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ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE LA TECNICA DE PCR PARA EL
DIAGNOSTICO DE Salmonella typhimurium EN
CARNE DE CERDO, RES Y POLLO

Monzerrat Rosas Espejel, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014.

El estudio tuvo como objetivo estandarizar y validar la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para la deteccidon de Salmonella typhimurium (St) en carne de
cerdo, res y pollo, optimizando el tiempo y la sensibilidad con relacion al método
microbiol6gico; ademas se realizo el diagnostico en estos tipos de carnes para evaluar
su calidad microbioldgica en la Ciudad de Texcoco. Un total de 60 muestras de carne
(20 de cerdo, 20 de res y 20 de pollo) de 250 g fueron recolectadas en puntos de venta
de la Ciudad de Texcoco. Las muestras recolectadas procedian de carnicerias, tianguis y
supermercados. Se evalu6 la sensibilidad y especificidad de la PCR para detectar St;
asimismo, se validd esta técnica en relacion al método microbiol6gico con base al nivel
de concordancia y finalmente se realizé un diagnoéstico de la incidencia de St. El calculo
de sensibilidad y especificidad se realiz6 utilizando la tabla 2x2; el nivel de
concordancia se establecié utilizando la prueba de McNemar y el indice Kappa, y el
nivel de incidencia de St fue calculado con el uso de frecuencias y el porcentaje de
muestras contaminadas. La concentracion minima de deteccion de DNA fue de 0.310
ng uL. El gen InvA y el gen fliC mostraron una sensibilidad y especificidad del 100%
revelado en la PCR. Se obtuvo un nivel de concordancia entre la PCR y el método
microbioldgico del 88% para la carne en general. Un total de 10, 5y 10% de carne de
cerdo, res y pollo respectivamente, analizadas por PCR fueron positivas a St. Ninguna
de las muestras de supermercado fue positiva a St. EI método desarrollado en el
presente estudio demostré ser répido y especifico para la deteccién de Salmonella

typhimurium para los tipos de carnes analizadas.
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PCR STANDARDIZATION AND VALIDATION FOR Salmonella typhimurium

DIAGNOSTIC IN PORK, BEEF AND CHICKEN MEAT

Monzerrat Rosas Espejel, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

The aim of this study was to standardize and validate the Polymerase Chain Reaction
(PCR) for Salmonella typhimurium (St) detection in pork, beef and chicken meat,
optimizing time and sensitivity in relation to microbiological method; further diagnostic
was performed in Texcoco City retail outlets, using these kinds of meats to evaluate its
microbiological quality. A total of 60 meat samples (20 pork, 20 beef and 20 chicken) of
250 g were collected from retail outlets in Texcoco City. Meat samples were collected from
butchers, street markets and supermarkets. The sensitivity and specificity of the PCR for St
was evaluated; also, this technique was validated with respect to the microbiological
method based on the concordance level and finally, diagnosed of St incidence was
performed. Sensitivity and specificity was calculated using the 2x2 table; the level of
concordance was established using the McNemar test and Kappa index, and the incidence
of St on meats collected was calculated using frequency and percentage of samples
contaminated. The minimum concentration of DNA detection was 0.310 ng uL™. The InvA
and the fliC genes showed 100% of sensitivity and specificity though to PCR, and 88% of
concordance between PCR and microbiological method for the meats analyzed in general.
Overall, 10, 5, and 10% of pork, beef and chicken meat respectively, tested with PCR were
positive to St. Meats samples from supermarket resulted negative to St. Method developed

in this study proved a rapid and specific tool for Salmonella typhimurium detection.

Key words: Salmonella typhimurium, PCR, meat, validation.
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l. INTRODUCCION
En la mayoria de los paises se ha incrementado la preocupacion por asegurar el suministro
de alimentos libres de peligros quimicos, fisicos y bioldgicos, debido al riesgo que esto
representa para la salud humana; ademas de ser la base para incrementar la participacion de
los alimentos en el comercio internacional, y contribuir para certificar la inocuidad de los
productos alimenticios de importacién y exportacion (Mercado, 2007).
Entre los alimentos de origen pecuario que implican alto riesgo, se encuentran los
productos carnicos, en donde se han reportado casos de contaminacion por
microorganismos como Salmonella y Escherichia coli entre otros.
Actualmente, la identificacion de estos microorganismos se realiza por métodos
convencionales que requieren de 5 a 10 dias, para conocer su presencia 0 ausencia en
productos sospechosos (Li, 2004). Sin embargo, en la industria alimentaria estos metodos
no permiten la toma de decisiones rapidas, causando incrementos en el costo de produccion
y perdidas econdémicas considerables de productos perecederos.
Los avances tecnoldgicos, han desarrollado herramientas como la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés), que permiten detectar con
rapidez y sensibilidad la presencia de microorganismos contaminantes en carne y otros
alimentos crudos o procesados (Rodriguez y Barrera, 2004).
La deteccion oportuna y confiable de patdgenos bacterianos en cualquier etapa de la
produccion y comercializacion de la cadena carnica, es un paso importante hacia su control,
monitoreo y prevencion.
En este sentido, la implementacion y validacion de la técnica de PCR para el diagndstico
de entero patdégenos como Salmonella typhimurium en carne de cerdo, pollo y res, permitira

contar con una herramienta confiable y rapida, que permita contribuir a un control eficiente



del proceso de produccion, almacenamiento y venta, asi como al monitoreo de las Buenas
Practicas de Manejo en la cadena productiva de la carne, y la toma de decisiones a corto

plazo.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Produccién, importacion y exportacion de carne en México

2.1.1. Produccién de carne en México
Las tres principales especies que se producen en México son pollo, res y cerdo. La
produccién nacional en el 2012 fue aproximadamente de 2.79 millones de toneladas de
carne de pollo, 1.82 millones de toneladas de carne de res y por ultimo 1.23 millones de
toneladas de carne de cerdo. La produccion nacional de carne se muestra en la Figura 1.
Los principales estados productores de carne de pollo son: Jalisco, Durango, Veracruz,
Aguascalientes y Querétaro; de carne de res son: Veracruz, Jalisco, Chiapas, Chihuahua y

Sinaloa. Mientras que de cerdo son Jalisco, Sonora, Puebla, Guanajuato y Veracruz (SIAP,

2013).
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Figura 1. Produccion de carne en México en el 2012 (toneladas y porcentaje). Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera, con informacion de las delegaciones de la
SAGARPA (SIAP, 2013).

El estado de México ocupa el décimo primer lugar en produccion de carne de pollo, con un
aproximado de 124 mil toneladas. Los principales municipios del estado de México

productores de carne de pollo son Jilotepec, Polotitlan y Zumpango. EI municipio de



Texcoco ocupa la cuarta posicion con una produccion de 6.77 mil toneladas de carne pollo
en el 2012.

El estado de México ocupa el décimo séptimo lugar con una produccion de carne de res de
83 mil toneladas, los principales municipios productores de carne de res en el estado de
México son Tlatlaya, San José del Rincon y Amatepec. EI municipio de Texcoco ocupa la
décima tercera posicion con una produccion de 1.03 mil toneladas de carne de res en el

2012 (SIAP, 2013).
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Figura 2. Produccién media anual de carne en el municipio de Texcoco (toneladas/afio).
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, con informacion de las
delegaciones de la SAGARPA (SIAP, 2013).

El estado de México ocupa la décimo tercera posicién con una produccion de 27 mil
toneladas de carne de cerdo, los principales municipios productores carne de cerdo en el
estado de México son Texcoco, Jilotepec y Zumpango. EI municipio de Texcoco es el
principal productor con un total de 1.5 mil toneladas de carne de cerdo en el 2012 (SIAP,
2013).

Segun las estadisticas en el municipio de Texcoco en los Gltimos afios se ha tenido una
mayor produccién anual de carne de pollo, seguida de la carne de cerdo y finalmente la

carne de res como se observa en la Figura 2; siendo muy probablemente la causa principal

4



el precio medio anual que presenta cada una de las especies como se muestra en la Figura 3
ya que a mayor precio menor es la demanda del producto y a menor precio la demanda

aumenta (SIAP, 2013).
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Figura 3. Precio medio anual de carne en el municipio de Texcoco ($ kg™). Elaboracién propia
con datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, con informacion de
las delegaciones de la SAGARPA (SIAP, 2013).

2.1.2. Importacién y exportacion de carne en México

Meéxico registra para el 2010 la mayor importacion de carne de res de los Gltimos afios con
un volumen de 273,000 toneladas, en el afio 2012 se importaron 197,000 toneladas,
aumentando para el 2013 a 212,000 toneladas. La mayor parte de las importaciones
provienen de Estados Unidos y de Canada, mientras que la exportacion mas importante fue
la del 2012 con un volumen de 177,000 toneladas, en el 2013 se exportaron 144,000
toneladas (AMEG, 2014).

Las importaciones de carne de cerdo fresca, refrigerada y congelada se han mantenido
constantes durante los Ultimos afios. La Confederacion de Porcicultores Mexicanos, A. C.
(PORCIMEX, 2014) reporta volimenes totales de importacion para el afio 2011 de 416,598

toneladas y para el afio 2012 y 2013 de 516,217 y 573,642 toneladas respectivamente,



provenientes en su mayoria de Estados Unidos y Canad4, mientras que las exportaciones
han ido incrementando durante los Gltimos afios, para el afio 2011 se reportan 64,000
toneladas, para el afio 2012 un total de 71,000 toneladas y para el afio 2013 se tiene reporte
de 84,000 toneladas, la mayoria de las exportaciones se destinan a Japon y Corea del Sur.

Las importaciones de carne de pollo fresca, refrigerada y congelada han ido aumentando en
los Gltimos afios debido a la demanda que existe. México es el principal pais importador de
carne de pollo en Ameérica, actualmente importa unas 630,000 toneladas al afio, de las
cuales alrededor del 90% proviene de los Estados Unidos, y solo Chile es el otro proveedor
importante. Un prondstico a largo plazo sugiere que las importaciones de México, tanto de
pollos como de pavos, podrian superar 1 millon de toneladas para el 2021. No se cuenta con

datos de exportacion de este producto (UNA, 2013).

2.2. Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son aquellas que se originan por la
ingestion de alimentos contaminados por microorganismos patdgenos, toxinas, venenos
naturales o sustancias quimicas dafinas, en cantidades suficientes para afectar la salud del
consumidor (Elley, 1994).

Las ETA constituyen uno de los problemas de salud mas relevantes, tanto en los paises
desarrollados, como en los paises en vias de desarrollo. El desarrollo de nuevos productos
alimenticios y nuevas tecnologias de procesamiento, el uso cada vez mas difundido de
sistemas centralizados de distribucion rapida y el aumento del comercio internacional,
representan un desafio tanto para la industria como para los organismos de control (Gurtler
et al., 2005). Los cambios de habitos y tendencias de consumo, la existencia de poblaciones

especialmente susceptibles debido al envejecimiento, la desnutricion, personas



inmunodeprimidas, nifios, mujeres embarazadas y los cambios en las poblaciones
microbianas también representan un riesgo desde el punto de vista de las ETA (Alvarez,
2007).

Existen numerosos tipos de ETA que presentan sintomatologias variables, dependientes del
tipo de contaminacion y de la cantidad de alimento contaminado consumido. Los signos
mas comunes son voOmitos y diarreas, pero también pueden presentarse dolores
abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas neuroldgicos, vision doble y otros. Ademas,
ciertas ETA pueden generar enfermedades cronicas a largo plazo tales como dafios renales,
artritis, meningitis, aborto y en casos extremos, la muerte. Las causas mas comunes son
intoxicaciones e infecciones (FDA, 2001; FAO/OMS, 2005).

En la Figura 4, se muestran algunas de las posibles causas que contribuyen a la aparicion de

enfermedades transmitidas por alimentos.

Productos
quimicos en
alimentos

Mala higiene
personal

Contaminacion
cruzada

Manipulacién
inadecuada

Temperaturas
inapropiadas

Tiempos de
preparacion
(mas de 4 hrs)

Coccion o
recalentamiento
inconvenientes

Operarios
enfermos

Mala
desinfeccion de
verduras, frutas

Y leguminosas
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Figura 4. Posibles causas de enfermedades transmitidas por alimentos (Cervantes et al., 2008).

Segun la FAO/WHO (2009a), dentro de las enfermedades transmitidas por alimentos, las de
mayor incidencia son las causadas por microorganismos. Siendo los principales agentes

causales Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Salmonella y Escherichia coli, las dos



altimas se reportan principalmente en productos lacteos y carnicos. En el Cuadro 1 se

muestran las caracteristicas de las principales enfermedades alimentarias.

Cuadro 1. Enfermedades transmitidas por alimentos

Bacteria Sintomas Principales alimentos Incubacion
Salmonella Dolor abdominal, diarrea, Lacteos, pollo, carne, pescado, 6a72h
escalofrios, vomito frecuente huevo.
y debilidad.
E. coli Dolor abdominal, diarrea Carne molida, agua contaminada, 12a72h
sanguinolenta, vémito leche y alimentos preparados.
Vibrio cholerae  Diarrea abundante y acuosa, ) ) 24a28h
o ) . Agua contaminada, alimentos en
vomito, deshidratacion )
o contacto con agua contaminada,
rapida que puede causar la )
manos sucias y moscas.
muerte.
Listeria Nausea, vOmito, dolor de Lacteos, vegetales crudos, carne 1 a 20 d
monocytogenes  cabeza, meningitis y abortos. de res y cerdo mal cocida.

Gutiérrez, 2008.

Adicionalmente, se han presentado brotes ocasionados por patdgenos emergentes y

reemergentes que pusieron de manifiesto la fragilidad de los programas de proteccion de

alimentos para prevenir y controlar las ETA. Entre los patdgenos bacterianos emergentes se

destacan: Salmonella enteritidis en huevo, Salmonella typhimurium en alimentos de origen

animal (Poppe, 1998), Escherichia coli productora de la toxina Shiga (STEC) en carnes y

vegetales (Masana, 2010), Listeria monocytogenes en carne y quesos (Copes et al., 2000),

Campylobacter jejuni y Yersinia enterocolitica en carne de cerdos y aves (LAopez, 2000),

Shigella dysenteriae en agua (Faruque et al., 2003) y Cronobacter sakazakii en productos

lacteos deshidratados (Gurtler et al., 2005). Entre los reemergentes se encuentra Vibrio



cholerae O1, cuya principal fuente de infeccion es el agua y los alimentos de origen marino
(Gonzéles et al., 2009).

Las ETA no solo afectan de manera significativa la salud y el bienestar de las poblaciones,
sino que también imponen una carga sustancial en los sistemas de salud y reducen
notablemente la productividad econémica del pais. Los costos originados por estas
enfermedades humanas son elevados. EI Centro para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, estima que 76 millones de personas por afio
sufren ETA en ese pais, 325,000 personas son hospitalizadas y 5,000 mueren. Por lo tanto,
las ETA tienen un importante impacto econémico, y expertos en salud estiman que sélo en
Estados Unidos el costo anual de todas las ETA es de 5 a 6 billones de délares (CDC,

2007).

2.3. Situacion de enfermedades transmitidas por alimentos en México

Las enfermedades transmitidas por alimentos son una de las principales causas de consulta
médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo. Por ello,
se les considera un problema de salud puablica en el nivel mundial, que afecta a personas de
cualquier edad y condicion social, aungue los grupos més vulnerables son los nifios y los
ancianos (Leon-Ramirez, 2002).

En nuestro pais, no se tienen registros concretos de la incidencia de enfermedades
transmitidas por alimentos y del agente causal, debido a que en la mayoria de los casos
(diarreas, nauseas, entre otros), no son atendidos en clinicas u hospitales, y son controlados
en el hogar (Hernandez et al., 2011). Los agentes patdgenos involucrados son virus,
parasitos y bacterias. La busqueda e identificacion de éstos, en los laboratorios clinicos, se

centra principalmente en patdgenos clasicos como: Salmonella, Shigella, Escherichia,



Vibrio, Campylobacter y Yersinia. Existen otros géneros involucrados en estas
enfermedades, como Aeromonas, que en otros paises se ha documentado como agente
etiologico de enfermedades gastrointestinales y marcador de contaminacion fecal en el agua
(Vidal et al., 2007).

Las bacterias del género Salmonella causan la mayor parte de los brotes que afectan a
centenares de personas Yy, aunque puede ser causada por cualquiera de los 2,500 serotipos
que existen hasta hoy, los que se aislan con mayor frecuencia en México son Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium (Gutiérrez et al., 2000).

En México, el organismo encargado de llevar a cabo los registros por brotes de estas
enfermedades es el CENAVECE (Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control
de Enfermedades); segun reportes de este centro, en el 2012 (semana epidemioldgica 52),
se presentaron 127,756 casos de paratifoidea y otras salmonelosis y 53,737 casos de fiebre
tifoidea asi como 5,279,236 casos por infecciones intestinales causadas por diferentes
organismos. Para el 2013 (semana epidemiologica 20), se presentaron 30,387 casos de
paratifoidea y otras salmonelosis y 18,701 casos de fiebre tifoidea, asi como 2,014,580

casos por infecciones intestinales causadas por diferentes organismos (CENAVECE, 2013).

2.4. Caracteristicas del género Salmonella
Los microorganismos del género Salmonella estan extensamente diseminados en la
naturaleza como comensales y como patdgenos del aparato digestivo de los mamiferos
domésticos y silvestres, aves, reptiles e insectos, en los cuales pueden llegar a producir una
amplia gama de enfermedades (Smith y Ahmer, 2003). Todas las salmonelas son

potencialmente patégenas (Mahajan et al., 2003) al ser parasitos intracelulares y por medio
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de los macréfagos en los que se encuentran, se diseminan por todo el organismo afectado,
aprovechando la via linfatica y sanguinea (Stanchi, 2007).

En medicina humana estan descritas diversas presentaciones de la salmonelosis: fiebre
entérica, septicemia y finalmente gastroenteritis; mientras tanto, en medicina veterinaria se
ha determinado que esta bacteria puede provocar septicemia, enteritis aguda, subaguda y
cronica, ademas de abortos en diferentes animales (Stanchi, 2007). Las diversas especies de
esta bacteria se transmiten por contacto tanto con enfermos como con portadores sanos,
aunque por lo general la enfermedad producida por este agente microbiano tiene un origen
alimentario debido a la ingesta de alimentos contaminados con el patégeno, teniendo en
cuenta que la fuente de contaminacién ambiental es invariablemente la materia fecal
(Stanchi, 2007).

Morfologicamente, los miembros del genero Salmonella son bacilos gram negativos, de
0.7-1.5 x 2.0-5.0 mm, generalmente no fermentan lactosa, anaerobios facultativos, no
esporulado, generalmente mdviles por flagelos peritricos (Jawetz et al., 2005). Poseen
metabolismo fermentativo y oxidativo; fermentan glucosa con produccion de acido y gas
(excepto S. typhi), también fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-
ramnosa, D-sorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol, son oxidasa negativo, catalasa
positivo, indol y Voges-Proskauer negativo, rojo de metilo y citrato positivo, producen
H.S, son urea negativo y descarboxilasa positivo (Terrango et al., 2003). Otras
caracteristicas bioquimicas son la reduccion de los nitratos a nitritos, no desaminan la
fenilalanina y son tetrationato reductasa (Jawetz et al., 2005).

El género Salmonella, definido por su conjunto de caracteristicas bioquimicas, reune cerca
de 2,500 tipos seroldgicos; cada tipo seroldgico a su vez esta caracterizado por antigenos

especificos que pueden ser identificados mediante pruebas seroldgicas. Los antigenos que
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caracterizan los tipos seroldgicos de las salmonellas son los antigenos O (somaticos), y los
antigenos H (flagelares); algunos presentan un tercer tipo el denominado antigeno Vi.

Existen tres tipos de Salmonella, la Salmonella choleraesuis, la Salmonella typhi y la
Salmonella enteritidis. Las dos primeras corresponden a un solo serotipo; la S. enteritidis
engloba los demés serotipos. Se relnen estos microorganismos en seis grupos: el grupo A
que incluye la Salmonella paratyphi A; el grupo B que incluye la Salmonella typhimurium
y la Salmonella bredeney; el grupo C1 con la Salmonella choleraesuis, la Salmonella
montevideo y la Salmonella oranienburg; el grupo C2 tiene s6lo la Salmonella neuport; al
grupo D pertenecen la Salmonella typhi, la Salmonella enteritidis, la Salmonella dublin y
la Salmonella gallinarum, finalmente en el grupo E1 se encuentran la Salmonella butantan,

la Salmonela anatum y la Salmonella give (White et al., 2008).

2.5. Contaminacion de productos carnicos por Salmonella

La existencia de Salmonella en poblaciones animales se debe a la contaminacion de los
alimentos por animales de la misma poblacion que son portadores de éstos
microorganismos o estan infectados. Un portador se define como un animal o persona que
elimina dicha enfermedad, sin presentar sintoma de la infeccion (Ukuku y Fett, 2006).

Las aves son afectadas especialmente por esta enfermedad, aunque también el cerdo y el
ganado vacuno estan sujetos a infecciones de esta clase. Por otra parte, puede haber
salmonelas en huevos enteros, asi con en el contenido intestinal de mucho animales de
sangre caliente.

Existen casos, en que estos microorganismos estan presentes en la carne de los animales,

pero esto es indudablemente raro. Cuando se encuentran en carne de pollo lo mas probable
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es que la superficies carnicas se hayan contaminado, directa o indirectamente con el
contenido intestinal (Stocki et al., 2007).

Se ha investigado la presencia de Salmonella en granjas de porcinos y bovinos, asi como en
rastros y se comprobd que en corrales de animales infectados, cuando llegaban a la sala de
matanza, una parte significativa de estos (12 al 18%), se encontraban infectados. Se sabe
que una pequefia proporcién de porcinos y bovinos se infectan con Salmonella antes de su
comercializacion y que algunas aves tienen ocasionalmente esta enfermedad, por lo que el
problema pudiera tener su origen en la granja (Steenackers et al., 2012). La contaminacion
de los animales con Salmonella en el rastro, proviene desde el suministro de alimentos en la
granja y las practicas de transporte y aquellas previas al sacrificio de los animales.

Aspectos como la preparacion de los animales para el sacrificio, el método de
insensibilizacion, las técnicas de sacrificio, sangrado, eviscerado y manejo de la canal estan
directamente relacionadas con la inocuidad de la carne, por lo cual debe prestarse especial
importancia a los programas de limpieza y desinfeccion de las instalaciones propias de un
rastro, para minimizar los riesgos que afectan la calidad y la contaminacion de la carne
(FAO, 2007). Ademas, esto se complementa con estudios de contaminacién de la carne y
de la canal, incluyendo los parametros de inocuidad y los métodos para su determinacion en
la linea de sacrificio, asi como los temas importantes en la actualidad, como la implantacion
del sistema HACCP (Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control, por su siglas en
ingles) en rastros y la trazabilidad de la carne (Miranda et al., 2010).

Las carnes frescas se pueden contaminar con Salmonella a través de los operarios de los
rastros 0 como consecuencia de proceder de animales enfermos; esta situacion se vuelve

mas frecuente cuando la carne de cerdo, res, pollo y sus derivados pierden la cadena de frio
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y se mantienen a temperatura ambiente en el proceso de comercializacion, permitiendo asi
la multiplicacion bacteriana (FAO/WHO, 2009b).

La carne de ave asi como sus salsas y aderezos no deberian dar lugar a ningun problema si
se manipulan y cocinan adecuadamente, pero con frecuencia se descuida este tratamiento,
como acontece también con el pescado, los mariscos y ciertos productos lacteos como la
leche fresca o fermentada, helados y quesos (M'ikanatha et al., 2010). La manipulacion de
los alimentos en gran escala como se realiza en muchos establecimientos, tiende a
incrementar las posibilidades de diseminacion como ocurre con las maquinas expendedoras
de alimentos y con los productos precocinados (Rodriguez et al., 2011).

De acuerdo a un reporte de la EFSA-ECDC (2011), en la Uni6n Europea, la salmonelosis
fue la infeccion zoondtica de segundo orden en 2009, con 108,614 casos confirmados en
humanos y una tasa de mortalidad de 0.08%, la cual correspondio a 90 personas fallecidas.
Ese afio, Salmonella fue el patogeno mas comun en carne fresca de pollo, pavo y cerdo,
dando en proporcion un total de muestras positivas de 5.4, 8.7 y 0.7%, respectivamente.
Los dos serotipos mas comunes de Salmonella, implicados en la mayoria de los casos
fueron Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis (52.3 y 23.3%, respectivamente).
En Estados Unidos, Salmonella provoca 1 milloén de casos de enfermedades causadas por
alimentos anualmente, 19,336 hospitalizaciones y 378 muertes cada afio (Scallan et al.,
2011). En 2012, cerca del 40% de las infecciones bacterianas y parasitarias confirmadas por
laboratorio en las zonas de vigilancia de FoodNet fueron debidas a Salmonella (CDC,
2013). Esta bacteria también representaron el 30% de los brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos durante 2009-2010 (CDC, 2013).

Una amplia variedad de productos alimenticios han sido implicados en brotes de

Salmonella, como la carne de res, aves, huevos, productos lacteos, la mantequilla de mani y
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productos frescos; asimismo, en un estudio realizado en Florida se ha comprobado que el
7.5% de los embutidos frescos de cerdos fabricados en industrias de habito nacional y el
57.4% de los elaborados por industrias locales, contenian salmonellas aunque se sabe que
es posible encontrar salmonellas en la carne de vaca, la frecuencia de contaminacion de este
producto no es tan grande como en otros alimentos (CDC, 2013; Painter et al., 2013).

En México existen muchas variantes en las condiciones sanitarias de los tipos de carne que
se comercializan; estas condiciones son dependientes del desarrollo econémico de la
industria en las diversas regiones geograficas del pais. La nula condicion de higiene en el
manejo de la carne que se vende en los mercados sobre ruedas en México, constituye un
riesgo a la poblacion consumidora (Rubio et al., 2013).

Las consecuencias en salud publica por contaminacion con Salmonella en carne para
consumo humano, es motivo central de varios estudios, lo que oblig6 a abordar algunos
factores clave en el origen y reproduccion de Salmonella en el proceso de distribucion de la
carne para consumo humano (Gutiérrez et al., 2000; Estrada et al., 2004; Gallegos et al.,
2009).

El riesgo para la salud de los consumidores que adquieren productos carnicos esta latente
en Meéxico; asi lo demostraron los resultados de una investigacion realizada por Rubio et al.
(2013), quienes al analizar muestras de carne de bovino, procedentes del extranjero y
mexicanas, encontraron 27.78% de muestras positivas a L. monocytogenes, 8.89% a
Salmonella y 28.89% a Y. enterocolitica. Las muestras mexicanas presentaron mayor indice

de contaminacion con estas bacterias que las muestras de carne importada (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de muestras de res (bistec) positivas a patégenos por regién en México

Monterrey, NL Ciudad de México Tabasco %
(n=30) (n=40) (n=20) global
positivos
Microorganismo Imp. Mex. Imp. Mex. Imp. Mex.

L. monocytogenes 00 26.7(8) 175(7) 10.0(4) 50(1) 25.0(5) 27.7(25)
Salmonella 0.0 33(1) 0.0 25(1) 0.0 30.0 (6) 8.8 (8)

Yersinia 00 672 125() 275(11) 300(6) 10.0(2) 28.8(26)

Imp.: importado, Mex.: Mexicano, ( )= nimero de muestras (Rubio et al., 2013).

2.6. Deteccion de Salmonella en alimentos

La vigilancia de Salmonella en la cadena productiva y el procesamiento de alimentos
constituyen un elemento importante en la investigacion de la epidemiologia de este
patdgeno. ElI mercado nacional e internacional, para proteger la salud de sus consumidores,
exige que todos los alimentos estén libres de Enteropatogenos, y Salmonella (Galvez,
2006).

Se han hecho grandes esfuerzos en materia de prevencion para el control de las
enfermedades trasmitidas por alimentos por parte de las industrias y de las entidades
encargadas del control. Muchos paises, tienen establecido dentro de su legislacion “cero
tolerancia” para Salmonella (Schneider et al., 2007) y los métodos para su deteccion son

variados.

2.6.1. Deteccion de Salmonella en alimentos por método microbioldgico
Los andlisis microbioldgicos convencionales son laboriosos debido al tiempo que se
requiere para obtener resultados, ya que dependen de pruebas estdndar para aislar y

confirmar diversos patdgenos en la carne (Rubio et al., 2013).
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Debido a su alto grado de infeccion, los métodos sensibles son deseables para la deteccion
de Salmonella; para aumentar la especificidad y la sensibilidad, se ha usado el agar
semisdlido modificado de Rappaport Vassiliadis (MSRV) como una etapa de
enriquecimiento, y varios estudios han demostrado que MSRV es mas sensible que el
método estandar caldo Rappaport-Vassiliadis (RVS) para la deteccion de Salmonella a
partir de heces, alimentos y piensos (Eriksson y Aspan, 2007). Este método se incorporé en
el anexo D del método ISO 6579 para la deteccién de Salmonella, y es una modificacion de
la norma ISO 6579:2002 para la deteccion de este Enteropatdgeno en heces de animales y
en muestras de alimentos (EFSA, 2006).

El Laboratorio de Referencia de la Unién Europea (EURL) para Salmonella recomienda el
uso de MSRV y también fue recomendado por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) en un estudio de referencia realizado entre el afio 2006 y 2007 sobre la
prevalencia de Salmonella en cerdos de engorda (EFSA, 2008).

En Mexico, las técnicas microbiologicas para la determinacion de Salmonella que
actualmente se usan en los laboratorios autorizados o acreditados, tardan de 5 a 10 dias para
conocer la presencia o ausencia de este microorganismo en los alimentos analizados
(Estrada et al., 2004). Estas técnicas, basadas en el uso de medios de cultivos, consisten
principalmente en el pre-enriquecimiento, enriquecimiento selectivo, aislamiento en medios
de cultivos selectivos y diferenciales, identificacion bioquimica y la identificacion
serologica (Figura 5), con la que se concluye la identificacion especifica del patdgeno
(NOM-114-SSA1-1994). Las etapas que implican la identificacion y confirmacién de
Salmonella resultan en una desventaja cuando los resultados se necesitan rapidamente para

la toma de decisiones.
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Figura 5. Procedimiento para la determinacion de Salmonella segin la norma NOM-114-
SSA1-1994.
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En este sentido, los métodos tradicionales resultan tardados y laboriosos para detectar e
identificar cepas de Salmonella a través de procesos sucesivos que involucran caldos de
enriquecimiento, cultivos en medios selectivos y por Gltimo el anélisis de las propiedades
metabolicas o seroldgicas de las colonias sospechosas, por esta razén esta técnica consume
mucho tiempo Yy trabajo para el bacteri6logo.

Adicionalmente, como este procedimiento toma demasiado tiempo, algunos alimentos con
una vida media corta pueden ser consumidos antes de que el resultado del analisis esté
disponible (Fratamico, 2003). Ademaés, las células bacterianos como Salmonella,
Campylobacter, y Listeria monocytogenes frecuentemente se encuentran bajo estrés y
desnaturalizadas por las condiciones desfavorables a las que se exponen (altas
concentraciones de sal, pH desfavorables, o repetidos procesos de congelacion y
descongelacion), implicando un resultado falso negativo en los medios de cultivo

(Candrian, 1995).

2.6.2. Deteccion de Salmonella en alimentos por PCR

Las condiciones actuales de mercados globalizados y la demanda de alimentos hacen
necesario implementar técnicas rapidas y muy sensibles en el control de Enteropatégenos
en los productos para consumo humano, antes de su liberacion al mercado. La
implementacion de los métodos moleculares es necesaria, ya que las técnicas
microbiologicas convencionales toman demasiado tiempo para la deteccion y la
identificacion de Salmonella (Schneider et al., 2007).

El avance en la biotecnologia ha permitido el desarrollo de diversos métodos alternativos
para la deteccion de Enteropatogenos, los cuales proporcionan ventajas en cuanto a

eficiencia, sensibilidad y disminucion del tiempo de deteccion. Estos métodos rapidos, por
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estar basados en la determinacion de &cidos nucleicos, tienen la potencialidad de ser muy
especificos; tal es el caso de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
técnica molecular basada en la amplificacion in vitro del DNA (Rodriguez y Barrera,
2004).

Los métodos moleculares, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), han
demostrado alta sensibilidad y especificidad para la deteccion de patégenos, incluyendo
Salmonella en diferentes tipos de alimentos, y el tiempo requerido para obtener resultados
pueden ser tan cortos como de 12 horas (Salehi et al., 2005).

Los métodos moleculares permiten la deteccién y cuantificacién de DNA especifico de la
bacteria blanco a partir de un nimero muy reducido de moléculas en la muestra, y ademas
de permitir detectar al patdgeno, también se pueden detectar genes que codifican para otras
proteinas involucradas en la patogenicidad como adhesinas, endotoxinas, exotoxinas que
revisten importancia en la practica microbiologica (Malorny, 2004). Por esto, en los Gltimos
afios se estimulo la utilizacion de técnicas moleculares tanto en las etapas de tamizaje como
en las etapas de confirmacion e identificacion del diagnostico bacteriologico.

Si bien, las técnicas basadas en PCR son una poderosa herramienta para la deteccion de
patdgenos a partir de alimentos, pueden generar diferentes resultados entre laboratorios
debido a la falta de validacion de protocolos estandarizados, a la variabilidad de equipos y
reactivos, y a la posible interferencia de la matriz con la reaccién de PCR.

Para reconocer estos posibles inconvenientes se utilizan controles de sistema, controles
externos y controles internos. Como control de sistema se usa la misma mezcla de reaccion
de PCR sin DNA templado. Los controles externos positivos y negativos son templados

conocidos, que se analizan en tubos independientes del DNA problema.
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2.7. Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico implica la confirmacion de los resultados obtenidos
por una técnica en particular, mediante la provision de evidencias objetivas, donde se
cumplen requisitos particulares para un uso pretendido y especifico, y segun la rigurosidad
de las diferentes etapas de validacion, es posible clasificar a los métodos analiticos en: I)
métodos del propio laboratorio, 11) métodos de revistas cientificas, 111) métodos oficiales y
IV) métodos estandar (Trullols et al., 2004).

Se define como método cualitativo, a aquel cuya respuesta se basa en la presencia o
ausencia del analito, detectado directa o indirectamente en una cierta cantidad de muestra
(Feldsine et al., 2002). Segun Trullols et al. (2004), para validar un método cualitativo se
deben incluir los siguientes parametros: a) Rango de trabajo: intervalo de concentracion en
el cual el analito puede determinarse con un adecuado nivel de confianza y precision. Bajo
el concepto de rango de trabajo se incluyen los términos limite de deteccion y limite de
corte; limite de deteccidn es la menor concentracion de analito detectable, y limite de corte
es la cantidad Optima de analito detectable. b) Selectividad: parametro que permite
ponderar la deteccion de la mayor cantidad de microorganismos especificados por parte de
la técnica evaluada y la ausencia de reaccion positiva con otros géneros y especies
relacionados. La seleccion de un minimo de 50 cepas puras de microorganismos
relacionados y la seleccién de un minimo de 30 cepas potencialmente competitivas deben
ser analizadas como cultivos puros. Bajo el concepto de selectividad se incluyen los
términos exclusividad e inclusividad (Feldsine et al., 2002; Krause et al., 2006).
Exclusividad es la habilidad del método de no detectar un rango relevante de cepas
relacionadas que pueden provocar reacciones cruzadas. Inclusividad es la habilidad del

método alternativo de detectar un rango de cepas verdaderamente positivas para los analitos
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blanco (Feldsine et al., 2002). c) Robustez: resistencia de un método al cambio de respuesta
cuando se introducen pequefias variaciones deliberadas a los pardmetros del mismo. Deben
especificarse las condiciones diferentes para poder identificar cuéles son los factores de la
técnica que pueden afectar la robustez. Deben determinarse como minimo 10 resultados y
todos los pasos del método, incluidas la toma y preparacion de la muestra, deben realizarse

n veces (OAA, 2003).
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I11. OBJETIVOS

3.1. General
Implementar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa para el diagnéstico rapido

y sensible de Salmonella typhimurium en muestras de carne de cerdo, res y pollo.

3.2. Especificos
e Estandarizar y validar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
deteccion de Salmonella typhimurium en productos carnicos optimizando el tiempo y
la sensibilidad con relacidn al método microbioldgico.
e Realizar monitoreo de productos carnicos para evaluar su calidad microbiol6gica en

productos distribuidos en la ciudad de Texcoco.

IV. HIPOTESIS

La técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa permite analizar muestras de productos
carnicos sospechosos de contaminacién de manera mas rapida y eficiente disminuyendo los
falsos negativos y falsos positivos en comparacion con las técnicas microbioldgicas

convencionales.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion
Los andlisis se realizaron en el Colegio de Postgraduados Campus Montecillos en el
Laboratorio de ‘“Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana”, perteneciente al
Postgrado de Ganaderia, ubicado en la Carretera México-Texcoco Km. 36.5 Montecillo,

Texcoco.

5.2. Muestreo

El muestreo se realizé en la ciudad de Texcoco, para ello se delimito la ciudad de Texcoco,
posteriormente se realizé un censo de las carnicerias, tianguis y supermercados de la zona
que comercializaban carne de cerdo, res y pollo.

El tamafio de muestra se calcul6 usando un Muestreo Aleatorio Simple Cualitativo
(MASC) (Rendon, 2001). Una vez definido el tamafio de muestra se procedio a la seleccion
de esta, con base a la relacion de los establecimientos de carnicerias, tianguis y
supermercados recabados en el censo, de manera aleatoria mediante la “tabla de nimeros
aleatorios”.

De los locales que se seleccionaron se tomo una muestra de 250 gramos de carne (cerdo,
res y pollo), las cuales se identificaron con los siguientes datos: nimero de muestra, fecha
de colecta y especie animal. Las muestras se trasladaron al laboratorio para su analisis bajo
condiciones asépticas a temperatura de refrigeracion de acuerdo a lo indicado en la NOM-
213-SSA1-2002, Productos y servicios. Productos carnicos procesados. Especificaciones

sanitarias. Métodos de prueba.
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5.3. Cepas de control

Como control de calidad, se utilizaron cepas puras de Salmonella typhimurium ATCC
14028, Proteus vulgaris ATCC 6898 y Escherichia coli ATCC 25922, las cuales fueron
adquiridas en el Laboratorio de Bacteriologia Medica de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Para su preservacion cada cepa fue sembrada
en Caldo Soya Tripticaseina con 15% de glicerol (CST), e incubada a 35°C durante 24
horas. Posteriormente de cada frasco que presentd crecimiento se tomé 1 mL de cultivo y se
colocd en viales Eppendorf de 2 mL, previamente esterilizados, elaborando 5 viales de cada
cepa. Finalmente cada vial fue identificado con el nombre de la cepa, su ATCC y fecha de
preparacion, y colocados a -20 °C, para preservar las cepas.

Para la obtencion de las cepas de trabajo o de control de calidad, se tomé uno de los viales
preservado a -20 °C, bajo condiciones asépticas el contenido se deposito en tubos de ensayo
que contenia 20 mL de CST, los cuales se incubaron a 35°C por 24 horas, posteriormente
se realizo la siembra por estria en placa en medio solido (Agar Soya Tripticaseina) para
Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris y Escherichia coli. Las cajas de petri fueron
identificadas con el nombre del microorganismo estriado y la fecha de siembra, y se

colocaron en refrigeracion a -4°C.

5.4. Inoculacion artificial
Las muestras de carne escogidas para la inoculacion artificial se confirmaron negativas para
Salmonella typhimurium por andlisis microbiolégico y por PCR. Se procedio a la
inoculacion de la carne con un inoculo de 10° UFC mL™ a partir de un cultivo en CST

incubado por 12-18 horas a 37°C de cada bacteria (Salmonella typhimurium, Escherichia
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coli y Proteus vulgaris). La concentracién en UFC mL™ del inoculo se determind por

ensayo Yy error hasta estandarizar la lectura.

5.5. Deteccion de Salmonella mediante método microbiol6gico

La deteccion de Salmonella se realiz6 conforme a lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-114-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la determinacién de
Salmonella en alimentos.

Para ello se pesaron bajo condiciones asépticas 25 g de cada muestra colectada en los
establecimientos, y se depositaron en frasco de dilucién que contenian 225 mL de caldo
selenito-cistina, posteriormente se incubaron a 35°C durante 24 h; transcurrido este tiempo
se tom6 1 mL del liquido homogeneizado y se depositd en un tubo de ensaye de 16 x 150
mm, que contenia 9 mL de caldo tetrationato. Otra muestra de 1mL fue tomada del
contenido del frasco de dilucion y se deposito en un tubo de ensaye de 16 x 150 mm, que
contenia 9 mL de caldo selenito-cistina; los dos tubos se incubaron a 35+ 1 °C por 24
horas. Posteriormente, de los dos tubos antes mencionados se sembro por estria de forma
independiente en agar Xilosa- lisina desoxicolato (XLD), Agar verde brillante (AVB) y
Agar sulfito de bismuto (SB) para la deteccion de Salmonella, los cuales fueron incubados
a 35 1 °C durante 24 horas.

Después de la incubacidn las colonias sospechosas fueron sometidas a pruebas bioquimicas
en los agares lisina-hierro (LIA) y triple azucar-hierro (TSI); complementario a esto se
realizaron las pruebas bioquimicas que establece el protocolo del kit API® 20E, para

determinar la presencia o ausencia de Salmonella.

26



5.6. Deteccion de Salmonella typhimurium mediante PCR
Para la deteccion de Salmonella typhimurium en las muestras colectadas se procedi6 a la
extraccion del DNA a partir del cual se corrieron muestras para la amplificacion del gen

InvA'y fliC.

5.6.1. Extraccion de DNA de muestras de carne
La extraccion de DNA de las muestras de carne de bovino, cerdo y pollo, se realizé con el
kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification (catalogo A1620, Promega, EUA).
Posteriormente se cuantifico y evalu6 la calidad del material genético mediante
electroforesis con un gel de calidad (agarosa al 2%) tefiido con bromuro de etidio. Las
muestras de DNA se conservaron a -20 °C hasta su analisis. Se cuantifico la concentracion

de DNA en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

5.6.2. Iniciadores
Se utilizaron iniciadores para la amplificacion del gen InvA de Salmonella, descritos por
Rahn et al. (1992) y del gen fliC para Salmonella typhimurium reportado por Lim et al.
(2003), los cuales se describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Iniciadores para los genes InvA y fliC

Iniciadores Secuencia Gen pb
S139-F GTG AAATTATCG CCACGT TCG GGC AA InvA 284
S141-R TCA TCG CAC CGT CAA AGG AACC
Flil5-F CGG TGTTGC CCAGGTTGG TAAT fliC 559
Tym-R ACT CTT GCT GGC GGT GCGACTT

Lim et al., 2003; Rahn et al., 1992.
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5.6.3. Controles
Como control positivo se utilizd6 DNA de la cepa Salmonella typhimurium ATCC 14028 y
como control negativo DNA de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922; cada una de las
cepas se coloco en 5 mL de Caldo Soya Tripticaseina, se incubé a 37 °C durante 18 h.
La extraccion del DNA se realizd con el kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification (catalogo A1620, Promega, EUA). Adicionalmente se utiliz6 como blanco un

tubo sin DNA como control de sistema.

5.6.4. Condiciones de PCR

El programa de amplificacion consistié en: un ciclo a 95 °C durante 2 min, 30 ciclos de 1
min de desnaturalizacion a 95 °C, 1 min de hibridacion-extension a 60 °C y un ciclo final de
extension de 1 min a 72 °C. Finalmente se realiz6 una rampa de disociacion desde 55 °C a
95 °C, 30 seg.

El tiempo de analisis total fue de 2 h, 25 min 42 seg. El programa fue implementado en un

Termociclador Modelo CG1-96 (Corbertt Research).

5.6.5. Mezcla de reaccion de PCR
Para las reacciones de amplificacién se utilizaron las siguientes cantidades de reactivos: 2
uL de buffer 10X, 0.4 pL de MgCl, 1.0 mM, 0.8 pL de dNTP's a una concentracion de 0.1
mM, 2.5 pL de primer InvA (Forward+ Reverse); Cuadro 3 a una concentracion de 0.125
UM, 2.5 uL de primer fliC (Forward+ Reverse) a una concentracion de 0.125 uM, 0.12 pL
de BIOLASE™ DNA polimerasa (BIO-21042), 10.68 pL de agua grado Biologia

molecular. Las reacciones fueron preparadas en tubos Eppendorf libres de nucleasas.
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5.6.6. Electroforesis en geles de agarosa
Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
2.0%. Se utiliz6 TBE 1X como buffer de corrida, el gel se corrié a 90 V durante 40 min
aproximadamente, posteriormente se tifio con bromuro de etidio a una concentracion de 1.0

ng mL™, para su observacion en el Transiluminador A323 (Bio-Imaging).

5.6.7. Concentracion de deteccién minima de DNA
Para determinar la concentracion minima de DNA detectable con pruebas de PCR, se
inocularon muestras de carne con diluciones seriadas de Salmonella tyhimurium, a partir de
10 hasta 10™? UFC. La concentracién de DNA (pg mL™) se determiné por la lectura en un

nanodrop Y la concentracion de bacterias (UFC mL™) por conteo en placa.

5.6.8. Especificidad y sensibilidad relativa
Para determinar la especificidad, los iniciadores para la amplificacion del gen InvA para
Salmonella y el gen fliC para Salmonella typhimurium fueron evaluados en pruebas
preliminares con DNA proveniente de Escherichia coli, con el fin de descartar
amplificaciones inespecificas mediante PCR. Para determinar la sensibilidad del método las
muestras inoculadas artificialmente con Salmonella typhimurium fueron analizadas

mediante el método microbiolégico y la técnica de PCR.

5.7. Analisis Estadistico

5.7.1. Calculo de especificidad y sensibilidad relativa
El calculo de especificidad (E) y sensibilidad (S) se realizo utilizando la tabla 2x2, que
compara los resultados de la prueba en las muestras inoculadas y muestras no inoculadas.

En el Cuadro 4 se detalla el procedimiento seguido para el calculo.
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Cuadro 4. Tabla 2x2 para comparar los resultados de la PCR en muestras inoculadas y no

inoculadas.
Muestras probadas
Inoculada No inoculada Total
Resultado de Positiva a b at+b
PCR Negativa c d c+d
Total atc b+d n
Lopez y Fernandez, 2001.
En donde:
F= d
b+ d)
¢ a
B (a+0)

5.7.2. Indice de McNemar

La prueba de McNemar se utiliza para decidir si puede 0 no aceptarse que determinado
“tratamiento” induce un cambio en la respuesta de los elementos sometidos al mismo, y es
aplicable a los disefios del tipo "antes-después” en los que cada elemento actia como su
propio control. Consiste en “n” observaciones de una variable bidimensional (X, Y;) para i=
1,..,n. La escala de medicion para X e Y es nominal con dos categorias tales como positivo-
negativo o presencia-ausencia, que se puede denominar “0” y “1”. Los resultados
correspondientes a una muestra de “n” elementos se disponen en una tabla de frecuencias 2
X 2 como se muestra en el siguiente Cuadro 5.

Cuadro 5. Tabla cruzada de los resultados de dos variables dicotomicas con el mismo

resultado (método 1 y método 2).

Método 2
(+) ) Total
Método 1 (+) a b r=a+b
) c d s=c+d
Total t=a+c u=b+d n

Caravaca et al., 2000.
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En las celdas del Cuadro 5, “a” es el nimero de elementos cuya respuesta es la misma, +;
“b” es el nimero de elementos cuya respuesta es + antes del “tratamiento” y - después de
éste; “c” es el numero de elementos que han cambiado de - a +; y “d” es el nUmero de
elementos que mantienen la respuesta -.

Por lo tanto, b+c es el nimero total de elementos cuyas respuestas han cambiado, y son los
Unicos que intervienen en el contraste. La hipotesis nula es que el "tratamiento” no induce
cambios significativos en las respuestas, es decir, los cambios observados en la muestra se
deben al azar, y la hipotesis alternativa significa que el “tratamiento” si induce cambios
significativos en las respuestas, es decir, los cambios observados no se deben al azar.

El estadistico de prueba que permite contrastar si existen diferencias significativas entre las
frecuencias esperadas y las observadas es:

_(b—cl-17

T
1 b+c

 v2
~ X1

En este caso se rechaza la hipotesis nula si X(Zl) es mayor que Xlz_oc/z(lg.l_)(Caravaca etal.,

2000).

5.7.3. Indice de Kappa
El indice Kappa relaciona el acuerdo que exhiben los métodos de observacidn, mas alla del
debido al azar, con el acuerdo potencial también mas alla del azar y se usa para evaluar la
concordancia o reproducibilidad de instrumentos o metodologias cuyo resultado es

categorico. Por lo tanto el indice Kappa se define como
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Donde Po es la proporciéon de acuerdos observados y Pe es la proporcion de acuerdos
esperados en la hipotesis de independencia entre los observadores, es decir, de acuerdos por
azar. A partir del Cuadro 5, Po = (a + d)/n y Pe = (rt +su)/n®.

Por tanto, el indice Kappa presenta un valor de 1 cuando la concordancia observada es
perfecta, un valor de 0 cuando la concordancia observada es igual a la concordancia
esperada por azar y valores inferiores a 0 cuando la concordancia observada es inferior a la
concordancia esperada por azar (L6pez y Fernandez, 2001).

Landis y Koch (1977) propusieron una escala de interpretacion del valor de Kappa que
considera como aceptable un valor mayor o igual a 0.40 y excelentes los valores superiores
a 0.75 (Armendariz y Barreiro, 2013). En el Cuadro 6 se muestra la escala de interpretacion
del valor Kappa.

Cuadro 6. Escala de interpretacion del valor Kappa

Valor de Kappa (k) Grado de acuerdo
<0.00 Sin acuerdo
0.00-0.20 Insignificante

0.21-0.40 Mediano
0.42-0.60 Moderado
0.61-0.80 Sustancial
0.81-1.00 Casi perfecto

Armendariz y Barreiro, 2013.
5.7.4. Incidencia de Salmonella typhimurium
Se realiz6 mediante el programa FREQ (SAS 9.2, 2008) a.= 0.05. Con lo cual se obtuvo la
frecuencia y el porcentaje de muestras contaminadas por Salmonella typhimurium en
relacion al tipo de carne analizada (cerdo, res y pollo) y a la procedencia de las muestras

(carnicerias, tianguis y supermercados).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Validacién de la técnica de PCR

6.1.1. Concentracion minima de deteccion de DNA
En todas las diluciones que se realizaron para la determinacion de la concentracién minima
detectable de DNA por la técnica de PCR se generaron resultados de amplificacion
positivos tanto para el gen InvA (284 pb) de Salmonella y el fliC (559 pb) de Salmonella

typhimurium, como se puede ver en las Figuras 6 (a) y (b).

Pb

1353
1078
872

fliC
< 559 pb

603

310
281
271
234

InvA
284 pb

194

Figura 6(a). Prueba de deteccion minima de DNA por la PCR para los genes InvA para
Salmonella y fliC para Salmonella typhimurium, por electroforesis en gel de agarosa
al 2.0%. Pozos: 1) Marcador ¢X174; 2) Control positivo; 3) Control negativo; 4)
Dilucién 10™; 5) Dilucién 10%; 6) Dilucién 10%; 7) Dilucion 10™; 8) Dilucién 10”; 9)
Dilucién 10°; 10) Dilucién 107; 11) Blanco.

Se puede observar que a partir de la dilucién 10 hasta la dilucién 10 se presenta una

reduccion en el tamafio de las bandas de amplificacion tanto para las de Salmonella como

para las de Salmonella typhimurium (Figura 6b).
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Figura 6(b). Prueba de deteccion minima de DNA por la PCR para los genes InvA para
Salmonella y fliC para Salmonella typhimurium, por electroforesis en gel de
agarosa al 2.0%. Pozos: 12) Marcador ¢X174; 13) Control positivo; 14) Control
negativo; 15) Dilucién 10°®; 16) Dilucién 10°; 17) Dilucién 10™°; 18) Dilucién 10*;
19) Dilucién 10,

Se realiz6 una dilucion 1:10 de la concentracion inicial de las diluciones para determinar la

concentracion minima detectable, las concentraciones finales con las que se corri6 el gel de

agarosa se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Lecturas de la concentracion del DNA en las diluciones

Concentracién de Concentracién
Dilucién DNA final de DNA
(ug mL™) (ug mL™)

Dilucién 10! 147.6 14.76
Dilucién 107 123.7 12.37
Dilucién 10 111.0 11.10
Dilucién 10* 99.80 9.980
Dilucién 10° 93.80 9.380
Dilucion 10°® 90.40 9.040
Dilucién 107 86.00 8.600
Dilucién 10® 70.50 7.050
Dilucién 10° 51.50 5.150
Dilucién 107 34.40 3.440
Dilucion 10 12.40 1.240
Dilucion 102 3.100 0.310
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La concentracion minima detectable de DNA en la técnica de PCR para este estudio fue de
0.310 ng pL™* 6 0.310 ug mL™*. De manera similar en un estudio realizado por Rubio et al.
(2013) el nivel minimo detectable de DNA fue de 0.4 pg mL™ para Salmonella en muestras
de carne; sin embargo, Pérez et al. (2008) reporta un nivel minimo detectable mucho
menor el cual es de 0.027 ug mL™ para la misma bacteria. EI nivel minimo detectable es
establecido por el laboratorio en donde se realiza la técnica de PCR, el cual depende de
varios factores como son la destreza o capacitacion del analista, el buen funcionamiento de
los equipos, calibraciones de equipos, calidad del DNA, calidad de los iniciadores,
instalaciones adecuadas, entre otros aspectos.

Estos valores permiten observar la alta sensibilidad que presenta la técnica, en comparacién
con los cultivos microbiolégicos convencionales en donde su sensibilidad se puede ver
afectada por varios factores, como la viabilidad de la bacteria que se encuentra en la
muestra o la recoleccidn o transporte de la misma, en el caso de la PCR no se requiere de la
existencia de bacterias vivas o viables en la muestra para diagnosticar su presencia. Sin
embargo, Armendariz y Barreiro (2013) mencionan que la alta sensibilidad que confiere a
la técnica de PCR su utilidad, es también su limitacion mas seria, ya que la amplificacion
exponencial de DNA moldes puede conseguirse incluso a partir de una sola célula,
cualquier resto celular o reactivos contaminados pueden presentar un riesgo de resultados
falsos. Con mucho, los reservorios mas importantes de moldes “contaminados” son los
productos de reacciones previas de PCR. Estos representan una fuente altamente
enriquecida de la secuencia, y pueden llegar a encontrarse por todas partes en el laboratorio

después de un periodo de tiempo utilizando los mismos iniciadores.
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6.1.2. Especificidad y sensibilidad relativa

Se obtuvo un 100% en la especificidad de los iniciadores del gen InvA 'y del gen fliC en las
muestras inoculadas y no inoculadas con la cepa de Salmonella typhimurium y analizadas
mediante la PCR (Figuras 7a y 7b), mismo porcentaje de especificidad que reporta Pérez et
al. (2008) y Aliverti (2012), y en un estudio realizado por Wilkins et al. (2009) obtuvieron

un valor del 99%.

Pb

1353
1078
872
603

flic
< 559pb

InvA
310 284 pb
281
271
234

194

Figura 7 (a). Prueba de especificidad de los iniciadores del gen InvA y del gen fliC, por
electroforesis en gel de agarosa al 2.0%. Pozos: 1) Marcador ¢X174; 2) Control
positivo; 3) Control negativo; 4-10) DNA de Salmonella typhimurium ATCC 14028;
11) Blanco.

En la Figura 7b se puede observar que no hubo amplificacién del gen InvA y del gen fliC
en muestras de DNA de E. coli ATCC 25922, lo que prueba la especificidad de estos

iniciadores para Salmonella y Salmonella typhimurium
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Figura 7 (b). Prueba de especificidad de los iniciadores del gen InvA y del gen fliC, por
electroforesis en gel de agarosa al 2.0%. Pozos: 1) Marcador ¢X174; 2) Control
positivo; 3) Control negativo; 4-10) DNA de E. coli ATCC 25922; 11) Blanco.

En el Cuadro 8 se percibe que todas las muestras inoculadas fueron positivas a Salmonella
y a Salmonella typhimurium y las muestras que no fueron inoculadas fueron negativas a la

presencia de la bacteria.

Cuadro 8. Especificidad y sensibilidad relativa de la PCR para deteccién de Salmonella

typhimurium
Muestras probadas
Inoculada No inoculada Total
Resultado de Presencia 10 0 10
PCR Ausencia 0 5 5
Total 10 5 15
E 1.0 S 1.0

E: Especificidad; S: Sensibilidad
Una de las causas por la que la especificidad del gen InvA de Salmonella es alta podria
deberse a lo que menciona Oliveira et al. (2002) quien indica que este gen contiene
secuencias Unicas de este género y ha sido demostrado como una adecuada secuencia para

PCR, con aplicaciones de diagnéstico potenciales. La amplificacion de este gen en los

37



altimos afios ha sido reconocida como un estandar internacional para deteccion del género
Salmonella. Este gen codifica una proteina en el interior de la membrana de las bacterias
que es responsable la invasion de las células epiteliales del huésped (Darwin y Miller,
1999).

En el caso del gen fliC se utiliza para la identificacion de Salmonella typhimurium debido a
que codifica el componente principal del flagelo de esta especie; sin embargo, como
presenta alta variabilidad de su region central también es utilizado para estudios de
caracterizacion molecular de Salmonella (Aldridge et al., 2006).

Algunos genes reportados en la bibliografia que se han utilizado para la deteccion del
género Salmonella son InvA, invE, himA, phoP, ipaB, iroB, lamB, fimY y fliC, entre
otros.

Debido a que las especies de Salmonella han sido consideradas como uno de los patdgenos
transmitidos por alimentos mas importantes alrededor del mundo y a que las técnicas
microbioldgicas tardan mas tiempo, en la amplificacion in vitro de DNA por el método de
PCR se han utilizado diferentes genes para la deteccion de las especies de Salmonella ya
que cada una presenta diferentes sintomas y huésped especifico, por lo tanto es necesario e
importante diferenciar los serotipos de este esta bacteria con el fin de garantizar que cada
patdgeno y epidemiologia se reconozca correctamente.

En relacion a la sensibilidad de la técnica de PCR en un estudio realizado por Pérez et al.
(2008) reporta el mismo porcentaje que el obtenido en este trabajo en muestras de carne
(Cuadro 8); sin embargo, en diferentes matrices reporta valores cercanos al 61%. En
comparacion Armendariz y Barreiro (2013) indican que obtuvieron un valor de sensibilidad

del 90% el cual coincide con el valor obtenido por Wilkins et al. (2009).
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Por lo tanto puede considerarse que se tiene alta sensibilidad en la técnica de PCR, esta
sensibilidad varia dependiendo del tipo de alimento analizado, del tipo de pre-
enriquecimiento aplicado, de un trabajo adecuado del analista y también del método y la
fuente de extraccion del DNA.

Reynisson et al. (2006) ha descrito que los resultados también pueden variar de acuerdo al
termociclador que se emplee, ya sea por marca o incluso entre modelos de la misma marca,
por lo que es necesario ajustar el programa de temperaturas y componentes de la PCR antes
de establecer una metodologia.

Otra fuente indica que un problema que se repite en muestras de alimentos es la presencia
de inhibidores (Di Pinto et al., 2007). Asi mismo, el crecimiento del microorganismo
objetivo podria verse inhibido por la flora acompafante, dando un resultado negativo por el
método tradicional, o bien, la sensibilidad del ensayo de PCR podria ser disminuida. Por
esto, es importante seleccionar un medio de enriquecimiento adecuado para inhibir la flora
competitiva y establecer un tiempo de incubacion adecuado, ya que la sensibilidad de la
PCR tiende a aumentar con el incremento del tiempo de enriquecimiento (Guo et al., 2000).
Cabe mencionar que el porcentaje de sensibilidad y especificidad de este estudio es valido
para las matrices evaluadas, si se quisiera aplicar lo descrito en otro tipo de muestras es
necesario realizar un estudio previo de las limitantes posibles y llevar a cabo una prueba

piloto, adecuando la técnica para cada tipo de alimento.

6.2. Comparacion de metodologias; microbiologica vs PCR
En el Cuadro 9 se muestran los resultados de las muestras que resultaron positivas
(presencia en 25 g de carne) a Salmonella en relacion a la metodologia utilizada. Las

ventajas de la PCR sobre los métodos convencionales son fundamentalmente su
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sensibilidad y especificidad lo que permite detectar muestras positivas en PCR que han sido
reportadas como negativas al analizarse con los métodos convencionales microbiol6gicos
(uso de medios de pre-enriquecimiento no selectivo, seguido de enriquecimiento selectivo y
en placas sobre agares selectivos y diferenciales y las colonias sospechosas deben ser
confirmadas por pruebas bioguimicas y seroldgicas).

Cuadro 9. Resultados de las muestras de carne de cerdo, res y pollo analizadas con método

microbioldgico y la técnica de PCR para la deteccion de Salmonella typhimurium

cerdo (n=20 res (n=20 ollo (n=20
=20 (0=20) " pollo (1=20) otal

+ - + - + - + -
microbioldgico 2 18 1 19 1 19 4 56
PCR 2 18 1 19 2 18 5 55

+: Presencia de Salmonella en 25 g de carne; -: Ausencia de Salmonella en 25 g de carne.

A partir de los resultados obtenidos se trabajo con el indice de McNemar y el indice de
Kappa para determinar si existia diferencia significativa entre los resultados obtenidos de
las muestras analizadas por las dos metodologias propuestas y el grado de “concordancia”
que existe entre ellas.

Cuadro 10. indice de McNemar e indice de Kappa para la deteccion de Salmonella

typhimurium en muestras de carne de cerdo, resy pollo

Microbiolégico convencional

Presencia Ausencia Total
Presencia 4 1 5
PCR Ausencia 0 55 55
Total 4 56 60
k 0.8800

Se determind que no existe diferencia significativa (p< 0.05) entre las muestras de carne de
cerdo, res y pollo positivas a Salmonella analizadas mediante el método microbioldgico y

las muestras positivas a Salmonella typhimurium analizadas mediante el método de PCR ya
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que existe un nivel de concordancia entre los resultados de ambas metodologias del 88%
(Cuadro 10). De acuerdo a los valores de “k” propuestos por Landis y Koch (1977) se tiene
un grado de concordancia para las muestras en general “casi perfecto”, esto podria deberse
a que ambas metodologias se trabajaron bajo los criterios establecidos en cuanto a los
controles de calidad (cepas control, esterilizacion de material, capacitacion del analista,
controles positivos y negativos, etc.).

Cuadro 11. indice de McNemar e indice de Kappa para la deteccion de Salmonella

typhimurium en muestras de carne de cerdo

Microbioldgico convencional

Presencia Ausencia Total
Presencia 2 0 2
PCR Ausencia 0 18 18
Total 2 18 20

Kk 1.000

Cuando se compararon los valores de k obtenidos en este estudio para cada tipo de carne se
observo que las muestras de carne de cerdo y de res la concordancia es “casi perfecta”
(Cuadro 6), ya que el 100% (Cuadro 11 y 12) de las muestras que se detectaron con
Salmonella en el analisis microbiol6gico también se detectaron en la PCR.

Cuadro 12. indice de McNemar e indice de Kappa para la deteccion de Salmonella

typhimurium en muestras de carne de res

Microbiolégico convencional

Presencia Ausencia Total
Presencia 1 0 1
PCR Ausencia 0 19 19
Total 1 19 20
k 1.000
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Cuadro 13. indice de McNemar e Indice de Kappa para la deteccion de Salmonella

typhimurium en muestras de carne de pollo

Microbiolégico convencional

Presencia Ausencia Total
Presencia 1 1 2
PCR Ausencia 0 18 18
Total 1 19 20
k 0.6430

En el caso de las muestras de carne de pollo se tiene un nivel de concordancia entre las
metodologias “moderado” (Cuadro 13), valor cercano al que reporta Alvarez (2012) para
este tipo de carne quien realizd un estudio similar en donde encontrd valores de k entre
ambas metodologias de 0.5 para carne pollo, lo cual representa un grado de acuerdo
“moderado”, destacando que podria deberse a dos aspectos fundamentales de la PCR, su
mayor sensibilidad y especificidad en comparacion con la técnica microbioldgica.

De acuerdo a Candrian (1995) hay varias razones que podria explicar porque una muestra
se detecta positiva mediante la técnica de PCR y negativa mediante el método
microbiologico. Es posible que las células presentes en las muestras de carne se encuentren
dafadas ya sea debido a la utilizacién de productos de saneamiento o las condiciones de
almacenamiento, lo que puede dafiar o incluso matar a la Salmonella, esto a su vez afecta la
capacidad de detectar el patdégeno utilizando el método microbioldgico, ya que este método
es dependiente del crecimiento de las células.

Otro factor que puede influir en la diferencia en el grado de concordancia entre estos dos
métodos son los medios de cultivo que se utilizan en la técnica microbiol6gica ya que
existen algunas modificaciones al método microbioldgico que han sido previamente

estudiadas y aprobadas por organismos internacionales para incrementar la sensibilidad y
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especificidad de este (Deirdre et al., 2012), la motilidad de la Salmonella puede ser
aprovechada usando un agar semisolido por ejemplo Rappaport Vassiliadis Modificado
semisolido (MRSV) como medio de enriquecimiento, varios estudios han demostrado que
es mas sensible que el caldo Rappaport-Vassiliadis que se usa en el método estandar para la
deteccion de esta bacteria a partir de muestras de heces, alimentos y piensos (Eriksson y
Aspan, 2007).

Este método ya fue incorporado en el anexo D de la norma ISO 6579 para la deteccion de
Salmonella, y es una modificacion de la norma ISO 6579:2002 para la deteccion de
viabilidad y motilidad de Salmonella en heces de animales y en muestras de las etapas
primarias de produccion de alimentos (Anonymous, 2006).

El laboratorio de referencia de Estados Unidos recomienda para Salmonella, el uso de
MRSV, también fue recomendado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) para utilizarse durante un estudio de referencia sobre la prevalencia de Salmonella
en cerdos de engorde en la Union Europea (Deirdre et al., 2012).

En México no se ha realizado alguna modificacion en la Norma Oficial Mexicana NOM-
114-SSA1-1994, “Bienes y servicios. Método para la determinacion de Salmonella en
alimentos”, en relacion a los medios de enriquecimiento utilizados. Los medios de
enriquecimiento sefialados en esta norma son caldo de tetrationato, caldo selenito-cistina y
se menciona como alternativa, en sustitucion del caldo tetrationato puede emplearse el
medio Vassiliadis-Rappaport. Cabe mencionar que para el analisis de las muestras se utilizo
el medio Vassiliadis-Rappaport.

El Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA) que es el

laboratorio de referencia de la SAGARPA, incluye el uso del caldo Vassiliadis-Rappaport
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modificado en su protocolo para el aislamiento e identificacion de Salmonella en carne,
aves de corral y productos de huevo.

Mientras no se realice esta modificacion en la Norma Oficial Mexicana que establece el
método general para la determinacion de Salmonella en alimentos se debera de seguir
utilizando los medios de enriquecimiento indicados, ya que es una norma de observancia
obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas y morales que requieren
efectuar este método en productos nacionales y de importacion para fines oficiales.

Sin embargo, si existe una mayor sensibilidad de la técnica de PCR en comparacién con el
método microbioldgico, de acuerdo a los resultados obtenidos, aun a bajas concentraciones,

como las que fueron probadas en este estudio (0.310 ng uL™).

6.3. Incidencia de Salmonella typhimurium en carne de cerdo, res y pollo en
puntos de venta de la ciudad de Texcoco
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la presencia de Salmonella
typhimurium en carne de cerdo, res y pollo comercializada en la ciudad de Texcoco (Figura
8). Sin embargo, en la Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2002 “Productos y
servicios. Productos carnicos procesados. Especificaciones sanitarias. Métodos de prueba”,
se establece que en los productos carnicos crudos Salmonella debe estar ausente en 25 g de
muestra de carne.
El porcentaje de incidencia de Salmonella typhimurium estimado es del 8.3% mediante la
técnica de PCR para la carne en general. La presencia de este Enteropatdgeno puede estar
relacionada con problemas asociados a las instalaciones, a las buenas practicas de
manipulacion, buenas préacticas de higiene, transporte de materia prima y la conservacion

de la carne (cadena de frio). Daum et al. (2002) menciona que los alimentos perecederos y
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los que requieren manipulacion, son los que con mayor frecuencia estan involucrados en
brotes alimentarios debido a este patdgeno, entre ellos se encuentran los productos y

subproductos cérnicos, leche cruda, huevos, productos que contienen huevo y vegetales,

entre otros (Gast et al., 1998).

NUm. de muestras de carne
w
o

Presencia de Salmonella

typhimurium Ausencia de Salmonella
typhimurium

Figura 8. Incidencia de Salmonella typhimurium en carne de cerdo, res y pollo en puntos de
venta de la ciudad de Texcoco

La importancia de identificar Salmonella typhimurium en este tipo de muestras se debe a
que junto con Salmonella enteriditis son los serovares mas frecuentemente aislados en
brotes de transmision alimentaria en todo el mundo (Jamshidi et al., 2009) y Zaidi et al.
(2006) indica que también son los serovares de Salmonella mas recurrentes en México.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, entre un 70 y un 80% de los casos de diarrea
que se producen se deben a la ingestion de agua y alimentos contaminados, constituyendo

actualmente un desafio, puesto que se desconoce su real incidencia.
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La salmonelosis es una infeccién de importancia en salud publica debido al impacto
socioecondmico que ocasiona tanto en los paises en vias de desarrollo como en los
desarrollados.

La Secretaria de Salud indica que afecta a todos los grupos de edad; sin embargo, su mayor
incidencia se da en los extremos de la vida: en menores de cinco afios y mayores de 60 afios
de edad, que son los grupos mas vulnerables.

La FAO (2011) indica que si bien los alimentos contaminados con bacterias pueden ser
consumidos tras cocinarlos a temperaturas superiores a 70 °C, se debe tener especial
cuidado con la contaminacion cruzada ya que los alimentos ya cocinados pueden
contaminarse a través de las materias primas, trato o manipulacion inadecuados. Las
bacterias pueden continuar creciendo en los alimentos, a menos que se controlen los
parametros de los procesos pertinentes, como valor del pH, actividad del agua, temperatura
y tiempo. Sélo unas pocas ceélulas bacterianas que sobrevivan en los alimentos pueden ser

suficientes para provocar enfermedades.

6.3.1. Incidencia por tipo de carne (cerdo, resy pollo)
Se detectd presencia de Salmonella typhimurium en los tres tipos de carne analizada (Figura
9). Esto puede deberse a que los animales son los principales reservorios de esta bacteria
(Winfield y Groisman, 2003), los productos y subproductos carnicos, leche cruda, huevos,
productos que contienen huevo y vegetales, entre otros estan involucrados en mayor
frecuencia en brotes alimentarios debido a este patdgeno (Gast et al., 1998), en adicion
dentro de los productos carnicos la carne de cerdo, res y pollo han demostrado ser un buen

vehiculo para la transmision de Salmonella de animales a seres humanos.
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Figura 9. Incidencia de Salmonella typhimurium (n=60) por tipo de carne (cerdo, resy pollo)

En el caso de la carne de cerdo el porcentaje de incidencia fue del 10%, en comparacion
diversos sondeos indican valores de aproximadamente 8% de incidencia en productos
carnicos de cerdo en paises como Estados Unidos, Alemania (Kaesbohrer, 1999), Italia y
Holanda (Comision Europea, 2000), muy por encima del < 1% en Dinamarca o < 0.02% en
Suecia (Hurd et al., 2001). En la gran mayoria de los casos, el principal serotipo aislado es
Salmonella typhimurium. Los bajos porcentajes de incidencia presentados en esto paises se
debe principalmente a los programas de control de Salmonella que se han establecido a lo
largo de la cadena productiva de la carne de cerdo.

Se estima que la carne de cerdo es el origen de un 15% de las toxinfecciones por
Salmonella (rango entre 5 y 25% segun estudios) y de un 50% de las producidas por
Salmonella typhimurium (Berends et al., 2008) a nivel mundial. Sin embargo, el control de
las toxiinfecciones alimentarias debe pasar por una reduccion de la prevalencia de los

patdgenos en la poblacién animal porcina.
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Para la carne de res se obtuvo un porcentaje de incidencia de Salmonella typhimurium del
5%, valor menor al que reporta Hernandez (2013) quien realizé un estudio de incidencia de
Salmonella en carne molida de res comercializada en Texcoco obteniendo un 15% de
muestras positivas a este patdgeno, utilizando el Metodo Via Tecra para el andlisis de las
muestras.

Hernandez et al. (2011) menciona que existe un predominio estacional, hay mayor
incidencia de gastroenteritis virica en otofio-invierno; mientras que las bacterias afectan
preferentemente en primavera-verano. Gutiérrez et al. (2000) menciona que Salmonella
presenta una incidencia estacional en cuanto a frecuencia con relacién a los meses del afio
ésta se intensifica a partir de los meses de abril y mayo alcanzando un pico en julio, con
una disminucion en septiembre y octubre. Esta podria ser una de las causas por las que se
obtuvieron porcentajes de incidencia diferentes ya que en el trabajo realizado por
Hernandez (2013) el muestreo se realizo en los meses de junio y julio y en el presente
trabajo los muestreos fueron realizados en los meses de noviembre y diciembre del mismo
afio, eligiendo estos meses debido a la alta demanda de consumo de carne que se presenta
durante esta época del afio.

En un estudio realizado por Rubio et al. (2013) encontraron un nivel de incidencia de
Salmonella del 2.5% en muestras de res obtenidas en la ciudad de México, y un nivel de
incidencia del 3.0% en muestras obtenidas en la ciudad de Monterrey, en contraste con
muestras obtenidas en Tabasco en donde obtuvieron niveles de incidencia del 30% para
dicho patdgeno, esto puede deberse a que el uso de programas pre-requeridos y la
implementacion de sistemas como el HACCP para reducir cargas patdgenas no es
obligatorio y solamente es usado por algunos rastros como iniciativa propia. En este estudio

también se realizaron analisis de Listeria monocytogenes y Yersenia enterocolitica a las
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mismas muestras, siendo Salmonella el patdgeno con menor incidencia (8.8%) en la carne
de res, posiblemente debido a las condiciones bajo las cuales los patdgenos mencionados,
sobreviven, crecen y se desarrollan.

Vargas (2009) indica que los estados en los que se ha reportado el mayor nimero de casos
de salmonelosis son: Tabasco, Chiapas, Coahuila, Sinaloa, y Veracruz. Las entidades
federativas con menos reportes fueron Durango, Hidalgo, México, San Luis Potosi, y
Tlaxcala.

Estrada et al. (2004) mencionan que en México existen muchas variantes en las condiciones
sanitarias de la carne de res; estas condiciones son dependientes del desarrollo econémico
de la industria en las diversas regiones geograficas del pais. La regidn norte de México, que
incluye los estados de Chihuahua y Nuevo Leon, ha mostrado tener un gran desarrollo
econdémico e industrial en comparacion con los estados localizados en el centro y sur. Este
desarrollo ha tenido como consecuencia un impacto en las condiciones higiénicas de los
rastros y de los puntos de venta y por lo tanto, en la presencia y desarrollo de patdgenos en
la carne.

Aliverti (2012) reporta niveles de incidencia de Salmonella del 8.0% en carne de bovino
molida en la ciudad de Buenos Aires, Argentina, el cual lo relaciona con problemas
asociados a las instalaciones, a las buenas practicas de manipulacion, buenas practicas de
higiene, transporte de materia primay la conservacion de la carne.

La incidencia de Salmonella typhimurium en la carne de pollo fue del 10%. En general los
productos de aves de corral han sido reconocidos como fuente principal de enfermedades
humanas causadas por este patdogeno (Amavisit et al., 2001), ademas la carne de pollo
crudo es también una de las causas mas frecuentes de la infeccion de humanos por cepas de

Salmonella (Panisello et al., 2000).
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En un estudio realizado por Jamshidi et al. (2009) reportan un nivel de incidencia del 8.3%
para Salmonella y un 1.6% para Salmonella typhimurium en canales de pollo, menciona
que los resultados también dependen del método utilizado para el andlisis de las muestras y
que los serotipos predominantes son diferentes para cada pais.

Otro estudio realizado por el Servicio Nacional de Salud Animal en Costa Rica (SENASA,
2009) reporta una prevalencia de Salmonella en carnes frescas y subproductos de pollo del
14.3%.

En el 2010, la Union Europea publicé un estudio sobre Salmonella en carne de pollo, donde
estimaron la prevalencia promedio en 15.7% (EFSA, 2010). En este mismo estudio se
observan importantes variaciones en la prevalencia entre los estados miembros de la Union
Europea que van desde 0 % a 26.6%. Finlandia, Estonia, Dinamarca, Luxemburgo y Suecia
mostraron prevalencias de 0%, lo que demuestra que los paises pueden tomar las medidas
adecuadas para disminuir la prevalencia de Salmonella en los productos carnicos.

En paises como Alemania y Espafia se reportan prevalencias del 14.5% y 14.4%,
respectivamente y del 11.5% para Estados Unidos (M ikanatha et al., 2010).

Se ha demostrado que la contaminacién de la carne con patdgenos puede ocurrir durante la
matanza y en la evisceracion de las aves, especialmente en los establecimientos que
sacrifican una cantidad considerable de pollos, por lo que una mejora en las condiciones de
proceso e higiene durante el sacrifico puede reducir significativamente el riesgo de
contaminacion por Salmonella.

Un ejemplo es el informe del FSIS-USDA para el programa de reduccion de patdgenos
PR/HACCP, el cual demuestra que luego de aplicar este programa se redujo la presencia de
Salmonella de 11.4 a 7.2% en pollo entero para asar, esto en el periodo 2006 -2009 (FSIS-

USDA, 2009).
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La FAO/WHO (2009b) indica que aunque la informacion sobre la incidencia de Salmonella
en carne de aves de corral es limitada, el papel de estas se considera significativo en los
brotes alimentarios presentados en los ultimos afios a nivel mundial. Sin embargo, la
incidencia en diferentes paises varia de acuerdo con el control, medidas y précticas
implementadas a lo largo de la cadena desde la produccion primaria hasta la preparacion de
la carne para el consumo. En 2007, la Comision del Codex Alimentarius convino que la
elaboracion de directrices para el control de Salmonella en las aves de corral era una
prioridad.

El Comité Asesor Nacional sobre Criterios Microbioldgicos para los Alimentos
(NACMCEF), indico que una coccion del pollo crudo a una temperatura interna minima de
74 °C permite una reduccion de 7 logio en Salmonella (SENASA, 2009).

La contaminacion por Salmonella puede producirse en cualquier etapa de la cadena carnica:
desde las materias primas para alimentacion animal, la fabricacion de pienso, la granja, el
matadero, la sala de despiece, los centros de elaboracion hasta la conservacion y

preparacion del producto carnico por el consumidor en el hogar.

6.3.2. Incidencia por tipo de establecimiento
Las muestras para la deteccion de Salmonella typhimurium procedieron de carnicerias,
tianguis y supermercados. Se encontrd presencia del Enteropatdgeno en muestras de carne
de cerdo que procedian de carnicerias y en muestras de carne de cerdo, res y pollo que
procedian de los mercados rodantes conocidos como tianguis. No se encontro incidencia de

Salmonella typhimurium en muestras obtenidas de supermercados (Figura 10).
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Figura 10. Incidencia de Salmonella typhimurium por tipo de establecimiento

De las muestras positivas a Salmonella typhimurium (5/60) el 80% provenian de tianguis y
el 20% de carnicerias. El elevado numero de muestras positivas provenientes de tianguis se
debe a las pocas medidas de higiene y control sanitario con el que es manipulada la carne,
la cual esta totalmente expuesta a la contaminacion y pone en riesgo potencial la salud de
las personas.

Ademas de la inapropiada manipulacion de la carne, una de las caracteristicas generales
encontradas en los puestos de venta de carne en el tianguis durante este estudio fue el tipo
de suministro de agua que presentaron; en estos sitios no existian fuentes constantes de
agua como lavabos, lavamanos, etc.

La carne debe mantenerse en refrigeracion o congelaciéon en los puntos de venta a una
temperatura maxima en su centro térmico de 4°C o -18 °C respectivamente, se menciona
que en el caso de la carne proveniente de aves domeésticas y visceras se puede emplear hielo
(NOM-194-SSA1-2004); sin embargo, la mayoria de la carne comercializada en estos
puntos de venta no se mantienen estas condiciones lo que permite que se rompa la cadena

de frio.
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Tanto las carnicerias como los puestos en el tianguis presentan una deficiente o mal manejo
de basura que puede ser una posible fuente de contaminacion, ya que la acumulacion de los
residuos liquidos y sélidos es un ambiente propicio para la llegada de vectores como
moscas Yy roedores.

Otro factor que es importante mencionar es la manera en la que se transporta la carne a los
puntos de venta y que fomenta la contaminacién de la carne, por ejemplo se transportan
carnes de diferentes especies teniendo contacto entre ellas, la carne se coloca en el piso de
la unidad, en un mismo vehiculo se movilizan las visceras y las canales teniendo contacto
directo entre ellas, los vehiculos no son exclusivos para el transporte de carne y no cuentan
con sistemas de refrigeracion o congelacion.

Mediante el uso de la version armonizada de la Escala Latinoamericana y Caribefia de
Seguridad Alimentaria (ELCSA, 2010) se estimo que el 28.2% de los hogares mexicanos
(alrededor de 8,322, 486) han tenido que disminuir la cantidad y calidad de alimentos que
suelen consumir lo cual favorece la compra de alimentos en lugares poco higiénicos como
puestos en la calle o carnicerias insalubres donde se cuestiona primero el precio, en
segundo término la calidad y se pasa por alto la inocuidad (L6pez et al., 2010).

Con el fin de reducir la presencia de los principales microorganismos patdgenos como
Salmonella y Escherichia coli presentes en la carne cruda, se han establecido
especificaciones sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de
animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio indicadas en la Norma Oficial
Mexicana NOM-194-SSA1-2004.

En el caso de los supermercados no se encontro incidencia de Salmonella typhimurium en
ningun de las especies de carne analizadas; sin embargo, en el estudio realizado por Rubio

et al. (2013) en muestras de res provenientes de supermercados del norte, centro y del sur
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del pais si detectaron la presencia de la bacteria, asi mismo Herndndez (2013), también

reporta presencia en muestras de la misma especie para Texcoco.
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VII.CONCLUSIONES

Con base a los objetivos establecidos en este estudio se puede concluir lo siguiente:

La técnica de PCR desarrollada en el presente estudio demostrd ser rapida y especifica para
la deteccion de Salmonella typhimurium. De manera general, para los productos carnicos
analizados (cerdo, res y pollo) se tuvo una sensibilidad alta (100%) de la técnica de PCR
con una concentracién minima detectable de 0.3 ng pL™, y también la especificidad de los
primers utilizados fue del 100%, indicando el potencial de deteccion de Salmonella y

Salmonella typhimurium.

La validacion de la técnica de PCR resultd altamente similar al método microbiol6gico para
la deteccion Salmonella typhimurium. De manera general, para los tres tipos de productos
carnicos analizados, la concordancia entre PCR y el método microbioldgico fue alta (88%) e
indica la factibilidad del uso de PCR en el diagndstico de Salmonella typhimurium.
Especificamente, el uso de PCR para deteccion de Salmonella typhimurium en carne de
cerdo y res resulta en 100% y en el caso de carne de pollo fue de 64%, indicando que en

este producto carnico, PCR muestra vulnerabilidad.

Con base a las muestras de carne analizadas en los puntos de venta de la Ciudad de
Texcoco, se concluye gque el 10% de la carne de cerdo, el 5% de carne de res y 10% carne
de pollo presentan contaminacion por Salmonella typhimurium. De las muestras positivas,
el 80% provenian del tianguis y el 20% de carnicerias; no se encontré incidencia de

Salmonella typhimurium en muestras provenientes de supermercados.
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ANEXO A

Cuadro A-1. Censo de las carnicerias, tiendas de autoservicio, pollerias y expendios de carnes
(carne de res, pollo y cerdo) de la zona centro de Texcoco.

NUmero Nombre Direccion Producto
1 Carniceria "Mary" Mercado de Santa Cruz s/n cerdo, res vy
ollo
2 Carniceria "Santa Cruz" Prolongacion Manuel Gonzélez nim. 5 f:)erdo y res
3 Carniceria "Mary" Moleros nim. 538 cerdo, res vy
pollo
4 Carniceria "Los atomicos"  José Ma. Morelos s/n cerdo y res
5 Carniceria "La ponderosa"  Morelos num. 507 res
6 carniceria “2 de Marzo” 2 de Marzo nam. 302 cerdo y res
7 Expendio de carne Fray Pedro de Gante nim. 316 cerdo, res vy
"Aurora" pollo
8 Distribuidora de pollo Fray Pedro de Gante nim. 255 pollo
"Rancho alegre”
9 “Mercado de carnes y Fray Pedro de Gante nim. 213 cerdo, res vy
visceras Texcoco” pollo
10 Carniceria "Trejo" Fray Pedro de Gante s/n cerdo y res
11 Carniceria“La 1” Central de abastos Col. Nezahualcoyotl cerdo y res
12 Polleria “La 4” Central de abastos Col. Nezahualcéyotl pollo
13 Polleria “La 3” Central de abastos Col. Nezahualcoyotl pollo
14 Polleria “Las vias” Nezahualcéyotl nim. 313 pollo
15 Carniceria Nezahualcéyotl nim. 314 cerdo y res
16 Polleria “Crucero” Gonzélez Ortega s/n pollo
17 Carniceria “Susana” Nezahualcdyotl ndm. 522 cerdo y res
18 La periquita Nicolas Romero s/n res y pollo
19 Carniceria Diego Nicolas Romero num. 217 cerdo, res y
ollo
20 Polleria “Saira” Prolongacion Abasolo nim. 9 Sollo
21 Polleria “Panchino” Abasolo esquina Francisco Sarabia pollo
22 Carniceria Francisco Sarabia num. 62 cerdo y res
23 polleria “Clemen” Francisco Sarabia nim. 16 pollo
24 Distribuidora Mexicana de Francisco Sarabia nim. 510 res
alimentos "Karnika"
25 Polleria “Mi Angel” Tenfa nam. 1 pollo
26 Polleria “Barbarita” Abasolo num. 112 pollo
27 Carniceria Landa Noche Buena 4c cerdo y res
28 Polleria “Wrindolyne” Noche buena s/n pollo
29 Carniceria “California” Noche buena s/n cerdo y res
30 Carniceria “ltzel” Noche buena s/n cerdo, res vy
pollo
31 Polleria “Jaime” Calle higuerilla s/n pollo
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32
33

34
35
36

37

38

39

40

41
42
43

44
45
46
47

48
49
50
51

52
53

54
55
56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66

Polleria “Blanquita”
Carniceria “Zapata”

Polleria “Los Giieros”
Polleria “Lalo”
Carniceria “Mary”

Carniceria “Evanecer”
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