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RESUMEN

Escherichia coli es una enterobacteria que forma parte de la microbiota intestinal de mamiferos;
sin embargo, también existen diferentes patotipos asociados a enfermedades diarreicas, e
infecciones extraintestinales causadas por DEC y ExXPEC. Ademas, estos patotipos se
relacionan con la contaminacién de carne de origen bovino. En este contexto, el objetivo del
presente estudio fue caracterizar a E. coli patdbgena presente en carne molida de res en el Valle
del Mezquital, Hidalgo, utilizando diversas técnicas microbioldégicas convencionales,
inmunoldgicas y moleculares. Se recolectaron un total de 87 muestras de carne molida de res y
se realizé el conteo de CFU de E. coli. De estas, 71 muestras (81.60%) presentaron conteos
superiores al limite maximo permisible establecido por la NOM-194-SSA1-2004. Se observé que
la presencia de objetos ajenos a la carniceria, el uso de equipos no aptos, tuberias expuestas,
infestaciones de plagas y la manipulaciéon de carne por parte de personal con signos clinicos
incrementaron significativamente el riesgo de contaminacion por E. coli, obteniéndose un OR
superior a 2.5. También, se obtuvieron 231 aislados de E. coli identificadas bioquimicamente,
teniendo una prevalencia de E. coli del 88.50% en la carne molida de res analizada. Asimismo,
se identificaron 153 serotipos dentro de los 231 aislados de E. coli, los cuales, se han reportado
en los patotipos: 40.52% (62/153) en EHEC, 8.49% (13/153) en EPEC, 6.54% (10/153) en
ETEC, 4.57% (7/153) en EAEC, 1.31% (2/153) en EIEC, 1.31% (2/153) en UPEC, y el 2.61%
(4/153) en cepas hibridas. En cuanto a la resistencia evaluada, el mayor porcentaje de
resistencia fue a los compuestos B-lactamicos con el 74.03% (171/231) de aislados resistentes,
seguido de los fenicoles (52.81% 122/231) y sulfonamidas potencializadas (47.19% 109/231).
Se identificaron 103 perfiles de resistencia; el 48.05% (111/231) de los aislados presentaron
MDR, el 50.22% (116/231) XDR y el 0.43% (1/231) PDR. Adicionalmente, se encontr6 que el
54.11% (125/231) de los aislados presentaron el gen floR, y el 33.33% (77/231) presentaron el
gen blatem-1, ambos confieren resistencia antimicrobiana. En cuanto a los genes de virulencia
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caracteristicos de EHEC, el gen predominante fue stx2 (32.22% 58/180) seguido del gen hlyA
(8.33% 15/180) y eaeA (5.00% 9/180). Los datos obtenidos posicionan a la carne como un
reservorio importante de E. coli patégena, principalmente de EHEC, ademas, los aislados de E.
coli presentaron multirresistencia, representado una potencial amenaza en salud publica.
Adicionalmente, las malas practicas higiénico-sanitarias detectadas en las carnicerias
incrementaron el OR correspondiente a la contaminacion de la carne con E. coli, evidenciando
la necesidad de fortalecer el cumplimiento de las buenas practicas de manufactura y los
sistemas de regulacion y la vigilancia sanitaria en la cadena comercial de carnicos, esto para
garantizar la obtencion de alimentos inocuos y minimizar la transmision de este tipo de agentes

etiolégicos al consumidor.



ABSTRACT

Escherichia coli is an enterobacteria that is part of the intestinal microbiota of mammals;
However, there are also different pathotypes associated with diarrheal diseases, and
extraintestinal infections caused bay DEC and ExPEC. Furthermore, these pathotypes are
related to contamination of beef. In this context, the objective of this study was to characterize
pathogenic E. coli present in ground beef in the Valle del Mezquital, Hidalgo, using several
conventional microbiological, immunological and molecular techniques. A total of 87 ground beef
samples were collected and CFU of E. coli were counted. Of these, 71 samples (81.60%)
presented counts higher than the maximum permissible limit established by NOM-194-SSA1-
2004. It was observed that the presence of objects unrelated to the butcher shop, the use of
unsuitable equipment, exposed pipes, pest infestations and the handling of meat by personnel
with clinical signs significantly increased the risk of contamination by E. coli, obtaining an OR
greater than 2.5. 231 E. coli isolates were also obtained and biochemically identified. E. coli
prevalence was 88.50% in the ground beef analyzed. Likewise, 153 serotypes were identified
within the 231 E. coli isolates, which have been reported in the pathotypes: 40.52% (62/153) in
EHEC, 8.49% (13/153) in EPEC, 6.54% (10/153) in ETEC, 4.57% (7/153) in EAEC, 1.31%
(2/153) in EIEC, 1.31% (2/153) in UPEC, and 2.61% (4/153) in hybrid strains. Regarding the
resistance evaluated, the highest percentage of resistance was to p-lactam compounds with
74.03% (171/231) of resistant isolates, followed by phenicols (52.81% 122/231) and potentiated
sulfonamides (47.19% 109/231). 103 resistance profiles were identified; 48.05% (111/231) of the
isolates presented MDR, 50.22% (116/231) XDR and 0.43% (1/231) PDR. Additionally, it was
found that 54.11% (125/231) of the isolates presented the floR gene, and 33.33% (77/231)
presented the blatem-1 gene, both confer antimicrobial resistance. Regarding the virulence genes
characteristic of EHEC, the predominant gene was stx2 (32.22% 58/180) followed by the hlyA
gene (8.33% 15/180) and eaeA (5.00% 9/180). The data obtained position meat as an important
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reservoir of pathogenic E. coli, mainly of EHEC, and E. coli isolates presented multidrug-
resistance, representing a potential public health threat. Additionally, the poor hygienic-sanitary
practices detected in butcher shops increased the OR corresponding to the contamination of
meat with E. coli, evidencing the need to strengthen compliance with good manufacturing
practices and the regulation systems and health surveillance in the meat commercial chain, this
to guarantee the obtaining of safe food and minimize the transmission of this type of etiological

agents to the consumer.
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INTRODUCCION

La carne es un alimento relevante en la alimentaciéon del ser humano, hablar de su produccién
de manera inocua, es de relevancia ya que, juega un papel importante en la seguridad
alimentaria al ser la principal fuente de proteina, aunado al hecho de ser un eslabdon econémico
(Amaya & Salas, 2021; Diaz, 2014; Gutiérrez-Torres et al., 2023; Mejias et al., 2021). En 2023
la produccion mundial de carne de res fue poco mas de 69 millones de toneladas, mientras que,
en México la produccion fue de 2.21 millones de toneladas, representé un valor en produccién
de aproximadamente 171 millones de pesos (DGSIAP, 2026; FAO, 2025). Este tipo de proteina
es la tercera mas consumida en la dieta mexicana, para el 2024 se registr6 un consumo
nacional de 2.2 millones de toneladas (COMECARNE, 2025); ademas aporta diferentes macro y
micronutrientes aprovechados por el humano, sin embargo, estas caracteristicas también la
colocan como un medio enriquecido para la proliferacién de diversos microorganismos (Ayala,
2018; Carrillo et al., 2007; Heredia et al., 2014; Pereira & Vicente, 2013). Algunos de esos
microorganismos son patdégenos para el humano, lo que representa riesgos sanitarios
asociados al consumo de la carne, la cual, es un alimento altamente susceptible de albergarlos
y permite su supervivencia al conferirles los nutrientes necesarios para su multiplicacion
(Pellissery et al., 2020; Shao et al., 2021). La contaminacion de la carne con los diversos
patdgenos se puede dar durante cualquier etapa del procesamiento primario y manipulacion
(Palomino-Camargo et al., 2018), dicha contaminacion, compromete la inocuidad de la carne, ya
que se, pierde la garantia de que ésta no cause dafio al ser ingerida (Halagarda & Wdjciak,
2022). Por otro lado, la carne molida de res ha sido considerada como el vehiculo alimentario
mas frecuente asociado a brotes epidémicos, debido a que ha reportado mayor susceptibilidad
a la contaminacion bioldgica, que otras matrices alimentarias (Di Pillo & Sotomayor, 2018).
Entre las principales bacterias patégenas reportadas que alberga la carne destacan Salmonella

spp., Campylobacter jejuni., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y E. coli
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(Abuelnaga et al., 2021; Hassanzadeh et al., 2022; Soto-Varela et al., 2016). Cepas de E. coli
catalogadas como patégenas estan comunmente asociadas a la ocurrencia de Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos (ETA’s), ocasionando infecciones diarreicas principalmente.
Anualmente se le atribuyen 111 millones de enfermedades y 63,000 muertes a E. coli
diarreogénica con base en las estimaciones del informe sobre la carga mundial de
enfermedades transmitidas por los alimentos, (FAO/WHO, 2018; Jesser & Levy, 2020; Patil et
al., 2023). Otro gran problema asociada a la presencia de E. coli, es el surgimiento de la
resistencia antimicrobiana (RAM), esta resistencia se fundamenta en diversos mecanismos que
han adquirido las bacterias para evitar la accion de los antibidticos, dichos mecanismos se
agrupan en: cambio en la permeabilidad de la membrana, disminucién de la concentracién del
farmaco, modificacién del sitio diana, y modificaciéon del propio antibidtico (Abushaheen et al.,
2020; Ahmed et al., 2024). El surgimiento de este tipo de bacterias es considerado por la OMS
como uno de los principales problemas de salud publica del siglo XXI, pues se estima que para
el 2050, sera la principal causa de muertes a nivel mundial (Dadgostar, 2019; WHO, 2015).
México cuenta con reportes de la presencia E. coli diarreogénica, en productos carnicos
(Anduro-Jordan et al.,, 2022; Gomez-Aldapa et al., 2013; Martinez-Vazquez et al., 2018;
Narvaez-Bravo et al., 2015), por lo que, es importante detectar la presencia de los patotipos de
E. coli en productos como la carne molida destinada al consumo humano, debido a que, es un
reservorio de este agente etiologico que compromete la inocuidad de la misma y puede originar
enfermedades diarreicas, sin olvidar la resistencia a antibiéticos que presentan las cepas, que
comprometen el tratamiento clinico en caso del surgimiento de un brote epidémico. Razén por
la que, el objetivo de esta investigacion fue determinar la prevalencia de E. coli en carne molida,
que es comercializada en la region del Valle del Mezquital, ademas de realizar la identificacion y
serotipificacion de las cepas aisladas, para coadyuvar en la evaluacién de riesgos en salud

publica asociados a la contaminacién biolégica de productos carnicos.
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MARCO TEORICO

Panorama de la produccion de la carne de res

La produccién ganadera es una actividad fundamental en los sistemas agroalimentarios,
contribuye a la seguridad alimentaria y a la nutricién de diversas poblaciones, pues aporta el
37% de suministro mundial de proteinas (Arciniegas-Torres & Florez-Delgado, 2018;
Greenwood, 2021; Mejias et al.,, 2021). Dentro de esta actividad, la producciéon del ganado
bovino aporta el 40% del valor de la produccion ganadera, y aporta aspectos en la seguridad
alimentaria de casi 1,300 millones de personas (Hidalgo-Cumbicos et al., 2020). Para el 2023 la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas
en inglés “Food and Agriculture Organization of the United Nations”) reporté una produccion
mundial de carne de 370.135 millones de toneladas, de las cuales aproximadamente el 19.00%
(69.462 millones de toneladas) fueron de res, siendo Estados Unidos, Brasil y China los
principales paises en la produccion de carne de res (FAO, 2025). Para México la produccion
carnica también es importante, en el afio 2024 se reportd una produccion de 8.278 millones de
toneladas, de las cuales 2.254 millones de toneladas fueron de res, aportando poco mas del
27.00% de la produccion nacional pecuaria, posicionando al pais como el 6.° en produccién a
nivel mundial, ademas, esta actividad aporté un valor en produccion de 182.733 millones de
pesos. Los principales estados en la produccién de este tipo de carne son Veracruz, Jalisco,
San Luis Potosi, Durango, Chiapas, Sinaloa, Baja California, Michoacan, Chihuahua y Tabasco
(COMECARNE, 2025; DGSIAP, 2026). Hidalgo, también es un estado en el que la produccion
pecuaria es eslabon de la economia, en el mismo afio se reportd una produccion de carne de
poco mas de 151.00 mil toneladas, aportando un valor en produccion de 8.240 millones de
pesos, de estas cifras, 33.262 mil toneladas fueron de carne de res, con un valor en la

produccion de 2.541 millones de pesos, lo que permite identificar la importancia de esta
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actividad econdmica (DGSIAP, 2026). De manera puntal, la regiéon del Valle del Mezquital
aporto cerca del 21.00% de la produccién de carne del Estado, de Hidalgo con una produccion

de 31.465 mil toneladas y un valor en produccion de 1.890 millones de pesos.

Composicion nutrimental y proximal de la carne de res

La carne de res es un alimento frecuente en la dieta del ser humano, para el 2024 de reportd
una ingesta a nivel mundial de 59.5 millones de toneladas, en México la ingesta fue de 2.2
millones de toneladas, dejando un consumo per capita de 17.0 Kg, situandola en el 3.° lugar de
ingesta, precedida por carne de pollo y cerdo (COMECARNE, 2025). Este alimento también es
importante por su aporte nutrimental, pues brinda los 9 aminoacidos catalogados como
esenciales para la sintesis de proteinas (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano y valina), acidos grasos monoinsaturados (oleico) y
poliinsaturados (omega 3 y omega 6), minerales (hierro, zinc, selenio y fésforo) y vitaminas
(complejo B, A y D) (Cabrera & Saadoun, 2014; Davis et al., 2022; Pighin et al., 2016; Wyness,
2015). La carne cuenta en su composicion proximal con 75% de agua, 19% de proteinas, 2.5%
de grasa intramuscular, 1.2% de carbohidratos, 1.5% de compuestos nitrogenados no proteicos
y un pH de 5.7 (valor en que una amplia diversidad bacteriana presenta crecimiento), estas
caracteristicas quimicas posicionan a la carne como un excelente alimento, que
desafortunadamente, también funge como un sustrato con los nutrientes necesarios para la
proliferacion de diferentes microorganismos, incluyendo bacterias patégenas, que propician la
contaminacién y degradacion de este producto primario (Ledn et al., 2017; Rani et al., 2023;

Soepranianondo et al., 2019; Stellato et al., 2016).
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Enfermedades Transmitidas por los Alimentos

Las ETA’s, son aquellas enfermedades provocadas por el consumo de alimentos y/o agua
contaminados con elementos bidticos y abidticos, presentes en cantidades que afectan la salud
del consumidor (Fernandez et al., 2021; Sharif et al., 2018). Existen tres tipos de contaminacion
que pueden presentarse en los alimentos incluyendo a la carne: contaminacion fisica (e.qg.
fragmentos de vidrio, metal y madera), quimica (e.g. compuestos inorganicos toxicos,
antimicrobianos, aditivos alimentarios, toxinas, metales pesados y pesticidas) y bioldgica (e.g.
bacterias, parasitos, hongos, virus y priones), esta ultima es la mas relevante (Abdolshahi &
Shokrollahi, 2020). La contaminacion bioldgica de los alimentos se puede dar por tres vias, la
contaminacion primaria (o de origen), la secundaria y la cruzada. La primera refiere a la
contaminacion que se da durante la produccion primaria, los alimentos pueden albergar por si
mismos microorganismos patdgenos, toxigénicos y saprdfitos; la contaminacion secundaria se
da durante la manipulacién y preparacién de los alimentos, en este escenario, quien contamina
es la persona que tiene contacto con los alimentos; finalmente, la contaminaciéon cruzada
refiere a la contaminacion de un alimento inocuo al estar en contacto con otros alimentos,
utensilios o superficies contaminadas (FAO/OPS, 2017; Radilla et al., 2019). Entre las
principales causas de ETA’s se incluyen deficiencias en el manejo y almacenamiento insalubre
de los alimentos preparados, el consumo de alimentos crudos o mal cocidos, incluyendo
productos pecuarios como carne, huevo, mariscos y leche sin pasteurizar, asi como productos
agricolas como frutas y hortalizas crudas (CDC, 2025). Actualmente, se conocen mas de 250
enfermedades que se transmiten por alimentos contaminados, los microorganismos asociados
colonizan el tracto gastrointestinal y provocan sintomas que incluye nauseas, vomito, diarrea,
dolor abdominal y fiebre, ademas en infecciones sin atencidon médica, se pueden presentar
complicaciones como sepsis, meningitis, abortos, sindrome de Reiter (enfermedad sistémica,

con desarrollo de artritis séptica) sindrome de Guillan Barré (trastorno autoinmune que ataca al
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sistema nervioso), insuficiencia renal y hepatica, trastornos cerebrales y neuroldgicos, artritis
reactiva e incluso la muerte (Fernandez et al., 2021; Soto-Varela et al., 2016). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reporta una carga mundial de ETA’s que es equiparable con las
principales enfermedades infecciosas: VIH/sida, paludismo y tuberculosis (Zufiga & Caro,
2017), se estima que 600 millones de personas enferman por alguna ETA’s a nivel mundial, de
esta cifra 420,000 individuos fallecen, de los cuales 125,000 son nifios menores de 5 afos

(FERG, 2015; Fernandez et al., 2021; Lee & Yoon, 2021; OMS, 2015).

Contaminacion de la carne

La NOM-194-SSA1-2004 define a la carne como “la estructura muscular estriada esquelética,
acompanada o no de tejido conectivo, hueso y grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos
linfaticos y sanguineos; proveniente de los animales para abasto, que no ha sido sometida a
ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas” (DOF, 2004). La carne es
considerada como el vehiculo principal para la diseminacion de patdégenos transmitidos por
alimentos, la contaminacion de la carne con estos microorganismos se puede dar durante
cualquier etapa del procesamiento primario, en actividades de riesgo asociado como el
faenado, transporte al matadero, sacrificio del animal, evisceracion, distribucion vy
comercializacién en centros minoristas (Diyantoro & Wardhana, 2019; Niyonzima et al., 2015).
La carne puede contaminarse con microrganismos presentes en la cadena de procesamiento,
al tener contacto con diversos reservorios como agua, aire, suelo, operarios y equipos
implementados (Stellato et al., 2016). Ademas, el mercado actual oferta una amplia diversidad
de productos, que evidencian una diversificacion del procesamiento para su obtenciéon (Rojas-
Juarez et al., 2022), por lo que, algunas presentaciones del procesamiento primario pueden

representar mayor riesgo de contaminacién (Shaltout, 2024). En este tenor, la carne molida se
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ha reportado como el vehiculo mas frecuente asociado a brotes epidémicos, su susceptibilidad
a la contaminacion deriva del proceso de molienda, donde las fascias protectoras del musculo
se destruyen y las fibras musculares se fragmentan liberando su contenido, situaciones que
permiten a las bacterias penetrar el tejido muscular; ademas, el equipo implementado en este
proceso es de dificil saneamiento, lo que representa riesgos de contaminacion cruzada en la
carne (Cardona-Lopez et al., 2020; Galué & Caceres, 2018; Torso et al., 2015). Dentro de las
principales bacterias patégenas, asociadas a la carne se encuentran Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Clostridium spp., Bacillus spp., E. coli, S. aureus, Yersinia enterocolitica y

L. monocytogenes (CCMPH, 2005; Mocanu & Constantin, 2024; Soto-Varela et al., 2016).

Escherichia coli

E. coli es una bacteria que pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, y forma parte del
microbioma (1% de la microbiota) de mamiferos, incluidos los seres humanos y rumiantes,
donde usualmente es comensal e inofensiva (Juan et al., 2016). Su morfologia corresponde a
una forma de bacilo Gram negativo que mide entre 1.1-1.5 um de ancho y 2-6 ym de largo, con
la presencia de pilis peritricos y un flagelo polar (Gomes et al., 2016; Ripodas-Navarro et al.,
2017). Esta catalogada como un microorganismo anaerobio facultativo, lo que indica que
cuenta con metabolismo respiratorio y fermentativo (Blount, 2015). Los procesos evolutivos han
propiciado la diversificacion de la especie incluyendo el surgimiento de cepas patégenas, como
las E. coli diarreogénicas (DEC por sus siglas en inglés “diarrheagenic E. coli’) causales de
diversas enfermedades gastrointestinales y las E. coli extraintestinales (EXPEC por sus siglas
en inglés “extraintestinal pathogenic E. coli’) que ejercen su patogenicidad fuera del tracto
gastrointestinal (Chien et al., 2016). E. coli comensal se distingue de la patégena por no
presentar rasgos asociados a la virulencia, de manera general E. coli cuenta con un genoma de

entre 4000 y 5000 genes, pero solamente 3000 son compartidos entre las diferentes cepas de
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E. coli (Poirel et al., 2018). Dentro de las DEC se han descrito seis patotipos, clasificados con
base en la enfermedad que provocan y factores de virulencia caracteristicos para cada grupo
patogeno (Salleh et al., 2022; Tapia-Pastrana et al., 2024). Estos patotipos incluyen a E. coli
enteropatdgena (EPEC por sus siglas en inglés “Enteropathogenic E. col”’) que presentan el
gen eaeA; E. coli enterohemorragica (EHEC por sus siglas en inglés “Enterohemorrhagic E.
coli) con los genes stx1 y stx2; E. coli enterotoxigénica (ETEC por sus siglas en inglés
“Enterotoxigenic E. coli”) caracterizada por los genes elt y est; E. coli enteroinvasiva (EIEC por
sus siglas en inglés “Enteroinvasive E. col”) con presencia del gen ipaH; E. coli
enteroagregativa (EAEC por sus siglas en inglés “Enteroaggregative E. col”) con el gen aggR,
y E. coli de adherencia difusa (DAEC por sus siglas en inglés “Diffusely adhering E. col”) con
los genes afa o dr, y (Aditya et al., 2023; Tavares et al., 2024; Jesser & Levy, 2020; Miranda-

Valdés et al., 2023; Salleh et al., 2022; Tapia-Pastrana et al., 2024).

E. coli enteropatégena

El patotipo de EPEC esta implicado principalmente en diarreas en infantes menores de 5 anos
en paises en vias de desarrollo (Jesser & Levy, 2020; Kaur & Dudeja, 2023). La signologia
caracteristica de este patotipo son las lesiones de adhesién/borramiento (A/E por sus siglas en
inglés “attaching and effacing”), que requieren de cinco etapas para efectuarse, las cuales son:
(1) adherencia de EPEC a los enterocitos, (2) formacién de microcolonias, (3) translocacién de
sefales moleculares entre EPEC vy la célula hospedera, (4) adhesion a través de la intimina, y
(5) formacion de pedestales (Govindarajan et al., 2020; Lee et al., 2022). La patogenicidad de
EPEC radica en factores de virulencia localizados en el plasmido del factor de adherencia de
EPEC (pEAF por sus siglas en inglés “plasmid EPEC Adherence Factor’) y la isla de
patogenicidad LEE (por sus siglas en inglés “Locus of Enterocyte Effacement”) (Pakbin et al.,
2021). En pEAF se ubica el gen bfp que codifica para el pili formador de haces tipo IV (BFP por

sus siglas en inglés “bundle-forming pilus”), por otro lado, la isla de patogenicidad LEE se
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subdivide en 5 operones policistrénicos (LEE1-LEE5) que albergan 41 genes, 2 operones
bicistronicos (espG-rorf1 y grlA-griR) y 4 genes independientes (efgA, cesF, map y escD)
(Roméo et al., 2024). LEE1,LEE2 y LEE3 albergan genes que codifican para proteinas que
conforma el sistema de secrecion tipo Il (T3SS por sus siglas en ingles “Type 3 secretion
system”), LEE4 contiene genes encargados de la expresion de proteinas secretoras (EspA,
EspB y EspD) que en conjunto, conforman un sistema de translocacion EspABD, en este
operdon también se ubican genes que codifican para proteinas efectoras como EspF, EspG,
EspH, EspZ y Map, finalmente, LEE5 contiene especialmente dos genes de gran relevancia tir
que codifica para el receptor de intimina translocado (Tir por sus siglas en inglés “translocated
intimin receptor”) y el gen eaeA que codifica para la intimina (Lee et al., 2022; Pearson et al.,
2016). La patogenicidad comienza con el reconocimiento de EPEC al nicho de la célula
huésped, la unién inicial de EPEC al enterocito se logra a través del flagelo y el BFP, este
ultimo también tiene la funciéon de auto-agregacion bacteriana dando como resultado la
formacion de microcolonias que se adhieren a la célula hospedera, este patron de adherencia
se conoce como adherencia localizada (LA por sus siglas en inglés “localized adherence”)
(Mare et al., 2021; Pakbin et al., 2021). Posteriormente el T3SS inyecta al citosol de los
enterocitos las proteinas efectoras (EspF, EspG, EspH, EspZ y Map) que exacerban dafio
celular llegando incluso a la muerte celular litica, estas proteinas tienen diferentes roles que
incluyen la irrupcidon de la barrera epitelial, antifagocitosis, disfuncion del potencial de
membrana mitocondrial, provocan exocitosis lisosomal, alteracion de los microtubulos del
citoesqueleto, formacion de filopodios, interrupcién de las uniones celulares, formaciéon de
conductos y poros que incrementan la permeabilidad de la membrana permitiendo el ingreso al
interior del enterocito de patdégenos y provocando un desequilibrio en el transporte de iones y
agua (Roxas et al., 2022; Shtuhin-Rahav et al., 2023). Por otro lado, T3SS también inyecta el
receptor Tir, indispensable para que se logre la adherencia de EPEC a la membrana celular del
enterocito mediante la intimina, una vez que se logré esta adhesion intima, Tir es fosforilado por

28



enzimas quinasas propias del enterocito en tirosina 474, que es capaz de unirse a las proteinas
adaptadoras de la célula huésped Nck1 y Nck2 (por sus siglas en inglés “Non-catalytic tyrosine
kinase”), esta union recluta a N-WASP (por sus siglas en inglés “neural Wiskott-Aldrich-
syndrome protein”) que a su vez, activa el complejo Arp2/3 regulador en la polimerizacion de
los filamentos de actina del citoesqueleto por debajo de la union de EPEC a la membrana
celular, dando como resultado la formacion de los pedestales (Farfan-Garcia et al., 2016;
Pakbin et al., 2021; Velle & Campellone, 2018). Por otro lado, los serotipos O (antigeno
somatico) caracteristicos de este patotipo son: 026, 039, 055, 086, 088, 0103, 0111, 0114,
0119, O125ac, 0126, 0127, O128ab, 0142, 0145, 0157 y 0158, en cuanto a los serotipos H
(antigeno flagelar) se incluyen: H2, H6, H7, H8, H9, H12, H21, H27, H25 y H34 (Haassan et al.,
2021; Hu & Torres, 2015; Kaur & Dudeja, 2023). EPEC es un agente etiolégico de gran
relevancia, se estima que es responsable de entre el 30 y 40% de los casos de diarrea infantil,
con una elevada tasa de mortalidad, en especial en bebés de 0-11 meses (Kaur & Dudeja,
2023), también puede ocasionar diarreas en adultos, con una dosis infectiva de 108 células
bacterianas (Yang et al., 2017). De los brotes ocasionados por consumo de agua y alimentos
registrados en Corea del Sur durante los afios de 2009 y 2010 se registraron 26 brotes
provocados por EPEC, afectaron a 11,302 personas y una tasa de incidencia de 15.90% (Lee
et al., 2012). En Oregdn se registro el primer brote por EPEC en el 2021, este brote sucedié en
una guarderia infantil, con la particularidad de que hubo coinfeccion de EPEC con otras
enterobacterias y norovirus (Bonner et al., 2022). En 2022 ocurrié un brote por O45:H15 en
Kinki, Japén, el brote fue ocasionado por el consumo de una ensalada de tofu con espinacas

que afectd a 934 personas, (Saito et al., 2025).
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E. coli enterohemorragica

El patotipo de EHEC, también es conocido como E. coli productora de la toxina Shiga (STEC
por sus siglas en ingles “Shiga toxin-producing E. col”), es responsable de enfermedades como
diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico (SUH). Ademas,
tiene como caracteristica principal la produccion toxinas Shiga (Stx1 y Stx2), parecidas a la
toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1, codificadas por los genes six71 y six2
respectivamente, estos genes tienen origen virico, se ubican en un profago tipo A en el
cromosoma bacteriano (Blount, 2015; Di Pillo & Sotomayor, 2018). A su vez, se han reportado
distintos subtipos de estas toxinas, por un lado, Stx1 se subdivide en 4 tipos (Stx1a, Stxic,
Stx1d y Stx1e), mientras que Stx2 se subdivide en 15 tipos (Stx2a-0), su diferencia radica
principalmente en la inmunorreactividad y la secuencia de nucleétidos, aunque presentan la
misma actividad enzimatica. (Melton-Celsa, 2014; Wang et al., 2024). De entre todos los
subtipos de Stx, se asocian principalmente a enfermedad mas grave en los seres humanos, los
subtipos Stx2a y Stx2b que se encuentran ligados al desarrollo de SUH y Stx1a provoca
sintomas similares a la disenteria (Jenkins et al., 2025). Estas toxinas atacan los vasos
sanguineos pequefos, inducen a la apoptosis de células intestinales y renales, se une a los
receptores Gb3 (globotriaosilceramida), abundantes en el rifidén, son endocitadas y dentro de la
célula tienen accion de una N-glicosidasa, que escinde el residuo de adenina A4324, ubicado
en el bucle-sarcina/ricina del ribosoma 28S RNA, lo que desencadena estrés ribotdxico y la
respuesta de proteina mal plegada, que a su vez, conducen a la apoptosis y produccién de
citoquinas (Chan & Ng, 2016; Melton-Celsa, 2014; Paletta et al., 2020). Este patotipo comparte
con EPEC el gen eaeA, la patogenicidad es igual a la antes descrita, la intimina es una
adhesina que ayuda a la adherencia de la bacteria en los enterocitos, y es capaz de producir
las lesiones A/E provocando la eliminacion de las microvellosidades del intestino, la unién

inicial a las células epiteliales se da a través de pili tipo IV y 2 tipos de fimbrias, la fimbria polar
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larga y la fimbria de unioén a la lamina (Amin et al., 2022; Govindarajan et al., 2020; Leibiger et
al., 2019; Vélez et al., 2023). También se ha reportado los genes de virulencia hlyA y saa en
cepas de EHEC, el gen hlyA codifica para la toxina a-hemolisina, capaz de lisar los eritrocitos
con la finalidad de obtener el hierro para ayudar al metabolismo de E. coli (Akomoneh et al.,
2020; Hua et al., 2021); el gen saa también codifica para una adhesina, usualmente esta
presente en ausencia del gen eaeA (Cortimiglia et al., 2021). Las EHEC incluyen mas de 100
serotipos, clasificadas por su serotipo O y serotipo H, el mas importante es el O157:H7, el resto
de serotipos se denominan no-O157 e incluyen a 023, 026, 045, 091, 0103, 0104, O111,
0113, 0117, 0118, 0121, 0128 y 0145 (FAO/WHO, 2011; Ripodas-Navarro et al., 2017). En
un reporte del Grupo de Referencia Epidemiolégica Transmitidas por Alimentos (FERG por sus
siglas en inglés “Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group”) estimé 2.5
millones de nuevos casos por STEC en todo el mundo, provocando 3,330 casos de SUH, 200
de ESDR (Enfermedad Renal en Etapa Final) y 269 muertes (FAO/WHO, 2018). Alrededor del
mundo se han presentado brotes epidémicos provocados por algun serotipo de EHEC, ya que,
su dosis infectiva es muy baja, basta con 10-100 células para que puedan colonizar el intestino
(Bowser et al., 2024) el primer reporte para E. coli O157:H7 como patdégeno fue en 1982 en
Michigan y Oregon en Estados Unidos tras el consumo de hamburguesas mal cocidas, se
reportaron 47 personas infectadas y 2 casos de colitis hemorragica (Mead & Griffin, 1998); en
1996 se reportd un brote grave por O157 en Japoén, se reportaron 12,680 pacientes con
sintomas, 121 desarrollaron SUH y 3 murieron (Kim et al., 2020); en 2008 se presentd un brote
por O157 en Canad4, con 235 personas infectadas (Hovdey et al., 2022); en Alemania en 2011
hubo un brote por O104:H4, se notificaron 3,816 casos, 845 desarrollaron SUH vy fallecieron 54
personas; este mismo serotipo se report6é el mismo afio en dos brotes mas, uno en Francia (24
casos, 7 desarrollaron SUH) y el otro en Estados Unidos (6 casos, 4 desarrollaron SUH y 1
defuncion) (Yang et al., 2017); Kanayama y colaboradores (2015) realizaron un estudio de

brotes de EHEC en guarderias de Japén durante el periodo de 2010-2013, reportaron un total
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de 15,887 casos, provocados principalmente por 026, 0157, 0111, 0103, 0121 y O145; en
2017, también en Japon se reportd un brote por O157:H7 tras el consumo de brochetas, hubo

29 casos, entre los cuales 4 desarrollaron SUH (Sato et al., 2022).

E. coli enterotoxigénica

El patotipo de ETEC es considerado la principal causa de la diarrea del viajero, enfermedad
caracteristica de visitantes de paises desarrollados a paises en vias de desarrollo, también se
asocia a diarreas acuosas en nifios de paises con ingresos bajos, la dosis infectiva de este
patdégeno es de 1080 de células (Jesser & Levy, 2020). Se estima que anualmente ETEC es
responsable de 220 millones de casos de diarrea incluidos 75 millones de episodios en nifios
menores de 5 anos, provocando 51,186 defunciones y de esta cifra, 18,700 son menores de 5
afnos (Khalil et al., 2021; Khalil et al., 2018). Sin embargo, reportes previos indican que ETEC
también afecta a animales de produccion, siendo la causa principal de diarrea neonatal profusa
en lechones, terneros, ovejas y perros (Dubreuil et al., 2016). La patogenicidad de este grupo
presenta 2 fases, la primera es la unidén y colonizacion de los enterocitos y la segunda es la
produccion de enterotoxinas termolabiles (LT) y termoestables (ST), los genes implicados en la
patogenicidad se ubican tanto en plasmidos como en profagos en el cromosoma (Pakbin et al.,
2021). La patogénesis de ETEC al igual que otros patotipos, inicia con el reconocimiento del
medio y posteriormente la unidén a la membrana de las células epiteliales intestinales mediante
distintos factores de colonizacion (CFs por sus silgas en inglés “colonization factors”), se trata
de apéndices proteicos filamentosos con morfologia fimbrial, afimbrial, fibrilar o helicoidal (Y.
Zhang et al., 2022). A su vez, los CFs se clasifican en antigenos de superficie de coli (CS por
sus siglas en ingles “coli surface”), antigenos de los factores de colonizaciéon (CFA por sus
siglas en inglés “colonization factor antigens”) y factor de colonizacién putativo (PCF por sus
siglas en inglés “putative colonization factor”) (Yang et al., 2017). Los CFs se unen a receptores

de las células epiteliales del intestino delgado que incluyen glucoesfingolipidos (como la
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sulfatida) y glicoproteinas (como la fibronectina) (Govindarajan et al., 2020). Adicional a los
CFs, existen otras proteinas que favorecen la adhesion de ETEC a los enterocitos como EatA,
proteina autotrasportadora de serina proteasa de la familia Enterobacteriaceae (SPATE por sus
siglas en inglés “serine protease autotransporter of the Enterobacteriaceae”) encargada de
escindir la mucina 2 (MUC2) para eliminar la capa protectora epitelial de mucina y permitir el
paso de ETEC (Fleckenstein & Sheikh, 2021). También la adhesina extracelular EtpA que se
expresa en el flagelo de ETEC y funciona como un puente molecular entre el extremo flagelar
con el aminoazucar N-acetilgalactosamina (GalNAc) que se encuentra en la mucosa intestinal
(Fleckenstein & Kuhlmann, 2019). Ademas de las adhesinas Tia, que se unen al heparan
sulfato y TibA que también se ve implicada en la agregacién celular y formacién de biopeliculas
(Desvaux et al., 2020). Una vez dada la colonizacién de ETEC a las células epiteliales, se
producen las enterotoxinas LT y/o ST, se trata de proteinas de tipo AB, donde la subunidad A
es la que presenta actividad patégena y la subunidad B es la que se une a los receptores de las
células hospederas (Pakbin et al., 2021). Por un lado, ST es secretada por el sistema de
secrecion tipo | (T1SS) y se subdivide en STl y STII codificadas por los genes sta y estB
respectivamente, se unen al receptor guanilato ciclasa C (GC-C), que cataliza la formacion de
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) por hidrdlisis del guanosin trifosfato (GTP), el incremento
de cGMP activa a la enzima quinasa G Il (PKGII), que transfiere el grupo fosfato del adenosin
trifosfato (ATP) al canal regulador transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) para activarlo,
al igual se activa la enzima quinasa A (PKA) dependiente de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) y se bloquea la funcion del intercambiador de sodio-protones 3 (NHE3) con lo que se
reduce la reabsorcién de sodio, se libera cloruro y bicarbonato lo que propicia la acumulacion
de estos iones y agua en la luz intestinal, provocando la diarrea (Farfan-Garcia et al., 2016;
Fleckenstein & Kuhlmann, 2019; Mirhoseini et al., 2018; Y. Zhang et al., 2022). Por otro lado, la
LT se clasifica en LTI y LTIl codificadas por los genes eltA y eltB respectivamente, son
secretadas por medio de vesiculas de membrana externa (OMV por sus siglas en inglés “outer
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membrane vesicles”) por el sistema de secrecion tipo Il (T2SS), se unen al gangliésido GM1 y
son endocitadas al citoplasma, una vez dentro, estresan el reticulo endoplasmatico interfiriendo
en su funcidon, ademas, estas toxinas tienen actividad ADP-ribosiltransferasas, transfiere
unidades de ADP-ribosa a la proteina de senalizacién celular GSo, dando pie a la formacion del
complejo ADP-ribosa- GSa-GTP que activa la adenilato ciclasa incrementando la conversion de
ATP en cAMP, el incremento del cAMP activa a la PKA, que a su vez, activa al CFTR
provocando la salida de electrolitos y agua al lumen intestinal, dando como resultado la diarrea
(Farfan-Garcia et al., 2016; Fleckenstein & Kuhimann, 2019; Mirhoseini et al., 2018; Y. Zhang et
al., 2022). En cuanto a los serotipos O reportados en este patotipos, destacan 02, 06, 09, 08,
015, 020, 025, 027, 063, 078, 0101, 0109, 0115, 0136, 0138, 0141, 0147, 0148, 0149,
0153, 0159, 0167 y 0168, en cuanto a los serotipos H prevalecen H4, H8, H9, H10, H11, H12,
H16, H19, H20, H21 H25, H27, H42 y H43, tanto en aislados humanos como en ganado bovino
y porcino (Blanco et al., 1993; Fu et al., 2024). Al igual que otros patotipos, ETEC ha sido
responsable de distintos brotes, como el ocasionado en Noruega en 2012, por O78, se
reportaron 214 casos de gastroenteritis por el consumo de huevo con cebolla cambray
(MacDonald et al., 2015), otro ejemplo son los ocurridos en Corea del Sur, uno sucedié entre
los afos 2013-2014, por 06, que fue responsable de 1,189 casos de gastroenteritis en
estudiantes, el alimento asociado al brote fue el kimchi (Shin et al., 2016), el segundé ocurrioé
en 2016, donde O159:H20 fue responsable de 38 casos de diarrea en estudiantes, asociada al

consumo de fideos instantaneos (Kim et al., 2017).

E. coli enteroinvasiva

El agente etiologico EIEC, posee la particularidad de desarrollar sintomatologia idéntica a la
provocada por Shigella spp., se encuentra implicada en la disenteria bacilar, esta enfermedad
afecta a 165 millones de personas anualmente, y provoca la muerte de 1.1 millones de

personas (Chang et al., 2016). La dosis infectiva para humanos es de 105" de células, que
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comparada con la dosis infectiva de Shigella de 10-100 organismos, es mucho mayor (Yang et
al., 2017). Este patotipo de E. coli tiene la caracteristica de invadir el interior de las células
epiteliales del colén y evadir la respuesta inmune ya que, invade las células adyacentes
intracelularmente, ocasionando la disenteria bacilar, que se caracteriza por la presencia de
sangre, moco y leucocitos en las heces (Pasqua et al., 2017). La capacidad patégena se
alberga en genes ubicados en el plasmido de virulencia tipo F pINV, que codifican para el
T3SS, mas de 25 proteinas efectoras (como OscpB, VirA, OspG, etc.), antigenos de invasion
de plasmidos (Ipa por sus siglas en inglés “invasion plasmid antigens”), IpaA, IpaB, IpaC, IpaD,
ademas de chaperonas, reguladores transcripcionales y translocadores (Farfan-Garcia et al.,
2016; Pakbin et al., 2021). El contacto inicial, en este caso se da entre EIEC y las células M
(células micropliegue), estas células son las encargadas de capturar patégenos del lumen
intestinal y transportarlos en vesiculas a la superficie basolateral de las células epiteliales del
colon, entonces EIEC atraviesa la barrera epitelial por transcitosis en vesiculas e invade a los
macrofagos, posteriormente entra en accién las proteinas IpaB, IpaC, IpaD e lpaH7.8 para
romper la vacuola y libera a EIEC del fagosoma, ademas de inducir la apoptosis del macréfago
por accion de la caspasa 1. Una vez liberada, EIEC entra en contacto con los receptores
hialuronano CD44 vy la integrina o531 de las células epiteliales, a través de proteinas del
complejo IpaBCD e IpaB, para invadir el citoplasma de los colonocitos. Posterior a ello, EIEC va
invadiendo las células epiteliales lateralmente, para ello, se requiere la formacioén del complejo
VirG-N-WASP-actina, que se logra porque VirG nuclea la actina que induce la adquisiciéon de N-
WASP, que a su vez contribuye a la formacion de ARP2/3. Por otro lado, entran en accion
IpaA, IpaC, IpgB1, IpgD vy VirA, implicadas en la reorganizacién de las células epiteliales y el
rizado de la membrana celular para la formacion de protuberancias de la membrana celular y
permite el paso de EIEC entre los colonocitos. EIEC presenta diversas estrategias para evadir
la respuesta inmune, y lograr persistir en los colonocitos, por ejemplo, OspF y OspG inhiben la

activacion y trascripcion del factor nuclear kappa B (NF-kB); IpaH9.8 y OspB suprimen la

35



expresion de citocinas inflamatorias como la IL-8; OspZ, Ospl e IpaH4.5 tienen la funcién de
regular negativamente y amortiguar la respuesta inflamatoria (Farfan-Garcia et al., 2016;
Govindarajan et al., 2020; Haassan et al., 2021; Pakbin et al., 2021; Pasqua et al., 2017). Los
serotipos mayormente implicados en este grupo patdgeno se basan principalmente en el
antigeno O, ya que, en su mayoria son no moviles, por lo que, no cuentan con antigeno H, en
este patotipo se clasifican 21 serotipos: 028:NM, 029:NM, O112:NM, O115:NM, O121:NM,
0124:NM, 0124:H7, 0124:H30, 0O124:H32, 0O135:NM, 0O136:NM, 0O143:NM, O144:NM,
0144:H25, O152:NM, O159:H2, O164:NM, O167:NM, 0O167:H4, O167:H5 y O173:NM
(Govindarajan et al., 2020; Yang et al., 2017). Algunos de los brotes por EIEC reportados son el
ocurrido en Nottingham, Inglaterra, en el afio 2014, por 0O96:H19, se reportaron 123 individuos
con gastroenteritis, el alimento implicado fue lechuga y agua de grifo (Newitt et al., 2016). Otro
ejemplo fue el ocurrido en Milan, Italia, en 2012, en el que se reportaron 109 casos de
gastroenteritis, en el cuerpo de bomberos de Milan, provocadas por O96:H19, en este brote
estuvieron implicadas distintas verduras como, betabel, papas, pimientos y ejotes (Escher et
al., 2014). En Suecia, especificamente en el condado de Halland, se reporté un brote por
096:H19, en 2017, se reportaron 83 casos de gastroenteritis, y el vehiculo de infeccion fueron
verduras de hoja verde (Lagerqvist et al., 2020). Un brote mas reciente ocurrié en la provincia
de Loei, Tailandia, en el afio 2023, se reportd 154 casos de gastroenteritis por O8:H19, este
brote se asocié al consumo del platillo “Larb-nua-dib”, que es carne cruda molida con salsa de

pescado (Okada et al., 2025).

E. coli enteroagregativa

EAEC afecta a todos los grupos etarios, es la segunda causa de la diarrea del viajero,
principalmente a paises industrializados, la signologia se caracteriza por diarrea acuosa con la
presencia de moco y usualmente no provoca fiebre (Jesser & Levy, 2020; Yang et al., 2017).

Ademas, este patotipo presenta un patrén de adherencia agregativa (AA por sus siglas en
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inglés “aggregative adherence”) caracteristico, conocido también como patrén de ladrillo
apilado o panal a las células Hep-2 (Meza-Segura et al., 2020). Los mecanismos de
patogénesis de este agente etioldgico son diversos y complejos, sin embargo, se pueden
agrupar en 3 fases: (1) adherencia al epitelio intestinal por medio de fimbrias agregativas, (2)
formacion de biopeliculas y (3) secrecidn de enterotoxinas y citotoxinas, inflamacion de la
mucosa y dano citotéxico (Pakbin et al., 2021). Los genes de virulencia se ubican en distintos
plasmidos de virulencia, incluyendo el plasmido de adherencia agregativa (pAA por sus siglas
en inglés “plasmid of aggregative adherence”) que alberga el activador transcripcional
codificado por plasmido AggR, codificada por el gen aggR, ademas, este patotipo incluye islas
de patogenicidad ubicadas en el cromosoma (Dias et al., 2020). La patogénesis de EAEC inicia
con la union y adherencia a la mucosa del epitelio del intestino delgado y el coléon, mediada por
5 tipos de fimbrias de adhesion agregativa (AAF por sus siglas en inglés “aggregative adhesion
fimbria”) AAFI-V codificadas por los genes aggA, aafA, agg3A, agg4A y agg5A
respectivamente, también se encuentran implicadas adhesinas afimbriales y el pili tipo IV
denominado pili formadores de agregados (AFP por sus siglas en inglés “aggregate-forming
pili”) codificado por afp. Posterior a la colonizacion, comienza la formacion de biopeliculas
compuestas por exopolisacaridos, regulada por AggR, que implica un sistema de secrecién tipo
VI (T6SS) codificado por el operéon denominado aaiA-aaiP. La secrecion de enterotoxinas es la
fase final de la patogénesis de EAEC, la enterotoxina 1 EAST-1 (por sus siglas en inglés
“enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin 1”) es caracteristica de este patotipo, es
codificada por el gen astA, al igual que las enterotoxinas de ETEC influyen en el incremento del
cGMP que induce la secrecion de iones y agua al lumen intestinal. Otras toxinas importantes
son la proteasa involucrada en la colonizacion intestinal (Pic por sus siglas en inglés “protease
involved in intestinal colonization”) y la toxina codificada en plasmidos (Pet por sus siglas en
inglés “plasmid encoded toxin”), ambas pertenecen a las SPATE. Pic, tiene actividad
mucolitica, pero también se ve implicada en el incremento de las células calciformes y
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produccion de moco para atrapar a mas bacterias auto-aglutinandolas en el epitelio intestinal.
Pet, en cambio, tiene actividad citotdxica, se une a la espectrina de la membrana del aparato
de Golgi e impide su correcto funcionamiento (Bamidele et al., 2019; Dias et al., 2020; Farfan-
Garcia et al., 2016; Meza-Segura et al., 2020; Pakbin et al., 2021). En cuanto a los serotipos
asociados a este patotipo, se encuentran 044:H18, 0O73:H18, 092:H33, 0104:H4,
O111ab:H21, 0126:H27 y O136:H2 (Govindarajan et al., 2020). De entre los brotes epidémicos
provocados por este agente etioldgico, destaca el de Alemania en 2011, por O104:H4 con la
particularidad de expresar tanto genes de virulencia de EAEC como los genes stx de EHEC,
este brote afecto a 3911 personas que presentaron cuadros de diarreas, 900 desarrollaron
SUH y se reportaron 54 defunciones (EFSA, 2011). En 2013, se reportd un brote de 592 casos
de gastroenteritis, en Inglaterra, este brote se asocié a 0104:H4 y O131:H27, en este brote se
determind el consumo de hojas de curry provenientes de Pakistan como fuente de infeccion
(Newitt et al., 2016) Otro ejemplo fue el ocurrido en la region de Marce, ltalia, en 2006, se
reportaron 46 casos de gastroenteritis asociado a 092:H33, el vehiculo de este brote se asoci6
al consumo de queso pecorino, elaborado con leche de oveja sin pasteurizar (Brzuszkiewicz et

al., 2011; Scavia et al., 2008).

E. coli de adherencia difusa

DAEC se asocia con diarrea en nifos menores de 5 afios de todos los paises, y también se
encuentra relacionada a infecciones del tracto urinario en adultos, asi como a complicaciones
en el embarazo (Jesser & Levy, 2020). Su denominacién se encuentra relacionada al patron de
adherencia difusa que presenta ante células HelLa o Hep-2 (Haassan et al.,, 2021). La
patogénesis de DAEC comienza con la adherencia a las células epiteliales del intestino delgado
a través de adhesinas fimbriales y afimbriales, las adhesinas fimbriales son codificadas por los
genes daa y dra que codifican para las proteinas F1845 y Dr respectivamente; y las adhesinas

afimbriales Afa codificadas por el gen afa (Naidoo & Zishiri, 2025). Las adhesinas F1845 y Dr
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se unen al factor acelerador de la descomposicion del complemento (DAF por sus siglas en
inglés “decay-accelerating factor’) CD55 que se encuentra en la superficie celular de las células
epiteliales intestinales, urinarias y genitales, posterior a la unién, sigue una reorganizacion del
citoesqueleto de las microvellosidades que culmina con la eliminacién de éstas. Por otro lado,
algunas adhesinas Afa/Dr se unen a la molécula de adhesion celular relacionada con el
antigeno carcinoembrionario humano (CEACAM por sus siglas en inglés “Carcinoembryonic
Antigen-Related Cell Adhesion Molecule”) CECAM1 y CECAM2, esta unién activa a CDC42 y a
su vez, permite el ingreso de DAEC al citosol de la célula hospedera, este ingreso es
favorecido por la expresion de DAF, que promueve la formacion de microtubulos y balsas
lipidicas. Por otro lado, la union de las adhesinas Afa/Dr a los receptores CD55 o CEACAM,
activa la accion de la enzima quinasa Src, necesaria para la movilizacién y organizacion de
DAF alrededor de DAEC, y también, se activa la proteina quinasa activada por mitégenos (MAP
por sus siglas en inglés “mitogen-activated protein”) que promueve la produccion de IL-8 y la
transmigracion de neutréfilos polimorfonucleares (PMN), esto tiene un efecto de regulacion
positiva para la expresion de DAF proporcionando mas receptores de adhesion, y por otro lado
promueve la produccién de citoquinas proinflamatorias como TBF-a e IL-1$3, que culmina con la
apoptosis celular (Farfan-Garcia et al., 2016; Govindarajan et al., 2020; Meza-Segura et al.,
2020; Naidoo & Zishiri, 2025; Pakbin et al., 2021). Los brotes por DAEC son dificiles de
identificar, ya que presenta prevalencias bajas, por ejemplo, la prevalencia de DAEC en Nigeria
es Unicamente del 2.23% (Tula et al., 2022), sin embargo, la evaluacion de DAEC en casos de
diarrea en nifios va cobrando relevancia, especialmente por el surgimiento de cepas hibridas
que comparten genes de virulencia con otros patotipos, la presencia de los genes daaD
(DAEC) y aggR (EAEC) incrementa la capacidad de E. coli para causar bacteriemia en nifios
(Riveros et al., 2017). Por otro lado, en Shiraz, Iran, se reporté una prevalencia del 6.70% de
DAEC resistente a la ampicilina en casos de diarreas en pacientes menores de 13 afios (Javadi

et al., 2020). Otro ejemplo es el estudio de Mansan-Almeida y colaboradores (2013) donde

39



reporté una prevalencia del 39.37% de DAEC en casos con diarrea y 45.66% de prevalencia en
controles asintomaticos, concluyendo que DAEC puede formar parte del microbioma intestinal

en los nifos.

Resistencia antimicrobiana

El uso de antibidticos en la produccién animal ha incrementado, las malas practicas entorno a
su uso han propiciado el surgimiento de bacterias resistentes a estos farmacos (Carhuapoma et
al., 2020). Una mayor exposicion a los antibiéticos incrementa la posibilidad de que éstos
pierdan eficacia y las bacterias adquieran resistencia, por eso el uso indiscriminado de
antibioticos es la causa principal del surgimiento de bacterias resistente (Aslam et al., 2023). Se
estima que hasta el 73.00% de antibidticos producidos a nivel mundial se utilizan en la
produccion animal (Boeckel et al., 2019), inclusive éstos se implementan como promotores de
crecimiento, o de manera preventiva para evitar que los animales enfermen (Carvajal et al.,
2019; Jiménez et al., 2017). De éstos, hasta el 90.00% se excretan en la orina y heces del
ganado, que después son dispersados en los fertilizantes usados en la agricultura, y a través
de aguas subterraneas y escorrentias superficiales (Ventola, 2015). Las mismas actividades
antropogénicas (clinica, agricultura, ganaderia) proveen nichos ricos en antibidticos para las
bacterias que promueven el surgimiento de bacterias multirresistentes (Martinez-Martinez &
Calvo, 2010). Las bacterias presentan resistencia antimicrobiana (RAM) intrinseca y adquirida,
los procesos bioldgicos por lo que se transmite la RAM se clasifican en dos tipos: por evolucion
vertical, tras mutaciones que incluyen, deleciones, inserciones, inversiones, translocaciones y
duplicaciones en el propio genoma bacteriano que después se heredan a la progenie (Bobay &
Ochman, 2017); y por transferencia horizontal, que requiere de material genético donante
(usualmente son elemento genéticos méviles) y una célula bacteriana receptora, este proceso

se puede dar tradicionalmente por conjugacion, transduccién o transformacion (Mancuso et al.,
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2021). La conjugacion es el proceso bioldgico en el cual, la trasferencia de genes se da entre la
conexion directa entre una célula bacteriana donante y una célula bacteriana receptora, a
través de un pilus conjugador. La transduccion implica la transferencia de materia genético
entre bacterias a través de un bacteriéfago. En la transformacion, una bacteria adquiere el
material genético de otra bacteria, el cual se encuentra libre en el medio, se asocia
principalmente a la lisis celular (Arnold et al., 2022; Brito, 2021; Emamalipour et al., 2020;
Morrison & Zembower, 2020). No obstante, se han descritos otras vias de transferencia de
material genético, éstas incluyen la formacién de vesiculas extracelulares por las bacterias, en
las que el DNA es liberado al ambiente, por esta via no solo se libera DNA, sino otras
moléculas como mRNA, o proteinas; otro mecanismos es la transferencia mediada por agentes
de transferencia de genes (GTA por sus siglas en inglés “Gene Transfer Agents”), se trata de
particulas bioldgicas similares a los bacteriéfagos, que transfieren porciones aleatorias de DNA
a oftras ceélulas bacterianas; y la transferencia de material genético por estructuras
denominadas nanotubos, se trata de estructuras proteicas similares a un pilus, en los que se
puede transferir metabolitos, DNA, mRNA, proteinas u otras moléculas (Arnold et al., 2022;
Brito, 2021; Emamalipour et al., 2020). Por otro lado, las bacterias que presentan resistencia al
menos a un antibidtico de 3-5 clases de antibidticos se clasifican como multirresistentes (MDR),
si la resistencia es a al menos un antibidtico de entre 6-8 clases de antibiéticos se clasifican
con resistencia extendida (XDR), y son panresistentes (PDR) si se presenta resistencia a todos
los compuestos evaluados de al menos 8 clases de antibidticos (Jiménez et al.,, 2019;
Magiorakos et al., 2012). El surgimiento de este tipo de bacterias es considerado por la OMS
como uno de los principales problemas en salud publica del siglo XXI (Tacconelli et al., 2017),
solo en 2019 las defunciones en el mundo fueron de 4.95 millones asociadas a bacterias
multirresistentes (Resistance Collaborators Antimicrobial, 2022). Ademas, se estima que para
2050 las muertes causadas por bacterias multirresistentes alcanzaran una cifra de 10 millones
al afio (O’Neill, 2016).
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JUSTIFICACION

De manera conjunta, la produccion y el consumo de carne de res es de gran relevancia en el
sector agropecuario y dentro de la dieta, pues ocupa el 3.° puesto a nivel nacional en ambos
frentes, precedida por la carne de pollo y de cerdo. Con una produccion de 2.25 millones de
toneladas y un consumo de 2.23 millones de toneladas para el afio 2024, dejando un consumo
aproximado de 17 Kg por persona, y que, estas cifras van al alza, por ser una fuente de
proteina econdmica y de facil acceso. No obstante, en el pais existen desafios importantes
entrono a la obtencion de carne de calidad e inocua, que garanticen la seguridad alimentaria y a
la par salvaguardar la salud de la poblacién mexicana. Dentro de los principales peligros de
contaminacion que presenta la carne es la bioldgica, en especial la bacteriana, pues, se puede
adquirir en cualquier etapa de la produccion y procesamiento primario, incluyendo la
comercializacién minorista, en los puntos de venta existen riesgos asociados a la contaminacion
microbiologica de la carne, la mayoria implica deficiencias en las practicas higiénico-sanitarias
de los manipuladores de alimentos, ademas, es importante resaltar que esta es la ultima faceta
para que la carne llegue al consumidor, por lo que, cobra relevancia la aplicaciéon de buenas
practicas de manufactura, para disminuir los riegos de contaminacién. Por otro lado, la calidad
microbiologia de la carne se puede evaluar a través de microrganismo indicadores como lo son
los coliformes totales, coliformes fecales, que incluyen a E. coli, entorno a éstos, existen marcos
legislativos que establecen limites maximos permisibles que permiten determinar si la carga
microbiana de carne la hacen apta para su consumo. Adicionalmente, E. coli puede ser un
indicador de contaminacion fecal por formar parte del microbioma intestinal de mamiferos, pero
también es un importante agente etiolégico responsable de brotes de ETA’s. Aunado a ello, el
uso indiscriminado y no controlado de antibidticos a potenciado el surgimiento de cepas
multirresistentes, lo cual, se ha convertido en uno de los problemas de salud publica con mayor

importancia, debido a que deriva en dificultades terapéuticas, en la gestion de salud animal y
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humana. En atencion a estas circunstancias esta investigacién pretende evaluar la
contaminacion en carne molida por DEC determinando dos factores, el potencial patogénico y la
resistencia a antibidticos, en el Valle del Mezquital, del Estado de Hidalgo para conocer la
calidad microbiolégica de la carne en punto de venta, asi como el potencial riesgo asociado a

brotes de infeccién por este grupo patégeno de E. coli.
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HIPOTESIS

La carne molida de res comercializada en la region del Valle del Mezquital, Hidalgo, podria
presentar contaminacion con patotipos de E. coli con potencial virulento y con resistencia

antimicrobiana.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar los patotipos de E. coli presente en la carne molida de res del Valle del
Mezquital, con el uso de técnicas bioquimicas, inmunoldgicas y moleculares, para
establecer bases del monitoreo epidemiolégico sobre la contaminacién de la carne

respecto a este agente etioldgico.

Objetivos especificos

1.

Cuantificar las Unidades Formadoras de Colonias (CFU) de E. coli presentes en las
muestras de carne molida, con el método de recuento de células viables para su
comparativa con el limite maximo permisible establecido por la normatividad mexicana

vigente.

Evaluar el cumplimiento de las buenas practicas de manufactura e higiene, en los puntos

de venta, a través de una evaluacion sanitaria, para determinar las condiciones

higiénico-sanitarias de las carnicerias de la region.

Identificar aislados de E. coli, con el uso de métodos bioquimicos, para determinar la

prevalencia de este patdgeno en las muestras de carne molida analizadas.

Identificar seroldgicamente los aislados de E. coli patégena, a través de ensayos de

aglutinacion para su clasificacion dentro de los patotipos.
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Evaluar la resistencia a antibioticos de los aislados de E. coli patbgena mediante la

técnica Kirby-Bauer para exponer el perfil de resistencia de E. coli en la zona de estudio.

Determinar la presencia de genes que confieren resistencia antimicrobiana por PCR

punto final, para la deteccion de cepas de E. coli de importancia en salud publica.

Determinar la presencia de factores de virulencia mediante la técnica de PCR multiplex

para explicar el potencial patégeno de los aislados de E. coli.
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MATERIALES Y METODOS

Area de muestreo

El Valle del Mezquital (20°27'10” latitud norte y 99°14°57” latitud oeste) es una region
geografica y cultural ubicada en el suroeste del estado de Hidalgo. Es la region mas grande del
estado, abarca 27 municipios, representando el 32.00% de la superficie de todo el Estado de
Hidalgo (Figura 1). La poblacion de esta regién alcanza los 986,812 habitantes, con base en el
censo de poblacion del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2020). La
economia en esta region se basa principalmente en actividades agropecuarias como la
agricultura y la ganaderia, enfocada en la industria lechera, pero también, cuenta con una zona
industrializada al sur de la regién, enfocada en la industria petrolera, eléctrica, cementera y
textil, asi como un corredor de balnearios de aguas termales que atraen a un gran numero de
turistas en el norte de la region, de ahi la importancia de evaluar la calidad microbiolégica de la
carne molida de res, enfatizando la contaminacion con E. coli patégena. En el presente estudio
se eligieron 4 municipios de la regién del Valle del Mezquital (Figura 1), para el analisis de la
calidad microbioldgica de la carne de res, denominados como A, B, C y D. La seleccién de
estos municipios fue direccionada por los altos niveles de poblacidon que concentran, juntos
representan el 37.76% de la poblacién total del Valle de Mezquital, la alta presencia humana
sugiere mayor demanda y consumo de carne, estos municipios también cuentan con su propio
rastro municipal, con capacidad promedio mensual de sacrificio por arriba de las 1,000 cabezas
(SADER/SENASICA, 2022), ademas, son los municipios con mayor numero de registros de
carnicerias en el Directorio Estadistico Nacional de Unidades Econémicas del INEGI (DENUE,
2024), la region del Valle del Mezquital cuenta con un total de 574 carnicerias registradas, y
entre ellas, el 40.94% se encuentran registradas en los 4 municipios seleccionados para este

estudio.
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Figura 1. Mapa del Estado de Hidalgo, México, se resalta la regién del Valle del Mezquital, regién en la
que se ubican los 4 municipios seleccionados para el analisis de E. coli en la carne molida de res,

comercializada al por menor. Elaboracion propia.

Tamano de muestra

Una vez elegidos los municipios a muestrear, se definio el universo muestral a partir de la base
de registros de carnicerias del DENUE (DENUE, 2024), donde se reportaron 40 carnicerias
para el municipio A, 57 carnicerias para el municipio B, 68 carnicerias para el municipio Cy 70
carnicerias para el municipio D, dando un registro total de 235 carnicerias. El tamano de
muestra se calculd a través de la férmula de tamafio de muestra para poblaciones finitas con
un nivel de confianza del 95.00% y considerando una prevalencia minima esperada del 10.00%

(Goémez-Aldapa et al., 2013):

B N+Zzp*q
Cd2x(N—1)47Z2 *p=*q
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Donde:

N= universo muestral (235 carnicerias)

Z,%=1.962 (valor de tabla de z a un nivel de confianza 95.00%)
p= proporcion esperada (10.00% = 0.10)

Q=1-p

d?=0.05?

Sustituyendo la formula se obtuvo un tamarfo de muestra de 87 carnicerias:

235+1.96% * 0.10 = 0.90

= =87
0.052 #2344+ 1962+ 0.10+ 0.90

n

Método de muestreo

El método de muestreo que se siguid fue proporcional y aleatorio. La proporcionalidad se
realizd con base en el total carnicerias registradas en cada municipio, esta informacion se
refleja en la Tabla 1. Por otro lado, para elegir las carnicerias aleatoriamente, se extrajo
informacion de las carnicerias registradas en el DENUE que incluia el nombre de la carniceria,
y datos relacionados a la ubicacion de la misma, como municipio, localidad y coordenadas
geograficas. Asimismo, se asigndé un numero de identificacion a cada carniceria para poder
realizar la asignacién aleatoria, la cual, se realizé a través del programa Excel Office® 2019, con

la funcion =ALEATORIO.ENTRE(1;N).
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Tabla 1. Distribucion proporcional del tamafio de muestra, para los municipios incluidos en el

estudio.
Municipio Total de carnicerias  Carnicerias a muestrear Porcentaje (%)
A 40 15 17.00
B 57 21 24.00
C 68 25 29.00
D 70 26 30.00
Total 235 87 100.00

En cada carniceria seleccionada para el estudio, se realizé una visita de prospeccién, con el
objetivo de verificar la existencia, funcionalidad y venta de la presentacion carnica a colectar.
Para ello, se asigné un cédigo de identificacion a cada carniceria, posteriormente cada punto
de venta fue georreferenciado en Google Maps, mediante la herramienta “afadir una etiqueta”,
subsiguientemente se trazaron rutas, considerando todas las georreferenciaciones por
municipio (Figura 2). La visita de prospeccion permitié corroborar 70 carnicerias que cubrieron
las caracteristicas para incluirse en el estudio, del mismo modo, permitié reconocer 17 que no
cubrieron el perfil, por lo que fueron sustituidas: 10 no existian al momento de hacer la visita, 5
se especializaban en la venta de carne de cerdo y 2 en carne de pollo, la sustitucién de los 17
puntos de venta se realizd por la carniceria con la georreferencia mas cercana que cubriera los
criterios de inclusion. Esta actividad permitié establecer la logistica de la toma de muestras,

optimizando la colecta y el tiempo de traslado.
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Figura 2. Rutas generadas con Google Maps, para realizar la visita de prospeccion a los puntos de venta
del area de estudio. Elaboracion propia.

Toma de muestra

La toma de muestra se realiz6 entre los meses de junio y julio del afio 2024. En cada punto de
venta, se solicitdo al vendedor 100 gr de carne molida de res. Las muestras se colocaron en
refrigeracion a 4 °C para su traslado al laboratorio de Genética y Gendmica de Investigacion del
Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias Agropecuarias

de la Universidad Autdbnoma del Estado de Hidalgo, para su procesamiento, segun lo estipula la

NOM-213-SSA1-2018 (DOF, 2018).
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Recuento de células viables en placa

Se utilizaron placas de recuento de coliformes/E.coli 3M™ Petrifilm®, las cuales siguen los
lineamientos del AOAC Official Method 991.14 recuento de coliformes y E. coli en los
alimentos. El recuento se realizé por duplicado, para ello, se pesd 1 gr de carne molida dentro
del campo estéril y se colocd en bolsas estériles Ziploc® que contenian 9 mL de agua
peptonada, posteriormente, la muestra se homogenizé durante 120 segundos a velocidad alta
en el equipo Stomacher® 80 Biomaster, para obtener una diluciéon 1:10, subsecuentemente, con
ayuda de una micropipeta se inoculd 1 mL de la dilucion en la placa petrifim, que se
sometieron a un periodo de incubacién de 24 horas a 37 °C (Curiale et al., 1991; Pua & Navas,
2014). Después de la incubaciéon se procedidé a realizar el recuento de las células viables,

siguiendo las instrucciones del proveedor.

Analisis de datos para el recuento de células viables

Los datos se tabularon con hoja de calculo de Excel Office® 2019, posteriormente, la expresion
grafica del recuento de E. coli y coliformes totales se realizd en el software Past version 3.0, los
datos se expresaron como Unidades Formadoras de Colonias (CFU, por sus siglas en inglés
Colony Forming Unit), sobre gramo de carne molida (CFU gr'), ademas, los datos se
transformaron a escala logaritmica base 10 (Log1o) para su graficacion. La media de recuento
de las CFU de E. coli por punto de venta, se analizé6 en comparativa con el Limite Maximo
Permisible (LMP) de 5000 CFU gr' de carne molida, establecido por la norma oficial mexicana
NOM-194-SSA1-2004 (DOF, 2004). Finalmente, sobre los valores de media por municipio se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba post hoc de Tukey cuando se observo

significancia.
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Evaluacion sanitaria

Se realizé una evaluacién de las practicas higiénico-sanitarias a cada punto de venta. La
evaluacién fue de tipo observacional y se basé en el acta de verificacion sanitaria anexa a la
NOM-251-SSA1-2009 (DOF, 2010), la cual consta de 140 items, distribuidos en 22 secciones.
En una primera etapa se realizé una prueba piloto, para ello, durante la visita de prospeccion se
aplicaron 4 evaluaciones a 4 carnicerias al azar, una para cada municipio, la aplicacién permitio
depurar el listado de verificacién mediante la eliminacion de items que no aplicaban para el
producto y punto de venta bajo estudio. Al final, la lista de verificacion aplicada en este estudio
constd de 53 items distribuidos en 12 categorias: instalaciones y areas que incluyd 8 items;
equipos y utensilios incluyd 5 items; servicios incluyé 8 items; almacenamiento incluyé 4 items;
control de operaciones incluy6 4 items; materias primas incluyo 2 items; agua en contacto con
los alimentos incluy6 2 items; mantenimiento y limpieza incluyé 4 items; control de plagas
incluyé 3 items; manejo de residuos incluyé 3 items; salud e higiene del personal incluy6 6

items; y practicas del personal incluyé 3 items (Anexo 1).

Analisis de le evaluacion sanitaria por calculo de Odds Ratio

Se realizo el calculo del Odds Ratio (OR) [(a/b)/(c/d)] (Cerda et al., 2013; George et al., 2020)
para determinar la probabilidad de contaminacion de la carne con E. coli relacionado al
incumplimiento de los items de la lista de la verificacién de las practicas higiénicas. Los 53
items se subdividieron en dos grupos, en el primero se incluyeron aquellos relacionados a la
infraestructura, equipos y utensilios, que consté de 23 items e incluyé a las categorias de:
Instalaciones y areas, equipos y utensilios, servicios y agua en contacto con los alimentos; el
segundo grupo incluyd a aquellos items relacionados a la manufactura y el personal, este grupo
constd de 29 items de las categorias de: almacenamiento, control de operaciones, materias

primas, mantenimiento y limpieza, control de plagas, manejo de residuos, salud e higiene del
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personal y practicas del personal. Para su expresiéon grafica, se asigné una frase clave para

identificar a cada item (Anexo 1), ésta se realizé en el software Rstudio version 2025.05.1.

Aislamiento de colonias de E. coli

Para realizar el aislamiento de E. coli, primeramente, se realizé un pre-enriquecimiento en agua
peptonada al 1.00%, para ello, se pes6 1 gr de carne en condiciones asépticas y se coloco en
tubos para centrifuga con 9 mL de agua peptonada estéril, se homogenizé en un agitador de
laboratorio Vértex VX-200 Labnet® a 3,400 rpm por 30 segundos, se incubd por 24 horas a 37
°C. Posteriormente, con un asa bacteriolégica se tomd una gota del cultivo y se sembrd por
agotamiento en estria en agar MacConkey MCD LAB® (No. catalogo 7111) con un periodo de
incubacion de 24 horas a 37 °C, tras el crecimiento, de cada muestra, se seleccionaron
aproximadamente el 5.00% de las morfologias de las colonias lactosa positivo, color rosa y con
la presencia de un halo de precipitado. Después, las colonias seleccionadas se sembraron por
estria en agar MacConkey con sorbitol BD Difco™® (No. catalogo 279100), se incubaron
durante 24 horas a 37 °C, para determinar la capacidad de los aislados para fermentar el

sorbitol (Allen, 2005; Zimbro et al., 2009).

Identificacion bioquimica de E. coli

Las colonias presuntivas de E. coli se sometieron a las pruebas bioquimicas de: catalasa,
motilidad, acido sulfurico, indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, citrato, ornitina
descarboxilasa, capacidad de fermentar tres azucares (glucosa, sacarosa y lactosa) y

produccion de gas (De la Maza et al., 2004).
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Prueba de catalasa

La prueba de la catalasa es una prueba rapida, con el asa bacterioldgica se tomé una porcion
de la colonia a evaluar, cerciorandose de que no contuviera agar, y se colocé en un
portaobjetos, posteriormente se le adicioné 1 gota de perdxido de hidrégeno al 3.00%. Las
reacciones positivas se evidenciaron por la formacién de burbujas generadas por efervescencia

(Reiner, 2010).

Prueba de indol

Para la prueba de indol se colocé 3 mL de agar semisélido SIM (sulfuro, indol, motilidad)
DIBICO® (No. catalogo 1054-A) en tubos de 5 mL. Se inocularon por puncién con un asa recta
y se incubaron por 24 horas a 37 °C, posteriormente se adicionaron 5 gotas del reactivo de
Kovac’'s SIGMA-ALDRICH (No. catalogo 60983), la prueba fue positiva cuando el reactivo se
torné de color rojo; si la prueba fue negativa el reactivo se queda en un tono café. En este
medio también se determind la motilidad y la produccion de acido sulfurico; la motilidad fue
positiva cuando hubo crecimiento bacteriano en todo el tubo con agar, y fue negativa cuando el
crecimiento resulté solo en el area de inoculacion; la produccion de acido sulfurico se observo

por la presencia de un precipitado color negro en el medio (MacWilliams, 2009b).

Pruebas rojo de metilo y Vogues-Prokauer

Para las pruebas de rojo de metilo y Voges-Proskauer se utilizé el medio MR-VP DIBICO® (No.
catalogo 1053-E), se colocaron 2 mL de caldo en tubos de 5 mL, posteriormente se inoculé con
el asa bacterioldgica, el periodo de incubacion fue de 24 horas a 37 °C; posterior a ello, se
agregaron 10 gotas del indicador de pH rojo de metilo para la prueba con ese nombre y para la
prueba de Voges-Proskauer se adicioné sulfato de cobre de amonio. La prueba rojo de metilo
se consideré positiva si, después de agregar el indicador de pH, el cultivo viré a un color rojizo,

y negativa si el cultivo presentd color amarillo. Para la prueba de Voges-Proskauer, el cultivo
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vird a un tono rosa-rojizo cuando fue positiva, si la prueba fue negativa, el cultivo presentd un

tono café (Mcdevitt, 2009).

Prueba de citrato

En el caso de la prueba de citrato, se colocod 3.5 mL del medio citrato de Simmons DIBICO®
(No. catalogo 1006-E) en tubos de 5 mL, posteriormente, los tubos con el agar se colocaron en
una inclinacién de 22° y se esperd a que solidificaran, la siembra se realizé por estria sobre
toda la superficie del agar, el periodo de incubacion fue de 48 horas a 37 °C. Esta prueba se
considero positiva, cuando las bacterias lograron crecer en este medio, es decir, las bacterias
presentaron la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y compuestos
amoniacales como unica fuente de nitrégeno, donde los productos del metabolismo alcalinizan
el medio y éste vird a color azul; la prueba resulté negativa, si no hubo crecimiento y el medio

se mantiene en su tono original, verde (MacWilliams, 2009a).

Prueba en agar hierro triple azucar

En el caso de la prueba para evaluar la capacidad de fermentar tres azucares (glucosa, lactosa
y sacarosa) y hierro, se utilizé el medio TSI (por sus siglas en inglés “Triple Sugar Iron”)
DIBICO® (No. catalogo 1016-A), para realizar esta prueba, se agregaron 3.5 mL del medio en
tubos de 5 mL, se dejaron solidificar con una inclinacion de 22°. Posteriormente se realizé la
siembra por puncién combinada con estria en toda la superficie del agar, y se incubaron por un
lapso de 24 horas a 37 °C. En esta prueba, cuando el medio fue acido se presentd una
coloracién amarilla, cuando el medio fue alcalino la coloracién es rojiza; la produccién de gas

se observo mediante la fragmentacion y/o elevacion del medio de cultivo (Lehman, 2005).

Prueba de ornitina descarboxilasa
Para esta prueba, se colocaron 3 mL de agar semisdlido MIO (motilidad, indol, ornitina)

DIBICO® (No. de catalogo 1052-E) en tubos de 5 mL, se realizé la siembra por punciéon con un
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asa recta, los tubos con el inéculo se sometieron a un periodo de incubacion a 37 °C y un lapso
entre 24-48 horas. La prueba resulté positiva cuando las bacterias presentaron la enzima
ornitina descarboxilasa, en el que el medio viré a color purpura, en cambio, la prueba fue
negativa si el medio presentd una coloracion amarilla. También, en esta prueba se confirmo la

motilidad de las bacterias (Lal & Cheeptham, 2015).

Perfil bioquimico de E. coli

Las cepas de E. coli, de acuerdo con la literatura, presentan un perfil bioquimico que incluye los
siguientes resultados: catalasa positiva (+), motilidad positiva (+)/negativa (-), acido sulftrico
negativo (-), indol positivo (+), rojo de metilo positivo (+), Voges Proskauer negativo (-), citrato
negativo (-), en TSI presentan medio acido (A) o alcalino (ALK), con produccion de gas (A) o sin
la produccién de gas y ornitina descarboxilasa positiva (+) (De la Maza et al., 2004). El perfil

bioquimico permitié la seleccidon de las cepas de E. coli incluidas en las pruebas subsecuentes.

Analisis de datos de la identificacion bioquimica de E. coli

Para esta seccion se calculé la prevalencia de E. coli identificada por el perfil bioquimico en las
87 muestras de carne molida analizadas. También se realizé la prueba de chi’ para determinar
si existi6 una asociacidon entre las variables categodricas que correspondieron a los municipios
de la zona norte de la region (A y B) y los municipios de la zona sur de la region (Cy D) y la

contaminacion de la carne con E. coli.

Serotipificacion de E. coli

Se realizo la serotipificacion de los aislados que cumplieron con el perfil bioquimico reportado
para E. coli. Para ello, se realizaron ensayos de serotipado por aglutinacién en placas de

microtitulaciéon de 96 pocillos, se utilizaron sueros especificos anti-H y anti-O SERUNAM®
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contra un total de 186 antigenos somaticos y 53 antigenos flagelares para E. coli (Reyes-

Rodriguez et al., 2015, 2020).

Obtencion del antigeno somatico “O”

Para la obtencion del antigeno somatico, primeramente, se prepararon tubos de ensayo de 16 x
150 mm con 10 mL de agar soya tripticaseina (TSA por sus siglas en inglés “Tryptic Soy Agar”)
GranuCult® Millipore® (No. de catdlogo 105458), los cuales se dejaron solidificar con una
inclinacion de 22°. Posteriormente los aislados se inocularon con un asa bacteriolégica en toda
la superficie del agar, con un periodo de incubacion de 24 horas a 37 °C. Una vez cumplido el
tiempo de incubacion, se agregaron aproximadamente 10 mL de solucién salina al 0.85%, la
cual se preparo con cloruro de sodio J.T.Baker® (No. de catalogo 3624) y agua destilada, se
homogenizé hasta que el cultivo se desprendiera del agar y la suspension bacteriana se
transfirio a otro tubo de ensayo de 16 x 150 mm, posteriormente se sometié a una temperatura
de entre 110 - 113 °C por 70 minutos con vapor fluente, con el objetivo de inactivar a las
bacterias y la liberacion del antigeno O. Para la conservacion de los antigenos O obtenidos,
una vez que los tubos se enfriaron se agregaron aproximadamente 10 mL de solucién de
formalina al 0.06%, para su preparacion se utilizé formaldehido J.T.Baker® (No. de catalogo
2106-03), cloruro de sodio J.T.Baker® (No. de catalogo 3624) y agua destilada (Navarro et al.,

2021; Qrskov & Ddrskov, 1984).

Obtencion del antigeno flagelar “H”

Por otro lado, para la obtencion de antigenos flagelares se prepararon tubos de ensayo de 16 x
150 mm con tapa de rosca y con agar semisdlido, éste se prepard utilizando peptona de
caseina o triptona BD Bioxon® (No. de catalogo 232200), extracto de carne BD Bioxon® (No. de
catalogo 211802), agar-agar DIBICO® (No. de catalogo 1001-E), gelatina bacterioldgica

DIBICO® (No. de catalogo 2009-E) y cloruro de sodio J.T.Baker® (No. de catalogo 3624). A cada
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tubo se le agregaron 9 mL del agar semisoélido y una varilla hueca de vidro en posicionada en el
centro del tubo. La inoculacion se realizé en el centro de la varilla, sin tocar el fondo del tubo,
posteriormente se incubaron a 37 °C por hasta 15 dias. Se observo turbidez del medio en los
tubos donde hubo desarrollo del flagelo, los cuales presentaron un conglomerado blanquecino
rodeando la varilla de vidrio en la superficie del agar, se tomd una porcidn de este
conglomerado con un asa bacteriolégica que fue inoculada en caldo biotriptasa, el cual se
preparé con peptona de caseina BD Bioxon® (No. de catalogo 232200), extracto de levadura
BD Bioxon® (No. de catélogo 211546), extracto de carne BD Bioxon® (No. de catalogo 211802)
y cloruro de sodio J.T.Baker® (No. de catalogo 3624). Posteriormente, los tubos con el in6culo
se sometieron a un periodo de incubaciéon de 24 horas a 37 °C, finalmente, al cultivo se le
agregaron aproximadamente 10 mL de solucion de formalina al 0.06% para conservar el

antigeno H (Navarro et al., 2021; Drskov & Qrskov, 1984).

Ensayos de serotipado por aglutinacion

Una vez obtenidos los antigenos somaticos y flagelares se procedié a realizar las pruebas de
aglutinacién, para ello, se colocaron 50 yL de los 186 antisueros somaticos distribuidos en 3
microplacas y 50 pL de los 53 antisueros flagelares en los en los pocillos de las placas de
microtitulacion, este paso se realizé con ayuda del dispensador automatizado para microplacas
Quick spense® Dynatech laboratories Inc. Posteriormente, con ayuda de una micropipeta
multicanal se agregaron 50 uL del antigeno somatico o flagelar, segun lo correspondiente, en
los pocillos de las microplacas con el antisuero, una vez culminado este paso, las microplacas
se cubrieron completamente con papel film y se incubaron. Las correspondientes al antigeno
somatico se incubaron por 24 horas a 50 °C y las correspondientes al antigeno flagelar se
incubaron por 2 horas a 50 °C. Posterior a la incubacién se realizé la lectura de las reacciones
en las placas, los resultados positivos fueron aquellos que mostraron un precipitado en el fondo

del pocillo de la placa, producto de la interaccidon antigeno-anticuerpo. Posteriormente se

59



realizdé la titulacion de reaccion con diluciones de antisueros de 1:100, 1:200, 1:400. 1:800,
1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800 en solucién salina al 0.85%, con el objetivo de disminuir las
reacciones cruzadas. Por ultimo, en aquellas reacciones que se necesitaba confirmacién se
realizé la titulacion con sueros puros con diluciones de 1:50 hasta 1:6400, se definieron los
antigenos que presentaron mayor grado de aglutinacién con la mayor dilucion del suero

(Morales-Cauti et al., 2020; Morales et al., 2017; Navarro et al., 2021; Qrskov & Jdrskov, 1984).

Asignacion de patotipo para los serotipos determinados

Una vez que se obtuvieron los serotipos de los aislados de E. coli, se procedié a realizar un
cotejo y asignacién dentro de los patotipos de E. coli, para ello se realizé una busqueda de los
reportes de los serotipos en la literatura especializada, con ayuda de los motores de busqueda

Google Scholar (https://scholar.google.com/), PubMed® (https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/) y

ScienceDirect® (https://www.sciencedirect.com/), se realizé una base de datos en una hoja de

calculo de Excel Office® 2019 para el control de la informacion recopilada y se calculd el
porcentaje de los serotipos reportados en la literatura dentro de un patotipo, los serotipos

reportados como inespecificos en la literatura y los serotipos no reportados en la literatura.

Calculo de indices ecolégicos
Para el analisis de la diversidad de los serotipos de E. coli en las muestras de carne, se realizd
el calculo de 4 indices ecoldgicos (Moreno, 2001; Valdez et al., 2018):

indice de diversidad de Simpson (D):

Yn(n—1)

D=1- N(N—1)
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indice de dominancia de Berger-Parker (d):

indice de diversidad de Shannon-Wiener (H):

H' = —Z[(paxm(pm

indice de equidad de Pielou (J'):

]'=H'/In(S)

Resistencia antimicrobiana

Se evalud la resistencia antimicrobiana de los aislados de E. coli identificados bioquimica y
serolégicamente. Se utilizaron los multidiscos PT-35 MULTIBAC 1.D. (Investigacién Diagndstica
S.A. de C.V., México, CDMX) para bacterias Gram negativas con 12 antibiéticos: amikacina
(AK 30 pg), ampicilina (AM 10 ug), carbenicilina (CB 100 ug), cefalotina (CF 30 ug), cefotaxima
(CFX 30 ug), ciprofloxacino (CPF 5 ug), cloranfenicol (CL 30 pg), gentamicina (GE 10 ug),
netilmicina (NET 30 pg), nitrofurantoina (NF 300 pg), norfloxacino (NOF 10 ug) y
sulfametoxazol/trimetoprim (STX 25 ug). Los 12 antibidticos utilizados pertenecen a 6 familias
de antibidticos: B-lactamicos (AM, CB, CF y CFX), aminoglucdsidos (AK, GE y NET),
fluoroquinolonas (CPF y NOF), fenicoles (CL), nitrofuranos (NF) y sulfonamidas potencializadas
(STX). La evaluacion de la sensibilidad antibiética se realiz6 siguiendo el método de difusiéon en
disco Kirby-Bauer. Para ello, las cepas de E. coli se sembraron por estria en agar Mueller-
Hinton MCD LAB® (No. catalogo 7131) se incubaron por 24 horas a 37 °C y del cultivo fresco se
tomo con ayuda de un asa bacteriologica de 1 a 3 colonias de E. coli para inocularlas en tubos

de ensayo de 13 x 100 mm con 5 mL de caldo Mueller-Hinton DIFCO® (No. de catalogo
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275730), hasta conseguir una turbidez similar a 0.5 de la escala de MacFarland, con el fin de
obtener una concentracion de 1.5 x 108 de CFU mL™" de caldo, la turbidez se fue ajustando
segun el caso, ya sea agregando mas colonias en caso de que faltara turbidez o diluyendo con
caldo en caso de exceder la turbidez requerida. Una vez alcanzada la turbidez a 0.5 de la
escala de MacFarland, se sumergié un hisopo estéril para posteriormente inocular en cajas
Petri con agar Mueller-Hinton MCD LAB® (No. catalogo 7131) se cercior6 de cubrir por
completo la superficie del agar, una vez que se encontraba totalmente seca la superficie del
agar, se colocaron los multidiscos con ayuda de unas pinzas de diseccién estériles,
posteriormente se incubaron por entre 16-18 horas a 37 °C (Hudzicki, 2009). Una vez
transcurrido el periodo de incubacién, se midieron los halos de inhibicion con una regla
milimétrica, siguiendo las recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés “Clinical and Laboratory Standards Institute”); el
diametro obtenido de cada antibidtico se comparé con la tabla de referencia del diametro y los
puntos de corte de la concentracién minima inhibitoria para Enterobacteriaceae del CLSI, los
resultados se expresaron por categorias: sensible (S), intermedio (I) y resistente (R) (CLSI,

2020).

Analisis de datos de la resistencia de E. coli

Los datos obtenidos se manejaron en una hoja de calculo Microsoft Office Excel® 2019, donde
se calculd el porcentaje de aislados que presentaron resistencia, sensibilidad intermedia y
sensibilidad, por familia de antibidtico y por antibiético evaluado. Adicionalmente se
determinaron los perfiles de resistencia, la frecuencia de cada perfil, la clasificacion del perfil
dentro de la multirresitencia y también se calculd el indice de resistencia multiple a antibidticos
(MARI por sus siglas en inglés “Multiple Antibiotic Resistance Index”). Para ello se siguieron
guias para la estandarizacion de la clasificacion de la resistencia antimicrobiana, inicialmente,

todos los antibidticos que presentaron aislados con sensibilidad intermedia, se consideraron
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como resistentes. Para la clasificacion de MDR, se consideraron 8 categorias de antibidticos:
penicilinas (AM y CB), cefalosporinas de 1.2 y 2.2 generacion (CF), cefalosporinas de 3.2 y 4.2
generacion (CFX), aminoglucosidos (AK, GE y NET), fluoroquinolonas (CPF y NOF), fenicoles
(CL), nitrofuranos (NF) e inhibidores del folato (STX). La clasificacién de la resistencia fue: no
multirresistente si se presentd resistencia a un compuesto de 2 o menos categorias de
antibioticos; multirresistencia (MDR por sus siglas en inglés “Multidrug-resistant”) cuando se
presentd resistencia al menos a 1 compuesto de entre 3 y 5 categorias de antibidticos;
resistencia extendida (XDR por sus siglas en inglés “Extensively drug-resistance”) cuando se
presentd resistencia a al menos 1 compuesto de entre 6 y 8 categorias de antibidticos; y
finalmente panresistencia (PDR por sus siglas en inglés “Pandrug-resistant”) cuando se
presentd resistencia a todos los compuestos de las 8 categorias evaluadas (CLSI, 2020;
Magiorakos et al., 2012). Por otro lado, para el calculo de MARI se dividi6 el numero de
antibidticos a los que un asilado presentd resistencia sobre el total de antibidticos evaluados;

valores >0.2 indican riesgo alto para la salud (Afshan et al., 2021; Jain et al., 2021).

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizé por el método de choque térmico. Primero se sembraron las
cepas de E. coli en agar Mueller-Hinton MCD LAB® (No. catalogo 7131) con un periodo de
incubacion de 24 horas a 37 °C. Posterior a ello se tomé aproximadamente 1/16 de la superficie
de la caja de colonia fresca, después fue suspendida en 400 yL de agua destilada estéril en un
tubo para microcentrifuga de 1.5 mL, para realizar un enjuague, esta se mezclé6 completamente
con ayuda de un agitador Vortex VX-200 Labnet® a 3,400 rpm por 30 segundos, posteriormente
se centrifugé a 14,500 rpm por 5 minutos en una microcentrifuga MiniSpin Eppendorf® y se
retird el sobrenadante. Al pellet que quedo, se le agregaron 200 yL de agua destilada estéril y

se homogenizé perfectamente con ayuda del vortex. Posterior a ello, las muestras se
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sometieron a calor a 100 °C en un bafio seco digital BSH1002-E Benchmark Scientific® y a frio
a -20 °C en una placa de hielo resguardada en un congelador, estos pasos se efectuaron con
intervalos de 5 minutos en cada temperatura hasta completar 3 ciclos. Después del choque
térmico, las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 14500 rpm, se recuperd el
sobrenadante que contiene el material genético en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL

estériles y se mantuvieron en congelacion a -20 °C para usos posteriores (Ribeiro et al., 2016).

Lectura de concentracion y pureza del material genético

Se midié la pureza y concentracion del DNA en el espectrofotdmetro ND-1000 Thermo
NanoDrop®; como blanco se utilizé agua destilada estéril. Se consideré una concentracion de
DNA ¢éptima >150 ng/uL; en cuanto a la pureza, para la relacién de absorbancia A260/280 se
considero que el DNA fue 6ptimo cuando el valor fue de entre 1.8-2.0, y con pureza aceptable
si la relacion fue >1.6; en complemento, la relacién de absorbancia A260/230 se consider6 un

valor 6ptimo de pureza de entre 2.0-2.2, y pureza aceptable >1.8 (BNADN, 2020).

Genes de resistencia antimicrobiana

Se determinaron 7 genes de resistencia antimicrobiana a todos los aislados de E. coli
identificados bioquimica y serolégicamente, los cuales fueron: acc(6’)le-aph(2”)-la que confiere
resistencia contra aminoglucoésidos; blatem-1, bla, y blapse-1 asociados a resistencia contra (-
lactamicos; floR que confiere resistencia a fenoles; y gyrA y parC asociados a resistencia frente
a las fluoroquinolonas. Para todos los genes se ocup6 el kit para PCR GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (No. catdlogo M8291) y el Termociclador Mastercycler® Pro con panel de control
Eppendorf®. El gen acc(6’)le-aph(2”)-la se determind por PCR punto final, con los iniciadores
aacF (5 CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG 3’) y aacR (5 CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC 3)

(Vakulenko et al., 2003); la concentracion de la mezcla de reaccién fue: 1X de buffer, 1.5 mM
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de MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 1.0 uM de cada iniciador, 1.0 U de Taq polimerasa y 1.0 uL de
DNA, ajustado a un volumen final de reaccion de 25 uL. Las condiciones de reaccién fueron:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién (94
°C por 40 segundos), alineacién (55 °C por 40 segundos), extensién (72 °C por 40 segundos) y
una extensién final a 72 °C por 2 minutos. Para el gen blapse-1 se utilizaron los iniciadores Pse-
F (5 GGCAATCACACTCGATGATGCGT 3’) y Pse-R (5 GGCTCAATACGGTCTAGACGAGT
3’) (Chiu et al., 2006). La concentracion de mezcla de reaccion fue de: 1X de buffer, 1.5 mM de
MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 1.0 uM de cada iniciador, 1.0 U de Taq polimerasa y 1.0 uL de DNA,
ajustado a un volumen final de reaccion de 25 L. Las condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién (95
°C por 45 segundos), alineacion (62 °C por 45 segundos), extension (72 °C por 1 minuto) y una
extension final a 72 °C por 5 minutos. Para el gen floR, se utilizaron los iniciadores FloR-F (5’
CTTTGGCTATACTGGCGATG 3’) y FIoR-R (5 GATCATTACAAGCGCGACAG 3’) (Chiu et al.,
2006). Se utilizé una mezcla de reaccion con una concentracién de: 1X de buffer, 1.5 mM de
MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 1.0 uM de cada iniciador, 1.0 U de Taq polimerasa y 1.0 uL de DNA,
ajustado a un volumen final de reaccién de 25 pL. Las condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizaciéon (95
°C por 45 segundos), alineacion (57 °C por 45 segundos), extension (72 °C por 1 minuto) y una
extension final a 72 °C por 5 minutos. Por otro lado, los genes blaz y blatem se determinaron por
PCR-multiplex, se utilizaron los iniciadores BlaZ-F (5 -ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 3’) y
Blaz-R (5 TGACCACTTTTATCAGCAACC 3) (Duran et al, 2012), BIaTEM-F (5
ATGAGTATTCAACATTTCCG 3’) y BIaTEM-R (5° CCAATGCTTAATCAGTGAGG 3’) (Tofteland
et al., 2007). El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 yL con una concentracién de:
1X de buffer, 3.0 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.6 uM de cada iniciador, 2.0 U de Taq
polimerasa y 3.0 yL de DNA. Las condiciones del termociclador fueron: desnaturalizacién inicial
a 94.5 °C por 4 minutos, seguido de 15 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 30 segundos),
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alineacion (56 °C por 30 segundos), extension (72 °C por 40 segundos), seguido de 15 ciclos
de desnaturalizacion (95 °C por 30 segundos), alineacién (54 °C por 30 segundos), extension
(72 °C por 30 segundos), seguido de 15 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 30 segundos),
alineacion (56 °C por 30 segundos), extension (72 °C por 40 segundos), seguido de 15 ciclos
de desnaturalizacion (95 °C por 30 segundos), alineacién (54 °C por 30 segundos), extension
(72 °C por 30 segundos) y una extension final a 72 °C por 10 minutos. Finalmente, los genes
gyrA y parC se determinaron por PCR-multiplex, se utilizaron los iniciadores gyrA-F (5
AGGGGATGTTATGGGTAAAT 3’) y gyrA-R (5 GTGAATTCCAGATTTCCCCAT 3’), parC-F (5’
CTTGAGGACATCATGGGAGAG 3’) y parC-R (5 TTCCGTATCGTCAAAGTTCC 3’) (Uruén et
al., 2024). El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 uL con una concentracion de: 1X
de buffer, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.8 uM de cada iniciador para le gen gyrA, 0.4
MM de cada iniciador para el gen parC, 1.0 U de Taq polimerasa, 1.0 uyL de DNA y 15.7 yL de
agua libre de nucleasas. Las condiciones del termociclador fueron: desnaturalizacién inicial a
94 °C por 10 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 45 segundos),
alineacién (55 °C por 30 segundos), extension (72 °C por 1 minuto), seguido de una extension

final a 72 °C por 7 minutos.

Visualizacién de los productos amplificados de los genes de resistencia

La presencia de los amplicones: blarse-1 156 pb, bla, 173 pb, floR 266 pb, acc(6’)le-aph(2”)-la
348 pb, parC 423 pb, gyrA 481 pb, y blatem-1 858 pb, se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2.00%, con una corrida de 2 horas a 80V, el gel se tind con bromuro de etidio y se
coloco en un fotodocumentador Gel Logic 1500 Imaging Kodak® para capturar el revelado de la

electroforesis con las bandas correspondientes (Reyes-Rodriguez et al., 2020).
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Analisis de datos del perfil genotipico de resistencia

Los datos obtenidos de esta seccidon se manejaron en una hoja de calculo Microsoft Office
Excel® 2019, para cada gen de resistencia antimicrobiana se calculdé la frecuencia y el
porcentaje de aislados positivos y negativos, para su expresion grafica. Adicionalmente, se
realizd una comparativa entre la frecuencia de la resistencia expresada fenotipica y la
genotipicamente, para ello se calculé una chi® para determinar la existencia de asociacion entre
estas dos variables, y posteriormente se calcul6 el indice V de Cramer para determinar el grado

de asociacion (Akoglu, 2018).

Factores de virulencia

La determinacién de los genes de virulencia se realizé a 180 aislados, en éstos de incluyeron
los que se identificaron dentro del patotipo de EHEC, los reportados como inespecificos y
aquellos no reportados en la literatura, con base en la busqueda de los serotipos. Se
determinaron 4 genes de virulencia: stx1, stx2, eaeA, y hlyA. Se realiz6 una PCR-multiplex para
detectar estos genes, para ello se utilizo el kit para PCR GoTaqg® Flexi DNA Polymerase (No.
catadlogo M8291) y los siguientes primers stx1-F (5 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 3),
stx1-R (5" AGAACGCCCACTGAGATCATC 3), stx2-F (5° GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 3),
stx2-R (5 TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 3’), eaeA-F (5 GACCCGGCACAAGCATAAGC 3)),
eaeA-R (5° CCACCTGCAGCAACAAGAGG 3'), y hlyA-F (5° GCATCATCAAGCGTACGTTCC
3’), hiyA-R (5 AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 3’) (Paton & Paton, 1998, 2002). El volumen
final de la reaccion fue de 25 pL, con concentracion de: 1X de buffer, 1.0 mM de MgCl,, 0.08
mM de dNTPs, stx1F 1.0 uyM, stx7R 1.0 yM, stx2F 1.0 uM, stx2R 1.0 uM, hlyAF 1.0 uM, hlyAR
1.0 M, eaeAF 1.0 M, eaeAR 1.0 uM, 1.0 U de Taq polimerasa, 5.0 yL de DNA, y 10.2 de
agua libre de nucleasas, la mezcla de reaccion fue depositada en tubos para microcentrifuga

de 200 L. Se utilizd el Termociclador Mastercycler® Pro con panel de control Eppendorf® con
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las siguientes condiciones: 9 ciclos de: desnaturalizacion (95°C por 1 minuto), alineacion (66°C
por 2 minutos) y extension (72°C por 1:30 minutos); 5 ciclos de: desnaturalizacién (95°C por 1
minuto), alineacion (65.5°C por 2 minutos) y extensién (72°C por 1:30 minutos); 9 ciclos de:
desnaturalizacion (95°C por 1 minuto), alineacién (61.5°C por 2 minutos) y extension (72°C por
1:30 minutos); finalmente 10 ciclos de: desnaturalizacion (95°C por 1 minuto), alineacion (61°C

por 2 minutos) y extensién (72°C por 2:30 minutos) (Reyes-Rodriguez et al., 2015).

Visualizaciéon de los productos amplificados de los genes de virulencia

La presencia de los amplicones: stx1 180 pb, stx2 255 pb, eaeA 384 pb, hlyA 534 pb, se
verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2.00%, con una corrida de 2 horas a 80V, el
gel se tifd con bromuro de etidio y se coloco en un fotodocumentador Gel Logic 1500 Imaging
Kodak® para capturar el revelado de la electroforesis con las bandas correspondientes (Reyes-

Rodriguez et al., 2020).

Anadlisis de datos de la presencia de genes de virulencia
Los datos obtenidos de esta seccion se manejaron en una hoja de calculo Microsoft Office
Excel® 2019, se calculd la frecuencia y el porcentaje de aislados positivos y negativos para los

4 genes de virulencia, para su expresion grafica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Conteos de unidades formadoras de colonias de coliformes totales

Se realizé el conteo de coliformes totales de los 87 puntos de venta, desafortunadamente, a la
fecha del analisis de resultados, no existe una norma oficial mexicana que establezca un LMP
de coliformes en carne molida. No obstante, el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de América (USDA por sus siglas en inglés “United States Department of Agriculture”) a
través de la Ley Nacional de Almuerzos Escolares Richard B. Russell (Richard B. Russell
National School Lunch Act), establece un LMP de 1000 (10%) CFU g de coliformes totales en
carne molida (USDA/AMS, 2015). En el marco regulatorio de este LMP, de los 87 puntos de
venta, unicamente 1 (1.15%) cumple este criterio, éste pertenece al municipio A y se trata de la
muestra A5 con 895 (102%") CFU g de coliformes totales (Figura 3-A). Los puntos de venta A1
y A2 presentaron conteos de 7700 (10%8¥€) y 1385 (10%'#') CFU g respectivamente, en cambio,
las muestras A4, A6, A9, A10, A11, A13 y A14 tuvieron conteos de 10’ CFU g™, y los puntos de
venta A3, A7, A8, A12, A15 presentaron conteos de 10° CFU g (Figura 3-A). Para el municipio
B, las muestras B2, B3, B6 e B21 presentaron conteos de 3300 (10%°'®¢), 4700 (103672), 3600
(1035%6) y 3500 (10%°*4) CFU g' respectivamente, mientras que las muestras B5, B9, B11, B13 e
B15 presentaron conteos de 10’ CFU g y las muestras B1, B4, B7, B8, B10, B12, B14, B16,
B17, B18, B19 e B20 tuvieron conteos de 10° CFU g (Figura 3-B). El municipio C, tuvo la
particularidad de que los 25 puntos de venta muestreados (C1-C25), presentaron conteos de
10° CFU g™ (Figura 3-C). Por ultimo, el municipio D presentd la muestra D1 con 6900 (1038%)
CFU g, mientras que las carnicerias D2, D3, D5, D17, D18, D19, D20, D21 y D26 tuvieron
conteos de 10’ CFU g7, y las muestras D4, D6, D7, D8, D9, D10, D11, D12, D13, D14, D15,

D16, D22, D23, D24 y D25 presentaron conteos de 10° CFU g (Figura 3-D).
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Figura 3. Conteos de CFU de coliformes totales en las muestras de carne molida. A) muestras del
municipio A; B) muestras del municipio B; C) muestras del municipio C; D) muestras del municipio D. Los

valores son expresados en escala logaritmica base 10 sobre gramo de carne (Log1o CFU g).

Por otro lado, 86 (98.85%) puntos de venta se encuentran con conteos de coliformes totales
>1000 CFU g™, porcentaje similar al obtenido en Monterey, Nuevo Le6n donde se reporté que el
100.00% de la carne analizada se encontré fuera de este LMP (Garcia & Salazar, 2001),
contrario al reporte de Estados Unidos, donde, de los afios 2015-2018 unicamente el 0.07% de
las muestras y de los afios 2019-2022 el 0.16% de las muestras analizadas superaron las 1000
CFU g (Stone et al., 2025; Vial et al., 2019), resaltando las deficiencias que presenta la
regulacion mexicana respecto a este indicador microbiologico en la carne, al no existir un LMP
establecido en ninguna normativa. Al igual, se obtuvo una media general de 8.250 £ 1.673 log1o
CFU g'; por municipio, el municipio C fue el que presenté mayor carga de coliformes con una
media de 9 log1 CFU g1, seguido del municipio D con 8.791 + 1.296 log1, CFU g'', el municipio
B con 8.758 + 2.120 log1o CFU g, por ultimo, el municipio A con 8.528 + 2.085 logio CFU g;

por otro lado, no se encontré diferencia estadistica entre las medias (p= 0.2). En otras regiones
70

21 @



del pais se han reportado conteos >1000 CFU g de coliformes en carne de res, como lo
reportado en Jalisco con una media de 10*7° CFU g (Cabrera et al., 2020) mientras que en
Ciudad de México se reportd una media de 103" CFU g™ (Pond et al., 2016). Igualmente, en
otros sitios como el Cairo, Egipto, se reportd una media de 103522 CFU g’ en carne local y
103851 CFU g en carne importada (Hassanien et al., 2020), mientras que, en Windhoek,
Namibia la media fue de 10*°'° CFU g (Nkandi, 2017). Sin embargo, la carga de coliformes en
carne fue al doble en el presente estudio, evidenciando una calidad microbiolégica deficiente en
la region de estudio, que, sin duda alguna, representa una amenaza en el ambito de salud
publica, esto por la presencia de patégenos de origen entérico que puede albergar la carne y
que conforman a este grupo indicador, tales como Escherichia spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp. y Klebsiella spp. (Martin et al., 2016). Ademas, la presencia elevada de
coliformes totales en la carne analizada se encuentra altamente relacionada con deficiencias
sanitarias durante la cadena alimentaria, en particular en malas practicas de manufactura
durante el procesamiento de la carne en los puntos de venta, enmarcando principalmente
deficiencias en los procesos de sanitizacion y desinfeccion de equipos, utensilios y cualquier
superficie que se encuentre en contacto con la carne, ademas de una mala calidad del agua
utilizada en los establecimientos, practicas antihigiénicas por parte de los manipuladores de
este alimento, sin pasar por alto que parte de esta contaminacion puede provenir del ambiente

(Kassem et al., 2020; Laban et al., 2021; Mladenovi¢ et al., 2021).

Conteo de Unidades Formadoras de Colonias de E. coli

La norma oficial mexicana NOM-194-SSA1-2004 establece un LMP de 5000 CFU g (103 CFU
g") de carne molida. Los conteos de cada municipio se expresan en la Figura 4. El municipio A
presentd 5 (33.33%) puntos de venta dentro de este LMP y 10 (66.66%) que estuvieron fuera
del LMP, las muestras A1, A2, A5, A10 y A11 presentaron conteos de 750 (10%87°), 100 (10?),

160 (10%2%4), 580 (10%75%) y 705 (10%848) CFU g respectivamente, mientras que las muestras
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A4, A6, A9, A13 y A14 presentaron conteos de 10’ CFU g, Asimismo las muestras A3, A7, A8,
A12 y A15 presentaron conteos de 10° CFU g (Figura 4-A). El municipio B presenté 6 (28.57%)
puntos de venta con conteos <5000 CFU gy 15 (71.42%) puntos de venta con conteos >5000
CFU g, de manera especifica las muestras B10 e B21 no presentaron conteos para E. coli,
ademas, las muestras B2, B3, B6 e B18 presentaron conteos de 260 (1024'4), 475 (10%67¢), 385
(102585) y 200 (10%%") CFU g respectivamente, mientras que, las muestras B5, B9, B11, B13 'y
B15 presentaron conteos de 10’ CFU g y las muestras B1, B4, B7, B8, B12, B14, B16, B17,
B19 y B20 presentaron conteos de 10° CFU g’ (Figura 4-B). Por otro lado, el municipio C
presento Unicamente 2 (8.00%) puntos de venta con conteos <5000 CFU gy 23 (92.00%) con
conteos >5000 CFU g, especificamente, las carnicerias C2 y C16 presentaron conteos de 535
(102728) y 250 (10%%7) CFU g, mientras que el resto de carnicerias (C1, C3, C4, C5, C6, C7,
C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24 y C25)
presentaron conteos de 10° CFU g™ (Figura 4-C). El municipio D presenté 3 (11.53%) puntos de
venta dentro del LMP establecido por la NOM-194-SSA1-2004, mientras que 23 (88.46%)
estuvieron fuera de este LMP; las carnicerias D1, D3 y D21 presentaron conteos de 460
(102662) 220 (10%342) y 290 (10%4%2) CFU g respectivamente, en cambio, los puntos de venta
D2, D5, D17, D18, D19, D20 y D26 presentaron conteos de 107 CFU g™, y los puntos de venta
D4, D6, D7, D8, D9, D10, D11, D12, D13, D14, D15, D16, D22, D23, D24 y D25 tuvieron
conteos de 10° CFU g™ (Figura 4-D), evidenciando conteos superiores de E. coli en los Ultimos
dos municipios, ubicados al sur de la region. En un contexto general, de las 87 carnicerias
analizadas, el 81.60% (71/87) presentaron conteos superiores al LMP, en cambio, el 18.40%
(16/87) de los puntos de venta presentaron conteos dentro del LMP estipulado por la norma
oficial mexicana, contrastando con otros estudios realizados en el pais, en la ciudad de
Guadalajara, Jalisco se reporté que el 61.50% de las muestras analizadas se encontraban fuera
del LMP, en cambio el 38.50% cubrian el LMP de la norma (Cabrera et al., 2020), contrario a lo

reportado en la ciudad de Culiacan, Sinaloa con conteos que oscilaban entre las 100-700 CFU

72



Log,q CFU g E. coli

Log,a CFU g E. coli

c1

g (Jiménez et al., 2012), evidenciando mayor carga de E. coli en carne de res en el presente

o

8

71

6

51

&

3

.

A
T § @ = W © kK @ & © £ @ ® ¥ © oma w9 ow 0 k@ 09 p 8 n § 0 6 k®
< <« < « <« « 2« &« L o« T x 4 = O m mm@Dm@m @O s My R mmMm M m

o

8

71

&1

5

a

34

2

c
Nﬁwmmhmmc:wmwgwhgmggﬁgaﬁ 0'ENmﬂ-mwhmmc"Nfﬁi,‘Egﬁwegaﬁm
DOOLOOOLVLOOZHOULLOOLOLODLDOBOZH Y e e = e = o S A = B L = T B

Muestras Muestras

Figura 4. Conteos de CFU de E. coli en las muestras de carne molida. A) muestras del municipio A; B)
muestras del municipio B; C) muestras del municipio C; D) muestras del municipio D. Los valores son

expresados en escala logaritmica base 10 sobre gramo de carne (Log10 CFU g™).

En comparativa con otros LMP de indole internacional, dependencias como la USDA
(USDA/AMS, 2015) y la Unién Europea (EU por sus siglas en inglés “European Union”) a través
del reglamento (EC) No 1441/2007 (European Council, 2007) establecen un LMP de 500
(102790 CFU g de E. coli en carne molida o picada, contrastando nuestros datos con este LMP,
se obtuvo que el 11.50% (10/87) de las muestras se encuentran dentro del LMP, mientras que,
el 88.50% (77/87) exceden el LMP, lo que implica que la calidad microbiolégica de la mayoria
de la carne analizada presenta deficiencias y por consecuencia, limitaciones para su
comercializacion o distribucién en los paises bajo estas normas, una situacién que cobra
relevancia debido a que aproximadamente el 11.00% de la carne de res importada en Estados
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Unidos proviene de México (USDA, 2025), por ejemplo, en el 2024 de las 272 mil toneladas
exportadas nacionalmente, el 87.60% fue destinado a Estados Unidos (COMECARNE, 2025).
En complemento, en otras regiones del mundo como Turquia, se reportdé una media de 10310
CFU g’ de E. coli en carne molida (Eyi & Arslan, 2012), en Libano se reporté el 76.00% de
muestras de carne molida con conteos de >500 CFU g (Kassem et al., 2020), asimismo en Irak
se reporté que el 93.33% de la carne local evaluada presentd conteos >500 CFU gy 90.00%
de carne proveniente de la India presentdé conteos >500 CFU g’ (Al-Chalaby, 2020),
evidenciando asi la presencia de E. coli en altas concentraciones y que superan el LMP de 500
CFU g, incluidos los datos de la presente investigacion, contrario a lo reportado en Estados
Unidos de América con unicamente el 0.04% y 0.08% de muestras de carne con conteos de E.
coli >500 CFU g en los afios 2015-2018 y 2019-2022 respectivamente (Stone et al., 2025; Vial
et al., 2019). Lo anterior, esta relacionado a la deficiencia en la aplicacién de normativa y de
sistemas de vigilancia de las buenas practicas de manufactura a lo largo de la cadena de
produccién primaria de la carne y en la comercializacion minorista en paises en vias de
desarrollo (Vidal et al., 2022). Ademas, se evidencia la importancia de seguir con el monitoreo
de E. coli en carne, por ser el indicador sanitario mas fiable de contaminacioén fecal directa o
indirecta en los alimentos (Scheinberg et al., 2017; Suman et al., 2022), también es un indicador
de la contaminacion con patégenos de origen entérico de alta relevancia en salud publica, por lo
tanto, su presencia en la carne de res compromete la inocuidad de este alimento y predispone
una amenaza a la salud de la poblacion (Wang et al., 2021; Wispriyono et al., 2021). Por otro
lado, se obtuvo una media general de 8.794 + 2.600 logio CFU g de E. coli de las 87 muestras
analizadas, evidenciando conteos de E. coli elevados, adicionalmente, se obtuvo en C los
conteos mas altos de E. coli en las muestras de carne, con una media de 8.963 + 1.780 log1o
CFU g™, seguido de D con 8.791 + 2.120 log1o CFU g, cabe mencionar, que estos municipios
corresponden a la zona sur de la region del Valle del Mezquital. Adicionalmente, de los
municipios que incluye la zona norte de la regién, A presentd los conteos mas bajos, con una

media de 8.527 + 2.800 logio CFU gy B present6 una media de y 8.679 + 3.250 log+o CFU g
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(Figura 5). La comparativa entre municipios evidencio diferencias estadisticas significativas (p=

0.01), donde el municipio C presentd el mayor valor en los conteos de E. coli (Figura 5).

12 -
11 ~

10 A

Logy UFC g E. coli

Municipios
Figura 5. Recuento de E. coli en las muestras de carne molida del Valle del Mezquital, las barras
expresan la media * desviacion estandar por municipio analizado. Los valores son expresados en escala
logaritmica base 10 sobre gramo de carne (Logio CFU g'). Los superindices indican diferencias
estadisticas (p <0.05).

Evaluacion sanitaria de los puntos de venta

De los 53 items de la lista de verificacion sanitaria, 41 items fueron susceptibles para el calculo
del Odds Ratio (OR). La primera categoria, consisti6 en los items relacionados a la
infraestructura, equipos y utensilios. Los valores de OR correspondientes se ilustran en la
Figura 6. Se observé que diferentes elementos pueden jugar un rol como factores de exposicion
protectores (valor de OR <1.0), respecto a la contaminacion por E. coli en la carne molida, entre
ellos destacaron los items:, los equipos de refrigeracion y/o congelacién contaban con
termdmetros o dispositivos para el registro de temperatura y se encontraron funcionando
correctamente y en un lugar visible (OR= 0.36 [IC95.00% 0.27-0.44]); los pisos, paredes, techos
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y/o las uniones en las superficies de pisos 0 paredes se encontraban recubiertas con materiales
no continuos en las areas de produccion y eran de facil limpieza (OR= 0.44 [IC95.00% 0.36-
0.53]); los equipos, utensilios y materiales que se emplearon en la produccién y/o
procesamiento, se encontraron inocuos y resistentes a la corrosion (OR= 0.49 [IC95.00% 0.40-
0.57]); el punto de venta contaba con abastecimiento de agua potable e instalaciones
apropiadas para su almacenamiento y distribucion (OR= 0.5 [IC95.00% 0.41-0.58]); el drenaje
tenia trampa contra olores, coladeras y canaletas con rejillas, libres de basura, sin
estancamiento y en buen estado (OR= 0.67 [IC95.00% 0.58-0.75]); los equipos se encontraban
instalados en forma tal, que el espacio entre estos, la pared, el techo y el piso permitian su
limpieza y desinfeccion (OR= 0.68 [IC95.00% 0.59-0.76]); y finalmente, se determind la practica
de alguna medida y/o método que garantizaba la potabilidad del agua (OR= 0.76 [IC95.00%
0.67-0.84]) (Figura 6). Por otro lado, aquellos items que no se cubrieron y que tras el calculo del
OR se determind que incrementaban la probabilidad de contaminacion de la carne molida de
res con E. coli, fueron: una mala iluminacién que impedia llevar a cabo la realizacion de las
operaciones de manera higiénica (OR= 2.19 [IC95.00% 2.10-2.27]), las puertas y ventanas de
las areas de produccion no se encontraban provistas de proteccion para evitar la entrada de
lluvia y fauna nociva (OR= 2.42 [IC95.00% 2.33-2.50]); presencia tuberias, ductos, rieles, vigas,
o0 cables, que pasan por encima del area de produccion y donde la carne se encontraba
expuesta (OR= 2.54 [1C95.00% 2.45-2.62]); los equipos, utensilios y materiales en contacto con
la carne no fueron lisos, lavables, presentaban roturas y no permitian su desinfeccion (OR= 3.0
[1C95.00% 2.91-3.08]); no hubo proteccién de los focos y/o lamparas en el area de
procesamiento y la carne se encontraba expuesta (OR= 3.05 [IC95.00% 2.96-3.13]); la
presencia de tuberias con goteos que sobrepasaban por encima del area de produccion y
donde la carne estaba expuesta (OR= 3.24 [IC95.00% 3.15-3.32]) (Figura 6). En otro estudio
realizado en Autlan de Navarro, Jalisco, se aplicé la misma lista de verificacion en distintas
carnicerias de la ciudad (Jiménez et al., 2022), las cuales, el 100.00% presentaron deficiencias

en el cumplimiento de las categorias de instalaciones y areas, asi como la de servicios,
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contrastando con los datos del presente estudio, 4 items de la categoria instalaciones y areas, y

5 items de categoria de servicios presentaron un OR >1, evidenciando que estas dos

categorias son un area de mejora importante para garantizar la inocuidad de la carne en el pais.

Tuberia expuesta OR=3.24

IC 95% [3.15-3.32]
Proteccion en focos OR=3.05

Equipos no aptos OR=3.00
auie = IC 95% [2.96-3.13]

IC 95% [2.91-3.08]

N teccié - Conductos cruzan drea de
o eccmncﬂgfz :ZS produccién OR=2.54
y ventanas OR=2. IC 95% [2.45-2.62]

IC 95% [2.33-2.50
L ] Mala iluminacion OR=2.19

1C 95% [2.10-2.27]

ry

Instalaciones que evitan la
contaminacion OR=1.71 IC 95%
[1.62-1.79]

Qdds Ratio

Sanitarios OR=1.48 1C95% [1.39-1.56]
Agua en contacto OR=1.13

E. coli Odds Ratio

Category
Agua en contacto con los alimentos
Equipos y utencilios
Instalaciones y areas

Instalaciones

limpias 0R=1.19

Buen mantenimiento

- Senicios
OR=1.251C95% [1.16-1.33] 1C95% [1.04-1.21] .

5 . Acumulacién de agua | yentilacisn OR=1.1 IC95% [1.01-1.18
B e .Y - N B (R s
| d [0.54-2.41) Tratamiento al agua
Equipos separados OR=0.68 OR=0.76 IC 95%
IC 95% [0.59-0.76] Drenaje OR=0.67 IC 95% [0.58-0.75] [0.67-0.84]
T o Equipos inocuos Agua potable (instalaciones) OR=0.5 IC 95% [0.41-0.58]
— a,
continuas OR=0.44 OR=0.491C95% Termometros OR=0.36
IC 95% [0.36-0.53] [0-40-0.57] . IC 95% [0.27-0.44]
Item

Figura 6. Valores del Odds Ratio para la presentacion de E. coli en los puntos de venta analizados, se
observan como factores de exposicion los items del listado de verificacién de buenas practicas para
establecimientos de venta de carnes rojas. Se incluyen las categorias asociadas al mantenimiento de

instalaciones, equipos y utensilios.

Por otro lado, respecto a los items de la segunda categoria, es decir, los relacionados a la
manufactura y el personal quedan ilustrados en la Figura 7. Los items que funcionaron como
protectores (OR <1) para que la carne no sufriera contaminacion con E. coli fueron: el personal
se presentd aseado al area de trabajo, con ropa y calzado limpios e integros, ademas de
presentar mandil o delantal limpio y cofia o gorra para cubrir el cabello (OR= 0.44 [IC95.00%
0.35-0.52]); son retirados del establecimiento los productos, materiales inutiles, obsoletos o

fuera de especificaciones (OR= 0.45 [IC95.00% 0.36-0.53]); el drenaje contaba con cubierta
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para evitar la entrada de plagas provenientes del alcantarillado o areas externas (OR= 0.57
[1C95.00% 0.48-0.65]); los equipos de refrigeracion se encontraban a una temperatura maxima
de 4°C (OR= 0.59 [IC95.00% 0.50-0.67]); los envases y recipientes en contacto directo con la
materia prima y productos estaban protegidos del polvo, lluvia, fauna nociva y materia extrafa
(OR= 0.67 [IC95.00% 0.58-0.75]); finalmente, no hubo evidencia de que el personal coma,
beba, fume, mastique, escupa, tosa y/o estornude en las areas en donde se entre en contacto

directo con materias primas, productos y envases (OR= 0.81 [IC95.00% 0.72-0.89]).
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Figura 7. Valores del Odds Ratio para la presentacion de E. coli en los puntos de venta analizados, se
observan como factores de exposicion los items del listado de verificacién de buenas practicas para
establecimientos de venta de carnes rojas. Se incluyen las categorias asociadas a la manufactura y al

personal.

Contrario a este escenario, los items cuyo incumplimiento incrementaron la probabilidad de
contaminacion de la carne molida con la bacteria de E. coli, fueron: la presencia de animales

domésticos y/o mascotas en el punto de venta durante el procesamiento de la carne (OR= 1.9
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[1C95.00% 1.81-1.98]); no se realizé una limpieza y desinfeccion de acuerdo a lo que requiere el
procesamiento de la carne molida (OR= 2.0 [IC95.00% 1.91-2.08]); se presentd una
acumulacion de basura, desechos y desperdicios en la zona destinada para el manejo y
procesamiento de la carne molida (OR= 2.16 [IC95.00% 2.07-2.24]); la materia prima y
productos se colocaron de forma tal, que no permitian la circulacién del aire (OR= 2.35
[1C95.00% 2.26-2.43]); los mostradores para exhibicion y venta donde se utiliza hielo para
conservar los productos, no contaban con un sistema de drenaje para el agua de deshielo y
cuando los refrigeradores no contaban con un desaglie que en conjunto se propiciaba la
acumulacion de agua (OR= 2.5 [IC95.00% 2.41-2.58]); la presencia de plagas y/o fauna nociva
en el area de procesamiento, en especifico la presencia de moscas (OR= 2.55 [IC95.00% 2.46-
2.63]); y finalmente, el personal de producciéon y manipulacion de la carne presentd signos
como tos frecuente, secrecion nasal, ictericia o heridas en areas corporales que entren en
contacto directo con la materia prima o productos (OR= 2.66 [IC95.00% 2.57-2.64]) (Figura 7).
Al igual, en el estudio realizado por Jiménez y colaboradores (2022), el 100.00% de las
carnicerias presentaron deficiencias en el cumplimiento de las categorias de almacenamiento y
mantenimiento y limpieza, en el presente 3 items de ambas categorias presentaron un OR >1.
Lo que en conjunto sugiere que en distintas regiones del pais, el almacenamiento de la carne
expedida no es el correcto, ademas de evidenciar la falta y/o fallas en la aplicacién de los
Procesos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) en los puntos de venta, ya que,
malas condiciones de higiene y limpieza en los equipos, utensilios y superficies en contacto con
la carne se asocia directamente con la contaminacion de la carne con patégenos ademas de
favorecer su proliferacion (Grace & Sandoval, 2020). Otra categoria que presento fallas en el
estudio de Jiménez y colaboradores (2022) fue control de plagas con el 85.00% de carnicerias
evaluadas que no cubrieron totalmente los items de esta categoria, al igual que en el presente
estudio, con 2 items con OR >1. En especifico la plaga con mayor frecuencia fueron las moscas
sinantrdpicas, estos insectos son catalogados como vectores de patdégenos entéricos incluida a

E. coli por el contacto con materia fecal, que pueden adherirse en distintas partes de las
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moscas, como patas, alas, piezas bucales y abdomen (Jacques et al., 2017). Lindeberg y
colaboradores (2018) determinaron que la probabilidad de contaminacion del arroz con E. coli
es 5.4 veces mayor ante el contacto con moscas, por otro lado, Doza y colaboradores (2018)
determinaron un incremento de la concentracién media de E. coli en alimentos de 10%3°*NMP g
por cada aumento de 10" NMP g' en la concentracion media de E. coli en moscas,
evidenciando el papel de las moscas en la transmision de este agente etioldgico en los
alimentos. Adicionalmente, datos reportados por el CDC, indicaron que en el periodo de 2014-
2022, en Estados Unidos de América, el 43.50% de los brotes de ETA’s de origen bacteriano
reportados, se atribuyen a alimentos contaminados por fuentes animales o ambientales (Holst
et al.,, 2025), subrayando el papel que presentan plagas como las moscas o animales
domeésticos en la contaminacion alimentaria, y que en el presente estudio incrementaron (OR=
2.5 [IC95.00% 2.46-2.63] y 1.9 [IC95.00% 1.81-1.98] respectivamente) la probabilidad de
contaminacion de la carne con E. coli. Asimismo, en este reporte del CDC, se determiné que el
24.54% los brotes de ETA’s se encontrd relacionado a la irrupcion de la cadena de frio de los
alimentos por tiempos prolongados (Holst et al., 2025), complementando con lo obtenido en
este estudio, donde se evidencid que al mantener controlada la temperatura (4 °C) de
almacenamiento de la carne se disminuy6 (OR= 0.59 [IC95.00% 0.50-0.67]) la probabilidad de
contaminacion. Otro factor importante y que presenté el valor de OR mas elevado en la 2.2
categoria fue la presencia del personal con signos clinicos (OR= 2.66 [IC95.00% 2.57-2.64])
que presenta concordancia con los datos de CDC, en el que se le atribuye hasta un 16.00% de
brotes de ETA’s a trabajadores que cursaban un proceso infeccioso, esto a través del contacto
directo de las manos con los alimentos (Holst et al., 2025). De manera conjunta el calculo del
OR ayud6 en la determinacion de la fuerza de asociacion entre el cumplimiento o
incumplimiento de los items respecto a la presencia o ausencia de E. coli en la carne,
evidenciando que fallas en el cumplimento de la NOM-251-SSA1-2009 favorecen la
contaminacion microbiolégica de la carne, comprometiendo asi su inocuidad y representando

un riesgo potencial para la salud poblacional. Ademas de evidenciar fallas en la vigilancia y
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aplicacion de los sistemas de analisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP por sus
siglas en inglés “Hazar Analysis and Critical Control Point”), analisis de riesgos e inspecciones
sanitarias durante el procesamiento y manipulacion de la carne para su comercializacion en la
zona de estudio, siendo este punto, la ultima etapa para que llegue a la mesa del consumidor,
lo que subraya la importancia de atender las deficiencias sanitarias que presentaron los puntos
de venta de la region de estudio, teniendo como finalidad la reduccion de la contaminacion
microbiologica y garantizar la obtencion de carne inocua (FAO, 2023a, 2023b; Focker et al.,

2022; OPS, 2021; Yu et al., 2020).

Por otro lado, de los 9 items que no fueron susceptibles del calculo OR, se tuvo que, el 82.75%
(72/87) de los puntos de venta no contaban con licencia de funcionamiento vigente y en un
lugar visible para el consumidor, en el 97.70% (85/87) no presentaron una separacion entre las
areas de expendio o venta respecto al area donde se procesa la carne, el 98.85% (86/87) no
contd con rétulos que fomentaran la higiene personal, en especial el lavado de manos después
de utilizar el sanitario, en el 91.95% (80/87) no se evita la contaminacién cruzada, entre los
cortes de carne y el producto que se le otorga al consumidor, lo que esta intimamente
relacionado con que en el 89.65% (78/87) los equipos y utensilios en contacto con la carne no
se encontraron limpios y desinfectados antes de iniciar su procesamiento, en el 100.00% no
hubo lavado de manos por parte de los manipuladores de la carne, siguiendo las
recomendaciones de dependencias como la Secretaria de Salud (SS, 2015) y la OMS (WHO,
2009) en contraste, unicamente en el 5.74% (5/87) hubo lavado de manos, pero sin la
aplicacion de jabon y sin seguir los pasos de un correcto lavado, en el 96.56% (84/87) no se
utilizé guantes durante el procesamiento, para evitar el contacto directo de las manos con el
alimento, y finalmente en el 95.40% (83/87) no se utilizd guantes o algun otro elemento para
evitar el contacto directo con el dinero (Tabla 2). De manera conjunta, los resultados obtenidos
de la evaluacién sanitaria revelaron fallas alarmantes en las practicas sanitarias por parte de los

operarios de la carne, asi como deficiencias en el mantenimiento, limpieza y desinfeccion de
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equipos y utensilios en contacto directo con la en la mayoria de los puntos de venta. Esta
situacion se ha comprobado en otros estudios, por ejemplo, en Turquia se detectd conteos que
superan el LMP de coliformes totales (22.5 CFU cm?) y E. coli (21 CFU cm?) en las manos de
los manipuladores de alimentos a base de carne roja, con el 32.00% y 10.60% respectivamente
(Yildirim et al., 2020), cabe mencionar que los LMP mencionados anteriormente, son utilizados
para el monitoreo de la limpieza de las superficies de contacto con los alimentos, ya que no

existe un LMP especifico para las manos de los manipuladores de alimentos.

Tabla 2. Frecuencia del cumplimiento para los items de la evaluacion sanitaria aplicada en los

puntos de venta, en los que, las frecuencias no permitieron la estimacion de OR.

Categoria item Cumple (%) No cumple (%)

Instalaciones y areas Aviso de funcionamiento vigente y visible. 15 (17.25) 72 (82.75)
Separacion entre las areas de produccion y expendio. 2 (2.30) 85 (97.70)

Servicios Rétulos e ilustraciones para fomentar la higiene personal. 1(1.15) 86 (98.85)

Control de Se evita la contaminacion cruzada entre la materia prima y el 7 (8.05) 80 (91.95)

operaciones tipo de corte final que se vende al consumidor.

Mantenimiento y Equipo limpio y desinfectado previo al uso. 9 (10.35) 78 (89.65)

limpieza

Higiene del personal Lavado de manos al inicio de la manipulacion de la carne. 5(5.74) 82 (94.26)
Lavado de manos segun lo estipula la Secretaria de Salud. 0 (0.00) 87 (100.00)
Uso de guantes al momento de manipular la materia prima, y 3 (3.44) 84 (96.56)
en caso de ser usarlos, se encontraron limpios e integros.

Practicas del personal Uso de guantes al momento de manipular dinero y en caso de 4 (4.6) 83 (95.40)
ser usarlos, se encontraron limpios e integros.
Se evita el contacto directo con las manos de la materia prima. 3 (3.44) 84 (96.56)

Al igual, se reportaron conteos elevados de E. coli en cuchillos (10390 - 10461 CFU cm?), tablas
para picar (10%#° — 104420 CFU cm?) y basculas (103%4° — 10*44° CFU cm?), asi como conteos
elevados de coliformes totales en cuchillos (10%41°— 10°°'° CFU cm?), tablas para picar (10420 —
105340 CFU cm?) y basculas (10%%° — 10%7%° CFU cm?) en carnicerias de distintas ciudades de

Etiopia (Atlabachew & Mamo, 2021; Zerabruk et al., 2019). Lo que cobra relevancia, ya que la
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presencia de estos indicadores bacterianos en las manos y otras superficies de contacto directo
con la carne predispone a un riesgo de contaminacion cruzada, adicionalmente, este riesgo se
potencia si no se cuenta con las medidas de limpieza y desinfeccién necesarias en las
carnicerias, incluidos protocolos de higiene y salud de los operarios, ya que se ha reportado
que los manipuladores de los alimentos representan la fuente mas frecuente de contaminacion
(Mallhi et al., 2018; Yildirim et al., 2020). De manera conjunta, la aplicacion de la lista de
verificacién sanitaria en los puntos de venta, evidenci6 fallas en la aplicacién de sistemas de
gestion en la calidad y de inocuidad alimentaria, en especifico, en las buenas practicas de
manufactura, deficiencias en las practicas de comercializaciéon y sobre todo en los sistemas de
saneamiento y sanitizacion, que en el acumulado pueden potenciar la contaminacion

microbioldgica de la carne (Gizaw, 2019).

Prevalencia de E. coli en la carne molida

En la presente investigacion se aislaron 231 colonias lactosa positivo, que presentaron la
morfologia reportada para E. coli, con colonias redondeadas de color rosado y con la presencia
de un halo rosado que corresponde al precipitado de bilis en agar MacConkey (Figura 8.A).
Ademas, los 231 aislados fueron identificados presuntivamente como E. coli, al cubrir con el
perfil bioquimico reportado (Ver Anexo 3) para esta especie bacteriana, las cuales fueron:
catalasa + (Figura 8.B), motilidad +/- (Figura 8.C-D), acido sulfurico -, indol + (Figura 8.C-D),
rojo de metilo + (Figura 8.E), Voges-Proskauer - (Figura 8.F), citrato - (Figura 8.G), ornitina
descarboxilasa + (Figura 8.H), en TSI presentan medio acido (A) o alcalino (ALK), con
produccion de gas (G) o sin la produccion de gas (Figura 8.1-J). Cabe mencionar que todos los

aislados fueron sorbitol + en agar MacConkey con sorbitol.
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Figura 8. A) Siembra de los aislados lactosa + de E. coli en agar MacConkey. B) Reaccién de catalasa +.

C) Prueba indol + en agar SIM y motilidad +. D) Prueba indol + en agar SIM y motilidad -. E) Prueba rojo
de metilo + en agar MR-VP. F) Prueba Voges-Proskauer - en agar MR-VP. G) Prueba citrato - en agar
citrato de Simmons. H) Prueba ornitina descarboxilasa + en agar MIO y motilidad -. I) Reaccion A/ALK en
agar TSI. J) Reaccion A/AG en agar TSI.

Los 231 aislados se obtuvieron de 77 carnicerias, los otros 10 puntos de venta no presentaron
aislamientos identificados bioquimicamente como E. coli (Tabla 3). Por otro lado, el municipio D
presentd una prevalencia del 100.00% de E. coli en las muestras de carne, y de este municipio
se aislaron 86 colonias. El municipio B obtuvo la 2.2 prevalencia mas alta de E. coli (95.23%) en
la carne analizada, aportando 64 aislados. Seguido del municipio C, con una prevalencia del
80.00% y 52 aislados; finalmente, el municipio A fue el de menor prevalencia con 73.33% y 29
aislados de E. coli. Adicionalmente no se encontré una asociacion significativa entre los
municipios que pertenecen a la zona norte y los que pertenecen a zona sur, respecto a la
contaminacioén de la carne con E. coli (chi’ p= 0.55) (Tabla 3). La prevalencia general de E. coli
en las muestras de carne molida analizadas en el presente estudio fue de 88.50% (Tabla 3).

Contraste a otros estudios realizados en el pais se han reportado prevalencias del 31.50 y
84



15.00% de E. coli en carne molida de res en Culiacan, Sinaloa y Guadalajara, Jalisco,
respectivamente (Cardona-Lopez et al., 2020; Jiménez et al., 2012). En otras ciudades como
Jimma, Etiopia se reportdé una prevalencia del 23.90% (Abayneh et al., 2019), prevalencias
inferiores a lo encontrado en el presente estudio. Contario a lo reportado en la Gobernacion de
Suez, Egipto y en Sao Paulo, Brasil con prevalencias altas del 76.00 y 81.50% respectivamente
(Abdel-Hamied et al., 2018; Tanabe et al., 2019), al igual que en el municipio de Huasca de
Ocampo, Hidalgo donde se reporté una prevalencia del 80.00% (Cordero-Lopez et al., 2025),
valores cercanos al presente estudio, evidenciando que diferentes zonas del estado de Hidalgo
pueden presentar deficiencias sanitarias asociadas a puntos de venta, una situacion relevante,
ya que, bajos estandares y malas practicas higiénicas incrementan el riesgo de contaminacién

de la carne con esta especie bacteriana (Abayneh et al., 2019).

Tabla 3. Prevalencia de E. coli por municipio, determinaciones correspondientes a carne molida

de res comercializada en la regién del Valle del Mezquital, Hidalgo, México.

Zona Municipio No. de Carnicerias Prevalencia [IC 95.00%] Chi?
aislados positivas (%)
Norte A 29 11/15 73.33 [73.09-73.56]
B 64 20/21 95.23 [95.13-95.32]
Sur c 52 20/25 80.00 [79.83-80.16] P~ 0-55
D 86 26/26 100.00 n.e.
Total 231 77/87 88.50 [88.43-88.56]

Identificacion serolégica

En la presente investigacion se lograron identificar 153 serotipos a los que pertenecen los 231
aislados de E. coli (Tabla 4). En 12 serotipos el antigeno O fue no tipificable (OUT), en 19
serotipos el antigeno flagelar fue no mévil (HNM) y en 3 serotipos en antigeno flagelar fue no
tipificable (HUT). En cuanto a la frecuencia, de los 153 serotipos, 114 tuvieron una frecuencia
de solo un aislado, mientras que, 39 serotipos presentaron una frecuencia >2 de aislados. El
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serotipo con mayor frecuencia de aislados fue OUT:HNM con 10 (4.33%) aislados, seguido de
O8:HNM con 8 (3.46%) aislados. Por otro lado, los serotipos O8:H21, O11:H15 y O149:H2
presentaron una frecuencia de 5 (2.16%) aislados cada uno. El serotipo OUT:H2 tuvo 4 (1.73%)
aislados, y los serotipos OUT:H10, OUT:H21, O23:HNM, O40:HNM, O155:HNM, 0O6:H49,
08:H19, O10:H21, O28ac:H8, 055:H32, 084:H51, 093:H8, O113:H8 y O126:H21 presentaron
una frecuencia de 3 (1.30%) aislados cada uno. Finalmente, los serotipos O48:HNM, O8:H9,
0O8:H51, 0O9:H51, O11:H10, O15:H21, 0O20:H8, 023:H10, O37:H10, 042:H8, 065:H11,
091:H10, 093:H16, O100:H51, O111ab:H5, O120:H8, O128:ac:H4, O129:H30 y 0188:H2
presentaron una frecuencia de 2 (0.87%) de aislados cada uno. El resto de serotipos fueron los

que presentaron frecuencia de solo 1 (0.43%) aislado (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacién y frecuencia de los 153 serotipos de los aislados de E. coli obtenidos de

las muestras de carne molida de res. Se determiné el patotipo al que pertenece el serotipo con

base en reportes previos.

Serotipo Frecuencia Patotipo Origen reportado Referencia del patotipo
reportado

O1:H2 1 EHEC Carne molida (Klein & Biilte, 2003)

06:H11 1 EHEC Perro (Enany et al., 2021)

06:H49 3 EHEC Ovino (Kudva et al., 1997)

O7:H7 1 EHEC Bovino (ternero) (Aidar-Ugrinovich et al., 2007)

0O7:H21 1 EHEC Bovino (Galli et al., 2010)

08:H2 1 EHEC Humano (Friedrich et al., 2002)

08:H30 1 EHEC ND*** (Yang et al., 2022)

08:H51 2 EHEC Humano (Prager et al., 1998)

O8:HNM 8 EHEC Bovino (Akiyama et al., 2017)

09:H51 2 EHEC Bovino (Cookson et al., 2006)

0O10:H21 3 EHEC Bovino (Abdulmawjood et al., 2004)

015:H21 2 EHEC Bovino (Timm et al., 2007)

020:H19 1 EHEC Bovino/carne (M. Blanco, Padola, et al., 2004)

021:H21 1 EHEC Productos frescos (Lacher et al., 2014)

022:H21 1 EHEC Humano (Koch et al., 2001)

023:H25 1 EHEC Ciervo (Carrillo-Del Valle et al., 2016)

025:H21 1 EHEC Bovino (Pradel et al., 2000)
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032:H36
032:HNM
037:H10
038:HUT
039:H7
039:H21
039:H28
040:H2
048:HNM
066:HUT
068:HNM
075:H9
075:H10
086:H51
088:H25
089:H38
091:H10
093:H16
096:H9
0O100:HNM
O109:HNM
0110:H8
0113:H8
0113:HNM
O118:H11
0126:H21
0O128ac:HNM
0132:HNM
0139:H2
0140:H32
0146:H21
0149:H2
0149:H8
0153:H49
0154:HNM
0162:H10
0188:H2
OR:H8
OUT:H2
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EHEC
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EHEC
EHEC
EHEC
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EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC
EHEC

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino (ternero)
Rumiantes
Bovino

Bovino
Humano
Carne

ND

Porcino

Ciervo

Bovino (bufalo)
Humano
Bovino

Bovino
Humano
Bovino (bufalo)
Agua

Agua

Bovino

ND

Caprino
Bovino
Humano
Humano
Humano
Bovino

Bovino

Bovino
Bovino/caprino
Bovino

Kibbe crudo
Lechuga
Bovino

Queso
Ensalada
Humano

Humano
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(Barth et al., 2016)
(Wilson et al., 1992)
(Reyes-Rodriguez et al., 2015)
(Parma et al., 2000)
(WHO, 1998)

(M. Blanco, Blanco, et al., 2004)
(Fukushima et al., 2000)
(Beutin et al., 1996)
(Feng et al., 1996)
(Reischl et al., 2002)
(Fratamico et al., 2004)
(Carrillo-Del Valle et al., 2016)
(Islam et al., 2008)
(Kimata et al., 2020)
(Irino et al., 2005)
(Islam et al., 2008)
(NUesch-Inderbinen et al., 2021)
(Oliveira et al., 2007)
(Doughari et al., 2011)
(Lienemann et al., 2011)
(Pradel et al., 2000)
(Boerlin et al., 1999)
(Malahlela et al., 2022)
(Pradel et al., 2000)
(Khan et al., 2009)
(Bahgat et al., 2023)
(Buvens et al., 2012)
(Wilson et al., 1996)
(Fernandez et al., 2010)

(Rios et al., 2019)

(Beutin et al., 1993)
(Reyes-Rodriguez et al., 2020)
(Peresi et al., 2016)

(Catford et al., 2014)
(Hornitzky et al., 2002)
(Vernozy-Rozand et al., 2005)
(Catford et al., 2014)

(Beutin et al., 2004)

(Beutin et al., 2004)



OUT:H7 1 EHEC Bovino (Timm et al., 2007)

OUT:H9 1 EHEC Queso (Stephan et al., 2008)
OUT:H14 1 EHEC Ovino (Ayala et al., 2012)
OUT:H16 1 EHEC Bovino/Ovino (Chiueh et al., 2002)
OUT:H21 3 EHEC Bovino (Chiueh et al., 2002)
OUT:H25 1 EHEC Bovino (Sheng et al., 2005)
08:H21 5 EPEC Pollo (Alonso et al., 2014)
O18ac:H7 1 EPEC ND (Robins-Browne & Hartland, 2002)
040:H10 1 EPEC Pollo (M.Z. Alonso et al., 2016)
040:HNM 3 EPEC Pollo (M.Z. Alonso et al., 2016)
069:H21 1 EPEC Bovino (Krause et al., 2005)
O70:H11 1 EPEC Ovino (Krause et al., 2005)
088:H10 1 EPEC Humano (Bourdin et al., 2014)
088:HNM 1 EPEC Humano (Jensen et al., 2007)
0127:H21 1 EPEC Humano (Giammanco et al., 1996)
0129:HNM 1 EPEC Humano (Blanco et al., 2006)
0163:H7 1 EPEC ND (Torres et al., 2009)
0187:H8 1 EPEC Leche (Ribeiro et al., 2019)
OUT:H26 1 EPEC Pollo (Alonso et al., 2014)

06:H2 1 ETEC Queso (Fiallos Lopez et al., 2018b)
08:H7 1 ETEC Porcino (Vu-Khac et al., 2007)
08:H9 2 ETEC Humano (Rodas et al., 2011)
O9:H31 1 ETEC Humano (Echeverria et al., 1979)
O11:H33 1 ETEC Humano (Wolf et al., 1993)
020:HNM 1 ETEC Humano (Pichel et al., 2000)
023:HNM 3 ETEC Humano (Goldhar et al., 1980)
025:HNM 1 ETEC Humano (McConnell et al., 1986)
0O56:HNM 1 ETEC Humano (Peruski et al., 1999)
OUT:H39 1 ETEC Porcino (Garcia-Menino et al., 2019)
O11:H10 2 EAEC Humano (Makapoga & KadTeipeBa, 2020)
021:H10 1 EAEC Humano (Piva et al., 2003)

099:H33 1 EAEC Humano (Lopes et al., 2005)
0O106:HNM 1 EAEC Humano (Mdller et al., 2007)
0108:H34 1 EAEC Porcino (Ahmed et al., 2017)
OUT:H10 3 EAEC Humano (Itoh et al., 1997)

OUT:H48 1 EAEC Bovino (Hinenoya et al., 2014)
0O8:H19 3 EIEC Humano (Okada et al., 2025)
0O28ac:H8 3 EIEC Humano (Beutin et al., 1997)
O18ac:HNM 1 UPEC Humano (Ballesteros-Monrreal et al., 2020)
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029:H51 1 UPEC Humano (Zhou et al., 2018)

03:H2 1 EPEC/EAEC Humano (de Lira et al., 2021)
09:H25 1 EHEC/EAEC Humano (Navarro et al., 2021)
020:H21 1 EHEC/ETEC Porcino (Tseng et al., 2014)
0153:H2 1 EPEC/EHEC Leche (Ibrahim et al., 2019)
04:H32 1 RSP* ND (Rivera-Betancourt & Keen, 2001)
0O19:H10 1 RSP Mapache (Jardine et al., 2012)
020:H8 2 RSP Fluido ruminal (Magossi et al., 2023)
023:H10 2 RSP Pozol (Sainz et al., 2001)
025:H10 1 RSP Humano (Hernandez-Chifias et al., 2021)
027:H12 1 RSP Humano (DeBoy et al., 1981)
038:H8 1 RSP Humano (Bettelheim, 1978)

042:H8 2 RSP Bovino (Bettelheim et al., 2005)
044:H30 1 RSP Porcino (Bettelheim, 1978)
055:H32 3 RSP Humano (Chart et al., 2004)
065:H11 2 RSP Humano (Bettelheim, 1978)

084:H51 3 RSP Porcino (Vu-Khac et al., 2007)
088:H31 1 RSP Pollo (Abdul et al., 2019)
089:H51 1 RSP Humano (Bettelheim et al., 1995)
093:H2 1 RSP Bovino (Bettelheim et al., 2005)
093:H8 3 RSP Ovino (Acosta-Dibarrat et al., 2021)
0120:H32 1 RSP Porcino (Z. Peng et al., 2019)
0129:H30 2 RSP Humano (Bettelheim, 1978)
0146:H5 1 RSP Yogurt (Ismail et al., 2022)
0154:H7 1 RSP ND (da Cruz et al., 2006)
0157:H38 1 RSP Porcino (S. Zhang et al., 2022)
0173:H51 1 RSP Humano (Fiallos-Lopez et al., 2018a)
OUT:HNM 1 SR** Carne molida Este estudio

0O11:H51 5 SR Carne molida Este estudio

O18ab:H25 1 SR Carne molida Este estudio

020:H45 1 SR Carne molida Este estudio

040:H34 1 SR Carne molida Este estudio

040:H51 1 SR Carne molida Este estudio

042:H40 1 SR Carne molida Este estudio

O70:H7 1 SR Carne molida Este estudio

0O70:H34 1 SR Carne molida Este estudio

0O70:H49 1 SR Carne molida Este estudio

076:H20 1 SR Carne molida Este estudio

098:H26 1 SR Carne molida Este estudio

89



0100:H51 2 SR Carne molida Este estudio
O111ab:H5 2 SR Carne molida Este estudio
O113:H9 1 SR Carne molida Este estudio
0119:H51 1 SR Carne molida Este estudio
0120:H8 2 SR Carne molida Este estudio
0128ac:H4 2 SR Carne molida Este estudio
0129:H1 1 SR Carne molida Este estudio
0149:H21 1 SR Carne molida Este estudio
0149:H51 1 SR Carne molida Este estudio
0154:H38 1 SR Carne molida Este estudio
0162:H41 1 SR Carne molida Este estudio
0162:H51 1 SR Carne molida Este estudio
0164:H2 1 SR Carne molida Este estudio
0164:H40 1 SR Carne molida Este estudio
0173:H34 1 SR Carne molida Este estudio
0187:H4 1 SR Carne molida Este estudio
0187:H25 1 SR Carne molida Este estudio
0187:H51 1 SR Carne molida Este estudio
049766:H8 1 SR Carne molida Este estudio
Total 231

*RSP: Reportado sin un patotipo especifico. **SR: Sin reporte previo a la presente investigacion. ***ND:

no determinado.

La subtipificacion de E. coli a través de la serotipificacion es una herramienta util y ampliamente
utilizada dentro del seguimiento epidemioldgico de este agente etiologico, por medio del
conocimiento del tipo de antigeno O y H, se determina el linaje patdgeno y la virulencia de E.
coli, ademas de rastrear brotes de enfermedad hasta llegar al origen de la infeccion (Debroy et
al., 2018). En este ambito, el serotipo O157:H7 es considerado el serotipo mas virulento de E.
coli patdbgena transmitido por los alimentos, incluida la carne de res, ha sido responsable de
diversos brotes, por ejemplo, en Estados Unidos de América se han registrado 177 brotes de
STEC 0157 transmitida por carne de res, de los anos 1982 - 2017 (Heiman et al., 2015; Rangel
et al., 2005; Tack et al., 2021). Por tal motivo, la deteccion en carne de res de E. coli O157 y
otras STEC no-O157 como 026, 045, 0103, 0111, O121 y 0145, asociadas a enfermedades

graves e incluso la muerte, es de caracter estricto, en Estados Unidos y paises de la Unién
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Europea (FSANZ, 2017; USDA/FSIS, 2012). A pesar de que en el presente estudio no se
identificaron los serotipos antes mencionados, incluido a O157:H7, se lograron identificar
serotipos asociados a brotes de diarrea, como el serotipo O3:H2 responsable de un brote de
diarrea en Brasil, cabe destacar, que también ha sido aislado de carne de res (de Lira et al.,
2021); también, el serotipo O8:H2, fue aislado de pacientes que desarrollaron el SUH, ademas,
se identificd en heces de ganado bovino y en el presente estudio, de carne molida (Bettelheim
et al., 2005; Friedrich et al., 2002); también se reporté el serotipo O8:H9 en 8 nifios menores de
5 afos que presentaban diarrea aguda sin sangre, en La Paz, Bolivia (Rodas et al., 2011);
asimismo se reporté un brote en Tailandia, provocado por el serotipo O8:H19, afectando a 154
individuos y cuyo origen fue el consumo de carne molida de res cruda, enmarcando la
importancia de este alimento en los brotes por E. coli (Okada et al., 2025); al igual, el serotipo
08:H51 fue encontrado en pacientes con diarrea acuosa y sanguinolenta, en Alemania (Prager
et al., 1998); el serotipo O9:H25 provocd cuadros de diarrea en nifios menores de 5 afios en
México (Navarro et al.,, 2021); por otro lado, el serotipo 0O9:H31 fue responsable de
gastroenteritis en pacientes adultos de origen Americano que radicaban en Filipinas (Echeverria
et al., 1979); el serotipo O11:H10 se vincul6 a cuadros de diarrea aguda en pacientes de Rusia
(MakapoBa & KadtbipeBa, 2020); también el serotipo O11:H33 fue responsable de diarreas en
militares americanos desplegados en medio oriente (Wolf et al., 1993); el serotipo O20:HNM se
asocié a cuadros de diarrea en nifios argentinos, este serotipo ademas, expreso la adhesina
(CS22) (Pichel et al., 2000); el serotipo 021:H10 fue asociado a pacientes adultos con diarrea
en Brasil (Piva et al., 2003); en Israel se reporté al serotipo O23:HNM en episodios de diarrea
en pacientes de diversas edades (Goldhar et al., 1980); al igual, el serotipo O25:HNM ha sido
vinculado a pacientes con diarrea en Europa y Japdn, con la particularidad de que este serotipo
produce betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (McConnell et al., 1986; Suzuki et al.,
2009); el serotipo O28ac:H8 estuvo presente en pacientes con diarrea en Alemania (Beutin et
al., 1997); el serotipo O29:H51 fue aislado de un paciente de 67 afios con infeccion en el tracto

urinario, en la provincia de Hebei, China (Zhou et al., 2018); mientras que, O39:H28 fue aislado
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de un paciente en cuidados intensivos en Guangxi, China, ademas, este serotipo presento
resistencia a carbapenémicos (Zhang et al.,, 2023); en Abees, Egipto se reportd el serotipo
056:HNM asociado a episodios de diarrea en nifios menores de 3 anos (Peruski et al., 1999);
por otro lado, el serotipo O86:H51 se ha encontrado en infecciones urinarias (Flores-Oropeza et
al., 2024); O128ac:HNM fue identificado en pacientes con cuadros diarreicos en Bruselas,
Bélgica, y en Sao Paulo, Brasil (Buvens et al., 2012; Dias et al., 2008); los serotipos O88:H10 y
O88:HNM fueron encontrados en nifios que presentaron diarrea en México y Dinamarca,
respectivamente (Bourdin et al., 2014; Jensen et al., 2007); por otro lado en Suiza se aisl6 a
091:H10 de 6 pacientes que presentaron la signologia caracteristica de STEC (Nuesch-
Inderbinen et al., 2021); el serotipo 099:H33 se aislé de nifios con diarrea en Brasil (Lopes et
al., 2005); al igual, el serotipo O106:HNM se encontré asociado a cuadros de diarreas en
diferentes paises (Mduller et al., 2007); el serotipo O118:H11 se vinculé con un paciente con
diarrea en Australia (Khan et al., 2009); el serotipo 0126:H21 fue identificado en 5 pacientes en
Dacalia, Egipto (Bahgat et al., 2023); el serotipo O127:H21 fue asociado a un infante con
diarrea aguda cuyo episodio dur6 menos de 10 dias, en ltalia (Giammanco et al., 1996); el
serotipo O129:HNM estuvo involucrado en episodios de diarrea y otras complicaciones
gastrointestinales en pacientes de diversas edades en la ciudad de Lugo, Espafia (Blanco et al.,
2006); al igual, los serotipos OUT:H2 y OR:H8 fueron responsables de cuadros de diarrea en
ninos menores de 5 afos en Alemania (Beutin et al., 2004); y el serotipo OUT:H10 fue
responsable de un brote masivo en Tajimi, Japén, en el que 2,697 nifios desarrollaron
enfermedades gastrointestinales (Itoh et al., 1997). Con base en lo anterior, se puede
determinar la importancia de la carne molida de res en la transmision de las ETA’s, al ser un
nicho con las condiciones idoneas para albergar distintas cepas de E. coli patdégena y fomentar
su proliferacion, lo que posiciona a este alimento como un potencial vector de infecciones
gastrointestinales y del tracto urinario. Por otro lado, en nuestros resultados se identificaron
serotipos reportados con genes de virulencia caracteristicos de los diferentes patotipos de E.

coli, aunque no necesariamente hayan sido responsables de brotes epidémicos, y a su vez,
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algunos otros serotipos no asociados con un patotipo en especial, 0 que sugiere la presencia
de cepas comensales. La coexistencia de E. coli comensal y patdégena en la carne, sin duda
representa un riesgo potencial para la salud, pues favorece la transmision de genes de
virulencia y genes de resistencia entre los distintos serotipos. En este entorno, las bacterias
pueden obtener nuevo material genético a través de la transformacion, transduccion y
conjugacion, entre cepas comensales y patdgenas (Dionisio et al., 2023). Por un lado, E. coli.
comensal puede albergar genes de resistencia antimicrobiana en elementos genéticos méviles
como plasmidos e integrones que favorecen su transmisién a E. coli patdgena u otras especies
bacterianas (Moran et al., 2017). Pot otro lado, las cepas patdégenas pueden transmitir sus
genes de virulencia a otras cepas patodgenas, pero también a cepas comensales (Sarowska et
al., 2019). Por lo que, E. coli patébgena y comensal llegan a compartir un acervo genético, que

incluye genes de resistencia y virulencia (Dionisio et al., 2023).

Adicionalmente, la busqueda de los serotipos en bibliografia especializada (Tabla 4) arrojé que
la mayoria de los serotipos se han reportado dentro del patotipo de EHEC con el 40.52%
(62/153), seguido del patotipo de EPEC con el 8.49% (13/153) de serotipos reportados dentro
de este patotipo, ademas del 6.54% (10/153) reportados dentro de ETEC, el 4.57% (7/153)
reportados dentro de EAEC, el 1.31% (2/153) reportados dentro de EIEC, al igual, el 1.31%
(2/153) reportados dentro de E. coli uropatégena (UPEC), adicionalmente, se identificaron 4
(2.61%) serotipos catalogados como hibridos, estos fueron: O3:H2 (EPEC/EAEC), O9:H25
(EHEC/EAEC), 020:H21 (EHEC/ETEC) y 0O153:H2 (EPEC/EHEC) (Tabla 4, Figura 9).
Asimismo, se obtuvo que el 14.37% (22/153) de los serotipos han sido reportados en
investigaciones, sin embargo, no estan clasificadas dentro de un patotipo especifico. También,
el 20.26% (31/153) de los serotipos identificados no tuvieron reportes previos a la presente
investigacion (Tabla 4, Figura 9). Resaltando el papel de la carne como vehiculo de E. coli
patdgena, ya que en esta investigacion se encontraron 5 de los 6 patotipos de DEC, incluyendo

a cepas hibridas y a UPEC, patotipo de EXPEC en la carne analizada. La presencia de
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diferentes patotipos de E. coli en carne de res se ha confirmado en otras investigaciones, como
la realizada en la ciudad de Mosul, Irak donde se encontr6 en carne de res, 44.50% de EHEC,
38.90% de ETEC, 11.11% de EAEC, 5.55% de EPEC, y al igual que en esta investigacion no se
encontré a DAEC (Abdlla & Al-Sanjary, 2023). Por otro lado, en Osaka, Japén, se encontrd
mayor prevalencia de EAEC (28.00%), seguido de EPEC y EHEC con 3.10% en ambos casos
(Wang et al., 2017). Al igual, en Mashhad, Iran se detectd 54.50% de EHEC, 27.30% de EPEC
y 9.10% de EAEC y ETEC cada uno. También en la ciudad de Mansula, Egipto se detectd
55.60% de EHEC, 22.22% de EPEC y ETEC cada uno (Bahgat et al., 2023). Destacando el
papel de la carne como un nicho idéneo no solo para E. coli comensal, sino que, ademas, para
una diversidad importante de patotipos, esto relacionado a las caracteristicas fisico-quimicas
propias de la carne que otorgan los requerimientos metabdlicos para la proliferacion de este

agente etiolégico, al ser un medio rico en carbono, nitrégeno y fosforo (Jang et al., 2017;

Marcelli et al., 2024).

@EHEC
()EPEC
@ETEC
@EAEC
OEIEC
(OUPEC
@EHEC/EAEC
(O)EHEC/ETEC
@EPEC/EAEC
@EPEC/EHEC
()Reportadas sin patotipo
@ No reportadas

Figura 9. Porcentajes de los serotipos reportados dentro de los patotipos de E. coli, de las muestras de
carne molida comercializadas en el Valle del Mezquital. EHEC: E. coli enterohemorragica. EPEC: E. coli
enteropatégena. ETEC: E. coli enterotoxigénica. EAEC: E. coli enteroagregativa. EIEC: E. coli

enteroinvasiva. UPEC: E. coli uropatégena.
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Complementando la informacion del agrupamiento en los patotipos de los serotipos
identificados en la carne de res, se obtuvo que el mayor porcentaje, 26.78% (41/153) de los
serotipos fueron identificados en aislados humanos asociados a enfermedades
gastrointestinales principalmente, seguido del 21.79% (34/153) de serotipos asociados a la
carne, en este porcentaje estan incluidos los 31 serotipos sin reportes previos a la presente
investigacion, y el 21.79% (34/153) de los serotipos estuvieron asociados a bovinos (Figura 10),
situacion que cobra relevancia ya que los bovinos son considerados los reservorios principales
de EHEC, en especial de O157:H7, esto por ser portadores asintomaticos, lo que esta
relacionado a la ausencia de receptores Gb3 en el tracto gastrointestinal de los bovinos, pero
también, se encuentra asociado a la presencia de diferentes isomorfas de Gb3 distribuidas en la
membrana y en balsas lipidicas, lo que propicia a la degradacién de las toxinas Stx por los
lisosomas, al no tener un receptor apropiado y volviendo a las células epiteliales intestinales de
los bovinos resistentes a la citotoxicidad de las toxinas Stx (Menge, 2020; Wang et al., 2024).
Los bovinos son catalogados como super-propagadores de EHEC al ambiente, excretan 10*
CFU g’ de heces, situacion que incrementa el riesgo de que alimentos derivados de este
ganado se contaminen con E. coli, enfatizando procesos como la evisceracion, donde existe el
riesgo de diseminacion del contenido intestinal a la canal, si no se siguen los protocolos

pertinentes (Kempf et al., 2022; Meagher, 2022; Sabyrbekova & ligekbayeva, 2024).
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Figura 10. Porcentajes del origen de las muestras donde se han identificado los serotipos de E. coli, con

base en la literatura.

Finalmente, se determind una alta diversidad de serotipos que puede albergar la carne a través
del calculo de 4 indices (Tabla 5). El indice de Simpson, se asocia fuertemente a la dominancia
de un serotipo porque otorga mayor peso a los serotipos comunes que a los raros, el valor de
este indice va de 0 a 1, donde 0 es nula diversidad y 1 es alta diversidad (Daly et al., 2018;
Moreno, 2001), en el presente estudio se obtuvo D= 0.99, confirmando que hay una alta
diversidad de serotipos. Complementando con el indice de Berger-Parker, que es inversamente
proporcional al indice de Simpson, el cual indica el grado de dominancia, su valor también va de
0 a 1, donde 1 implica la dominancia de un serotipo en la carne y 0 indica una comunidad
diversa y equitativa (Daly et al., 2018; Moreno, 2001), en este trabajo se encontré un valor de
d= 0.04, confirmando que no hay un serotipo que domine dentro de los 153 identificados. Para
confirmar la diversidad de los serotipos, también se calculd el indice de Shannon-Wiener, este
indice se encuentra ligado a la equidad y proporciona una estimacion mas equilibrada de la

diversidad, ya que expresa la uniformidad de una comunidad, para este indice valores <2
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indican una diversidad baja, mientras que valores entre 2 - 3.5 reflejan una diversidad media, y
valores >3.5 indican una diversidad alta (Daly et al., 2018; Medrano et al., 2017; Moreno, 2001),
en el presente estudio se obtuvo un valor de H’= 4.82 confirmando una alta diversidad de
serotipos asociada a la carne analizada. Finalmente, se calcul6 el indice de Pielou, el cual es un
indice util para determinar la uniformidad o equidad de una comunidad, mide la proporcion de la
diversidad observada en relacion a la maxima diversidad esperada, su valor va de 0 a 1, donde
1 corresponde a que todos los serotipos son igualmente abundantes (Daly et al., 2018; Moreno,
2001), en el presente estudio se obtuvo un valor de J'= 0.95, reflejando una uniformidad en la
abundancia de los serotipos identificados en la carne molida de res. Lo que en conjunto indican
que los diferentes serotipos de E. coli se encuentran coexistiendo en la carne, lo que puede
implicar la presencia tanto de cepas patdégenas como comensales en el mismo ambiente, que
se traduce a que existe un equilibrio ecoldgico de la comunidad de E. coli, que en este caso
utilizan como nicho la carne molida de res. Dicho equilibrio también esta asociado a factores
propios de la especie, pues ha evolucionado para adaptarse y sobrevivir a entornos variables

que incluyen el tracto gastrointestinal, asi como suelo, agua, plantas y alimentos (Blount, 2015).

Tabla 5. indices ecolégicos determinados sobre la diversidad de serotipos E. coli identificados

en la carne de res.

indice Resultado
Simpson 0.99
Shannon-Wiener 4.82
Berger-Parker 0.04
Pielou 0.95

Perfil de resistencia antimicrobiana

Se evaluo la resistencia antimicrobiana a los 231 aislados de E. coli, el porcentaje de aislados
con resistencia y sensibilidad en términos de familia se observa en la Figura 11. Los

compuestos B-lactamicos presentaron mayor porcentaje de aislados con resistencia, con el
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74.03%, seguido de los fenicoles con el 52.81% y las sulfonamidas potencializadas 47.19%. En
cambio, la familia que presentd6 mayor porcentaje de aislados con sensibilidad fue la de
nitrofuranos con 90.91%, asimismo, familias como las sulfonamidas potencializadas y los
aminoglucésidos presentaron poco mas del 50.00% de aislados con sensibilidad. Sin embargo,
es importante mencionar que hubo porcentajes altos de aislados que presentaron sensibilidad
intermedia a las familias de las fluoroquinolonas, aminoglucésidos y fenicoles con 42.43%,
33.62% y 25.97% respectivamente (Figura 11), lo que supone una problematica ya que, en la
practica clinica, se debe incrementar la concentracién del antibiético para su uso como

tratamiento, para aumentar la posibilidad de éxito terapéutico (Cantén, 2010; EUCAST, 2024).
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Figura 11. Porcentajes de aislados de E. coli con resistencia, sensibilidad intermedia y sensibilidad por

familia de antibi6ticos.

Los altos porcentajes de resistencia y sensibilidad intermedia determinados en los 231 aislados
de E. coli, sin duda resalta la problematica entorno al uso de antibiéticos, donde la produccion

animal desempefa un papel importante, como el principal consumidor de antibiéticos, pues se
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estima que el 73.00% del total de antibidticos utilizados a nivel mundial, son aplicados en la
produccién animal, con fines terapéuticos, profilaxis o como promotores del crecimiento
(Mulchandani et al., 2023; Oliveira et al., 2020). A pesar de las regulaciones entorno al uso de
antibioticos en la produccion animal por la EU y la FDA, en los que quedd prohibido su uso
como promotores de crecimiento y para profilaxis su uso es muy restringido (Beber et al., 2025;
Centner, 2016). En cambio, en México las regulaciones entorno al uso de antibidticos en la
produccién animal, se rige bajo la Ley Federal de Sanidad Animal y la NOM-064-ZO0-2000,
Lineamientos para la clasificacion y prescripcién de productos farmacéuticos veterinarios por el
nivel de riesgo de sus ingredientes activos (DOF, 2003, 2007), que restringen su uso en la
alimentacion animal y regula la venta de antibiéticos solo con prescripcion de un médico
veterinario, no obstante se han reportado fallas en esta regulacion en el pais (Galarde-Lopez et
al., 2024), ademas, se proyecta que para el 2030, el pais se encontrara dentro de los 5 paises
con mayor consumo de antibioticos dentro de la produccion animal (Boeckel et al., 2015), por lo
que es necesario mejorar la vigilancia y regulacién entorno a esta problematica. En este
contexto, los B-lactamicos y las tetraciclinas son las principales familias utilizadas en animales
de produccion (Oliveira et al., 2020), sin bien, en el presente estudio no se determind la
resistencia a las tetraciclinas, si se confirmé una alta resistencia a compuestos p-lactamicos,
evidenciando la problematica por el uso excesivo de estos compuestos. Asimismo, existen otras
familias utilizadas en la produccién animal, como las sulfonamidas, aminoglucésidos,
lincosamidas, quinolonas, fluoroquinolonas, polipéptidos, fenicoles y los macrdlidos (Hosain et
al., 2021) que, en conjunto, brindan un entorno que favorece el desarrollo de mecanismos de
resistencia de E. coli, que se ve reflejado en los altos porcentajes de resistencia y sensibilidad

intermedia en practicamente todas las familias evaluadas en la presente investigacion.

99



100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

Por otro lado, el porcentaje de aislados con resistencia, sensibilidad intermedia y sensibilidad
por cada antibidtico se ilustra en la Figura 12. Los antibiéticos que presentaron mayor
porcentaje de resistencia fueron carbenicilina, ampicilina y cefalotina con 99.13% (228/231),
98.27% (227/231) y 81.39% (188/231) respectivamente, los tres antibidticos pertenecen a los p-
lactamicos. También se encontré el 52.81% (122/231) de aislados con resistencia a
cloranfenicol y el 47.19% (109/231) a sulfametoxazol con trimetoprim. Asimismo, hubo
porcentajes elevados de sensibilidad intermedia, como cefotaxima (45.02% 104/231), amikacina
(43.29% 100/231), gentamicina (46.75% 108/231), ciprofloxacino (47.62% 110/231) y
norfloxacino (37.23% 86/231). Contrario a los antibiéticos de nitrofurantoina y netilmicina
quienes presentaron mayor porcentaje de aislados con sensibilidad con el 90.91% (210/231) y

88.31% (204/231) respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Porcentajes de aislados de E. coli con resistencia, sensibilidad intermedia y sensibilidad por
antibiético evaluado. AM: ampicilina, CB: carbenicilina, CF: cefalotina, CFX: cefotaxima, AK: amikacina,
GE: gentamicina, NET: netilmicina, CPF: ciprofloxacino, NOF: norfloxacino, CL: cloranfenicol, NF:

nitrofurantoina, SXT: sulfametoxazol/trimetoprim.
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En otras regiones como en la ciudad de El Mansura, Egipto se reportd resistencia en E. coli
aislada de carne de res, en el 44.40% a sulfametoxazol/trimetoprim, 40.70% a cloranfenicol, y
11.10% a ciprofloxacino y gentamicina, porcentajes similares al presente estudio, contrario a lo
reportado para ampicilina con el 37.00%, (Ramadan et al., 2020) porcentaje muy por debajo del
encontrado en esta investigacion. En la ciudad de Tamale, Ghana, también se reporté un
porcentaje de resistencia elevado para ampicilina (71.67%), sin embargo, y contrario a lo
encontrado en esta investigacién, reportaron porcentajes altos de sensibilidad a compuestos
como ciprofloxacino y sulfametoxazol/trimetoprim con el 85.00%, asi como a cloranfenicol y
gentamicina con el 83.33% (Adzitey et al., 2020), esto en varios tipos de carne incluida la carne
de res. Contrario a lo reportado en California, Estados Unidos, donde se reporté 0.00% de
resistencia a 13 antibiéticos evaluados (Lee et al., 2023). Si bien es dificil encontrar las mismas
tendencias de resistencia en E. coli en las distintas regiones del mundo, en paises en vias de
desarrollo se reportan tasas de RAM mas altas que en paises desarrollados, lo que se
encuentra asociado a diferentes factores como ambientales, sociales y econdémicos que
impactan directamente en la diseminacién de la RAM, esto esta relacionado al cumplimiento de
un marco legal regulatorio para uso y desecho de los antibidticos, ademas de procesos de
saneamiento efectuados correctamente, que disminuyen la propagacion de bacterias con RAM
(Collignon et al., 2018; Vikesland et al., 2019). Con los datos obtenidos de la RAM en esta
investigacion, se posiciona a la carne como un vector importante para la diseminacion de E. coli
MDR a otros entornos como agua, suelo o inclusive otros alimentos, y por consecuencia, su
posible ingreso al ser humano por la ingesta de éstos. Ademas de favorecer la transferencia de
genes de resistencia a otras bacterias patdgenas representando una amenaza constante para

la salud publica (Bengtsson-Palme et al., 2018; Tate et al., 2021).
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Adicionalmente, se identificaron 103 perfiles de resistencia dentro de los 231 aislados de E. coli
(Figura 13). De éstos 103 perfiles, 59 presentaron frecuencia de unicamente de 1 aislado, 18
perfiles presentaron frecuencia de 2 aislados, 7 perfiles presentaron frecuencia de 3 aislados,
10 perfiles presentaron frecuencia de 4 aislados, 3 perfiles de 5 aislados, 2 perfiles de 6
aislados, 1 perfil con 7 aislados, 1 perfil con 10 aislados, 1 con 12 aislados y 1 con 19 aislados
(Figura 13). Por otro lado, se calculé6 un MARI general fue de 0.63, ademas los valores de este
indice oscilaron de 0.25 a 1.00 en los 103 perfiles (Figura 13). Este indice es una herramienta
ampliamente utilizada para determinar la relacion entre el total de antibiéticos evaluados vy el
numero de antibiéticos a los que se presentd resistencia, es decir, mide el grado de resistencia
a los antibidticos y el potencial riesgo para la salud en bacterias indicadoras como E. coli. Un
valor >0.2 indica una fuente de contaminacion de alto riesgo (Joseph et al., 2017; Woh et al.,
2023), lo que indica que los 231 aislados de E. coli son de alto riesgo para la salud y han estado
en ambientes contaminados con antibiéticos, lo que posiciona a la carne de res de la zona de
estudio como una fuente de contaminacién de alto riesgo. Este riesgo ha sido reportado por
otros autores como Ahmed y colaboradores (2023) quienes reportaron un MARI general de
0.80, con valores que oscilaron entre 0.52 — 0.94 en Zaqaziq, Egipto, al igual que Adzitey
(2015), con un MARI de 0.34 (0.11 - 0.56) en Techiman, Ghana, en E. coli aislada de carne de
res. Ademas, Elabbasy y colaboradores (2021) reportaron valores de MARI de 0.07 - 1.00 con
un promedio de 0.53, en E. coli asilada de canales de res en Hail, Arabia Saudita. Por otro lado,
228 (98.70%) de los asilamientos de este estudio se clasificaron con multirresistencia, en
especifico, de éstos, hubo 1 (0.43%) aislado que presenté PDR (P1, Figura13), 116 (50.22%)
presentaron XDR y 111 (48.05%) aislados presentaron MDR. Unicamente 3 aislados (1.30%) no
se agruparon dentro de alguna clasificacion de MDR, éstos corresponden a los perfiles P45 y

P103 (Figura 13).
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Figura 13. Perfiles de resistencia de los aislados de E. coli en carne de res. Se observa el nimero de
perfil, la frecuencia de cada perfil, la clasificacion de multirresistencia del perfil y el calculo de MARI. AM:
ampicilina, CB: carbenicilina, CF: cefalotina, CFX: cefotaxima, AK: amikacina, GE: gentamicina, NET:
netilmicina, CPF: ciprofloxacino, NOF: norfloxacino, CL: cloranfenicol, NF: nitrofurantoina, SXT:

sulfametoxazol/trimetoprim. MDR: multirresistencia. XDR: resistencia extendida. PDR: panresistencia.

Sin duda el porcentaje de MDR en la presente investigacién es muy alto, contrastando con otros
estudios, por ejemplo, en Estados Unidos se reporté 51.00% de E. coli MDR en muestras de
carne de ternero (Tate et al., 2021). Al igual, Ramadan y colaboradores (2020) reportaron el

44.40% de E. coli MDR en EI Mansura, Egipto, asimismo, en Beirut, Libano y en Lima, Peru se
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reporté entre el 35.00% - 28.00% de E. coli MDR en muestras de carne cruda de res (Kassem
et al., 2020; Ruiz-Roldan et al., 2018). En particular, en el municipio de Huasca de Ocampo, que
pertenece al estado de Hidalgo, se reporté 100.00% de E. coli MDR en la carne comercializada
en ese municipio (Cordero-Lopez et al., 2025) lo que sugiere problematicas importantes en el
uso de antibiéticos y alerta de ambientes altamente contaminados con antibiéticos en diferentes
regiones del Estado de Hidalgo. Situacién que se ve favorecida por las fallas y malas practica
de manufactura durante toda la cadena de produccion primaria y comercializacién de la carne,
propiciando la transmision de la RAM asociada principalmente a contaminacion cruzada durante
la manipulacién y por bajos estandares higiénicos por los operarios, favoreciendo asi la
transmisién de E. coli con RAM, al ser humano por el consumo de carne contaminada o en su
defecto transmitiéndose a otros alimentos y o al medio ambiente, contribuyendo a una
propagacion mas amplia de la RAM, repercutiendo directamente en la seguridad alimentaria y

salud publica (Binh et al., 2017; Ifedinezi et al., 2024).

Adicionalmente, en la Figura 14 se ilustra el porcentaje de aislados que presentaron resistencia
a al menos un compuesto de las 6 familias evaluadas, divididos por municipio muestreado.
Resaltando que el 100.00% (231) de los aislados de cada municipio presento resistencia a al
menos un compuesto de la familia de los B-lactdmicos. Por otro lado, en el municipio D se
concentraron los porcentajes mas altos de E. coli con resistencia a las familias de los
aminoglucésidos (91.86% 79/86), fenicoles (87.20% 75/86) y fluoroquinolonas (75.58% 65/86).
En cambio, los porcentajes mas altos para las familias de las sulfonamidas potencializadas
(62.06% 18/29) y nitrofuranos (17.24% 5/29) se encontraron en aislamientos de E. coli del
municipio A (Figura 14). Contrario a lo anterior, los porcentajes mas altos de sensibilidad por
familia destaca para las sulfonamidas potencializadas (71.88% 18/64), nitrofuranos (96.88%
62/64), fenicoles (31.25% 20/64) y fluoroquinolonas (42.19% 27/64) en E. coli proveniente del
municipio B, en cambio, para los aminoglucdsidos (34.49% 10/29) se encontrd en aislamientos

de E. coli del municipio A (Figura 14).
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Figura 14. Porcentajes de los aislados de E. coli con resistencia a al menos un antibiético evaluado de

cada familia de antibiético por municipio muestreado. R: resistente. S: sensible.

Genes de resistencia antimicrobiana

Se determinaron 7 genes que confieren resistencia antimicrobiana (Figura 15), éstos fueron:
gyrA y parC que confieren resistencia a las fluoroquinolonas, blatem1, blaZ y blapse1 que
confieren resistencia a los B-lactamicos, acc(6’)le-aph(2”)-la que confiere resistencia a los
aminoglucésidos y floR asociado a resistencia contra los fenicoles. En el caso de las familias de
los nitrofuranos y las sulfonamidas potencializadas no se determind algun gen de resistencia

asociado a estas familias.
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Figura 15. Revelado de la electroforesis en gel de agarosa al 2.00%. M: marcador de peso molecular.

Pozos 1 — 5 controles positivos de los 7 genes de resistencia evaluados en los aislados de E. coli.

La frecuencia de los 7 genes de resistencia evaluados en los 231 aislados de E. coli se ilustra
en la Figura 16. El gen de resistencia con mayor prevalencia fue el gen floR, que amplificé en
125 (54.11%) aislados de E. coli. El segundo gen con mayor prevalencia fue el gen blatem-1 que
amplifico en 77 (33.33%) aislados. En cambio, los genes que presentaron menor prevalencia
fueron, blaZ presente en 16 (6.92%) aislados, blapse-1 presente en 10 (4.23%) aislados y
finalmente parC presente en unicamente 4 (1.73%) aislados de E. coli. Por otro lado, los genes

gyrA'y acc(6’)le-aph(2”)-la no se encontraron en ninguno de los 231 aislados (Figura 16).
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Figura 16. Porcentajes de aislados de E. coli que amplificaron para cada uno de los 7 genes de

resistencia evaluados. Los genes gyrA y aac(6’)le-aph(2”)-la no amplificaron en ninguno de los 231

aislados evaluados.

La evaluacion de genes que confieren resistencia antimicrobiana en E. coli es basta y diversa,
por ejemplo, S. Zhang y colaboradores (2022) al igual que en el presente estudio reportaron alta
prevalencia (75.00%) de los genes floR y blatem en E. coli, en este estudio también se reportd
100.00% de prevalencia de otros genes como aadA, tetA, y ogxA. Por otro lado, Ramadan vy
colaboradores (2020), reportaron prevalencia del 33.33% para los genes blatem, flOR,
porcentajes similares al presente estudio, sin embargo, los genes predominantes fueron sulf y
tetA con 51.90% y 40.70% de prevalencia respectivamente. Al igual, Masood y colaboradores
(2024) reportaron la presencia del gen blatem en el 40.00% de aislados de E. coli en carne de
origen bovino, porcentaje similar al obtenido en la presente investigacion, pero también, se
reportd la presencia en el 100.00% de aislados los genes blactxy blasnv. En otro ejemplo, Badi
y colaboradores (2018) no encontraron la presencia de los genes blatem y aac(6’)-lb en ningun
aislado, sin embargo, reportaron la presencia de los genes strA/By tetA en el 15.00% y 10.00%

respectivamente.
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Asimismo, en la Figura 17 se expresa la frecuencia de los genes de resistencia antimicrobiana
por municipio, se obtuvo que el municipio A presentod los porcentajes mas altos para los genes
floR, blatem-1 y blaZ con 68.97% (20/29), 65.52% (19/29) y 31.03% (9/29) respectivamente. El
municipio B fue el municipio con mayor diversidad de genes de resistencia, pues fue el Unico en
el que hubo la presencia del gen parC en el 6.25% (4/64) de aislados, mientras que el gen
predominante fue floR con 40.63% (26/64) seguido de blatem-1 con 20.31% (13/64), blaZ con
10.94% (7/64) y blapse-1 con 4.69% (3/64). Contrario a D, en el que no hubo la presencia del gen
blaZ, siendo el municipio con menor diversidad genética, al igual, el gen mas frecuente fue floR
en 62.79% (54/86), seguido de blarem-1 en 32.56% (28/86) y blapse-1 en 4.65% (4/86) de
aislados. Finalmente, C también presento mayor frecuencia del gen floR en 51.92% (27/52),
seguido de blatem-1en 34.60% (18/52) y blaZ y blapse-1 en 3.85% (2/52) en ambos casos (Figura

17).

0
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C 3.85 34.62 3.85 51.92
B 10.94 20.31 469 6.25 40.63
0
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Figura 17. Porcentaje de aislados de E. coli de cada municipio evaluado que amplificaron para los genes

de resistencia antimicrobiana.
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Adicionalmente, se determind la asociacion entre la resistencia antimicrobiana fenotipica y la
resistencia antimicrobiana genotipica, dicha asociacion se expresa en la Figura 18. Se obtuvo
un valor de p= 2.2 x 10" del test de Chi? en la evaluacién de las dos variables categoéricas, lo
que indica que existe una asociacion entre la resistencia fenotipica y la genotipica.
Adicionalmente se obtuvo el valor del indice V de Cramer = 0.733 (Figura 18), para determinar
el grado de esta asociacion, el valor de este indice oscila entre 0 y 1, donde 0 indica que no hay
asociacion y 1 indica la mayor asociacién posible, ademas a partir de valores >0,25 indican una
asociacion fuerte entre dos variables categoéricas (Akoglu, 2018), lo que indica que en la
presente investigacién la asociacién entre la resistencia fenotipica y la genotipica evaluada
resulté fuerte. También, en la Figura 18 se observa la asociacion entre la resistencia a al menos
un compuesto de la familia de antibiéticos evaluada (expresada con el nombre de la familia y el
signo +) o la sensibilidad a todos los compuestos evaluados de cada familia (expresada con el
nombre de la familia y el signo -) con la presencia a al menos un gen (gen y signo +) o ausencia
de todos los genes (gen y signo -) de resistencia evaluados para cada familia de antibiéticos, en
este contexto el largo y ancho de los rectangulos expresan la proporcion del numero de
aislados de E. coli que presentaron estas variables relacionadas a la resistencia fenotipica y
genotipica. Para robustecer la evaluacién de esta asociacion, también se obtuvo el valor de los
residuales estandarizados, esto para cada familia de antibiético y para el conjunto de genes o
gen asociado a la resistencia de esa familia, donde valores altos (>4) indican una asociacion
fuerte entre las variables evaluadas con un valor de p <0.0001 (Bewick et al., 2004; Friendly,
1999). En la Figura 18 también se observa que la asociacion entre las familias de antibidticos y
sus respectivos genes fue fuerte (residuales estandarizados >4) en practicamente todas las

variables.
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Figura 18. Asociacion entre la resistencia fenotipica y la resistencia genotipica evaluada en los 231
aislados de E. coli. En la resistencia fenotipica el signo — indica sensibilidad a todos los antibiéticos
evaluados de la familia, el signo + indica resistencia a al menos un compuesto de cada familia evaluada.
En la resistencia genotipica el signo — indica la ausencia del gen(s) de resistencia, el signo + indica la
presencia del gen(s) de resistencia. El ancho y largo de los rectangulos exhiben la proporcion de aislados
que presentaron cada variable de resistencia o sensibilidad respecto a la presencia o ausencia de los
genes de resistencia.

Por ejemplo, el 100.00% (231/231) de los aislados presentaron resistencia a los p-lactamicos
(b-lactamicos +) y presenté una asociacion fuerte tanto en la presencia (bla +) como en la
ausencia (bla -) de los genes bla, sin embargo, fueron mas los aislados que no presentaron
ningun gen (61.47% 142/231) que los que si presentaron, (38.53% 89/231). Por otro lado,
ningun (0.00% 0/231) asilado amplifico para el gen aac(6’)le-aph(2”)-la, (aac -), en este caso,
fueron mas los aislados que presentaron resistencia, aminoglucésidos + (84.42% 195/231)
respecto a los que presentaron sensibilidad, aminoglucésidos - (15.58% 36/231), en ambos

casos la asociacion fue fuerte. Para las fluoroquinolonas, fue mayor el porcentaje (66.23%
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153/231) de aislados que presentaron resistencia, pero no presentaron la amplificacion de
alguno de los genes (fluoroquinolonas +, gyrA-parC -), solo 1 asilado (0.43%) presento
resistencia y también genes (fluoroquinolonas +, gyrA-parC +), en caso contrario, 3 aislados
(1.29%) presentaron genes, pero fueron sensibles (fluoroquinolonas -, gyrA-parC +) y 74
aislados (32.05%) no presentaron genes y presentaron sensibilidad (fluoroquinolonas -, gyrA-
parC -), en la mayoria de estos casos, la determinacion de la asociacion segun el valor de los
residuales estandarizados fue fuerte. Finalmente, el 51.95% (120/231) de aislados presentaron
resistencia a los fenicoles y genes (fenicoles +, floR +), y el 26.84% (62/231) presento
resistencia pero ausencia de genes (fenicoles +, floR -), ademas, el 19.05% (44/231) presento
sensibilidad y ausencia de genes (fenicoles -, floR -), en todas estas variantes hubo asociacién
fuerte, por el contrario, el 2.16% (5/231) de aislados presenté sensibilidad y genes (fenicoles -,
floR +), siendo la unica combinacién de estas variables que no presentaron una asociacion
fuerte (Figura 18). La evaluacién de la asociacién entre la resistencia fenotipica y genotipica
indican que el gen floR es adecuado para evaluar la resistencia ante los fenicoles en E. coli,
este gen codifica para una bomba de eflujo no enzimatica de la superfamilia de facilitadores
mayores (MFS por sus siglas en inglés “Major Facilitator Superfamily”) y aunque es especifica
para florfenicol, también puede expulsar a cloranfenicol (Andersen et al., 2015; Wang et al.,
2018; Zack et al., 2024). Sin embargo, la presencia de resistencia y ausencia del gen floR,
también sugiere la evaluacion de otros genes especificos para cloranfenicol, al ser el antibiético
evaluado en la presente investigacion, ya que, en la resistencia a este compuesto también se
ven implicadas la produccién de las enzimas acetiltransferasas de cloranfenicol (CAT) y bombas
de eflujo especificas para el cloranfenicol, codificadas por los genes cat y cmIA respectivamente
(Huang et al., 2017). Por otro lado, la alta presencia de resistencia a las fluoroquinolonas y baja
presencia de los genes gyrA y parC, también son un indicio de que estos genes no describen
de la mejor forma este fendmeno. Los antibidticos evaluados de esta familia fueron
ciprofloxacino y norfloxacino, estos compuestos solo presentan una diferencia estructural en el

grupo alquilo N-1, teniendo, el ciprofloxacino un anillo de ciclopropino y el norfloxacino un anillo
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de etilo, no obstante, presentan el mismo sitio diana, ambos inhiben a la DNA girasa y/o
topoisomerasa |V, enzimas implicadas en la topologia del DNA, en especifico en el
superenrollamiento negativo, proceso implicado en la replicacion y transcripciéon (Khanna et al.,
2024; van der Putten et al., 2019). La resistencia a estos compuestos se encuentra ligada a
mutaciones de los genes que codifican para estas enzimas (gyrA y parC), al ser genes
constitutivos, se ubican dentro del cromosoma, para su evaluacion se requiere de la
amplificacién de estas secuencias, su posterior secuenciacion y comparativa con otras
secuencias reportadas en bibliotecas como GenBank, con la finalidad de conocer
especificamente el tipo de mutacion asociada a la resistencia. No obstante, los primers
utilizados para estos genes (gyrA y parC), en la presente investigacion son especificos para
Streptococcus suis, segun lo reportado por Uruén y colaboradores (2024), lo que se corroboré
con la busqueda de los iniciadores en la herramienta de Primer-BLAST, se obtuvo que los
primers para gyrA se asocian a S. suis, Streptococcus oralis y Streptococcus salivarius;
mientras que los primes de parC se asocian a Streptococcus spp., lo que explica la casi nula
amplificacién para estos genes en los aislados de E. coli de la presente investigacion. No
obstante, se ha sugerido que las mutaciones puntuales en estos genes pueden obtenerse por
transferencia horizontal (Uruén et al., 2024), considerando las mutaciones S83L y D87N las mas
reportadas para gyrA, y para parC las mutaciones son S80I y E84V en E. coli (Lashkenari et al.,
2025; Mirzaii et al., 2018), por lo que se sugiere el uso de iniciadores especificos para estos
genes en E. coli y su posterior secuenciacion y comparativa, para corroborar las mutaciones
antes mencionadas. Adicionalmente, se sugiere el uso de otros genes que confieren resistencia
a las fluoroquinolonas ubicados en plasmidos como: gnrA, qnrB, qnrC y qnrS que codifican para
las proteinas de resistencia a las quinolonas (Qnr), protegen a las enzimas DNA girasa y
topoisomerasa |V, impidiendo la unién del antibiético, también son consideradas el principal
mecanismo de resistencia a estos compuestos; al igual, el gen 0gxAB que codifica para bombas
de eflujo, el gen aac(6’)-Ib-cr implicado en la produccion de enzimas N-acetiltransferasas que

bloquean la accién de estos compuestos, o el gen crpP que produce una enzima modificadora
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de ciprofloxacina con la capacidad de fosforilar a estos compuestos (Khan et al., 2020; Poirel et
al., 2018; van der Putten et al., 2019). Para la resistencia genotipica de los aminoglucésidos no
hubo la presencia del gen aac(6’)le-aph(2”)-la, que codifica para la enzima hibrida
acetiltransferasa AAC(6’)-le/fosfotransferasa APH(2”)-la, si bien esta enzima confiere
resistencia a practicamente todos los aminoglucésidos disponibles (excepto a estreptomicina) y
se encuentra en el transposén Tn4001, se distribuye principalmente en Enterococcus spp. y
Staphylococcus spp. (Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022; Sparo et al., 2018), lo que sugiere
que este gen aun no se ha transferido a E. coli, razén por la que, es necesario la determinacién
de genes de resistencia a aminoglucdsidos especificos en E. coli, sin embargo, esta familia
presenta una diversidad basta de genes de resistencia, en la que se ven involucradas las
enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME por sus siglas en inglés “Aminoglycoside
Modifying Enzymes”), que incluyen a las N-acetiltransferasas (AAC), O-nucleotidiltransferasas
(AAD/ANT) y O-fosfotransferasas (APH), que a su vez se clasifican y nombran de acuerdo a la
posicion del aminoglucésido que modifican, seguido de un niumero romano y una letra si existen
mas enzimas que modifican la misma posicidn, esto derivado de la diversidad de enzimas
reportadas para los genes aac, aad y aph, que codifican para dichas enzimas (Cameron et al.,
2018; Foudraine et al., 2021; Krause et al., 2016). Siendo, los genes mas comunes en E. coli,
para las acetiltransferasas los genes aac(3)-1l/IV (asociado a la resistencia de gentamicina,
tobramicina y netilmicina) y aac(6)-/b (que confiere resistencia a amikacina, netilmicina y
tobramicina), en el caso de las nucleotidiltransferasas ANT(2”) codificada por aadA (actua sobre
gentamicina y tobramicina) y ANT(3”) codificada por aadB (actua sobre estreptomicina y
espectiomicina), y para las fosfotransferasas los genes srtA o aph(3”)-Ib, strB o aph(6)-Id
(ambos confieren resistencia a la estreptomicina principalmente) y aph(3”)-l/ll (asociada a
resistencia de neomicina, kanamicina, amikacina y gentamicina) (Hirsch et al., 2014; Krause et
al., 2016; Okubo et al., 2019; Poirel et al., 2018; Urban-Chmiel et al., 2022; Zeng & Jin, 2003).
También, en esta especie bacteriana se han reportado los genes armA, rmtB, rmtD, rmtE y

nmpA que codifican para enzimas de 16S rRNA metiltransferasa (RMTs), que impiden la unién
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de una gama amplia de compuestos de aminoglucdsidos al sitio diana que es la porcion 16S
rRNA, y finalmente el gen acrD, que codifica para el transportador de eflujo AcrD implicado en la
resistencia de los aminoglucésidos, acidos biliares, novobiocina y acido fusidico (Elkins &
Nikaido, 2002; Krause et al., 2016; Urban-Chmiel et al., 2022; Wellner et al., 2024). Por otro
lado, en los compuestos B-lactamicos los genes bla evaluados no fueron suficientes para
explicar la resistencia fenotipica, se sugiere la evaluacién de enzimas B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) por ser el principal mecanismo de resistencia contra los B-lactamicos en
especies de Enterobacteriaceae (Abayneh et al., 2019). Las BLEE de la familia de las CTX-M
(hidrolizante de cefotaxima) son las enzimas dominantes en E. coli, codificada por el gen blactx-
M, Sin embargo, cuenta con 230 subtipos. Otras enzimas BLEE frecuentes de albergar E. coli
destacan las familias de SHV (variante del reactivo sulfhidrilo) y TEM (nombrada asi en honor al
paciente Temoneira), codificadas por blaskv y blatem respectivamente, estas familias cuentan
con 228 y 243 subtipos respectivamente (Castanheira et al., 2021; De Angelis et al., 2020).
Estas enzimas se encuentran relacionadas a la MDR ya que su espectro de actividad es
diverso, inhiben desde penicilinas, monobactamas y cefalosporinas de primera, segunda e
inclusive de tercera generacion (Zhong et al., 2021). El gen blatem1 evaluado en esta
investigacion, codifica para una B-lactamasa de tipo serina, pero presentan una actividad
limitada respecto a otras BLEE, incluso de la misma familia como TEM-2 o TEM-3 ya que
actuan unicamente sobre penicilinas y cefalosporinas de primera generacién (Rastuti et al.,
2023), lo que limita la determinacion de los genes responsables de la resistencia de nuestros
aislados a cefotaxima (cefalosporina de tercera generacion). Los otros genes evaluados fueron
blaZ y blapse.i, ambos codifican para pB-lactamasas, por un lado, blaZ codifica para una
penicilinasa y se encuentra altamente asociado a la resistencia de las penicilinas en
Staphylococcus spp. (Ferreira et al., 2017), a pesar de que este gen se encontro en el 6.20% de
aislados, demostrando la transferencia de este gen de una especie a otra, todavia no es comun

encontrarlo en E. coli, lo que podria limitar la caracterizacion genotipica de la resistencia a
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penicilinas. Por otro lado, el gen blapse.1, codifica para la enzima especifica de Pseudomonas
spp., se trata de una B-lactamasa del tipo de carbenicilinasa, se asocia a resistencia contra
carbenicilina principalmente, pero también a otros compuestos dentro de las carboxipenicilinas y
ureidopenicilinas, asi como a ampicilina, amoxicilina y cefsulodina (Adelowo et al., 2018;
Aljanaby & Medhat, 2017; Bush & Jacoby, 2010; Frye & Jackson, 2013; Rocha et al., 2019).
Este gen se ubica en un integréon clase |, es mas frecuente encontrarlo en Salmonella spp. y
Pseudomonas aeruginosa sin embargo, también se ha reportado en otras especies como
Gallibacterium anatis, Pseudomonas putida, incluyendo a E. coli (Abtcha et al., 2018; Adelowo
et al., 2018; C.A. Alonso et al., 2016; Chen et al., 2019; Z.-F. Peng et al., 2019). A pesar de ello,
fue poco frecuente (4.33%) en el presente estudio, lo que limita la explicacion de la resistencia
encontrada a carbenicilina, reiterando la evaluacién de genes mas especificos o frecuentes en
E. coli. No obstante, existen otros mecanismos asociados a la RAM, como la formacion de
biofilms, esta matriz polimérica extracelular se compone de polisacaridos, proteinas, DNA
extracelular y lipidos, que en conjunto actia como una barrera de proteccion ante presiones
ambientales como la presencia de antibidticos en su entorno, limitando su ingreso a las células
bacterianas (Almatroudi, 2025). Al igual que, la persistencia de antibidticos, fendmeno
denominado como la capacidad de una subpoblacion bacteriana a sobrevivir a dosis letales de
antibiéticos, sin la necesidad de presentar genes de resistencia, en este fendmeno esta
implicado el estado de latencia, porque las células bacterianas dejan de multiplicarse ante la
exposicion del antibidtico (Eisenreich et al., 2022). Otro fendmeno es la tolerancia, en este
proceso una poblacidon bacteriana sobrevive ante un tratamiento por encima de la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) sin la necesidad de mecanismos de resistencia
genéticos (Balaban et al., 2019). Por lo que, la determinaciéon de presencia de genes de

resistencia ya no es suficiente para explicar el fendmeno de la RAM.
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Factores de virulencia

Se determind la presencia de 4 genes de virulencia, stx1, stx2, eaeA y hlyA a 180 aislados de
E. coli (Figura 19), que correspondieron a los aislados clasificados dentro de EHEC e hibridos
con base en la busqueda de los serotipos en la bibliografia, al igual se incluyeron los reportados

sin patotipo especifico (RSP) y los no reportados (SR).

M

Figura 19. Revelado de la electroforesis en gel de agarosa al 2.00%. M: marcador de peso molecular. +:
control positivo. -: control negativo. Pozos 1 — 6 aislados de E. coli que amplificaron para uno o mas

genes de virulencia.

De los 180 aislados de E. coli evaluados, 115 (63.88) no amplificaron para ninguno de los 4
genes de virulencia. La frecuencia de los genes de virulencia se expresa en la Figura 20. El gen
predominante fue stx2, el cual, amplificd en el 32.22% (58/180) de aislados, seguido del gen
hlyA, presente en el 8.33% (15/180) y eaeA (5.00% 9/180), finalmente el gen sxt7 no amplific
en ninguno de los 180 aislados. En otras investigaciones se han reportado diferentes
prevalencias de estos genes de virulencia, por ejemplo, en Jordania se reportd la presencia
unicamente de stx2 en el 5.00% de E. coli aislada de carne de res, y al igual que el presente

estudio, no hubo la presencia de stx7 (Tarazi et al., 2021).
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(stx2 @hlyA  (DeaeA

Figura 20. Porcentajes de aislados de E. coli que amplificaron para cada uno de los 4 genes de virulencia

evaluados. El gen stx71 no amplificé en ninguno de los 180 aislados.

Contrario a lo reportado en Tunez, donde se determind la presencia de Uunicamente el 3.00%
para los genes six1 y stx2, 4.60% para eaeA, y 0.00% para hlyA, en cambio, los genes
predominantes fueron, fimH (96.90%), astA (38.40%), y fyuA (32.30%) en aislados de E. coli de
diferente origen, incluyendo animales y alimentos de origen animal (Badi et al., 2018).
Contrastante a lo reportado en China, en E. coli de diferentes tipos de carne (res, cerdo, pollo y
pato) y verduras (lechuga y pepinos), ninguno portaba los genes stx17, stx2 y hlyA, sin embargo,
el 80.00% de los aislados amplificaron para el gen astA y el 28.26% presentaron los genes
eaeA, espA Yy tir (S. Zhang et al., 2022). Otra investigacion realizada en Korea, reporté 17.70%
de eaeA, 4.45% para hlyA, y 3.50% para stx1 y stx2, con la predominancia de los genes astA 'y
escV, con 28.30% y 18.60% respectivamente, en E. coli aislada de diferentes matrices carnicas
(res, pollo y cerdo) (Cho et al., 2020). La diversidad genética en cuanto a la virulencia que
presenta E. coli es basta, por lo que, para tener una tipificacién mas robusta, es necesario la

evaluacion de otros genes de virulencia caracteristicos de mas patotipos de E. coli. Esta

117



diversidad esta relacionada a la plasticidad genética que presenta esta especia bacteriana,
pues cuenta con entre 1000 - 2000 genes diferentes entre patotipos asociados en su mayoria a
factores de colonizacion y de virulencia, que da como resulta una diversidad genética basta
entre cepas comensales o avirulentas de E. coli, asi como las cepas patdégenas e incluso, la
aparicion de cepas hibridas, las cuales, son de importancia en salud publica por compartir
genes de virulencia tanto de DEC como de EXPEC, que potencian su virulencia y son capaces
de provocar sintomatologia mas grave (Braz et al., 2020; Poirel et al., 2018; A. C. Santos et al.,

2020).

La Figura 21 expresa la relacion proporcional entre el origen (municipio), la clasificacion en
EHEC, hibridos, RSP y SR, y la presencia (+) o ausencia (-) de los genes de virulencia en los
180 aislados de E. coli. Siendo D, el municipio de origen de la mayoria de los aislados, con
34.44% (62/180), de éstos el 53.22% (33/62) se clasificaron dentro de EHEC, el 27.42% (17/62)
fueron RSP, el 17.74% (11/62) SRy 1.61% (1/62) fue hibrido de EHEC/ETEC, el cual, amplificd
para el gen stx2; por otro lado, de los 17 aislados clasificados como EHEC 10 amplificaron para
stx2 y sélo 1 para hlyA; y de los 17 aislados RSP 8 amplificaron stx2 y 1 hlyA; mientras que, de
los 11 SR, 2 amplificaron para stx2 y 1 para eaeA. El municipio B fue el 2.°, con mayor numero
de aislados con el 26.67% (48/180), de éstos, 52.08% (25/48) pertenecen a EHEC, 20.83%
(10/48) a RSP y 27.08% (13/48) a SR; a su vez, de los 25 de EHEC, 17 amplificaron stx2 y 1
hlyA; de los 10 aislados RSP, 3 amplificaron stx2 y 1 eaeA,; finalmente, de los 13 de SR, 6
amplificaron stx2 y 1 eaeA. Por otro lado, el 24.44% (44/180) de los aislados pertenecieron a C,
de los cuales, 56.82 (25/44) pertenecen a EHEC, 22.72% (10/44) a RSP y 20.45% (9/44) a SR;
que, a su vez, de los 25 de EHEC, 6 amplificaron hlyA, 3 stx2 y 1 eaeA; de los 10 de RSP, 1
amplificd hlyA y 1 stx2; y de los 9 de SR, 2 amplificaron stx2, 1 hlyA 'y 1 eaeA. Finalmente, el
14.44% (26/180) de aislados fueron del municipio A, de éstos, el 50.00% (13/26) pertenecen a
EHEC, 26.92% (7/26) a RSP, 19.23% (5/26) a SR y el 3.84% (1/26) como hibrido de

EHEC/EAEC, el cual no amplificd para ningun gen de virulencia; por el contrario, de los 13 de
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EHEC, 3 amplificaron para stx2, 2 para hlyA y 2 para eaeA; de los 7 de RSP, 2 amplificaron

hlyA'y 1 stx2; en cambio, de los 5 de SR, 1 amplificé para stx2y 1 eaeA.

stx1 + 0
A 1444
stx1 - 100
EHEC 53.33
B 26.67 Istx2 + 32.22
stx2 - 67.78
eaeA + 5
C2444
RSP 24.44
eaeA - 95
hiyA + 8.33
SR 21.11
D 34.44
hlyA - 91.67

—EHEC/ETEC 0.56
—EHEC/EAEC 0.56

Figura 21. Relacion expresada en proporcion entre el municipio de origen de los aislados de E. coli. La
clasificacion asignada dentro del patotipo de EHEC o hibridos, RSP: reportada sin patotipo y SR: sin
reporte, con base en la revision de los serotipos. También se observan los genes de virulencia, +:

positivo, -: negativo.
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Por otro lado, los serotipos 098:H26, O111ab:H5, 0120:H8, 0149:H51, O162:H51 y O187:H25,
que fueron clasificados como SR, y los serotipos 0O4:H32, 044:H30, O108:H34, O120:H32,
0129:H30, 0173:H51 y OUT:HNM clasificados como RSP amplificaron para el gen stx2 (Tabla
6), por lo que, pueden clasificarse dentro de E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), al
tener la capacidad de producir la toxina Shiga (Vélez et al., 2023). Ademas, hubo 8 (4.44%)
aislados que amplificaron la combinacién de genes de virulencia eaeA-stx2, y 9 (5.00%)
aislados que presentaron la combinacion hlyA-stx2 (Tabla 6). Hablar de la combinacién de
estos genes, es de gran relevancia ya que se asocian a enfermedades mas graves, en especial
la combinacién eaeA-stx2, relacionado por una parte a las lesiones A/E de los enterocitos y en
otra, porque la toxina Stx2 se encuentra relacionada a mayor probabilidad de desarrollar SUH,
esto relacionado a que Stx2 presenta mayor afinidad por los ribosomas de la célula huésped,
mayor actividad catalitica asi como mayor toxicidad, en especifico los subtipos stx2a, stx2b,
stx2c y stx2d, son los que presentan mayor frecuencia en enfermedades humanas (Nobili et al.,

2017; Wang et al., 2024).
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Tabla 6. Serotipos de E. coli sin reporte, reportados sin patotipo especifico y EHEC que

amplificaron para 1 o 2 genes de virulencia.

Municipio Aislado  Serotipo Patotipo reportado Perfil de genes de virulencia
1 OUT:HNM RSP hlyA
11 OUT:H2 EHEC eaeA, stx2
16 O70:H7 SR eaeA, stx2
A 17
18 0188:H2 EHEC hlyA, stx2
22 OUT:HNM RSP hlyA, stx2
30 0120:H32 RSP stx2
40 0149:H51 SR stx2
49 023:H25 EHEC eaeA, stx2
52 0187:H25 SR stx2
58 O111ab:H5 SR stx2
B 60 098:H26 SR stx2
69 049766:H8 SR eaeA, stx2
70 084:H51 RSP eaeA, stx2
73 OUT:H2 EHEC hlyA, stx2
76 OUT:HNM RSP stx2
89 0120:H8 SR stx2
183 0O18ab:H25 SR eaeA, six2
216 OUT:HNM RSP hlyA, stx2
C 221 hlyA, stx2
0O8:HNM EHEC
224 eaeA, stx2
231 0162:H41 SR hlyA, stx2
94 OUT:HNM RSP hlyA, stx2
103 0O128ac:HNM  EHEC hlyA, stx2
106 OUT:HNM RSP stx2
110 0108:H34 RSP stx2
113
0129:H30 RSP stx2
D 114
118 0173:H51 RSP stx2
128 0162:H2 SR eaeA, stx2
135 044:H30 RSP stx2
171 0162:H51 SR stx2
173 04:H32 RSP stx2
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CONCLUSIONES

La carne molida de res comercializada en la zona del Valle del Mezquital, en el Estado Hidalgo,
presentd una mala calidad microbiolégica con cargas elevadas de E. coli y coliformes totales.
Mas del 80% de las muestras se encontraron fuera de los LMP para E. coli establecidos por la
normatividad mexicana, asi como de la USDA y la EU. Adicionalmente, practicamente todas las
muestras, superaron el LMP para coliformes totales gestionado por la USDA, considerado
unicamente este LMP ante la falta de uno de caracter nacional, lo que sugiere areas de
oportunidad legislativas en el monitoreo de la calidad microbiolégica de la carne en el pais. La
elevada carga microbiana evidencié deficiencias sanitarias y de higiene en los puntos de venta.
Dichas deficiencias pudieron ser comprobadas a través de la lista de verificacion sanitaria y el
célculo del OR, enfatizando las malas practicas higiénicas durante la manipulacion, la falta de
limpieza y desinfeccion de las superficies y utensilios en contacto directo con la carne,
incorrecto almacenamiento y presencia de plagas como factores de exposicion de riesgo. Lo
que sugiere el establecimiento de mejoras en la aplicaciéon de programas nacionales de calidad
microbioldgica en alimentos como la carne. En complemento, se identificé una diversidad
elevada de serotipos de E. coli, algunos de ellos asociados a infecciones gastrointestinales y
urinarias en humanos, posicionando a la carne como un reservorio potencial de E. coli
patdgena, lo que lo que implica una problematica en un contexto de salud publica. Problematica
que se incrementa con la presencia de MDR en practicamente todos los aislados de E. coli,
enfatizando los altos porcentajes de resistencia a compuestos p-lactamicos, fenicoles y
sulfonamidas potencializadas, que por un lado enmarca deficiencias terapéuticas ante posibles
brotes por este agente etioldgico y por otro lado, subraya deficiencias en uso y manejo de los
antibioticos en el ganado bovino, que se asocian a la propagacién de la RAM entre cepas
patdgenas y comensales de E. coli. En complemento, la presencia de genes RAM como floR y
blatem-1, blaZ, blapse-1 y parC, ayudan a entender los mecanismos de resistencia que presenta
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E. coli en la region de estudio, aunque, no fueron suficientes para explicar el total de la
resistencia fenotipica, por lo que es necesario incrementar la gama de genes de resistencia a
evaluar, y que éstos sean especificos para E. coli. No obstante, los datos obtenidos posicionan
a la carne como un reservorio importante de genes RAM, y que favorece la transferencia a otras
bacterias. Por otro lado, la presencia de los genes de virulencia stx2, hlyA y eaeA, esclarecen el
potencial patogénico de algunos aislados de E. coli, representando una amenaza importante
para la salud de la poblacion de la zona de estudio. No obstante, es importante sugerir la
determinacion de otros genes de virulencia que incluyan a mas patotipos de DEC y de EXPEC
con la finalidad de hacer una subtipificacion mas robusta y poder determinar cepas hibridas, al
ser cepas con mayor relevancia clinica, por ocasionar enfermedades mas graves. En conjunto,
los datos obtenidos en la presente investigacién, que incluye a los conteos bacterianos, la
evaluacion sanitaria, el analisis de factores de riesgo, los perfiles de resistencia antimicrobiana,
la presencia de genes RAM vy factores de virulencia, denotan una amenaza potencial para la
salud de la poblacion mexicana. Esta amenaza, resalta la importancia del establecimiento de
regulaciones normativas mas estrictas, con el unico objetivo de garantizar la obtencion de carne

inocua en la zona de estudio, y apoyar en el logro de la seguridad alimentaria en el pais.
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ANEXO 1. Lista de verificacion sanitaria de las practicas de

higiene en establecimientos de venta de carne roja, en el
Valle del Mezquital y las palabras clave utilizadas para los
items de la lista de verificacién sanitaria.

Categoria Palabras clave item
Instalaciones y Instalaciones que evitan la Las instalaciones del establecimiento, incluidos
areas contaminacioén techos, puertas, paredes, pisos, bafios, cisternas,

Buen mantenimiento

Uniones no continuas

No proteccién puertas y ventanas

Conductos cruzan area de
produccién

tinacos (u otros depdsitos de agua); y mobiliario
estan limpios.

Las instalaciones generales del establecimiento se
encuentran en buenas condiciones de
mantenimiento.

Los pisos, paredes, techos y/o las uniones en las
superficies de pisos o paredes recubiertas con
materiales no continuos en las areas de produccidon o
elaboracién son de facil limpieza.

Las puestas y ventanas de las areas de produccion o
elaboracién estan provistas de proteccién para evitar
la entrada de lluvia y fauna nociva.

Las tuberias, ductos, rieles, vigas, cables, etc., no
pasan por encima de tanques y areas de produccion
y/o elaboracién donde el producto sin envasar se
encuentra expuesto.

Equipos y utensilios

Equipos separados

Equipos no aptos

Equipos inocuos

Acumulacién de agua

Termdémetros

Los equipos estan instalados en forma tal que el
espacio entre estos, la pared, el techo y el piso
permiten su limpieza y desinfeccién.

El equipo, utensilios y materiales en contacto con
materias primas y productos, son lisos, lavables, sin
roturas y permiten su desinfeccién.

El equipo, utensilios y materiales que se emplean en
la produccién o elaboracién, son inocuos y
resistentes a la corrosion.

En los equipos de refrigeracion y congelacidn se evita
la acumulacién de agua.

Los equipos de refrigeracién y/o congelacién estan
provistos de termémetros o dispositivos para el
registro de temperatura funcionando correctamente y
en un lugar accesible para su monitoreo.

Servicios

Agua potable

Cuenta con abastecimiento de agua potable e
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Drenaje

Sanitarios

Ventilacion

Tuberias expuestas

[luminacién

Proteccién focos

instalaciones apropiadas para su almacenamiento y
distribucién.

El drenaje cuenta con trampa contra olores,
coladeras y canaletas con rejillas, libres de basura,
sin estancamiento y en buen estado; y en su caso
trampas para grasa.

Los sanitarios cuentan con separacion fisica
completa, no tienen comunicacién ni ventilacion
directa hacia el area de produccion o elaboracion.
La ventilacidn evita el calor y condensacion de vapor
excesivo y acumulaciéon de humo y polvo.

Las instalaciones de aire acondicionado (tuberias y
techos) no presentan goteos sobre las areas donde
las materias primas y productos estan expuestos.

La iluminacién permite llevar a cabo la realizacion de
las operaciones de manera higiénica.

En areas donde los productos se encuentran sin
envasar, los focos y lamparas estan protegidos o son
de material que impide su astillamiento.

Almacenamiento

Almacenamiento

Superficies limpias

Circulacién de aire

Proteccidn en recipientes

Las condiciones de almacenamiento son adecuadas
al tipo de materia prima y/o productos que se
manejan.

Las materias primas y/o productos se colocan en
mesas, estibas, tarimas, anaqueles, entrepafos,
estructura o cualquier superficie limpia que evite su
contaminacién.

La colocacion de materias primas y productos
permite la circulacién del aire.

Los envases y recipientes en contacto directo con la
materia prima y productos se almacenan protegidos
de polvo, lluvia, fauna nociva y materia extrafa.

Control de
operaciones

4°C

Congelador

Retiro de productos

Los equipos de refrigeracién se mantienen a una
temperatura méxima de 4°C

Los equipos de congelacidon mantienen una
temperatura que permite la congelacidn del producto.
Son retirado del establecimiento los productos,
materiales inutiles, obsoletos o fuera de
especificaciones.

Materias primas

Clasificacion

Ausencia de materias primas

Se inspeccionan o clasifican las materias primas e
insumos antes de la produccion o elaboracion.
Ausencia de materias primas que puedan representar
un riesgo a la salud al utilizarse en la elaboracién del
producto.

Agua en contacto

Agua en contacto

El agua que estd en contacto con materias primas,
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con los alimentos

Tratamiento agua

productos, superficies, envases y la de fabricacién de
hielo es potable.

Se practica alguna medida y/o método que garantice
la potabilidad del agua.

Mantenimiento y
limpieza

Equipo funcional

Area sucia

Limpieza equipo y utensilios

El equipo y utensilios se encuentran en buenas
condiciones de funcionamiento.

La limpieza y desinfeccién se realiza de acuerdo al
proceso y producto que se trate.

La limpieza de equipos y utensilios se realiza de
acuerdo al tipo de producto y proceso.

Control de plagas

Drenaje cubierto

Plagas

Animales

Los drenajes cuentan con cubierta para evitar la
entrada de plagas provenientes del alcantarillado o
areas externas.

En las areas de proceso no hay evidencia de plagas o
faunas nociva.

En las areas de produccion o elaboracion de los
productos no se observan animales domésticos o
mascotas.

Manejo de residuos

No acumulacién basura

Retiro de basura

Botes de basura

Se evita la acumulacién de basura, desechos y
desperdicios en la zona destinada para este fin.

Los residuos (basura, desechos o desperdicios)
generados durante la produccidén o elaboracién son
retirados de las areas cada vez que es necesario o
por lo menos una vez al dia.

Los recipientes para los residuos (basura, desechos o
desperdicios) estan identificados y con tapa.

Salud e higiene del
personal

Personal aseado

Personal con signos

El personal se presenta aseado al area de trabajo,
con ropa y calzado limpios e integros.

El personal que trabaja en produccién o elaboracién
no presenta signos como: tos frecuente, secrecién
nasal, voémito, fiebre, ictericia o heridas en areas
corporales que entren en contacto directo con las
materias primas o productos.

No comer En las areas en donde se entre en contacto directo
con materias primas, productos y envases primarios
no existe evidencia de que come, bebe, fuma, masca,
escupe, tose y/o estornuda.

Practicas del No desague Los mostradores para exhibicién y venta donde se

personal

utiliza hielo para conservar los productos, cuentan
con un sistema de drenaje para el agua de deshielo.
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ANEXO 2. Perfil bioquimico de los aislados de E. coli

Muestra* Aislado Catalasa Motilidad Indol H,S RM VP Ornitina Citrato  TSI**
descarboxilasa
Al 1 - + + Sy - + - A/AG
A3 2 + + + - + - + - A/AG
3 - + + - + - + - A/AG
A4 4 + + + - + - + - A/AG
5 + + + - + - + - A/AG
6 + + + - + - + - A/AG
7 + + + - + - + - A/AG
A7 8 + - + - + - + - A/A
9 + + - + - + - A/AG
A8 10 + + - + - + - A/AG
All 11 + - + - + - + - A/A
12 + + + - + - + - A/A
A10 13 + + + - + - + - A/A
14 + + + - + - + - A/AG
15 + + + - + - + - A/AG
A12 16 + + + - + - + - A/AG
17 + + + - + - + - A/AG
18 + + + - + - + - A/AG
Al13 19 + + + - + - + - A/AG
20 + + + - + - + - A/AG
21 + + + - + - + - A/AG
Al14 22 + + + - + - + - A/AG
23 + + + - + - + - A/AG
24 + + + - + - + - A/AG
A15 25 + + + - + - + - A/A
26 + + + - + - + - A/AG
27 + - + - + - + - A/AG
28 + + + - + - + - A/AG
29 + + + - + - + - A/AG
Bl 30 + + + - + - + - A/AG
31 + - + - + - + - A/AG
32 + - + - + - + - A/AG
B2 33 + + + - + - + - A/AG
34 + + + - + - + - A/AG
35 + + + - + - + - A/AG
36 + + + - + - + - A/AG
37 + + + - + - + - A/AG
38 + + + - + - + - A/AG
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A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/A

39
40
41

B3

B4
B5

42

43

44
45

46
47

B6

48
49

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

50
51
52

B7

B8

53
54
55
56
57
58
59
60
61

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

B9

B10

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

62

63

B11

64
65

66
67

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

68
69
70
71

B12

B13

72

A/AG

73
74
75

A/AG
A/AG
A/AG

B14

76
77
78
79

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

B15

80
81

B16
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A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

82

83

B17
B18

84
85

86
87

88
89

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

90
91

B20

92

B21

93

A/ALK
A/A

94
95

D1

A/A

96
97

A/AG
A/AG

D2

98
99

A/AG
A/A

100
101
102

D3

A/AG

A/ALK
A/A

103
104
105
106

A/ALK
A/A

D4

A/AG

D5

A/AG
A/AG

107
108
109

A/AG
A/AG

110
111
112

D6

A/AG
A/AG
A/AG

D7

113
114
115
116

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

D8

117
118
119
120
121

A/AG
A/A

D9

A/AG
A/A

A/AG
A/A

122
123

D10

A/AG

124
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A/A

125

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

126
127
128

D11

129

130
131

D12

A/ALK
A/AG
A/A
A/A

132
133

134
135
136

D13

A/AG
A/A
A/A

137
138
139

D14

A/AG
A/AG
A/AG

140
141

D15

A/AG
A/AG

142
143

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

144
145
146

D16

147
148
149

A/AG
A/AG
A/A

D17

150
151
152

A/AG
A/AG

D18

153
154
155

A/AG
A/AG
A/AG
A/A

D19

156
157
158

D20

A/ALK
A/AG
A/A

159
160
161

A/AG

D21

A/AG

162
163

A/AG
A/AG

164
165

A/ALK
A/AG
A/AG

166
167

D22
D23
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A/ALK
A/A

168
169

A/A
A/A

170
171
172
173

D24

A/AG
A/A

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/A

174
175
176
177

D25

178
179

D26

180
181

C1

A/A

182

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

183

Cc2

184
185
186

c3

187
188

c5

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

189

190
191
192

cé6

193

c7

194
195
196

c8

197
198

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

Cc10

199
200
201

202
203
204

C11

205
206

C13

207
208
209
210

ci4
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C15

C16

C18
C19

Cc20
c21
Cc23

C24
C25

211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ 4+ 4+

+ + + + + 4+

+ + 4+ + 4+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG
A/AG

*A: A; B: B; D: D; C: C. **A: acido; ALK: alcalino; G: produccion de gas. ***Reaccion positiva: +.

****Reaccion negativa: -.
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