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Resumen

Objetivo. Determinar el serotipo y perfil de resistencia a
antibioticos de cepas de Salmonella spp. presentes en la carne
de res que se expende en la capital mexicana. Material y
métodos. Se analizaron 100 muestras de carne molida. Se
aislo el patogeno por métodos convencionales y se confirmé
por PCR (gen InvA,284 pb).El perfil de resistencia a antibioti-
cos se determiné por el método de Kirby-Bauer y la seroti-

pificacion por el esquema de Kauffman-White. Resultados.

Se detectaron los serotipos Lomita (6), Derby (4), Senftenberg
(2), Javiana y Cannsttat (I). Se observo alta resistencia a
ampicilina (18/19), carbenicilina (16/19), tetraciclina (13/19)
y trimetoprim-sulfametoxasol (13/19).Cinco cepas fueron no

tipificables y 14 mostraron multirresistencia. Conclusiones.

La carne de res que se vende en el principal centro de consu-

mo del pais esta contaminada con serotipos de Salmonella spp.

relevantes para la salud publica. Una importante proporcion
de éstos es resistente a mltiples antibioticos.
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Abstract

Objective. To determine the serotype and antibiotic re-
sistance profile of Salmonella spp. isolated from retail ground
beef in Mexico City. Materials and methods.A total of
100 samples of ground beef were analyzed. The pathogen
was isolated by conventional methods and confirmed by
PCR (invA gene, 284 bp).The antibiotic resistance profile was
determined by the Kirby-Bauer method while serotyping was
performed according to the Kauffman-White scheme. Re-
sults.We isolated a total of |9 strains of Lomita (6), Derby
(4), Senftenberg (2), Javiana and Cannsttat (I) and undeter-
mined (5) serotypes. The strains showed a high resistance
rate to ampicillin (18/19), carbenicillin (16/19), tetracyclin
(13/19), and trimethoprim-sulfamethoxazole (13/19). Multi-
drug resistance was observed in |4 isolates. Conclusions.
Several Salmonella spp. serotypes of public health significance
are circulating in ground beef sold in the major Mexican city.
Some of these strains are multi-drug resistance.
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a salmonelosis transmitida por alimentos es una

de las principales preocupaciones de salud ptblica
a escala global.'® La carne de diferentes especies, entre
ellas la de bovino, es un importante vehiculo de trans-
misién de Salmonella,*® de la cual se han identificado
més de 2500 serotipos,” algunos de los cuales tienen
predominancia en ciertas especies animales o zonas geo-
graficas. Ademds, algunas cepas de este patégeno han
mostrado una creciente resistencia a antimicrobianos, lo
que constituye un gigantesco desafio para las autorida-
des de salud. De ahi que la tipificacién de aislamientos
sea de gran utilidad para entender la epidemiologia de
este agente infeccioso y, por tanto, desarrollar medidas
preventivas para minimizar los riesgos asociados con
el mismo.

Desafortunadamente, la frecuencia con la que se
presentan determinados serotipos de Salmonella spp., ast
como su perfil de resistencia a antibiéticos en distintas
especies animales, suele variar espacial y temporalmen-
te.® En México, las investigaciones mds recientes sobre
carne de res fueron realizadas entre cinco y 13 afios
atrds.”1® Por tanto, resulta necesario generar informacién
actualizada que contribuya a evaluar el riesgo a la salud
publica derivado de la presencia de Salmonella spp. en
carne de bovino, que es el segundo tipo de carne mds
consumido en el pais. Por ello, el presente trabajo tiene
por objetivo generar informacién sobre los principales
serotipos y perfiles de resistencia a antibiticos de las
cepas de Salmonella spp. asociadas con la carne de res
que se expende en la capital mexicana.

Material y métodos

Este trabajo no requirié de la aprobacion del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Experimentacién (CICUAE), de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Lo anterior en virtud
de que en el estudio no se emplearon animales de
experimentacion.

Disefio del experimento

En este experimento se realiz6 un muestreo por con-
veniencia en la Ciudad de México, por ser el principal
centro de consumo del pais y donde llega carne de varios
estados de la Republica. La unidad muestral consisti6
en 100-200 gramos de carne molida de res, expedida
en supermercados, carnicerfas, mercados ptblicos y
mercados sobre ruedas (tianguis).
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Muestreo

Para determinar el ntimero de lugares a muestrear, se
utiliz6 la férmula para determinar el tamafio de mues-
tra para una proporcién de una poblacién, cuando no
conocemos el nimero de elementos en esa poblacion:'

n=Z7 *p*q* /e
donde:

n= tamafio de la muestra

Z 2= 1.96*(ya que el nivel de confianza es de 95%).

p= proporcién esperada (como no tenemos idea de dicha
proporcion, utilizamos el valor p=0.5 (50%) que maximiza
el tamafio de muestra)

= Ip

e= precision (en este caso se fijé en 10%)

Con base en la férmula anterior, el tamafio de
muestra fue de 96, el cual se redonde6 a 100. De éstas,
la mitad se tom¢ en supermercados (n=50) e igual nd-
mero en carnicerfas, mercados ptblicos y tianguis. Los
supermercados pertenecen a las principales cadenas
de tiendas que conforman los sistemas de distribucién
formal de carne refrigerada.’® A su vez, los mercados
publicos, mercados sobre ruedas (tianguis) y carnicerfas
forman parte de los sistemas de distribucién informal
de carne caliente.”

Los lugares para la toma de muestras se seleccio-
naron al azar, utilizando niimeros aleatorios generados
en Microsoft Excel. En el caso de los supermercados, se
seleccionaron cuatro cadenas comerciales pertenecientes
a la Asociaciéon Nacional de Tiendas de Autoservicio y
Departamentales (ANTAD). El niimero de puntos de
venta a muestrear por cadena comercial se determiné
con base en la probabilidad proporcional al tamafio
(nimero de tiendas) en cada una de éstas. Los lugares
para la toma de muestras también fueron escogidos al
azar. El muestreo se llevé a cabo entre abril y noviembre
de 2013. Las muestras se colocaron en hieleras con geles
refrigerantes para su transporte al laboratorio (2-4 °C) y
fueron procesadas dentro de las siguientes cuatro horas.

Analisis microbiolégico
Para la preparacion de las muestras, se sigui6 el pro-
cedimiento descrito en la Norma Oficial Mexicana

NOM-110-55A1-1994,'¢ que describe la preparacién y
dilucién de muestras de alimentos para su andlisis mi-
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crobiolégico. Asimismo, el aislamiento microbioldgico
se realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-114-SSA1-1994,'7 segtin el cual se deben seguir
los pasos de preenriquecimiento, enriquecimiento se-
lectivo, aislamiento selectivo diferencial e identificaciéon
bioquimica.

Confirmacion molecular

Para la confirmacién molecular de la Salmonella, se de-
terminé la presencia del gen invA (284 pb), caracteristico
de Salmonella spp. y relacionado con su capacidad inva-
siva. Se usaron iniciadores especificos para Salmonella,
utilizados anteriormente por Rahn y colaboradores.’
La reaccién con estos iniciadores fue llevada a cabo en
2.5 uL de buffer 10X para PCR (500 mM KCL, 200 Mm
Tris HCL), 1.25 uL de dNTPs (10Mm), 1.6 uL de MgCL,
0.5 uL de Tag DNA polimerasa (Fermentas) y 1.5 uL de
la extraccién de cada aislado. La PCR se corri6 bajo las
siguientes condiciones: incubacién inicial a 94°C por
60 segundos; seguida por 35 ciclos de desnaturaliza-
cién a 94°C por 60 segundos; alineacién a 64°C por 30
segundos; finalmente una amplificacién a 72°C por 30
segundos, seguida de un periodo de extensién final de
7 minutos a 72°C. La amplificacién de los productos de
PCR fue analizada usando geles con 1.2% de agarosa,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con un
transiluminador.

Serotipificacion

La serotipificacion se realizé de acuerdo con el esquema
de Kauffmann-White,” para lo cual los aislamientos
fueron enviados al Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) de la Secretaria de Salud.

Resistencia a antibidticos

Para determinar la sensibilidad de los aislamientos a
antibidticos, se utilizé la prueba de difusién en discos
(sensidiscos individuales BIO-RAD) mediante el Mé-
todo de Kirby-Bauer."” Los resultados se reportaron de
acuerdo con los criterios de interpretacién propuestos
por el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).*
Se probaron 14 antibi6ticos: ampicilina (Am; 10 ug),
amoxicilina-dcido clavuldnico (Ax; 30 yg), amikacina
(Ak; 30 pg), ceftriazona (Cro; 30 ug), cefalotina (Cf;
30 ug), cefotaxima (Ctx; 30 ug), cloranfenicol (Chl; 30
ug), pefloxacina (Pef; 5 ug), gentamicina (Ge; 10 pg),
nitrofurantoina (Nf; 30 yg), netilmicina (Net; 30 ug),
trimetoprim sulfametazol (Stx; 250 ug), carbenicilina
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(Cb; 100 ug) y tetraciclina (Tet; 30 ug). Se utilizaron como
organismos de control de calidad: Escherichia coli ATCC
8739, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027. Estos fueron donados por el laboratorio de Mi-
crobiologia General de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional de
Meéxico. Las cepas fueron consideradas multirresistentes
cuando fueron resistentes a tres grupos de antibiéticos o
mds. Se utilizaron las herramientas de anélisis de datos
de Microsoft Excel para elaborar la estadistica descripti-
va. Para el andlisis de la relacién entre de la frecuencia
de muestras positivas a Salmonella y los distintos puntos
de venta, se utiliz6 la prueba de ji cuadrada (y2), con un
nivel de significancia de 95%.

Resultados

Se encontré una frecuencia relativa promedio de
Salmonella spp. en carne de res molida de 16% en la
muestra estudiada. No obstante, en los supermercados,
el porcentaje de muestras positivas fue del 6% (3/50);
mientras que en el sector informal fue del 32% (16/50):
2 de tianguis, 4 de carnicerfas y 10 de mercados ptiblicos
(cuadro I). La prueba de ji cuadrada evidencié que el
porcentaje de muestras positivas a Salmonella spp. estuvo
asociado significativamente (P<0,05) con el tipo de mer-
cado (formal o informal) en el que se expende la carne.

Los serotipos predominantes fueron Lomita y
Derby, aunque también se encontraron cepas de Senf-
tenberg, Javiana y Cannstatt. Cinco de los aislamientos
tuvieron resultados no concluyentes, por lo que se
reportan como no serotipificados.

En materia de susceptibilidad a antibiéticos (cuadro
II), las resistencias mds frecuentes se presentaron en
[-lactdmicos; mientras que 73.7% (14/19) de los aisla-
mientos resultaron multirresistentes. Como se muestra
en la figura 1, entre 70 y 95% de las cepas presentaron
resistencia a ampicilina (18/19), carbenicilina (16/19),
tetraciclina (13/19) y trimetoprim-sulfametoxasol
(13/19). Enlos demds antibi6ticos, el porcentaje de cepas
resistentes fue mucho més bajo (entre 5y 30%).

Discusion
Estudios previos en cortes de carne cruda’ y molida?!
reportan porcentajes de positividad a Salmonella spp.
mucho mayores a los aqui observados. Sin embargo,
estas diferencias no son necesariamente el reflejo de un
mejor control del patégeno en fechas més recientes, pues
se ha demostrado que su prevalencia en el ganado puede
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Cuadro

FRECUENCIA RELATIVA DE SALMONELLA SPP. Y SEROTIPOS IDENTIFICADOS EN MUESTRAS DE CARNE

Origen de la muestra

Supermercados

6.0

DE RES MOLIDA DE LA CiubpADp DE MExico. ABRIL-NOVIEMBRE 2013

Frecuencia relativa de Salmonella spp. Serotipos Num. aislamientos

Cannstatt
N.D.!

Tianguis

40.0

Lomita
Senftenberg

Carnicerias

26.7

Derby
Lomita

Mercados publicos

30

333

“Serotipo no determinado en aislamientos con resultados no concluyentes

Derby
Javiana
Lomita
N.D."
Senftenberg

— W W =N NN = =N —

Cuadro

PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE LOS SEROTIPOS DE SALMONELLA SPP. AISLADOS
DE CARNE MOLIDA DE RES EN LA CiupAap bDeE MExico. ABRIL=-NOVIEMBRE 2013

Origen Serotipo Perfil de resistencia” Resistencia intermedia
Derby Am/Cb/Sxt/Tet
Javiana Am/Cb/Cf/Chl/Tet Cro/Ge
Mercados N.D# Am/Cb/Cf/Sxt/Ge/Nf/Net/Tet
N.D# Am/Cb/Sxt/Ge/Tet Nf
N.D# Cb/Nf CflGe
Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Carnicerias Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Derby Am Cb
Derby Am/Cb
Tianguis Senftenberg Am/Cb/Sxt/Chl/Tet
Lomita Am/Cb/Cf/Sxt/Tet
Senftenberg Am/Cb/Cf/Sxt/Chl/Ge/Tet Ak
Mercados Lomita Am/Cb/Sxt/Pef/Tet Cf
Lomita Am/CfISxt/Ge/Tet Cb
Derby Am/Cf Cb
Cannstatt Am/Cb/Tet
Supermercados N.D# Am/Cb/Sxt/Ge/Net/Nf
N.D# Am/Cb/Sxt/Ge

" Am:Ampicilina; Cb: Carbenicilina; Tet: Tetraciclina; Sxt: Sulfa-trimetoprim; Cf: Cefalotina; Nf: Nitrofurantoina; Ge: Gentamicina; Pef: Pefloxacina; Chl: Cloranfenicol;

Net: Netilmicina; Cro: Ceftriaxona; Ak: Amikacina

¥ ND: No determinado

variar con la zona geogréfica y con la época del afio.”
En cualquier caso, la frecuencia relativa observada en
este estudio dista mucho de ser baja, lo que indica que
la carne bovina se mantiene como un vehiculo potencial

para la transmision de Salmonella spp.
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Se ha sugerido que la presencia de nédulos linfati-
cos en los recortes y carne molida de res podria ser una
delas principales fuentes de contaminacién con Salmone-
lla.®Lo anterior a partir de la clonalidad observada entre
cepas presentes en nddulos linfdticos y carne cruda.
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CIoranfenicoIﬁ
Pefloxacina
Netilmicina
Gentamicina
Nitrofurantoina
Sulfa-trimetoprim
Tetraciclina
Cefalotina

Carbenicilina

Ampicilina

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% de cepas resistentes

FiGURA |. PORCENTAJE DE CEPAS DE SALMONELLA SPP.
(N=19) RESISTENTES A CADA UNO DE LOS ANTIBIOTI=
COS PROBADOS EN EL ESTUDIO

Ademds, la alta prevalencia del patégeno (55-91%) que
suele observarse en los nddulos linfaticos,??* 1os cuales
son muy dificiles de eliminar por completo de la carne
durante el faenado en los rastros, explica de manera
plausible el hallazgo persistente de tasas de positividad
a Salmonella spp., de moderadas a altas, en muestras de
carne cruda en los puntos de venta a lo largo de décadas.

Al parecer, para un mejor control de la disemi-
nacion de Salmonella a través de la carne de res, serd
necesario estudiar los factores que expliquen la colo-
nizacién de los nédulos linfaticos por esta bacteria en
bovinos aparentemente sanos. Asimismo, el desarrollo
de estrategias para reducir la contaminacién de carne
con el contenido de los nédulos linfaticos, desde los
rastros, podria ser un factor clave para la mitigacion
de este riesgo.

En adicién a lo anterior, se requiere una mejor
aplicacion de la ley, especificamente en lo relativo al
expendio de carne caliente. A pesar de que esta préctica
estd prohibida en la normatividad vigente,® es tolerada
en todo el pais. La prueba de ji cuadrada evidencié una
asociacion significativa de la frecuencia de positividad a
Salmonella con el mercado informal, donde el porcentaje
de muestras positivas fue casi seis veces superior en
relacién con los supermercados. Por tanto, es evidente
el potencial para reducir el riesgo de diseminacién del
patdgeno en la cadena de abasto si tan solo se aplicaran,
de manera efectiva, las medidas ya contempladas en la
legislacion vigente.

Con respecto a los serotipos, afortunadamente no
se detecté ninguno de los de mds alta virulencia (ej.
Enteritidis y Typhimurium DT104). Sin embargo, todos
los que se identificaron se han encontrado anteriormente
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en muestras de carne cruda y se han reconocido como
causantes de infecciones transmitidas por alimentos en
humanos en México y en otros paises.5262

Aunque la distribucién de serotipos de Salmonella
tanto en alimentos como en casos clinicos suele ser muy
variable,"*#* la predominancia de S. Lomita no coincide
con estudios anteriores realizados en México,%%1%2630
en los que se reportan frecuencias nulas de esta serova-
riedad tanto en muestras clinicas como en alimentos.
No obstante se ha sugerido que el hallazgo de cepas
que podrian considerarse “exéticas” en determinadas
regiones podria deberse a la globalizacién comercial y
a la intensificacién del turismo, los cuales favorecen la
introduccién e intercambio de distintos serotipos de
Salmonella entre paises.*

Desafortunadamente, las muestras incluidas en el
presente trabajo fueron tomadas sélo en punto de venta
y en un corto periodo de tiempo (aproximadamente
ocho meses). Estas limitaciones imposibilitan establecer
las razones que condicionan el predominio de deter-
minados serotipos. Tampoco se encontraron reportes
previos de estudios similares en la ciudad de México
que permitieran establecer comparaciones cronoldgi-
cas. No obstante, resulta interesante analizar por qué
S. Lomita, un serotipo asociado principalmente con las
palomas,? fue aislado s6lo de muestras obtenidas en
el mercado informal. Los expendios informales tienen en
comun el pobre manejo sanitario de la carne y la falta de
refrigeracién, ademas de que en estos locales el control
de plagas es, por lo general, muy limitado o inexistente.
Sin embargo, esto no explica el predominio de S. Lomita,
una cepa que no habia sido reportada anteriormente
en muestras de alimentos en México. Aun asi, aparece
como serotipo predominante en carne molida y ademds,
exhibe un perfil de multirresistencia a antimicrobianos.
Por ello, serfa conveniente realizar otros estudios para
identificar un origen mds probable, asf como los factores
que condicionan su diseminacién en la cadena de abasto
hasta llegar al punto de venta.

En materia de susceptibilidad a antibidticos, la
elevada tasa de resistencia a f-lactdmicos, tetraciclina y
trimetoprim-sulfametoxasol, asi como el hecho de que
casi las tres cuartas partes de los aislamientos resultaron
multirresistentes, evidencia que existe una considerable
presion de seleccién de cepas en diferentes segmentos
de la cadena productiva.

En este trabajo se observé resistencia a medicamen-
tos empleados exclusivamente en terapéutica humana,
tales como el cloranfenicol, cuyo uso en produccién ani-
mal estd prohibido desde hace décadas.® Este hallazgo
coincide con lo observado en un estudio que se realiz6
en 2009 en el estado de Hidalgo,'” en donde el porcen-
taje de cepas resistentes a cloranfenicol fue ligeramente
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superior (23.1) al reportado en este trabajo. Ello reafirma
la importancia de evaluar los riesgos relacionados con
el empleo de antibiticos en medicina humana y vete-
rinaria.

Por otra parte, se observo que casi 60% de las cepas
de Salmonella mostraron resistencia a sulfa-trimetoprim,
utilizado para tratar infecciones tanto en humanos
como en animales. Cabe mencionar que el porcentaje
de resistencia aqui encontrado es tres veces superior al
reportado hace seis afios.!’ Adicionalmente, un nimero
considerable de aislamientos resistieron antibidticos de
amplio espectro, tales como la gentamicina, usada en
medicina veterinaria y humana en el tratamiento de
multiples infecciones como septicemias, meningitis,
peste, neumontas, entre otras. Asimismo, la resistencia
a pefloxacina, si bien se presentd sélo en una cepa, es
de las mds preocupantes, pues se trata del antibidtico
de eleccién para tratar casos de salmonelosis entérica
en adultos.*

Aunque los resultados de este trabajo no permiten
vincular las cepas aisladas de la carne con casos clinicos
en humanos, la alta proporcién de aislamientos que
resistieron entre seis y ocho antibi6ticos sugiere que la
exposicién del consumidor mexicano a cepas de Salmo-
nella multirresistentes constituye un riesgo latente. Por
ejemplo, serotipos como Javiana suelen presentar una
combinacién de alta virulencia (la infeccién provoca
complicaciones como meningitis, abscesos hepdticos y
colecistitis)® y un perfil de multirresistencia®®* semejante
al reportado para dicho serotipo en este trabajo (Am/Cb/
Cf/Chl/Tet). El tratamiento de infecciones causadas por
cepas con estas caracteristicas puede ser muy compli-
cado. De ahi la importancia de identificar medidas que
contribuyan a prevenir la presencia del patgeno en la
carne que se expende en los puntos de venta.

Si bien los resultados de este estudio no son nece-
sariamente representativos de la situacion nacional, el
muestreo en la principal urbe del pafs constituye una
buena aproximacién a lo que puede estar sucediendo
en el resto de la repuiblica. Ademds, contribuye a funda-
mentar la necesidad de migrar hacia un sistema activo
de vigilancia epidemioldgica, como el que se aplica en
paises desarrollados.” Esto es, que se identifique y se
tipifique de manera sistemdtica a los patégenos causan-
tes de brotes/casos, asf como al alimento involucrado
en los mismos. De esta forma, se puede realizar una
mejor gestién de los riesgos asociados con el consumo
de alimentos.

La presencia de serotipos de Salmonella multirresis-
tentes a antibi6ticos en carne de res molida de venta al
publico en México evidencia la necesidad de investigar
la epidemiologfa de la contaminacion por Salmonella
durante toda la cadena productiva de carne bovina.
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Estudios futuros sobre diversidad genética, presencia
y mecanismos de transmisién de genes de resistencia
y de virulencia, e incluso de secuenciaciéon completa
del genoma de las cepas circulantes, podrian ofrecer
informacion vital para mejorar la gestion de este riesgo
microbiolégico.
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