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RESUMEN

Se ha reconocido que la presencia de
bacterias patdgenas en alimentos de
origen bovino constituye un riesgo para la
salud de las personas, debido a que estos
microorganismos son capaces de generar
problemas  gastrointestinales.  Estas
patologias son una de las primeras causas
de consulta médica y de muerte en México
y en el mundo. EI presente estudio busco
investigar la presencia de Salmonella sp.
y Escherichia coli 0157:H7 en 20 muestras
de carne molida de res, adquiridas de
manera aleatoria en supermercados de
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la ciudad de Puebla, Puebla, México.
Las metodologias utilizadas fueron los
procedimientos descritos en la Normas
Oficiales Mexicanas: bacterias mesofilicas
aerobias (NOM-092-SSA1-1994) y Salmonella
sp.  (NOM-114-SSA1-1994), que incluyeron
las etapas de pre-enriquecimiento,
enriguecimiento  selectivo, inoculacién
en medios selectivos y diferenciales e
identificacién bioguimica y seroldgica.
Aungue no se identificaron cepas de
Salmonelfa sp. ni de E. coli 0157:H7, se
recomienda continuar con la blsqueda
exhaustiva de estas bacterias o de otros

agentes patdgenos, no sélo en la carne
molida de res, sino en otros productos
derivados del ganado bovino, con Ila
implementacién de técnicas moleculares.

PALABRAS CLAVE: carne molida,
infecciones gastrointestinales, salmonelo-
sis, colitis hemorrdgica, sindrome urémico
hemolitico.

ABSTRACT

It is accepted that the presence of pathogen
bacteria in food products made out of
bovine is a human health risk because



these microorganisms are capable of
producing gastrointestinal diseases. This
kind of pathology is the main cause of
medical consultation and death in Mexico
and the world. The present study sought
to find the presence of Salmonella sp. and
Escherichia coli O157:HT in 20 samples
of ground beef, obtained at random
in supermarkets in the city of Puebla,
Mexico. The methodologies used were
the ones described in the Mexican Official
Standards: aerobic mesophilic bacteria
(NOM-092-SSA1-1994) and Salmonella sp.
(NOM-114-SSA1-1994), including the steps
of pre-enrichment, selective enrichment,
differential and enriched media inoculation,
biochemical and serological identification.
Even though neither Salmonella sp. nor E.
coli 0157:HTstrains were identified, the use
of molecular technigues is recommended
to make an exhaustive search of these
pathogen agents, not only in ground beef,
but also in other cattle-derived products.

KEYWORDS: Ground beef, gastrointes-
tinal infections, salmonellosis, hemorrhagic
colitis, hemolytic uremic syndrome.

INTRODUCCION

Actualmente, en la ciudad de Puebla, existe
poca 0 ninguna informacidon referente a
brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), producidos por Salmonella
sp.y E coli 0157:HT (Gallegos y col.,, 2009) en
carnederesen canal.Lacontaminacion delos
alimentos de origen animal como la carne, de
manera particular la carne molida, se puede
ver favorecida por el tipo de nutrientes que
contiene, la actividad del agua, y el hecho
de que proviene de recortes sumamente
manipulados, en los cuales existe una gran
drea superficial, creando condiciones para
el desarrollo de microorganismos patgenos
como Salmonella sp., E. coli; Campylobacter
sp. y Listeria sp. (Franco y col., 2001; Jure y
col., 2010; Ferens y Hovde, 2011; Ledn vy col,,
2011; McCollum y col,, 2012; Vally y col., 2012;
Soborg y col., 2013), por tanto, debe evitarse
cualquier deficiencia en la manipulacidn,
conservacion,  transporte,  distribucién
y comercializacién. En este sentido, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(2011), declara anualmente miles de casos
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de enfermedades de origen microbiano
causadas por la contaminacién de alimentos,
las cuales pueden tener un desenlace fatal o
convertirse en un problema de salud publica,
y pese al elevado nimero de éstas, tan sélo
se refleja un porcentaje menor de los casos
que se producen en diversos paises. Debido
a lo anterior, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO) y la OMS, han instado a todos los paises
a que refuercen sus sistemas de inocuidad
alimentaria y adopten medidas de vigilancia
mas rigurosas con respecto a la producciény
el comercio de alimentos (ECDC, 201).
Salmonella sp. es una bacteria
patégena perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram
negativo, anaerobio facultativo, movil por
flagelos peritricos, con fimbrias y pilis,
algunas forman una microcdpsula y no
producen esporas, catalasa positiva, oxidasa
negativa, fermenta glucosa, con produccién
de gas, pero no fermenta la lactosa, ni
sacarosa, descarboxila arginina, lisina y
ornitina, crece en citrato y produce H,S y no
hidroliza la urea (Fernandez, 2000; Harvey
y col., 2008; Brooks y col., 201). Las cepas
pueden permanecer viables en diferentes
condiciones ambientales, sobreviven a la
refrigeracion, congelacion y pueden resistir
al calentamiento (Secretaria de Salud,
1994d; BAM, 2007; Harvey, 2008). Segln
el Centro de Control de Enfermedades
(CDC), aproximadamente 40,000 casos de
salmonelosis son reportados en los Estados
Unidos cada afio (Almeida y col., 2013).
La transmision es usualmente a través
de manipuladores de alimentos, carnes y
huevos no cocinados, siendo el pollo el mejor
reservorio (Jeffrey, 2010; Ledn y col., 2011).
Los sintomas suelen comenzar de 6 a 72
horas después de la infeccidn, generalmente
duranentre4 a7 dias, y puede eventualmente
provocar dolor de cabeza, fiebre, dolor
abdominal, diarrea, vémito, erupcién méculo-
papulosa en pecho y espalda (Jeffrey, 2010).
Los sintomas de artritis pueden aparecer
de 3 a 4 semanas después de los sintomas
agudos. Los enfermos presentan un periodo
de convalecencia entre 1 y 8 semanas.
Las formas clinicas pueden agruparse en:
1) infecciones asintomaticas aqudas; 2)
gastroenteritis aguda; 3) bacteremia con o

sin supuracion local; 4) fiebre tifoidea y 5)
estado de portador crénico asintomatico
(Jeffrey, 2010; Brooks y col, 201). Todas
las personas son susceptibles de adquirir
esta enfermedad, pero los sintomas son
mas severos en la poblacion pedidtrica,
de la tercera edad y los pacientes
inmunocomprometidos. La infeccién puede
ocasionar enfermedades cronicas y se
debe evitar que las personas con sintomas
de salmonelosis o portadores, manipulen
alimentos.

Escherichia coli es una bacteria que
normalmente vive en el intestino del ser
humano y animales, aunque la mayoria de
las variedades de esta bacteria son inocuas
(no son patdgenas). Practicamente, desde
su descubrimiento se ha reconocido su
participacion en las enfermedades humanas.
Habitualmente, £ coli 0157:H7 produce
la colitis hemorrdgica y dafio renal, que
requiere una baja dosis minima infectante
(10-100 células), es uno de los patégenos
que mayor atencién ha recibido, y hacia
los cuales la industria de alimentos ha
reenfocado su atencién como una causa de
morbilidad-mortalidad significativas (Jure
y col., 2010; Evans, 2011; Vally y col., 2012;
Ramoneda, 2013). La presencia de E coli
0157:HT7 en carne molida de res constituye un
factor de riesqo para el consumidor (Narvaez
y col., 2005; Marzocca y col., 2006; Kasnowski
y col., 2008; Jure y col., 2010; Phang y Bruhn,
201; Cardozo y col, 2012). La capacidad
toxigénica de las cepas es necesaria
para que el paciente desarrolle colitis
hemorrdgica y diarrea con sangre, ya que
la citotoxina Stx es el principal mecanismo
de virulencia (Varela y col., 2008; Jure y col.,
2010; Cardozo y col., 2012; Ramoneda y col.,
2013). El periodo de incubacidn es de 3 a 9
dias, los sintomas que presenta el paciente
incluyen célicos severos (dolor abdominal) y
diarrea, que inicialmente es liquida y luego
va acompafiada con sangre, también puede
producir vomitos, fiebre que suele ser baja
0 no manifestarse. La enfermedad puede
conducir a una pérdida permanente de la
funcion renal denominada sindrome urémico
hemolitico (SUH) (Vally y col., 2012; Soborg,
2013).

El presente estudio busc investigar
la presencia de Salmonella sp. y E. coli



0157:H7 en carne molida de res de venta
en supermercados en la ciudad de Puebla,
Puebla, México (Figura ).

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo, descriptivo
y transversal. Previamente, se elaboré un
padrdn que incluyd 76 tiendas de autoservicio
identificadas como punto de venta de carne
molida de res, durante el periodo de mayo a
julio de 201, debido a que la carne en esta
presentacion se puede adquirir con facilidad
a un precio accesible en cualquier punto de
venta de carne, y se consume en todas las
épocas del afio. Con el propdsito de tener una
muestra representativa, mediante el uso de
las Tablas Military Std (Secretaria de Salud,
1991) y la realizacion de un sorteo aleatorio,
se seleccionaron 20 establecimientos, donde
se compraron las muestras a analizar (una
muestra por cada establecimiento); las
muestras de carne molida con su empague
fueron transportadas en condiciones de
refrigeracion, en un lapso no mayor a 3 horas
(Secretaria de Salud, 1994a) al laboratorio,
para determinar la calidad sanitaria mediante
los recuentos de bacterias mesofilas aerobias
e investigar la presencia de Salmonellasp.y E.
coli 0157:HT en estos productos. Los criterios
de inclusion fueron: 1) Muestras de carne
molida de res que estuvieran empaquetadas
con algin material de proteccion; 2)
Que fueran adquiridas en tiendas de
autoservicio; 3) Seleccionadas en el sorteo;
4) De venta en la ciudad de Puebla, Puebla,
México. Se descartaron aquellas muestras
provenientes de una zona geografica distinta
a la establecida, de venta en carnicerias
establecidas o mercados populares, que
hubieran sobrepasado el limite de tiempo
para ser procesadas y que por algiin motivo
se contaminaran por factores externos
durante el transporte. La interpretacion de los
resultados se realizd mediante una estadistica
descriptiva.

Para el recuento de bacterias mesofilicas
aerobias (BMA), se procesaron las muestras
mediante los métodos descritos en las NOM
(Secretaria de Salud, 1994c). Se pesaron
asépticamente 10 g de cada muestra y se
procedid a la homogenizacion en 90 ml de
agua peptonada, realizandose diluciones 10"a
10% (Secretaria de Salud, 1994b). Se transfirio
una alicuota de 1 ml de cada dilucion a cajas
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| Figura 1. [

El consumo de carne molida de bovino contaminada
que no sea sometida a un proceso eficiente
de coccion puede ser vehiculo para transmitir
patdgenos gastrointestinales como Sa/monella sp.
y/o E. coli 0157:H17.

Figure 1. The consumption of contaminated ground
beef meat that is not subjected to an efficient
cooking process can be a vehicle for transmitting
gastrointestinal pathogens such as Salmonella sp.
and / or £. coli 0157: HT.

Petri estériles y se adiciond agar métodos
estandar estéril (Bioxon, Cuautitlan lzcalli,
México). Se procedid a homogenizar las
muestra con el medio de cultivo, dejando que
gelificaran las placas y se incubaron durante
24 £2ha359C, posteriormente, se realizaron
los recuentos correspondientes. Para la
interpretacion de los resultados se informd:
recuento de BMA (ufc/q).

En la investigacién de Sa/monella sp.,
los andlisis microbioldgicos se realizaron
mediante los métodos oficiales descritos
en las NOM (Secretaria de Salud, 1994d).
Se pesaron asépticamente 25 g de cada
muestray se procedié alahomogenizacion
en 225 ml de caldo lactosado (Bioxon,
Cuautitldn Izcalli, México), se incubd

durante 24 £ 2 ha 35°C. Luego, se transfirid
una alicuota de 1 ml del crecimiento en caldo
lactosado a tubos, conteniendo 10 ml de caldo
selenito de sodio (Bioxon, Cuautitldn lzcalli,
México), caldo tetrationato sin verde brillante
(Bioxon, Cuautitlan Izcalli, México), adicionado
de una solucidn yodo-yoduro y Rappaport-
Vassiliadis R10 Broth (DifcoTM, Sparks, MD USA).
Se incubaron 42 £ 2 h a 35 °C, para favorecer
el crecimiento de Salmonella e inhibir a
otras bacterias presentes en las muestras.
Se realiz6 la inoculacién en placas de agar
Salmonella y Shigella (Bioxon, Cuautitlan
|zcalli, México), agar verde brillante (Bioxon,
Cuautitlan Izcalli, México), agar XLD (Bioxon,
Cuautitldn Izcalli, México) y agar sulfito de
bismuto (Bioxon, Cuautitlan Izcalli, México). Se
incubaron 24 + 2 h a 35 °C; posteriormente,
se examinaron las placas para investigar la
presencia de colonias tipicas de Salmonella
sp. lactosa negativas y productoras de H.S;
para la identificacion bioguimica, se utilizaron
los ensayos primarios como agar de hierro
y triple azdcar TSI (Bioxon, Cuautitlan Izcalli,
México), agar de hierro v lisina LIA (Bioxon,
Cuautitldn lzcalli, México), y las siquientes
pruebas complementarias: catalasa, oxidasa
(BBL, Sparks, MD USA), medio MIO (Bioxon,
Cuautitldn Izcalli, México) agar citrato de
Simmons (Bioxon, Cuautitlan Izcalli, México)
y agar urea. Para la interpretacion de los
resultados se informd: presencia o ausencia
de Salmonella sp.

La deteccion de E coli 015T:HT7, se
realiz6 de acuerdo al procedimiento
descrito por Rivas y col. (2008). Se pesaron
asépticamente 65 g de cada muestra, y se
realizd un enriguecimiento con 585 ml
de caldo lauril sulfato (Bioxon, Cuautitian
Izcalli, México). Se incubé 42 £2 h a 35 °C,
para promover el desarrollo de bacterias
“patdgenas que se encuentren en bajo
nimero a partir de muestras de alimentos
donde hay una elevada concentracién de
microorganismos comensales” (Rivas vy
col., 2008). Para la inoculacién en medios
selectivos y diferenciales, se usaron placas
de agar Mac Conkey (Bioxon, Cuautitlan
Izcalli, México), agar Mac Conkey sorbitol
(Difco, Sparks, MD USA) suplementado
con telurito de cefixime; posteriormente,
se implementd el uso de CHROMagarTM
para la identificacion presuntiva de E. coli
0157:H7 incubando 24 £ 2 h a 35 °C. Se



realizd la identificacion visual de las colonias
de £ colj siendo lactosa positiva en agar
Mac Conkey, no fermentadoras de sorbitol
en placas de agar Mac Conkey sorbitol, y por
el color malva en CHROMagar™. Las cepas
presuntivas de £ coli 0157 fueron inoculadas
para su identificacion bioquimica en agar de
hierro y triple azlicar (TSI) (Bioxon, Cuautitlan
Izcalli, México), agar de hierro y lisina (LIA)
(Bioxon, Cuautitldn lzcalli, México), medio
MIO (Bioxon, Cuautitlan Izcalli, México), agar
citrato de Simmons (Bioxon, Cuautitlan Izcalli,
México) y agar urea, catalasa, oxidasa (BBL,
Sparks, MD USA). Para la interpretacion de los
resultados se informd: presencia o ausencia
de £ coli O157:HT.

En la estandarizacidn de las metodologias,
se procesaron tres muestras de carne molida
de res adquiridas en un mercado al sur de la
ciudad de Puebla. De este ensayo, se recuperd
una cepa sugestiva de Salmonella sp., la cual
fue identificada por los ensayos bioguimicos
propuestos. Posteriormente, fue confirmada
en el equipo miniAPI 20E bioMérieux,
obteniéndose un 999 % de certeza en
el resultado. Ademds, se identificaron
colonias de £ coli lactosa positiva en
agar Mac Conkey, y no fermentadoras de
sorbitol en placas de agar Mac Conkey
sorbitol. Para la confirmacion por PCR, las
cepas fueron enviadas al Departamento de
Salud Publica del Centro Universitario de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara, y al Laboratorio
de Bacteriologia Intestinal del Departamento
de Infectologia del Hospital “Federico Gomez"
de la ciudad de México. Se realizd la prueba
de aglutinacién con suero polivalente 0157,
resultando negativas ambas pruebas a E. coli
0157:H7. Adicionalmente, se realizaron los
ensayos de sensibilidad antimicrobiana a las
cepas enviadas, presuntivas de EHEC.

RESULTADOS Y DISCUSION

La calidad sanitaria de la carne molida de
res analizada, reflejé una carga microbiana
elevada. En todas las muestras analizadas,
los recuentos de BMA oscilaron entre
500 000 ufc/g (5.7 log ufc/g) como valor
minimo y 10'000 000 ufc/g (7.0 log ufc/q)
como valor maximo, presentando un
valor promedio y desviacion estandar
de 6.5 £ 0.4 log ufc/g. Resultados de
BMA similares a los obtenidos en el
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presente estudio fueron reportados
por Arthur y col. (2010) y Phillips vy
col. (2012). Una carga microbiana elevada
puede estar acompafiada de la presencia de
microorganismos patdgenos en los alimentos.
Sin embargo, en el presente estudio no
se detectd la presencia de Salmonella sp.
mediante el empleo de ensayos bioguimicos
primarios y complementarios: (lactosa -,
produccion de H,S en TSI y LIA; lisina +;
movilidad +; indol -, ornitina + citrato + y
urea -). Es importante sefialar que el 65 %
de las cepas aisladas fueron productoras
de H,S, pero en los medios de cultivos
selectivos y diferenciales utilizados, se
descartd que fueran Salmonellasp, ya que las
caracteristicas bioquimicas no correspondian
a esta especie. Sin embargo se identificd
25 % (5/20) Proteus vulgaris (produccion de

| Tabla 1. [

H,S en TSIy LIA, desaminacion de lisina,
indol + y urea +); 10 % (2/20) Proteus
mirabilis (produccion de H,S en TSIy LIA,
desaminacion de lisina, indol -y urea+) y
30%(6/20) a Citrobacter freundii(produccion
de H,S enTSI'y LIA, lisina -, indol -y urea -).
Ademds, de otras enterobacterias como
Klebsiella sp. 2/20 (10 %), Enterobacter sp.
3/20 (15 %) y E. colino 0157 2/20 (10 %).

En la identificacién de E. coli 0157:H7,
a pesar del desarrollo de colonias lactosa
positivas en agar Mac Conkey, no hubo
crecimiento de colonias sorbitol negativas
en agar Mac Conkey sorbitol, ni colonias
color malva en CHROMagar™, que refieran
la identificacion preliminar de esta
bacteria, como lo han reportado otros
investigadores (Hirvonen y col., 2012)
(Tabla1).

Resultado de los andlisis microbioldgicos realizados a las muestras de carne molida de res de venta en

supermercados en la ciudad de Puebla, Puebla, México.

Table 1. Microbiological analysis results carried out on samples of ground beef sold in supermarkets in the city

of Puebla, Puebla, México.

Nimero de BMA log Salmonella | Escherichia coli Otras bacterias aisladas
establecimiento (ufc/g) sp 0157:H7
1 6.2 Ausencia Ausencia Proteus vulgaris
2 6.9 Ausencia Ausencia Enterobacter aerogenes
3 6.7 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii
4 6.9 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii
5 7 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii
6 5.1 Ausencia Ausencia Proteus vulgaris
7 6.8 Ausencia Ausencia Klebsiella sp
8 6 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii
9 6.6 Ausencia Ausencia Klebsiella sp
10 6.6 Ausencia Ausencia Entrerobacter aerogenes
1 6.9 Ausencia Ausencia Proteus mirabilis
12 6.6 Ausencia Ausencia E. coli
13 6.7 Ausencia Ausencia Proteus vulgaris
14 7 Ausencia Ausencia Proteus vulgaris
15 6 Ausencia Ausencia E. coli
16 6.3 Ausencia Ausencia Proteus vulgaris
7 6.6 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii
18 6.6 Ausencia Ausencia Proteus mirabilis
19 6.5 Ausencia Ausencia Enterobacter aerogenes
20 57 Ausencia Ausencia Citrobacter freundii




Factores como el reducido nimero de
muestras analizadas, recolectadas en
un periodo determinado del afio, el no
incluir en este estudio las carnicerias
establecidasy de los mercados populares,
el ser recolectadas en una sola ciudad,
de un punto de venta muy particular,
como lo es el drea de carnes en los
supermercados, donde aparentemente
las condiciones de proceso y manejo del
producto cumplen con la normatividad
vigente, pudieron ser circunstancias
que influyeron de manera negativa para
recuperar Salmonella sp.y E. coli O15T:HT.
Ademds que estudios realizados por
otros investigadores (Franco y col., 2001;
Narvdez y col., 2005; Marzocca y col,
2006; Kasnowski y col., 2008; Pérez y
col., 2008; Varela y col., 2008; Trevifio y
col., 2009; Kiermeier, 2011; Phillips y col.,
2012; Vally y col., 2012), reportaron un
bajo porcentaje de recuperacion de estas
bacterias.

A pesar de no haber aislado cepas de
Salmonella sp. y E. coli 0157:H7 en este
estudio, se debe tomar en cuenta, que el
ganado bovino es el reservorio primario
(Jacob y col., 201; Ramoneda y col., 2013)
para latransmision de agentes patégenos
como Salmonella sp. y E. coli 0157:HT.
Por lo tanto, se recomienda mejorar el
sacrificio de los animales, asi como las
condiciones sanitarias en rastros, ya que
la contaminacion de la carne en canal es
el resultado directo de la transferencia
de patégenos presentes en el ganado
bovino y su posterior contaminacién a la
carne. Asi lo publican diversos estudios
donde argumentan que el consumo de
carne de res se asocia con infecciones
producidas por Salmonella sp. y E. coli
0157:H7, situacién que actualmente se
estd convirtiendo en una seria amenaza
para la seguridad alimentaria en
diferentes paises del mundo (Evans y
col., 2011; Phang y Bruhn, 2011; Vally y col.,
2012; Ramoneda'y col., 2013; Soborg y col.,
2013).

Seria conveniente realizar estudios
permanentemente, orientados a Ila
busqueda exhaustiva de estas bacterias
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o de otros agentes patégenos, no sélo
en la carne molida de res, sino en otros
productos derivados del ganado bovino,
mediante la implementacidn de técnicas
moleculares, para evitar la omision de los
patégenos de interés con la aplicacion de
las técnicas de cultivo convencionales.
Finalmente, la ausencia de Salmonella sp.
y E. coli 0157 en la carne de bovinos en
canal no puede ser garantizada (Jure y
col., 2010; Ramoneda y col., 2013).

CONCLUSIONES

No se encontrd la presencia de Salmonella
sp. ni de E. coli O15T:H7 en las muestras
analizadas; sin embargo, se detectaron
otras enterobacterias como Proteus sp.,
Citrobacter sp., Klebsiella sp., Enterobacter
sp. y E coli no O157:H7. Por lo tanto, se
recomienda que la carne tenga un buen
proceso de coccidn antes de ser consumida,
ademds, es conveniente que se realicen
estudios continuos que estén dirigidos a
la identificacion de estas bacterias o de
otros microorganismos, mediante el uso
de técnicas moleculares.i|
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