon y a la

comercializacion de carne traspatio, por lo menos deberian recibir informacién

sobre el manejo de los alimentos.

Resistencia a antibidticos y su impacto en la salud humana
Antes del descubrimiento de los antibidticos las enfermedades infecciosas

ocasionaban innumerables muertes en el mundo; con el descubrimiento de la
penicilina en la década de 1940, este problema disminuyd, y generé una
revolucién en la medicina ayudando a salvar millones de vidas. Lo anterior
contribuyé al desarrollo de técnicas tan complejas como los trasplantes de
organos, sin embargo, después de casi 80 afios del descubrimiento de los
antibiéticos surge un problema, las bacterias han evolucionado y han generado
resistencia a antibioticos. La resistencia a antibiéticos se puede definir como la

sobrevivencia de la bacteria a concentraciones de antibidtico que matan a
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bacterias de su misma especie pero no a estas nuevas cepas. Como ejemplo, E.
coli en la década de 1980 todas las cepas eran sensibles a las fluoroquinonas, sin
embargo tras casi 4 décadas en estos momentos el 34% de las cepas son

resistentes a estos antibioticos (Alos, 2015).

Consumo y uso de antibiéticos
Los antibidticos se utilizan contra agentes infecciosos de origen bacteriano sin

embargo, el consumo desmedido en la poblacion humana y animal ha provocado
gue ahora las dosis sean cada vez mayores o se utilicen antibiéticos mas fuertes
(Torres, 2012).

Desde 1950 los antibiéticos como la tetraciclina se ha utilizado como un promotor
del crecimiento en animales de granja para el consumo humano, a pesar de las
implicaciones que tiene el uso de antibidticos se siguen utilizando tanto como
factores de crecimiento como en piensos para engorda, la Unién Europea prohibio
esta practica desde 2006 pero en paises como Estados Unidos y todo centro y sur
América se siguen ocupando estas malas practicas que afectan a la salud humana
(Torres, 2012).

La resistencia a antibidticos es un proceso irreversible, en el cual una vez que la
bacteria ha desarrollado mecanismos de adaptacién ya no es posible regresar al

estado original, esto aunado a que en el mundo el desarrollo de nuevos farmacos

es caro y el desarrollo de la investigacion es lento se espera que en

aproximadamente 10 aflos enfermedades por bacterias controladas vuelvan a

retomar la importancia de décadas pasadas (OMS, 2002).

En los animales para consumo humano se deberia tener un régimen mas estricto
en cuanto a la salud del animal y los aditivos 0 vacunas suministradas para su
correcto desarrollo de lo contrario el problema de la resistencia a antibidticos
tendra efecto en los consumidores finales e impactara en la salud ocasionando
enfermedad (OMS, 2002).
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar la presencia de microorganismos indicadores y grupos

patdogenos de Escherichia coli multi-resistentes a antibidticos en carne

cruda de res obtenidas en carnicerias del estado de Hidalgo.

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de coliformes fecales y E. coli genérica en carne
molida de res obtenida de diferentes establecimientos.

Determinar la presencia los grupos patdgenos de E. coli en carne molida de
res obtenida de diferentes establecimientos.

Determinar la resistencia a antibiéticos de los grupos patdgenos de E. coli

aislados e identificados.
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Materiales

Equipos

v

v

Autoclave (Yamato sm 200)
Balanza analitica (Mettler 2000)

Camara de electroforesis (pharma
biotech)

Campana de flujo laminar

(Labconco class Il)
Equipos

Fuente de electroforesis (amesher

biosciencies)
Incubadora bacteriolégica (M Blue)

Parrilla de calentamiento
(Thermolyne)

Refrigerador (Lab line)

Termociclador (Techne)

Transiluminador (UVP)

Vortex genie 2

Material de laboratorio

Asa bacterioldgica
Bolsas estériles
Cajas petri gradillas
Guantes de latex

Matraces Erlenmeyer
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Mechero

Micro pipetas

Papel parafin

Pipetas Pasteur

Puntas estériles
Termometro

Tubos de ensayo de 12x75
Tubos de ensayo de 16x150
Tubos eppendorf 1 ml

AN N NN Y U U N NN

Tubos eppendorf 50 ml

Reactivos

v' Acido nalidixico
Agar citrato Simmons (ACS)
Agar eosina azul de metileno (AEB)
Agar MacConkey (AMC)
Agar métodos estandar (AMS)
Agarosa grado biologia molecular
Amikacina
Bromuro de etidio
Caldo lactosado (CL)
Caldo verde brillante (CVB)
Cloranfenicol
Diluyente de peptona (DP)
Enzima taqg polimerasa
Eritromicina
Estreptomicina
Iniciadores
Kanamicina

Medio Vogues Proskauer (VP)

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Reactivo de Kovac
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Regulador de carga
Regulador tris boratos
Rojo de metilo (RM)

Tetraciclina

v
v
v
v
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Obtencion de las muestras de carne molida

Se recolectaron 100 muestras de 300g cada una procedente de distintos
establecimientos que comercializan carne en el estado de Hidalgo. Las muestras
se recolectaron en bosas estériles, se trasportaron al laboratorio en hielera y se

analizaron dentro de las dos primeras horas posterior a su obtencion.

Preparaciéon de la muestra
Se pesan 100g de muestra en condiciones asépticas, y posteriormente se le
adicionan 500 ml de caldo lactosado (CL) y se homogeniz6 por 2 min

manualmente.

Determinacién de coliformes fecales

Después de la homogenizacion, a partir de cada muestra (bolsa) se realizaron

diluciones decimales (10%, 102 y 10%); 1 ml de cada dilucién se inoculé por

triplicado en tubos conteniendo 9 ml de CL conteniendo campanas de Durham y
se incubaron por 24 h a 37 °C. Los tubos que mostraron turbidez y presencia de
gas en la campana Durham se sembraron (una asada) en tubos conteniendo 3 ml
de caldo bilis verde brillante (CVB) con campana de Durham y se incubaron por
24-48 h a 44.5 °C. Los tubos con desarrollo y produccion de gas en la campana,
se toman como positivos para coliformes fecales. La concentracién de coliformes
fecales que se encontré por muestra se reportdé como el nimero mas probable
(NMP) por g (US-FDA, 2013).

Identificacion de Escherichia coli

Para la identificacion de E. coli, a partir de cada uno de los tubos positivos a
coliformes fecales, se sembraron cajas de petri conteniendo agar, eosina, azul de
metileno (EMB) y se incubaron a 35 °C por 24 h. A partir de cada caja de EMB, se
tomaron entre 2 a 3 colonias tipicas de E. coli y se sometieron a las pruebas
bioguimicas IMVIC (Tabla 6) (US-FDA, 2013).
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Tabla 6 Pruebas bioquimicas para la confirmacién de cepas de E. coli en las
muestras de carne analizadas.

Prueba Perfil Confirmacion de la prueba
IMVIC bioquimico

Indol + Formacién de anillo rojo en la superficie,

posterior a la adicion del reactivo de Kovac

Rojo de metilo El tubo de ensayo se torna rojo, al adicionar rojo

de metilo

Citrato El medio debe permanecer en verde, si se torna

Simmons azul es una prueba positiva

Vogues No debe ocurrir ningin cambio de color tras la

Proskauer adicion de NaOH.

La concentracion de E. coli que se encontr6 por muestra se reporté como el
namero mas probable (NMP) por g (US-FDA, 2013).

Las cepas confirmadas como E. coli se sembraron en tubos conteniendo agar

soya tripticaseina (AST) inclinado y se incubaron a 35 °C por 24 h. Lo tubos se

guardaron en refrigeracion hasta su uso para la determinacién de genes de
patogenicidad. A estas cepas se les determiné la presencia de genes de
patogenicidad en la ilustracion 2 se puede ver el esquema de la marcha para la

obtencion de las cepas de E.coli.
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Imagenes 1 proceso de obtencion de cepas confirmadas de E. coli a partir de
carne molida

Carne 300 gr

N/

Muestra 100 gr + 500 ml caldo lactosado

Va

Diluciones decimales, caldo lactosado

7

Asada caldo verde brillante

W

Estria, agar eosina azul de metileno

7

Pruebas IMVIC

7

Conservacion de cepas AST
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Identificacion de grupos patégenos de Escherichia coli mediante PCR

multiplex (L6pez-Saucedo et al. 2003)

Obtencién de DNA de las cepas de E. coli
Para identificar las cepas patdogenas mediante la PCR multiplex se extrajo el DNA,
de cada cepa bacteriana mediante el siguiente procedimiento:

Las cepas que se encontraban en AST se resembraron en Agar
Mac Conkey (AMC) mediante la técnica de estria y se incubaron
a 37°C/24 h.

Después de la incubacién se tomo6 una colonia completa con un
asa y se depositdé en tubos eppendorf conteniendo medio
mililitro de agua,

El tubo se agitd en vortex por 20 s y se coloca en bafio maria
con agua hirviendo durante 2 minutos

Finalmente los tubos se colocaron en recipiente con hielo y se

dejan en congelacion hasta su uso.

Obtencién de DNA de los controles positivos Cepas de referencia
La mezcla de referencia se realizd, empleando cepas ya confirmadas de grupos
patdgenos de E. coli (L6pez - Saucedo et al. 2003):

ETEC H10407 (078:H11)

EPEC E2348-69 (0127:H6)
EHEC/STEC EDL933 (0157:H7)
EIEC E11 (0124NM)

Controles positivos en el analisis por PCRm, basado en Lopez et al 2003

Obtencion de la mezcla de iniciadores

Los iniciadores utilizados se seleccionaron de acuerdo a lo que establecieron

Lopez — Saucedo et al. (2003) y asi poder diferenciarlos en base a tamafio, se

necesita una amplificacion especifica para poder determinar los genes de
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patogenia, la secuencia a amplificar de cada grupo patégeno de E. coli se muestra
en la Tabla 7.

Preparacion de los iniciadores para la reaccion PCR multiplex

Cada iniciador se debe suspender a una concentracion “stock” de 100uM,
considerando que el fabricante reporta en nmol, se debe ajustar la concentracion

con la formula siguiente: VO * CO = V1 * C1

Preparacion de la mezcla de reaccion

Se mezclan 100 uL de los iniciadores forward y reverse con 900uL de agua estéril
en una dilucion 1-10, enseguida en un micro tubo estéril se adicionan 100uL de la
solucion forward y reverse y a continuacion se le afladen 800 uL de agua estéril,

de esta se toma el volumen de 3.5uL para la mezcla de reaccién en el PCR.

Tabla 7 Secuencia a amplificar para cada grupo patégeno de E. coli

Cepas de referencia Gen Secuencia de oligonucledtidos Pares de
E. coli iniciadores bases (Pb)

ETEC Lt F: 5-GGCGACAGATTATACCGTGC-3 450
R: 5" CGGTCTCTATATTCCCTGTT 3

ETEC St F:5 ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT 3 190
R: 5"CACCCGGTACAAGCAGGATT 3

EIEC F: 5 GGTATGATGATGATGAGTCCA 3 650
R: 5GGAGGCCAACAATTATTTCC 3

EPEC F: 5 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 3 324
R: 5" GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 3

EPEC/STEC F: 5" GACCCGGCACAAGCATAAGC 3 384
R: 5"CCACCTGCAGCAACAAGAGG 3

STEC F: 5CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 3 150
R: 5AGAACGCCCACTGAGATCATC 3

STEC F: 5GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 3 255
R: 5TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 3

Se mezclaron distintos volimenes de iniciadores a continuacion se explica:

100 micro litros (uL) de iniciadores Forward (F) y Reverse (R) con 900uL de
agua estéril dilucién (1:10) en un micro tubo.

Se tomaron 100pL del iniciador R y se le adicionaron 800uL de agua esteéril.
Se tomaron 100uL del iniciador L y se le adicionaron 800uL de agua estéril.

35
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Lo anterior se realiz6 a cada uno de los iniciadores.

Para finalizar en un microtubo se mezclaron diferentes volimenes de los
iniciadores, de la mezcla final se tomaron 3.5uL para la realizacion de la PCR

multiplex.

En la Tabla 8 se muestra la relacion volumen/concentracion de los 7 pares de

iniciadores, para la realizacion del PCR multiplex

Tabla 8 Relacion entre volumenes y concentraciones de los iniciadores para
cada gen de virulencia

Gen virulencia Iniciadores diluidos (mM) Volumen Concentracion
(uL) final (27uL)

lal lal F-R 296 2.96uM

Lt Lt F-R 148 1.48uM

eaeA eaeA F-R 111 1.11pM

bfpA bfpA F-R 74 0.74uM

Stx2 Stx2 F-R 111 1.11pM

Stx1 Stx1F-R 74 0.74pM

St StF-R 185 1.85uM

Preparacién de dNTP’s

La suspensién de dNTP’s se prepara a una concentracion de 200 uM de cada

nucleétido: dATP, dCTP, dGTP y dTTP, de la suspension se toman 2 ulL para la

reaccion de PCRm.

Se colocan en un tubo 900 uL de agua estéril mas 25 uL de cada iniciador la
concentracion final es de 2.5 Mm y cada uno de los dNTP’s queda diluido 40

veces.

La mezcla de reaccidon o mezcla maestra se describe en la tabla 9 aclarando que

todos los reactivos se deben adicionar de acuerdo al orden de la tabla.
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Tabla 9 Mezcla de reaccion utilizada para correr en el termociclador

Reactivo Volumen (uL)

Agua estéril 14uL

Regulador 10x 2.5uL

MgCl 1.0uL

dNTPs 2.0uL

Mezcla de iniciadores 3.5uL
seleccionados

Enzima Taq polimerasa 0.2uL

DNA muestras 2.0uL

*EI DNA de las muestras se coloca al final de la lista de reactivos para

obtener un volumen de 25pL.

Reaccion de PCR multiplex

La reaccion de PCR multiplex se llevé a cabo en microtubos estériles de 0.2 ml, se
colocaron 23puL de la mezcla de reaccién anteriormente descrita y se adicion6 2 uL
de DNA procedente de las muestras, el volumen final es de 25pL, esto se realiz

para cada una de las muestras analizadas, para el control positivo se adicionaron

4uL de DNA de las cepas patdégenas confirmadas y para el control negativo se

adicionaron 2uL de agua estéril, los tubos se colocaron en el Termociclador que
corrié de acuerdo a las condiciones del programa descrito (tabla 10) por Lépez —
Saucedo et al. (2003).
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Tabla 10 Ciclos del termociclador para la obtencion de la ampliacién del
segmento de DNA a analizar

Fase Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

Precalentamiento 50 2 1

Desnaturalizacion 95 5 1
de DNA
Alineamiento de 95 45

primers y sintesis 50 45
de DNA 72 45
DNA terminacion 72 10

Electroforesis en gel de agarosa

Preparacion de la agarosa para el gel

El gel se prepar6 con agarosa grado biologia molecular al 2.5%, para ello:

En un matraz se adicionaron 40 ml de regulador tris boratos EDTA (TBE) al 5x.

1. Se adicion6 1g de agarosa
2. El matraz se colocé en una parrilla de calentamiento, hasta que la agarosa
se disolviera en el TBE, cuidando que no se sobrecalentara.
. Se retir6 de la parrilla y se verifico que el matraz no contuviera burbujas, se
procedié a adicionar 2.4uL de bromuro de etidio.
Finalmente el contenido del matraz se vertio en la cAmara de electroforesis

con 18 pozos, el gel se dej6 solidificar por 10 minutos.

Electroforesis
Para el analisis, el gel se colocé en la camara de electroforesis, y se adicion6

regulador TBE 0.5x hasta cubrir la superficie del gel.

Con la micropipeta se llenaron los pozos; en el primer pozo se coloco 6ul del
marcador de peso molecular de 100 pares de bases, en el segundo se colocé el
control negativo con 6L, en el tercero el control positivo con 6L y en los pozos

subsecuentes se colocaron las muestras a analizar, con el mismo volumen.
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Nota: para las muestras y controles se colocd 1uL de buffer de carga y 5uL de

muestra, todo se realiza con guantes para evitar la contaminacion de las muestras.

Al terminar de llenar los pozos del gel se conectaron los electrodos a la fuente y se

programé a 80 mA a 100 V por 40 min.

Transcurrido el tiempo los geles se colocaron en el Transiluminador para comparar

las bandas formadas y asi identificar a los grupos patégenos de E. coli.
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En el siguiente esquema se observa la marcha para la identificacion de los
grupos patégenos de E. coli.

Mantenidas en medio de
Cepas aisladas

de E.coli

!

Resiembra en r
esiembra en aga
Macconkey

conservacion AMS

Se incuba a 37 c durante 24

Tubos eppendorf con .2 ml de

\ 4

Tubos eppendorf agua esteril y desionizada

v Para la desnaturalizacion del

Agua hirviendo 2 min ]—> DNA

A

’TH Para evitar la destruccion total
1elo

N—

1 de la cadena de DNA

( DNA extraido ] -
) DNA listo para la PCR

N
Mezcla maestray DNA Mezcla maestra y DNA para

—>

extraido

[levar al termociclador
\ 4

Termociclador
Electroforesis ]—, Electroforesis 40 min a 80 v

Se lee el resultado en el
[ Transiluminador ]—>

transiluminador

Ciclos del termociclador

J

Imagenes 2 metodologia utilizada para el grupo patégeno
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Prueba de resistencia a antibioticos, por la tecnica de difusion en disco de

papel.
Para llevar a cabo la prueba de resistencia a antibioticos se usaron los antibioticos

que se citan en la Tabla 11. La preparacion de las soluciones / concentraciones se
realizé para un volumen final de 10 mL para cada una. Las soluciones preparadas
se conservaron en refrigeracion y protegidos a la exposicion de la luz.

Las cepas de los grupos patdégenos de E. coli aisladas de las muestras de carne
se cultivaron en caldo soya tripticaseina (CST) a 35 °C por 24 h. Cada cultivo de
las cepas patdégenas de E. coli en CST se diluyd 1 vez de manera decimal en
tubos conteniendo 9 mL de diluyente de peptona, de estos tubos se tom6 0.1 mL y
se extendié con varilla en la superficie de agar Muller-Hinton previamente
solidificado. Posteriormente se colocaron discos de papel filtro con 5 mm de
diametro. Sobre cada disco se colocaron 10 uL de cada uno de los antibidticos.
Las cajas se incubaron a 35 °C por 24 h. Después de la incubacion, se midieron
los diametros de los halos de inhibicion formados de acuerdo a las
especificaciones establecidas por el “Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing” (CLSI, 2012).

Tabla 11 Antibioticos utilizados en la prueba de resistencia a antibiéticos por
difusion en disco de papel

Antibidtico Solvente Concentracion (ug/mL)

Acido nalidixico % Agua destilada 30
estéril + NaOH 1 mol/L

Amikacina Agua destilada esteéril 30

Cloranfenicol Etanol 95% 30

Eritromicina Agua destilada estéril 15

Estreptomicina Agua destilada estéril 10

Kanamicina Agua destilada estéril 30

Tetraciclina Agua destilada estéril 30
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Resultados

Coliformes fecales
Se muestran en principio los resultados de los conteos de coliformes fecales

(Tabla12).

Tabla 12Conteo de coliformes fecales en las muestras analizadas

Microorganismos Minimo Media Maximo % de
identificados muestras
positivas

Coliformes fecales 21100 87(100)
(NMP/gr)

El analisis de los coliformes fecales (CF) arroja datos variados, desde muestras
que presentaron el maximo valor con >1100 UFC/gr de carne analizada hasta

muestras que presentaron el valor de <3 UFC/gr de carne analizada.

Analisis de Escherichia coli

Mientras para el analisis de E. coli su frecuencia en todas las muestras analizadas

fue también del 87%, este porcentaje, con un valor de media menor (tabla 13). Los
contaminantes microbianos anteriores pueden llegar a la carne en diferentes
puntos, desde el sacrificio, durante el procesamiento de la carne y/o durante la
venta, hasta llegar al consumidor final, los resultados de conteos totales para todo

el muestreo realizado se observan en la tabla 14.
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Tabla 13resultados totales de muestreos por comercio, conteo de coliformes
fecales, E. coli y E. coli patdbgena con sus respectiva mediana, maximo y
minimo

Establecimiento Numero  Microorganismo Min Mediana Maximo  *%Frecuencia
de o indicador (UFCl/gr) (UFC/gr) (UFCigr)
muestras

Coliformes
fecales

E. coli

E. coli
patégena

Coliformes
fecales
E. coli

E. coli
patégena

Coliformes
fecales
E. coli

E. coli
patégena

Coliformes
fecales
E. coli

E. coli
patégena

Coliformes
fecales
E. coli

E. coli,
patégena

Coliformes
fecales 18
E. coli 1.2

E. coli
patégena 3.6

Coliformes
fecales 37
E. coli 4.6

E. coli

patégena 0.17

Coliformes

fecales 4.6

E. coli 14

E. coli

patégena 14
*Frecuencia positiva con respecto a las muestras analizadas.
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Tabla 14 Valores de UFC/gr para todo el muestreo

Microorganismo o Minimo Media Maximo Frecuencia
indicador (UFC/qgr) (UFC/qgr) (UFC/gr) (%)

Coliformes fecales 55.18 227 677 95
Escherichia coli 13.01 51.8 163 88

Escherichia coli 5.9 21.6 55 40
patogena

Identificacion de Escherichia coli

De las 100 muestras de carne analizadas, se aislaron 298 cepas de E. coli para la
posterior identificaciéon de GPE. Para su identificacion se utilizo la técnica de PCR
multiplex, lo primero que se realiz6 fue el barrido de las 298 cepas aisladas,
posteriormente se descartan las cepas que no mostraron bandas y las cepas que
mostraron grupos patégenos se vuelven a analizar en un altimo barrido para poder
identificar correctamente al gen de virulencia y asi conocer el grupo patégeno al
que pertenecen. En la siguiente ilustracion 4 se muestra el gel nimero 4 de los 16
que se corrieron asi como los carriles y las cepas que resultaron positivas para los

genes de virulencia los resultados entre las cepas aisladas y las cepas patdgenas

se muestra en la tabla 15.
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3 CY C18-Cl11

I
y control
C1 100 pb
C2 (-)
C3 (+)
ca 187
C5 188
C6 191
Cc7 192
c8 1385
C9 196
198
199

Imagenes 3Gel #4 de 16 en el barrido general a las cepas positivas de E. coli
a algun gen patoégeno

Resultados de cepas de E. coli identificadas mediante PCR

Tabla 15 Cepas de E. coli aisladas, positivas a algtn grupo patégeno y
porcentaje por lugar de muestreo

Comercio # muestras Cepas Cepas (%)
aisladas patdgenas

15 43 13 30.23
9 33 14 42.42
14 71 25 35.11
11 22 6 27.27
15 35 12 40
11 31 18

15 54 27

10 11 6

I @ m m| 9 O W >
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En la tabla 16 se muestra el lugar de procedencia, el nimero de cepas positivas,

los genes identificados y el grupo patégeno al que pertenecen.

Tabla 16 NUmero de cepas positivas gen y grupo identificado

Comercio Cepas + Gen Grupo
identificado patdgeno

13 Stx1, stx2 STEC
14 stx1 STEC
25 stx1, tx2 STEC
6 stx2 STEC

12 st, stx1, stx2y ETEC, STEC,
eaeA EPEC

18 stx1 STEC
G 27 st, stx1 ETEC, STEC
H 6 stx1, stx2 STEC

En total se aislaron 298 cepas de E. coli, de las cuales 121 fueron positivas para
algun grupo patégeno, es decir el 40.6%.En la tabla 17 se muestran los GPE

frente al porcentaje del gen patégeno, del total de cepas identificadas.

Tabla 17 porcentaje de gen de virulencia

GPE % gen

patégeno

77.31

29.41

8.40

1.68

El porcentaje varia debido a las cepas con dos genes de virulencia.
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Finalmente en la siguiente imagen se muestra uno de los ultimos tres geles, los
cuales se corrieron con un control positivo el cual nos permiti6 conocer si

realmente era positivo o no.

Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl1
. Carril | # muestra
EEa

c1 100pb

2 ()

@3 (+)

ca 307

c5 307

C6 322
| a2

C8 349

Cc9 371

396
510

Imagenes 4 Gel especifico después del barrido general, para determinar a
gué gen y grupo corresponden.

Resultados resistencia a antibioticos
Posterior a la identificacion de los grupos patdogenos de E. coli se procedio a

realizar la prueba de resistencia a antibiéticos. En esta prueba se evalu6 a los

siguientes antibidticos: kanamicina, acido nalidixico, estreptomicina, cloranfenicol,

eritromicina, amikacina y tetraciclina resultados completos en la tabla 18.

De acuerdo con lo obtenido el antibidtico que presenté mayor efectividad fue la
kanamicina (8.3%), seguido por cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina (2.7%) y
por ultimo acido nalidixico, estreptomicina y amikacina (0%), cabe destacar que
pocas cepas resultaron susceptibles o inhibidas por los antibiéticos donde la
mayoria de cepas resultaron ser resistentes a estas cepas en la tabla 18 se

observan los resultados extendidos de las pruebas.
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Tabla 18 NUmero de cepas de E. coli patégenas resistentes o sensibles a los
antibidticos

Muestra Ka Ac Na  Estrep Clor Eri Ami Tetra %

QD
"

2
3
7
15
16
18
19
21
24
30
31
41
42
43
45
48
50
51
53
54
55
61
63
65
66
71
72
78
79
80
81
82
83
84
91
92
94
97
98
99
Efectividad % 8.3 2.7 2.7
Tabla de derecha a izquierda: muestra, numero de cepas por muestra, Kanamicina (Ka), acido

100
100
100
100
100
100
100
100
100
85.7
100
100
100
100
100
100
100
100
85.7
100
100
100
100
100
100
100
100
85.7
100
100
100
100
100
85.7
100
100
85.7
100
85.7
100

X|0|0|0|0|0|0|0|L|0|W|W|W|W|D|X|X|X|X0|X|X0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|W|W|W|D|D|D

2
Py}

QR |IRP(FRPWARWINIWIW(IFR[AININOIWAANFRINWIWINNNWRIRIAW AN R|IAOAWOINT H#

X|X|X1|X0|X0|X|710|X0|70(X|X1T|X0|0|X0|X|X0|0|0|X|0|0|P|(X0|71T|70|70|X|X|X0|X0|X0|X|70|X0|0|X0|1T|0|0|D
X|X|X1|X0|X0|X|710|X0|;0(X|X1T|X0|70|X|X|X0|X0|0|X|X0|X0|70|X|X1T|X0|70|X|DW|0|0|N|(D|710|X0|0|(70|71T|0|0|D

(N

=lpvipvipuipvipvipippepipvprlplpdpepvlppeipvpelplpvpelplpvipelplppeipvlpeipeipuipel el el pelpeip)
(=lpvipipuipvipvpippelpipvprlplpdpepvlppeipvpelplpvpelpelpvipelpvlplpeipvlpvipeipvipel el el pelipeip)
=lpuippuipippiplpulpeipupupelpdpuplppelpvpelpelpvpelpelpsipupelplpeiplpelpeipelpel peipelpul el pelpeapy)
2;U;U;U;U;U;U@;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U

nalidixico (Ac Na), estreptomicina (Estrep), cloranfenicol (Clor), Eritromicina (Eri), Amikacina (Ami),
tetraciclina (tetra), porcentaje de resistencia por muestra, Ultima fila porcentaje de efectividad por
cada uno de los antibidticos utilizados. R= resistencia, NR= No resistente, Sl= Sensibilidad

intermedia.
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Discusion

Segun la norma 194 de la secretaria de salud el limite maximo permitido de E. coli
en carne molida de res es de 5000 UFC/gr, por lo cual todas las muestras entran
dentro del parametro, sin embargo el problema en este caso es que las muestras

presentan genes patdgenos, que producen enfermedades a humanos y ademas

las cepas identificadas también poseen resistencia a antibidticos.

Jiménez et al. (2012), investigé la calidad microbiolégica de la carne de res
comercializada en un mercado de Culiacdn Sinaloa, su estudio arrojo los
siguientes resultados: de 108 muestras analizadas de carne de res, 34 fueron
positivas para E. coli (31.5%), mientras que en 13 de 18 comercios es decir el
72.2%, se identifico por lo menos una ocasion al microorganismo, sus niveles de
contaminacion oscilaron entre 100 y 700 UFC/g de carne de res, comparando con
nuestros resultados de 100 muestras analizadas de carne de res el 87% fueron
positivas para E. coli, con lo cual se puede considerar que las condiciones de los
establecimientos de una localidad a otra es muy diversa y se nota que existe

menos cuidado en el manejo de la carne en nuestro lugar de estudio.

Es importante destacar que el grupo patégeno que predomind entre las cepas

aisladas de la carne fue STEC. Este grupo ETEC se caracteriza por producir
diversas toxinas, algunas de ellas conocidas como “toxinas semejantes a las que
produce Shigella” del cual proviene el nombre del grupo en idioma ingles: “Shiga-
like-toxin-producing” Las toxinas Shiga son responsables de un amplio espectro
de enfermedades, algunas asintomaticas y otras que se complican como el
sindrome urémico hemolitico (SHU); para evitar las complicaciones es necesario
un diagnodstico rapido e iniciar el tratamiento con antibidticos y agentes anti-

hemoliticos (Davis et al. 2014).

Este tipo de toxinas estan presente en el grupo patégeno STEC. La frecuencia de
aislamiento de este grupo patdégenos esta directamente relacionada con la
interaccion del patdégeno con los reservorios naturales y aspectos biologicos y

culturales del huésped.
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En afios recientes la exposicion e interaccion del humano con éste grupo
patébgeno ha cambiado, entre otras cosas, debido al incremento en el consumo de
vegetales crudos, trabajar en areas rurales, visitas a granjas y el contacto persona
a persona. Esto hace que la bacteria se propague; aunado a la intensificacion de
la venta de carne en canal, incremento de produccion distribucion y el comercio
entre paises, hacen que este tipo de enfermedades producidas por este grupo sea
cada vez mas dificil de controlar y se necesitan métodos de deteccion mas rapidos

para su oportuno tratamiento (Rivas et al. 2014).

El grupo STEC abarca un gran numero de serotipos, algunos causan enfermedad
y otros son asintomaticos los genes de virulencia son: stx, stxl y stx2, en

combinacion con el gen eaeA provoca casos graves de SHU (Feng, 2014).

En la region francesa de Normandia de 1992 a 2012 Brandal et al. (2015), dieron
seguimiento a los casos asociados con el grupo patégeno STEC, en su mayoria
domésticos, encontrd que el serogrupo mas frecuente fue el 0157, mientras que
los genes de virulencia asociados fueron el stx2, eaeA y ehxA, esto en pacientes
con SUH.

En nuestro estudio el grupo patégeno mayormente encontrado fue el STEC y se

encontraron genes de virulencia stx1, stx2 y eaeA, esto quiere decir que estas

cepas son capaces de enfermar a la poblacién que consuma los productos.

Palmer et al. (2015) reporto sus resultados, después de analizar muestras
ambientales en granjas y de carne molida que las cepas identificadas mediante
PCR de E. coli contenian los genes de virulencia stx1, stx2 y eaeA, al respecto se
identificaron los mismos genes patégenos con lo cual se puede considerar que

son los genes de virulencia que prevalecen en la carne de bovino.

Mekata et al. (2014), reportaron que de 274 cepas de E. coli aisladas de carne
cruda 176 cepas (64.2%) fueron positivas para al menos un gen de virulencia stx1
0 stx2. En nuestro estudio, el porcentaje global obtenido fue de 39.93% un valor

menor; sin embargo, se puede corroborar que los genes detectados tanto en ese
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estudio como en el nuestro son el stx1 y stx2, sin embargo, también se detectaron

genes de virulencia eaeA.

De igual manera Blanco et al. (2004), Identificaron 153 cepas STEC de E. coli,
procedentes de ganado bovino de las cuales el 14% (22 cepas) dieron positivo

para el gen stx1, 74% (113 cepas) para stx2, 12% (18 cepas) fueron positivas

simultaneamente para los dos genes tanto stx1 y stx2, mientras que el gen eaeA

se detectd en el 24% (36 cepas), de igual manera, como se observa, los genes de
mayor incidencia fueron stx1 y stx2. Sin embargo, comparado con lo que se
obtuvo en nuestro estudio se puede decir que la diferencia mas significativa fue en

el gen de virulencia eaeA el que solo detectamos en el 1.68% (2 cepas).

Después de analizar los diferentes estudios, y comparandolos con los resultados
obtenidos, a pesar de que hay variabilidad en cuanto al porcentaje de
identificacion se puede apreciar que la tendencia es que los genes stx1, stx2 y

eaeA, son los que se identifican mayoritariamente en la carne de bovino.

Para el analisis de antibioticos se realizé una comparacion con diferentes estudios

alrededor del mundo la comparativa se presenta en la tabla 19.
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Tabla 19 Comparativa de diferentes estudios acerca de resistencia

antibidticos

Autor ano

Muestra

Antibiético

% Resistencia

Baloch et al. 2017

Carne
Ensalada
Fideos

Tetraciclina
Amikacina

73.1
5

Ranjbar et al. 2017

Carne

Tetraciclina
Amikacina
Estreptomicina
Cloranfenicol

Mwansa et al. 2017

Pescado

crudo

Estreptomicina
Tetraciclina
Acido nalidixico

Cloranfenicol

Songe et al.2017

Personas

Enzimas

Ampicilina
Ciprofloxacino
Estreptomicina

Tetraciclina
Acido nalidixico

Cloranfenicol

Regumisa et al. 2016

Pollo

Tetraciclina

Cloranfenicol

Stosic et al. 2016

Agua
residual
Industria

carnica

Tetraciclina
Estreptomicina
Acido nalidixico

Cloranfenicol

Jongman
2016

y Korsten

Vegetales de

hoja verde

Tetraciclina

Boonyasiri et al. 2014

Humanos
trabajadores en

granjas

Acido nalidixico
Ceftriaxona
Ciprofloxacino
Gentamicina

Amikacina
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Después de analizar los resultados obtenidos en diversas partes del mundo, los
resultados recolectados durante nuestro estudio tienen una diferencia significativa
en cuanto a resistencia a antibidticos con un porcentaje mayor en casi todos los
casos sin embargo, a pesar de que el porcentaje de resistencia a los antibiéticos
es muy variable de una zona a otra, en la mayoria de los casos se coincide en que
la tetraciclina, &cido nalidixico, estreptomicina, cloranfenicol y eritromicina casi no
tienen efecto en las cepas patdgenas de E. coli, y aunque la kanamicina y
amikacina presenta un mayor efecto, tampoco se puede decir que son antibiéticos

recomendables para el tratamiento de grupos patdgenos de E. coli.

El abuso en el uso de antibibticos, tanto por humanos y el utilizado en piensos
para comida animal han provocado la aparicion de cepas multiresistentes a los
antibiéticos, las cuales son un problema para la salud de humanos y animales en

todo el mundo.

Es importante que el tratamiento de enfermedades ocasionadas por grupos
patdgenos de E. coli cuente con un perfil de resistencia a antibidticos para conocer
el antibiético mas efectivo. La presencia de altos perfiles de resistencia a los
antibioticos sugiere que los tratamientos utilizados para contrarrestar o controlar
las infecciones, puedan tener poca o nula efectividad a los antibiéticos, por lo que

es primordial encontrar antibiéticos con mayor eficacia, o algunas otras

alternativas que puedan asegurar la inactivacion de los patégenos.

Finamente, los resultados indican que la carne molida de res comercializada en
las carnicerias del Estado de Hidalgo, representa un vehiculo potencial de
enfermedades para la poblacién local y para los visitantes. Esto debido a que
diferentes muestras de carne molida de res estuvieron contaminadas con grupos
patogenos de E. coli. Los patotipos de E. coli que se identificaron en la carne

tienen potencial patogénico.

La prevencién o disminucién de los riesgos asociados con la presencia de grupos
patégenos de E. coli en la carne molida de res, requiere la incorporacion y la
aplicacion correcta de las buenas practicas de higiene durante la matanza y en

todo el proceso de produccién de la carne, desde el campo a la mesa.
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Por ultimo, aunque el numero de las muestras de carne molida de res analizadas
en el presente estudio puede considerarse pequefia, se obtuvo suficiente
informacion para poder concluir cuales son los grupos patdgenos de E. coli con
mayor frecuencia en la carne molida de res, asi como los antibiéticos a los que

estas cepas son resistentes todo esto sin el cuidado necesario puede representa

un peligro potencial para la salud publica en el estado de Hidalgo.
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Conclusiones

1.

Las muestras analizadas estuvieron dentro de los limites microbiologicos
establecidos por la normativa de la Secretaria de Salud de México.

El 41% de las muestras analizadas estuvieron contaminadas con algun grupo
patogeno de E. coli.

Los genes de virulencia mayormente identificados fueron los STX1, STX2 y
eaeA en la carne de res.

El grupo patégeno aislado mas frecuente es el STEC (77.31%).

En todos los establecimientos por lo menos una muestra fue positiva a algun
grupo patogeno de E. coli

En dos establecimientos se encontraron grupos como STEC, ETEC y EPEC.

. Se identificaron 119 cepas patdégenas de E. coli, de las cuales 113 presentaron

resistencia kanamicina, acido nalidixico, estreptomicina, cloranfenicol,
eritromicina, amikacina y tetraciclina. Las otras 6 cepas presentaron resistencia

variada, no obstante cada una fue resisten a 6 antibidticos.

La presencia de cepas patdgenas de E. coli mutirresistentes a antibiéticos en la

carne molida demanda mayor vigilancia durante la matanza de los animales,
trasporte y comercializacion de la carne ya que la presencia de estas cepas
representa un mayor riesgo para la poblacion que las cepas no resistentes a

antibioéticos.
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Recomendaciones

La carne es un alimento necesario para la alimentacion humana por su valor
nutritivo y por los productos de los que es materia prima, la mejor
recomendacion es mantener la carne en refrigeracion y por supuesto cocinarla
hasta que en el centro de la carne la temperatura alcance los 70 °C, evitando la
formacion de una corteza dura que pueda proteger a las bacterias patogenas.

Se deben realizar platicas con los operarios que manipulan la carne y en

definitiva con cualquiera que manipule alimentos, para que comprenda el

alcance que tiene el hecho de no seguir las recomendaciones acerca de la

higiene en la preparacion y venta de alimentos.
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Anexo 1 tabla de resultados completa

Tabla 20 Resultados completos
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Anexo 2 Preparacion de reactivos
Regulador de tris-boratos-EDTA (TBE), 20X. Disolver 54.45 gr de Tris-base en 150

mL de agua destilada, agregar 27.8 gr de acido bérico y 25 mL de EDTA 0.5 M pH
8.0, aforar a 250 mL con agua destilada.

- Marcador de peso molecular. Escalera de 100pb. (PA digerido con BstEIl de New
England Biolabs 500 pg/mL).

- Regulador de carga. Disolver 0.03 gr de azul de bromofenol en 10 mL de agua

destilada estéril; agregar a 60mL de glicerol. Mezclar muy bien y ajustar el

volumen a 100 mL con agua. Esterilizar por filtracion y guardar a 4 °C.

- Solucion de bromuro de etidio (10mg/mL). Pesar 100 mg de colorante y disolver

en 10 mL de agua bidestilada. Extremar precauciones durante su manejo.

- Agarosa 2.5%. Disolver 1 gr de agarosa grado biologia molecular en 40 mL de

agua destilada.




